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Resumo

Cerca de 90% das espécies de aves ja foram consideradas monogéamicas. No entanto, o uso de
metodologias moleculares tem revelado que algumas dessas espécies ndo sdo geneticamente
monogéamicas, com a ocorréncia de paternidade extra-par (PEP), em diferentes frequéncias. Além da
paternidade extra-par outras estratégias reprodutivas como parasitismo de ninho intraespecifico (PNI)
e fidelidade ao sitio de nidificagdo podem ser detectadas por meio de analises de similaridade genética
e de parentesco entre pares de potenciais irm&os. Assim, no presente estudo foram utilizados treze
pares de primers de microssatélites heter6logos para avaliar o parentesco entre filhotes de arara-
canindé (Ara ararauna) amostrados em Campo Grande, MS, de seis estacdes reprodutivas. A diferenca
dos valores médios de coeficiente de parentesco entre pares de filhotes amostrados no mesmo ninho
e em ninhos diferentes mostrou forte evidéncia de diferenca de nivel de parentesco. Dentre os 133
pares de filhotes do mesmo ninho classificados com relacdo ao parentesco, foram observados 75,18%
de pares de irm&os-completos (83,64% dos ninhos), 18,04% de pares que compartilham apenas um
progenitor (9,82% dos ninhos) sugerindo PEP, e 6,76% n&o-aparentados (4,01% dos ninhos)
apontando para possivel PNI. Isso indica que a maioria dos casais deve apresentar monogamia
genética e cerca de 25% néo. Tanto a PEP como o PNI podem ser impulsionadas se houver diferenca
entre o niumero de machos e fémeas disponiveis para reproducéo, pois alguns individuos podem nao
encontrar parceiros. Portanto, realizamos sexagem molecular de 437 individuos e ndo encontramos
desvio da razao sexual 1:1. Assim, como ndo ha viés na raz@o sexual, a presenca de PEP ndo pode
ser explicada por esse fator. A analise de 371 pares de filhotes amostrados em 57 ninhos ao longo de
seis esta¢Bes reprodutivas (2013 a 2018) possibilitou inferir a reocupagéo da cavidade pelo mesmo
casal em 46,29% dos ninhos amostrados, sendo 72% dos retornos em estagbes reprodutivas
consecutivas. Assim, concluimos que a analise de parentesco revelou frequéncias de PEP e PNI
maiores do que o esperado para espécies de aves socialmente monogamicas, com grande longevidade
e cuidado biparental, e sugere que os beneficios dessas estratégias podem ser maiores do que os
custos. Quanto a reocupacao dos ninhos pelo mesmo casal, parece que ela pode ser influenciada pela
queda ou retirada dos ninhos, que tém apenas sete anos de vida util, além da proximidade a outros

ninhos e competi¢do por cavidades.



Abstract

Approximately 90% of bird species have been considered monogamous. However, the use of molecular
methodologies has revealed that some of these species are not genetically monogamous, showing
extra-pair paternity (EPP) at different frequencies. Besides extra-pair paternity, other reproductive
strategies such as intra-specific nest parasitism (INP) and nest-site fidelity can be detected using genetic
similarity and kinship analyses among potential siblings. In this study, thirteen pairs of heterologous
microsatellite primers were used to assess the relatedness among chicks of the blue-and-yellow macaw
(Ara ararauna) sampled in Campo Grande, MS, from six breeding seasons. The difference of the mean
values of the coefficient of relatedness among pairs of nestlings sampled in the same nest and in
different nests showed strong evidence of differing levels of relatedness. Among the 133 pairs of
nestlings from the same nest, 75.18% were identified as full siblings (83.64% of the nests), 18.04% were
pairs sharing only one parent (9.82% of the nests) suggesting EPP, and 6.76% were unrelated (4.01%
of the nests) indicating possible INP. This indicates that most couples exhibit genetic monogamy, while
approximately 25% do not. Both EPP and INP can be driven if there is a difference in the number of
males and females available for reproduction, because some individuals may fail to find mates.
Therefore, we conducted molecular sexing of 437 individuals and found no deviation from the 1:1 sex
ratio. Thus, as there is no bias in the sex ratio, the presence of EPP cannot be explained by this factor.
The analysis of 371 pairs of nestlings sampled in 57 nests over six breeding seasons (2013 to 2018)
allowed us to infer the reoccupation of cavities by the same couple in 46.29% of the nests sampled, with
72% of the returns occurring in consecutive breeding seasons. Therefore, we conclude that the
relatedness analysis revealed higher frequencies of EPP and INP than expected for a socially
monogamous bird species with high longevity and biparental care, suggesting that the benefits of these
strategies may outweigh the costs. Regarding nest reoccupation by the same couple, it seems that it
may be influenced by nest fall or removal, as the nests have a lifespan of only seven years, as well as
by cavity proximity and competition.



Lista de figuras

Figura 1. Quatro individuos de Ara ararauna (arara-canindé) dentro de um ninho natural em Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. Trés filhotes (olhos escuros) e um adulto no centro, possivelmente a

fémea (olhos claros). Fonte: arquivo INSHULO Arara AZUL.............oeeeiiiiiiei i 06

Figura 2. Localizacdo dos 135 ninhos de Ara ararauna (pontos vermelhos) analisados no presente

estudo na area urbana de Campo Grande, Mato Grosso do Sul (area amarela)..........ccccceeeeeiieeenieenne 09

Figura 3. Metodologia de coleta de amostras. A) Colaborador do Instituto Arara Azul acessando a borda
do ninho com escada e peia (cordas); B) Equipe de campo fazendo a contencdo do filhote e

posicionamento da asa para coleta de sangue; C) Contencdo do filhote para fechamento da

Figura 4. Representacdo do padrdo de identidade por descendéncia e da probabilidade de que ¥4 dos

alelos herdados (a, b, c e d) pela prole X e Y sejam IBD aos alelos (e, f, g ou h) do mesmo progenitor

Figura 5. Nove configuragdes de alelos idénticos por descendéncia (IBD), o par de pontos superior
representa os dois alelos do individuo X e o par inferior representa os dois alelos do individuo Y. Alelos

conectados POr lINNAS SA0 IBD.........cccoo oo e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaeees 18

Figura 6. Distribuicbes de valores de parentesco r simulados para duas categorias de parentesco:
meios-irmaos e irmaos-completos. Notar as areas de sobreposicdo das distribuicbes de valores e os

tIPOS AE EITOS ASSOCIAUOS. ... iteeiee ettt ettt e bt e e e et bt e e e s et bt e e e e e e e aabae e e e s aabbeeeeeeaene 19

Figura 7. Diagrama de fluxo do procedimento usado para classificar pares de filhotes em categorias de

parentesco, COM DASE NOS GENGLIPOS. ... ...uiiii ittt b bt e e e e seabeee s 23

Figura 8. Diagrama de fluxo do procedimento usado para inferir a existéncia de fidelidade dos casais
ao ninho. FS: full sibs, irm&os-completos; HS: half sibs, meio-irméos; U: unrelated, n&o-

=0 T= 1= 01 =T [0 S SRR 26

Figura 9. Percentual de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho que foram categorizados como
irmaos-completos (full siblings: FS), meio-irmaos (half siblings; HS) e ndo-aparentados (unrelated; U)

€M relaGao a0 NUIMETO UE PAIES ...ciuvvviees ittt e iiiteee e s et tteeesatabeee s s atberaeasaaasbeeeesansbeeeaesastaeeeeanssteeeessnnees 31

Figura 10. Percentual de pares de filhotes de estacdes reprodutivas diferentes por ninho analisado
classificados como irmaos-completos (full sibs: FS), meios-irmé&os (half-sibs: HS) e ndo-aparentados
(unrelated: U), além dos pares que ndo puderam ser categorizados quanto ao parentesco (nao

o= 11=To (o] 12= o [0 1) FO PP PPPPR 38



Figura 11. Percentuais encontrados na analise de fidelidade ao ninho e o nimero de ninhos entre
parénteses. A. porcentagem e nimero de ninhos nos quais foi inferido: nenhum parental retornou e/ou
presenca PNI (0); um parental retornou e/ou presenca de PEP (1/2); o mesmo casal retornou uma (1),
duas (2) ou trés (3) vezes; B. porcentagem de retornos de casais que ocorreram em estacfes
reprodutivas consecutivas e ndo consecutivas; C. porcentagem de retornos em todas ou e em parte

das estactes reprodutivas amOSITATAS. ..........uuuiiiiiiieeiiie e e e e e s e e e e e e s a e e e s s s e e eeaas 43



Lista de tabelas

Tabela 1. Numero de ninhos e de filhotes de Ara ararauna amostrados, sexados (sexad.) e genotipados

(genot.)* em diferentes estacdes reprodutivas (2012 a 2020) em Campo Grande, Mato Grosso do

Tabela 2. Sequéncias forward e reverse dos primers heterdlogos testados em Ara ararauna e
desenvolvidos baseados no genoma de Ara macao e a temperatura de anelamento (Ta) usada no

O] (1S1T 01 (=] (1 o o F PRSP 13

Tabela 3. Coeficientes k para quatro categorias de parentesco, k, 2k, ek, s&o as probabilidades de
dois individuos compartilharem 0, 1 ou 2 alelos idénticos por descendéncia de acordo com cada

categoria. 6 representa o coeficiente de consanguinidade..............cccooeveeiiiiiiiie i 17

Tabela 4. Percentuais de atribuicdo de uma determinada categoria de parentesco a diferentes
categorias de parentesco baseado simula¢cbes de valores de parentesco r para 3.000 pares de
genotipos. Em negrito estéo as probabilidades percentuais minimas e maximas esperadas de que cada
categoria de parentesco (irméos-completos, full siblings, FS; meio-irméos, half siblings, HS e néo
aparentados, unrelated, U) seja corretamente categorizada.............cccoevvvvveveieiiiiiiiiiiic e ee e 20

Tabela 5. NUmero de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho e em ninhos diferentes utilizados

na andlise de parentesco por eStacao rEPrOAULIVA...........uieiiuriieeiiiieieeiiiiiee e siiee e e e saee e e s sbeeee e e sneeeeas 20

Tabela 6. Ano da primeira reproducao (Ativo desde), ano de perda do ninho (Queda/Remoc¢éo) namero
total de filhotes amostrados e nimero de pares analisados por ninho em diferentes anos (estagbes
FEPrOdULIVAS) AMOSIIAUOS. ... .eeeiiiitiiie ettt e ettt ettt e e et bt e e e sttt e e e st b e e e e e sabe e e e e e aabbbb e e e e abebeeeesabreeeaean 24

Tabela 7. Exemplo hipotético de categorias de parentesco entre pares de filhotes (Individuo) de um

determinado ninho onde cinco filhotes (A a E) foram amostrados ao longo de trés estacfes reprodutivas

Tabela 8. Niumero de individuos amostrados e sexados por estacao reprodutiva.............cccceeecvveeeeennee. 28

Tabela 9. Pardmetros de variabilidade genética da populacéo de Ara ararauna em Campo Grande por
microssatélite. Para cada loco sédo apresentados: o numero de individuos analisados (N), o nimero de
alelos (N,), as heterozigosidades esperada (H,) e observada (H,), a probabilidade do teste exato para
avaliar desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Peyw), a probabilidade de identidade (P/) e o
coeficiente de eNAOGAMIA (FIS) .. . tieiurrriie ittt et e e e e e rnbe e e e ennbe e e e e e nneee 29

Tabela 10. Médias dos valores de coeficiente de parentesco r entre pares de filhotes (r médio ninho)
amostrados no mesmo ninho (=) e pares de filhos amostrados em ninhos diferentes (#) em seis
estacdes reprodutivas. N - nUmero de pares de filhotes analisados, valor da estatistica do teste t e o p-

valor. Para o teste foi UtIiZado 0 = 0,05. ... e e s e e e e e st e e e b s 29



Tabela 11. Numero de pares de filhotes de seis estacfes reprodutivas amostrados no mesmo ninho
(Pares anal.), nimero de pares que puderam ser atribuidos a alguma categoria de parentesco (pares
categ.), niumero de pares classificados por categoria (FS - full siblings, irmaos-completos; HS - half
siblings, meio-irmaos; U — unrelated, ndo-aparentados), nimero de ninhos por estacao reprodutiva e
nameros de ninhos com evidéncia de paternidade extra-par (PEP) e parasitismo de ninho

1)z (TS o =Tt 1o o TN (11 PR 30

Tabela 12. EstacBes reprodutivas na quais foram encontradas evidéncias de paternidade extra-par
(PEP) e parasitismo de ninho intraespecifico (PNI) por ninho. *entre parénteses se encontra o nimero

0 PArES A fIINOLES. ..ottt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e e e e e e e e nb e e eeaaaeaas 31

Tabela 13. Percentual e ano de amostragem de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho mas em
estacBes reprodutivas diferentes categorizados como irmaos-completos (full sibs: FS), meios-irméos

(half-sibs: HS), ndo-aparentados (unrelated: U) e n&o categorizados (NC).......ccuveeveriiiieeniniiinienniiieeen, 34

Tabela 14. Ano de retorno ao ninho do mesmo casal (em estac¢des reprodutivas consecutivas ou néo),
retorno de um dos parentais (em esta¢des reprodutivas consecutivas ou ndo) ou paternidade extra-par
(PEP), e nenhum parental retornando ao mesmo ninho em estagdes reprodutivas diferentes. Numero
de pares de filhotes analisados entre parénteses apés a numeracao do ninho. Nao avaliado- niUmero

de pares de filhotes cuja categoria de parentesco ndo pode ser inferida..........cccccevveeeiiiiiiiiiinineeeceeeenn, 39



Lista de apéndices

Apéndice 1. Namero de filhotes amostrados em cada ninho por estacao reprodutiva........................ 66

Apéndice 2. Valor médio do coeficiente de parentesco r, seus valores de variancia e RMSE (root mean
squared error) obtidos com cada um dos sete estimadores e o valor obtido dos 3.000 pares de genotipos

S L8| T (oS V2= 1 (o] = E] 0 1= =T [ ) SR 69

Apéndice 3. Valores de correlacédo dos coeficientes de parentesco obtidos por pares de estimadores e

de cada estimador com o valor esperado dos 3.000 pares de genétipos simulados..............ccccvvveeeeennn. 69

Apéndice 4. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados ho mesmo
ninho na estagédo reprodutiva de 2013. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente
de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipdtese nula e hip6tese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

L2210 011 1= G 70

Apéndice 5. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados ho mesmo
ninho na estacgéo reprodutiva de 2014. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente
de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H;: hipétese nula e hipétese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

L2210 011 1= G 71

Apéndice 6. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo
ninho na estagédo reprodutiva de 2015. Ind 1 e Ind 2: NUmero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente
de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H;: hipétese nula e hipétese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

L7210 11 = 72

Apéndice 7. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo
ninho na estacgédo reprodutiva de 2016. Ind 1 e Ind 2: Numero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente
de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hip6tese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

12210 011 1= 73

Apéndice 8. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados ho mesmo
ninho na estagédo reprodutiva de 2017. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente
de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hipotese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipoteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

1210 011 1= TR 75

Apéndice 9. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados ho mesmo

ninho na estagédo reprodutiva de 2018. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente



de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H;: hipétese nula e hipétese
alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

12210 011 1= G 76

Apéndice 10. Resultados das analises de paternidade para dois pares de progenitor-prole sugeridos
pelas observacfes de campo. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ano 1 Ano 2: Ano
em que o individuo 1 e 2 foram amostrados; r; coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco
com maior probabilidade; H,/H;: hip6tese nula e hipétese alternativa e p- value: p-valor associado ao

Y e L T oTo] (YL PRSP 78

Apéndice 11. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo
ninho mas em diferentes estacfes reprodutivas de 2013 a 2019. Ninho: identificacdo de campo do
ninho onde as amostras foram coletadas; Ind 1 e Ind 2: NUmero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ano:
dois ultimos digitos do ano de inicio da estacdo reprodutiva dos individuos 1 e 2 respectivamente; r:
coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese

nula e hipotese alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipoteses.........cccvccvvvieeieeeeeiiiiiens 79

Apéndice 12. Resultados das andlises de parentesco de trés possiveis trocas de ninho sugeridos pelas
observagbes de campo. Ind 1 e Ind 2: Niumero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ninho 1 e Ninho 2:
ninhos onde os individuos 1 e 2 foram amostrados com 0 ano correspondente entre parénteses; r:
coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; Hy/H,: hipGtese

nula e hipétese alternativa e p- value: p-valor associado ao teste de hipoteses........cccccvvvveeeeeeeeiiiinnnns 88



Sumario

R T 4 Yo 11 o T SRS 01
1.1 Sistemas de ACASAIAMENTO. .......coitiiiiiiitiie ettt e et e e et e e e e e s b e e e e anee snneas 01
1.1.1 Vantagens e desvantagens das diferentes estratégias reprodutivas...............cccccvvvvvvveerenennn. 03
1.2. Analise de parentesco baseado em MICrOSSALEIItES............uvvveiiiieeeeei i 04
1.3 Ara ararauna oU Arara-CaniNde.............cocueiiirieiiiiee e e e e esreesnre e sneeeenes 06

P2 © 1 oY1= (A0 1= PP 08

3. MALErIAl € MELOAOS . ettt ettt ettt e s bt e b et e sbbe e e be e e e s abeeessbeeeabneeennneeens 09
3.1 ATA B ESIUD. ... .cvivieictieiiet ettt ettt ettt s e b b et b ettt e r s 09
3.2 Procedimento de coleta do material biolOgQICO..........cccuvuiieiiieei e e 10
3.3 MaAterial DIOIOGICO. ... .veeeiiiiieeiee ettt e bbb 10
3.4 Procedimentos [aD0ratoriaiS. ..........eiiiiiiiiie e 11

3.4.1 Extracéo e quantificag8o do DNA geNOMICO..........uuiiiiiiiiiaiiiiiie e 11
3.4.2 SEXAQEM MOIECUIATI.......iiiiiiiiieeetie e e e e e e e e e e e e e e e e et et et e e ee e aeea e e e b e e s e aeaeaaeeeas 12
3.4.3 AvaliaCao da raz80 SEXUAL........ccuiiiii ittt 12
3.4.4 Amplificacdo dos 10C0S de MICIOSSALEIES. ... ..ueiiiiiiieeeie i 13
3.4.5 Identificacdo dos genotipos de MIiCroSSAtElIteS.........ovvcvvvieiiiieiie e 15
3.5 Analise estatistiCa d0OS HAUOS. ... ....cooiiiiiiiii e 15
3.5.1 Estimativas dos parametros genético-populacionais...........cccceevveviiriereeeeeeeeeeeesecivnnes 15
3.5.2 Estimativas de parenteSCO gENETICO. ... ...ccceiiiiiiiiiiiieiee e e e e cccrre e e e e e s e eee s 16

3.5.2.1. Andlise de parentesco de filhotes do mesmo ninho e mesma estacao reprodutiva e de

filNOtES de AIfErENtES NINNOS. ......uiiii et et e e e ettt e e et e s e e e et e e e enanseaees 17

3.5.2.2. Andlise de parentesco de filhotes do mesmo ninho em diferentes estagbes

(=70 o T0 [0 117> T T PO 23
YU | =To [0 1= S P OO PP P PP PP PPPPPPPON 28
4.1 Razéo sexual e equilibrio de FISNET.........uuiii i 28

4.2 Parametros genétiCo-POPUIACIONGAIS. ........eivurreeeiiiiiee ettt e e s stiire e e e sitee e e e st e e e e s snbeeeessseaeeeesanees 28



4.3 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho e de ninhos diferentes...........c.cccccvvveeenee 29

4.4 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho em diferentes estacdes

=] 0] (o T0 01 1)Y= T PP PPPPPPPPUPPPPTN 33
L B TS o1 U1 Y- Lo J PSPPSR 45

5.1 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho e mesma estacao reprodutiva e sistema de

acasalamento genético: fatores que influenciam na frequéncia de paternidade extra-par e suas

g gY o] o= Todo =2 J T PP PP PP TP PP PPPPPP 47
5.2 Fidelidade ao ninho: fatores que influenciam e suas implicagdes...........ccccccvvveereeeeeeviiscivnnnnn, 52
OO0 ] o Lo U K=o =TSP OPPPPPRORTIN 56
FA R C1 1 €] (o= L TP PPPTRTIN 57

ST AN o 1= g o LT o] -SSR OOPRSRPRR 66



1. Introducéao

1.1 Sistemas de acasalamento

O conceito de sistema de acasalamento foi proposto por Trivers (1972) como uma forma de
descrever como os individuos de espécies e populacdes se relacionam entre si durante a reprodugao.
Esses sistemas envolvem diferentes aspectos, como a forma como os individuos encontram parceiros,
0 numero de parceiros com 0s quais interagem ao longo de uma estacao reprodutiva, a duracéo dos
relacionamentos reprodutivos e o nivel de envolvimento de cada sexo no cuidado dos filhotes (SMITH,
1977; DAVIES, 1991; REYNOLDS, 1996). As aves possuem trés principais sistemas de acasalamento:
1) monogamico, no qual individuos de sexos diferentes formam casais e permanecem juntos por toda
a estacao reprodutiva ou até mesmo por toda a vida; 2) poligamico, no qual um macho acasala com
vérias fémeas (poliginia) ou uma fémea acasala com varios machos (poliandria) e 3) promiscuo, no
qual machos e fémeas podem acasalar com varios outros individuos durante o mesmo periodo
reprodutivo (ALCOCK, 2005). Por muito tempo se acreditou que 90% das espécies de aves eram
monogamicas, com um macho e uma fémea associando-se para reproducéo e criacdo de filhotes
(LACK, 1968). Assim, acreditou-se que as aves socialmente monogamicas também apresentavam um
sistema genético de acasalamento baseado na exclusividade sexual, devido ao vinculo social

estabelecido entre machos e fémeas.

Uma das primeiras evidéncias de que o comportamento social de acasalamento poderia ndo
corresponder as escolhas sexuais foi baseada na descoberta de paternidade extra-par (PEP), ou seja,
a produgdo de progénie com mais de um parceiro, incluindo individuos fora do par social. Essas
evidéncias foram obtidas por meio da andlise de caracteres morfolégicos (como por exemplo, o
tamanho do tarso) que ndo coincidiam com as expectativas de herdabilidade do par social (ALATALO
et al., 1984). Logo, com o avanco do uso de metodologias moleculares no estudo da paternidade, uma
pesquisa revelou que, entre 150 espécies de aves de diferentes grupos taxonémicos, a maioria das
espécies socialmente monogamicas apresenta um sistema sexualmente poligamico (GRIFFITH et al.,
2002). As andlises moleculares detectaram paternidade extra-par (PEP) em 86% das espécies
estudadas, com frequéncias médias de 11,1% dos descendentes e 18,7% das ninhadas geradas a
partir de copulas fora do par social, mudando completamente o entendimento dos sistemas de
acasalamento das aves (GRIFFITH et al., 2002). Essa descoberta destaca a importancia das anélises
genéticas para compreender a verdadeira natureza dos padrdoes de reproducdo. Esses resultados
trouxeram implicagbes significativas para a compreensdo dos mecanismos evolutivos da sele¢éo

sexual em espécies de aves socialmente monogamicas.

Foi observado que ha grande variagdo inter e intraespecifica nas frequéncias de PEP entre
familias e ordens de aves e que isso deve ser relacionado a fatores como histéria de vida, taxa de
mortalidade dos adultos e tipo de cuidado parental (BENNET & OWENS, 2002; GRIFFITH et al., 2002).
Enquanto fatores como densidade de ninhos e sincronia reprodutiva parecem explicar variagfes entre
espécies filogeneticamente proximas, entre populacdes e individuos de uma espécie (MOLLER &
BIRKHEAD, 1993; STUTCHBURY et al. 1998; PETRIE & KEMPENAERS, 1998).



Na monogamia social, um individuo se associa a um Unico parceiro durante pelo menos uma
estacao reprodutiva. J& a monogamia sexual se refere a auséncia de cépulas com individuos fora do
seu par social (copulas extra-par; CEP). Ainda, a monogamia genética se refere a associacao de um
macho e uma fémea para reproducéo resultando na filiagdo exclusiva do par reprodutor. E possivel
haver monogamia social com poligamia genética. Essa Ultima situacéo refere-se a um macho e uma
fémea procriarem e criarem filhotes juntos, mas alguns ou todos os filhotes no ninho sé&o gerados por
individuos fora do par social (PEP) como resultado de uma estratégia reprodutiva mista dos pais sociais.
Sendo assim, o sistema de acasalamento social e sexual podem ser inferidos por meio de observacdes
comportamentais, mas o padrao genético de acasalamento sé pode ser estimado por meio de andlises
genéticas de parentesco (REICHARD & BOESCH, 2003; REBOREDA et al., 2019).

Além da PEP, o parasitismo de ninho intraespecifico (PNI) € outra estratégia reprodutiva e que
é cada vez mais documentada em aves (LEZALOVA-PIALKOVA, 2011; SOUZA, et al., 2013;
MARTINEZ, et al., 2013, MENDONCA DANTAS et al., 2020; BOLOPO et al., 2020). A PNI se refere a
quando uma fémea coloca seus ovos em ninhos de outras fémeas da mesma espécie. Esse fendbmeno
é descrito como parasitario porque a carga energética necessaria para o cuidado parental é colocada
sobre o hospedeiro (ZINK, 2000; LYON & EADIE, 2008). Esta carga energética € mais pronunciada em
aves altriciais nas quais a prole requer cuidados adicionais através da alimentagao e incubacéo (YOM-
TOV, 2001).

Ainda em relagdo ao sistema de acasalamento, a monogamia tende a prevalecer quando a
chance de encontrar um parceiro e produzir descendentes séo distribuidos de maneira uniforme entre
os individuos e os sexos (TRIVERS, 1972). Dessa forma, o principio de Fisher (1930) prediz que, em
organismos com reproducao sexuada a razao sexual esperada € de 1:1, isso porque metade dos genes
€ herdada do macho e metade da fémea, e se considerarmos 0 agregado de toda uma geracao de
descendentes vemos que o valor reprodutivo total de machos e fémeas € igual, porque cada sexo deve
fornecer metade da ancestralidade das futuras geracdes da espécie. A partir disso, acredita-se que a
proporcdo entre 0s sexos sera ajustada de tal forma que o custo do cuidado parental total dos
progenitores em relacdo aos descendentes de cada sexo deverd seja igual.

Caso o custo incorrido no cuidado dos machos fosse menor que o gasto total incorrido no
cuidado das fémeas, cujos valores reprodutivos séo iguais, os casais cujas tendéncias inatas os leva
m a produzir machos em excesso com 0 mesmo gasto, teriam maior valor reprodutivo (nimero de
descendentes) e, em consequéncia, seriam os progenitores de uma fracdo maior nas geraces futuras
do que casais cuja tendéncia € a producao de fémeas. Aliado a isso, a teoria da alocacéo sexual prevé
gue os progenitores devem ajustar seu nivel de investimento e cuidado parental com os descendentes
em relacdo aos beneficios de aptiddo especificos de cada sexo (FISHER, 1930; TRIVERS, 1972;
FRANK, 1990). Usando o exemplo anterior, 0s progenitores investiriam o cuidado parental sobre os
machos, que resultariam em maior valor reprodutivo com menor custo energético e com isso,
aumentaria a mortalidade das fémeas, mas com investimento continuo das préximas geracdes, a

proporcao de machos e fémeas chegaria ao equilibrio (FISHER, 1930).



Para espécies monogamicas a disparidade na razédo sexual entre machos e fémeas resultaria
em individuos sem um parceiro, de forma que 0 sexo raro teria maior sucesso reprodutivo, e 0s casais
gue investem o esfor¢o sobre o sexo raro tendem a ser melhor representados no pool genético das
préximas geracdes (FISHER, 1930; TRIVERS, 1972).

1.1.1 Vantagens e desvantagens das diferentes estratégias reprodutivas

Darwin (1871) prop6s uma conexao direta entre o sistema de acasalamento e a selegéo sexual,
sendo a monopolizacdo do parceiro de um sexo sobre o outro o que determina o sistema de
acasalamento devido a assimetrias entre 0s sexos, com evidéncias de que o0s tragos sexuais regulam
as chances dos portadores de deixar descendentes nas proximas geragdes. E a maneira como o0s
sexos tentam maximizar seu sucesso reprodutivo e, consequentemente, o nivel de presséo da sele¢éo

sexual, que influencia o sistema de acasalamento.

A compreensédo dos sistemas de acasalamento e dos comportamentos associados a copulas
extra-par (CEP) nas aves, tém sido fundamentais para reavaliar o entendimento sobre os mecanismos
evolutivos da sele¢do sexual. Estudos tém explorado os custos e beneficios associados as multiplas
cbpulas, tanto para as fémeas quanto para os machos, e tém esclarecido a influéncia desses
comportamentos na aptiddo reprodutiva e na manutencao dos sistemas de acasalamento (EMLEN &
ORING,1977).

Os custos da CEP para as fémeas incluem o aumento da possibilidade de aquisicdo de
ectoparasitas, infeccdo por doencas sexualmente transmissiveis (SHELDON, 1993) e até mesmo
retaliacdo do parceiro social (ARNQVIST & KIRKPATRICK, 2005). Ainda, o acasalamento multiplo pode
desencadear competicdo espermatica dentro do trato reprodutivo da fémea, o que pode resultar em
monogamia genética, mesmo sem monogamia sexual (FORSTMEIER et al., 2014). Por outro lado,
pode haver mecanismos de controle da paternidade no trato reprodutivo da fémea, o que permitiria a
escolha de parceiros reprodutivos de melhor qualidade e que poderiam aumentar a atratividade ou
gualidade dos filhotes através da heranca de "bons genes" (hipotese Fisher-Zahavi, ESHEL et al., 2000;
GRIFFITH, 2002; ARNQVIST & KIRKPATRICK, 2005). Os machos que buscam coOpulas extra-par
também enfrentam riscos, como a deplecdo de esperma, a aquisicdo de doencas e a retaliacdo das
fémeas, e a principal vantagem é o aumento do sucesso reprodutivo (SHELDON, 1993; PETRIE &
KEMPENAERS, 1998).

Outra possibilidade é que, copulando com machos geneticamente mais atrativos e compativeis
do que o seu parceiro social, ela encontra uma alternativa a sua escolha por um parceiro de pior
qualidade (GOWATY, 1996; NEFF & PITCHER, 2005). Adicionalmente, as fémeas podem se beneficiar
de copulas com multiplos parceiros pela expansao da sua area de forrageio e/ou por receber mais
auxilio na defesa do ninho e no cuidado parental com a ajuda adicional pelo macho extra-par (BURKE
et al., 1989; BIRKHEAD & MZLLER, 1993; BIRKHEAD, 1998).



Do ponto de vista da fémea que pode praticar parasitismo de ninho intraespecifico (PNI), além
dessa estratégia reprodutiva, ela pode ndo reproduzir-se, nidificar ou nidificar e parasitar (LYON &
EADIE, 2008). Essas estratégias estdo relacionadas a disponibilidade de recursos e ao esforco
reprodutivo por parte das fémeas parasitas, formando um espectro que varia desde a auséncia de
reproducéo ao outro extremo, sO parasitar (LYON & EADIE, 2008). Além do evidente beneficio para a
fémea parasita e o custo para a fémea hospedeira, estudos sugerem que também pode haver um
beneficio potencial para a fémea hospedeira. H4 evidéncias de aumento da taxa de eclosdo em
algumas espécies nas quais o aumento do tamanho da ninhada com a adigdo dos ovos da fémea
parasita, sem exceder o limite intermediario do tamanho da ninhada, aumenta o sucesso de eclosdo
tanto dos ovos do hospedeiro quanto dos ovos do parasita (LYON, 1998; ANDERSSON, 2017). Ainda,
o PNI deve ser mantido devido a um possivel baixo custo para a fémea hospedeira (principalmente em
espécies com baixo cuidado parental) e/ou algum mecanismo que considere o parentesco préoximo
entre o hospedeiro e 0s parasitas, ou seja, se o0 parasitismo for realizado por individuos aparentados
(SEPULCRE & KOKKO, 2002; RYMESOVA et al., 2017) ou pela propenséo a fidelidade ao local de
nidificacdo, dessa forma, se as fémeas parasitas tendem a nidificar no mesmo local entre estacdes
reprodutivas, naturalmente podera haver certo agrupamento social de parentesco (ANDERSSON &
ERIKSSON, 1982; ANDERSSON, 2017).

1.2. Andlise de parentesco baseado em microssatélites

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite ou Short Tandem Repeats (STR) séo
segmentos em tandem de um a seis nucleotideos com cerca de 100 pb de comprimento total
(SCHLOTTERER, 1998; CHAMBERS & MACAVOY, 2000). Sua ampla utilizagéo se deve as altas taxas
de mutacéo observadas e do padréo de heranca biparental e codominante que permite a diferencia¢éo
entre individuos homozigotos e heterozigotos (SCHLOTTERER, 1998). S&o essas caracteristicas que
tornam os microssatélites uma ferramenta quase perfeita na identificacéo das relaces genéticas entre
individuos e entre popula¢gbes (SCRIBNER & PEARCE, 2000). Sua descoberta (TAUTZ, 1989) levou a
uma ampla revisdo das analises de parentesco, em grande parte, por conta de sua hipervariabilidade
(AVISE, 2004). As analises de parentesco, baseadas em microssatélites, podem ser realizadas de seis

maneiras:

1. Exclusao de parentesco: a analise parte da comparagdo dos genotipos da prole e possivel
progenitor. Assim, marcadores com heranca mendeliana de progenitor e prole diploides devem
compartilhar ao menos um alelo por loco, caso em dois ou mais locos ndo haja compartilhamento de
alelos, nao deve ser progenitor (CHAKRABORTY et al. 1974). Algumas limitag6es do método incluem
mutacdes (originando um alelo que ndo esta presente no progenitor), além de alelos nulos (resultando

em progenitor detectado como homozigotos em diferentes alelos; CALLEN et al., 1993).



2. Alocacao categorica: requer o genétipo da prole e do conjunto de possiveis progenitores
para avaliar o mais provavel, ou seja, diferentes conjuntos de potenciais genoétipos parentais podem
diferir na probabilidade de produzir o genétipo observado na prole (MEAGHER & THOMPSON, 1986).

3. Alocacgéo fracionaria: difere da alocacéo categérica pois néo atribui toda a prole ao progenitor
mais provavel, mas sim uma fracdo da prole ao progenitor mais provavel que ndo pode ser excluido,
com base na probabilidade relativa de produzir o genétipo da prole (HADFIELD et al. 2006). Neste
método, um progenitor pode ser atribuido a niimero néo inteiro de filhos (por exemplo, 75% da ninhada,
se for uma ninhada de 2 filhotes, corresponderia a 1,5 filhotes), apesar de obviamente, cada progenitor
deixar um ndmero inteiro de descendentes (no caso do exemplo anterior, 1 ou 2). Apesar de permitir
considerar fragbes, comparado aos demais métodos, este possui melhores propriedades estatisticas
para muitos problemas que envolvem a estimativa de variaveis a nivel populacional, como por exemplo

variacdes no sucesso reprodutivo (NIELSEN et al., 2001).

4. Probabilidade total: essa analise parte do principio que a analise de parentesco é uma
ferramenta para inferir um processo em nivel populacional, estimando os pardmetros de interesse ao
nivel populacional simultaneamente as rela¢des progenitor-prole em uma Unica modelagem (NIELSEN
et al., 2001; HADFIELD et al., 2006). A principal limitacéo € que o modelo pode exigir suposi¢cdes ndo
documentadas sobre as relacdes entre variaveis especificas e 0 sucesso do acasalamento, se as
suposicdes feitas estiverem incorretas, a atribuicdo de parentesco pode ser comprometida (HADFIELD
et al., 2006).

5. Reconstrucéo parental: € baseada no conhecimento prévio de que grupos de individuos tem
a mesma origem familiar, ou seja, 0s mesmos progenitores. Quando a categoria de parentesco da prole
€ bem estabelecida, os gendétipos parentais podem ser reconstruidos a partir do gendtipo da prole
(DEWOODY et al., 2000). Se um dos progenitores for conhecido, o gendétipo do progenitor
desconhecido é determinado através da subtracdo dos alelos do progenitor conhecido do genétipo da
prole (JONES, 2003).

6. Reconstrucdo de irmaos: é utilizada quando um grupo de descendentes pode ser coletado
na populagdo, mas os grupos familiares ndo sdo conhecidos, mesmo que haja indicios de irmé&os-
completos e meio-irméos (ASHLEY et al., 2008). A reconstrucéo de irm&os pode ser feita sem implicar
a reconstrucao da estrutura genealdgica completa, através da similaridade genotipica e/ou abordagens
de probabilidade que classificam pares de individuos em diferentes categorias de parentesco com base

nas informacdes do marcador (BUTLER et al., 2004).

O parentesco genético desempenha um papel crucial na compreensédo dos comportamentos e
dos processos evolutivos em espécies sociais e estima-lo permite inferir informacgdes sobre biologia
reprodutiva (JONES et al., 2010). A depender da natureza da amostra, com 0s possiveis progenitores
ou apenas a prole, diferentes estimativas podem ser feitas (JONES et al., 2010). Essas estimativas
séo, por exemplo, usadas para responder perguntas relacionadas ao reconhecimento entre parentes,
sistemas de acasalamento e procurar evidéncias de acasalamentos multiplos dentro dos grupos
familiares (AVISE, 2004). Essas inferéncias nos concedem dados valiosos para compreender o sistema
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reprodutivo de diferentes organismos, sistema de acasalamento genético e as possiveis estratégias
reprodutivas como paternidade extra-par e parasitismo de ninho intraespecifico (JONES et al., 2010).

1.3 Ara ararauna ou Arara-canindé

A espécie Ara ararauna, pertence a ordem Psittaciformes, familia Psittacidae, é popularmente
conhecida como arara canindé, arara de barriga amarela ou arara azul e amarela devido a coloragao
azul na parte superior do corpo e amarelas nas partes inferiores; na garganta as penas sdo negras e
na fronte sao verdes, na face branca ha fileiras de penas negras (SICK, 1997; Fig. 1). Os individuos
medem entre 81 e 86 cm da cabeca a ponta da cauda e podem pesar até 1380 g (COLLAR et al., 2019).
A espécie apresenta a distribuicdo geografica mais ampla entre as espécies de psitacideos do
continente americano, ocorrendo em varzeas e matas ciliares com palmeirais de buriti, babacu e de
outras espécies de palmeiras desde o leste do Panam4, passando pelo sul da Colémbia, leste do
Equador, norte do Peru, por quase toda regiao norte do Brasil, chegando até os estados de S&o Paulo
e do Rio de Janeiro (FORSHAW, 1989). Atualmente encontra-se extinta na llha de Trinidad, Tobago e
até mesmo praticamente extinta em algumas regides do Brasil (ex. no estado de S&o Paulo; SAO
PAULO, 1998; BERGALLO et al., 1999; COLLAR et al., 2019).

Figura 1. Quatro individuos de Ara ararauna (arara-canindé) dentro de um ninho natural em Campo

Grande, Mato Grosso do Sul. Trés filhotes (olhos escuros) e um adulto no centro, possivelmente a

fémea (olhos claros). Fonte: arquivo Instituto Arara Azul.



E considerada generalista, alimenta-se em grande parte de frutos de palmeiras, sementes,
folhas, brotos, flores e néctar de diversas espécies da flora silvestre e exética (MONTANO et al., 2009;
GUEDES, 2012). Os individuos podem ser encontrados solitarios, em casais ou em familias, poucas

vezes sdo encontradas em grandes grupos (SICK, 1997).

Em Campo Grande, capital de Mato Grosso do Sul, a arara-canindé vem sendo avistada desde
o final da década de 1999, apds queimadas e desmatamentos nas areas proximas a cidade e se
estabeleceu devido a vegetacao diversificada na cidade que fornece alimento e locais para reproducéo
(MONTANO et al., 2009; GUEDES, 2012; BARBOSA et al., 2015). Desde 2009 a espécie tem sido
objeto de estudo na regido. Inicialmente, foram analisados os comportamentos alimentares e
reprodutivos. Em 2012, o Projeto Aves Urbanas - Araras da Cidade foi estabelecido com o objetivo de

investigar a biologia da espécie e suas interacbes com o ambiente urbano (BARBOSA et al., 2012).

Na natureza nidificam exclusivamente em ocos localizados no tronco principal de palmeiras
mortas (FORSHAW, 1989). Na &rea urbana de Campo Grande utilizam cinco espécies de palmeiras
para nidificar: babacgu (Attalea speciosa), bocailva (Acrocomia aculeata), buriti (Mauritia flexuosa),
palmeira-rabo-de-peixe (Caryota urens) e palmeira-imperial (Roystonea oleracea; BARBOSA; 2018).
Ainda em Campo Grande, reproduz-se anualmente, entre junho e margco com pico de posturas em
agosto, nascimentos em setembro e primeiro voo dos juvenis em dezembro (BARBOSA, 2018).
Colocam de um a oito ovos, com média 2,9+0,8 ovos/casal, com periodo de incubacdo de
aproximadamente 26 dias (BIANCHI & MACEDO, 1998; GUEDES, 2012). Os juvenis costumam deixar
0s ninhos para o primeiro voo com idade entre 77 a 85 dias, podem permanecer junto aos pais por
cerca de um ano, quando atingem a idade adulta (GUEDES, 2012; PEREIRA et al., 2012).

A. ararauna é considerada socialmente monogamica e possui caracteristicas como grande
longevidade e alto investimento parental por parte do macho, o que favorece a manutencdo da
monogamia social e genética (BIANCHI & MACEDO, 1998; MASELLO & QUILLFELDT, 2002). No
entanto, um Unico estudo revelou que um dos onze pares de filhotes de arara-canindé amostrados no
mesmo ninho apresentou indices de similaridade genética abaixo do esperado entre irméos. Esse
estudo se baseou na analise de um minissatélite multilocos e indicou que pelo menos 9% dos pares de
filhotes pode ser resultado de PNI ou PEP (CAPARROZ et al., 2011). Ainda, um estudo sobre a razdo
sexual de uma populagdo de arara-canindé no Parque Nacional das Emas, estado de Goids, néo
encontrou desvio da propor¢éo de 1:1 de machos e fémeas (CAPARROZ et al., 2001), como esperado
segundo o principio de Fisher. Assim, como 0 nimero amostral desses estudos com A. ararauna é
relativamente baixo (31 aves de 4 localidades), o presente estudo propde caracterizar as relagdes de
parentesco entre filhotes de Ara ararauna, em diferentes estacfes reprodutivas consecutivas no
municipio de Campo Grande, onde a populacédo de A. ararauna vem sendo estudada desde 2009, com

monitoramento constante dos ninhos e filhotes, aliando dados observacionais as analises genéticas.



2. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi analisar o sistema reprodutivo de Ara ararauna em

Campo Grande, MS, baseado em dados obtidos da analise de filhotes.

Os objetivos especificos foram:

< Estimar a frequéncia (caso ocorra) de paternidade extra-par (PEP);
< Estimar a frequéncia (caso ocorra) de parasitismo de ninho intraespecifico (PNI);
< Estimar a frequéncia (caso ocorra) de fidelidade dos casais ao sitio de nidificacéo;

< Investigar se o principio de Fisher (razdo sexual de 1:1) é refutado em filhotes.



3. Material e métodos

3.1 Area de estudo

A coleta foi conduzida na area urbana de Campo Grande, capital do Estado do Mato Grosso
do Sul, localizada na mesorregido Centro-Norte do Estado e na regido Centro-Oeste do Brasil. As
coordenadas geograficas dos 135 ninhos de A. ararauna (dados do Instituto Arara-azul) onde as 443
amostras de sangue foram coletadas foram plotados em um mapa utilizando o QGIS verséo 3.28
(www.qgis.org), o shapefile do municipio de Campo Grande (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, IBGE) e a sobreposicdo da malha urbana (camada OSM; OpenStreetMap Data;

http://ww12.openstreetmapdata.com/; Fig. 2). Segundo dados do IBGE, a area da unidade territorial

apresenta 8.082,978 km2 (dados de 2022) e a area urbanizada corresponde a 252,63 km?2 (dados de
2019). O censo mais recente de 2022 indica que o municipio possui 897.938 habitantes, com densidade

demografica de 111,09 habitantes/kmz2.

Campo Grande é arborizada com cerca de 160 espécies e 74 m2 de area verde por habitante
(SEMADUR, 2010). Segundo os dados do IBGE (2010), a cidade apresenta 96.3% de domicilios
urbanos em vias publicas com arborizagdo. Além disso, possui diversos parques, reservas e areas de
preservacgdo, totalizando mais de 600 hectares de vegetacdo, sendo uma das capitais com maior
conjunto de area verde pelo total de area do Brasil (SEMADUR, 2010; PLANURB, 2017).

Figura 2. Localizacdo dos 135 ninhos de Ara ararauna (pontos vermelhos) analisados no presente
estudo na &rea urbana de Campo Grande, Mato Grosso do Sul (drea amarela). Fonte: Elaborado pela

autora.


http://ww12.openstreetmapdata.com/

3.2 Procedimento de coleta do material biolégico

As amostras de Ara ararauna foram coletadas pelo Projeto Aves Urbanas — Araras na Cidade,
do Instituto Arara Azul, na area urbana de Campo Grande (Fig. 2). O acesso aos ninhos foi realizado

com escada ou peia (cordas) amarrada ao redor da palmeira e alguns equipamentos de rape (Fig. 3A).

A coleta de material biolégico foi realizada com licenca das autoridades ambientais brasileiras
(IBAMA). Os filhotes foram recolhidos manualmente e colocados em sacos especiais confeccionados
com tecido claro, colocados em baldes fundos e descidos utilizando corda, roldana e mosquetdes até
0 pesquisador que se encontrava no solo para a coleta de cerca de 0,1 ml de sangue da veia braquial
da asa com seringa descartavel (Fig. 3B) e preservacéo em etanol absoluto. Os filhotes foram anilhados
(anilha aberta de inox; Fig. 3C) e um microchip foi inserido na musculatura peitoral com a finalidade de

marcar os individuos. Assim que a coleta de amostra foi finalizada, o filhote foi devolvido ao seu ninho

No momento da coleta, os filhotes tinham aproximadamente 60 dias, nessa idade os filhotes
ainda nao se deslocam para fora do ninho, garantindo que aqueles encontrados dentro de um ninho,
certamente pertenciam ao mesmo. As amostras de sangue estéo estocadas no Laboratério de Genética
e Evolucdo Molecular de Aves (LGEMA) do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (em

etanol absoluto a -20°C).

Figura 3. Metodologia de coleta de amostras. A) Colaborador do Instituto Arara Azul acessando a borda
do ninho com escada e peia (cordas); B) Equipe de campo fazendo a contencdo do filhote e
posicionamento da asa para coleta de sangue; C) Contencéo do filhote para fechamento da anilha.

Fonte fotos B e C: Everson Freitas (Instituto Arara Azul).

3.3 Material biolégico

Analises de parentesco aplicadas ao estudo de sistemas reprodutivos comumente utilizam
amostras de possiveis progenitores e seus filhotes (NEFF et al., 2008; JONES et al., 2010). No presente

estudo, as rela¢gBes de parentesco foram inferidas somente entre filhotes, em razdo da dificuldade em
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amostrar individuos adultos, além de ser um procedimento estressante para o animal. Na se¢do 3.5.2.1.
explicamos como os dados de parentesco entre filhotes foram utilizados como aproximacdes para inferir

0 sistema reprodutivo da espécie.

Neste estudo foram utilizadas 443 amostras de sangue de filhotes de Ara ararauna coletadas
ao longo de oito estagdes reprodutivas (2012 a 2020) em Campo Grande, Mato Grosso do Sul (Tabela
1; Apéndice 1).

Tabela 1. Numero de ninhos e de filhotes de Ara ararauna amostrados, sexados (sexad.) e genotipados

(genot.)* em diferentes estagdes reprodutivas (2012 a 2020) em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

. N° de N° de N°ninhos N°filhotes N°ninhos N°filhotes
Est. reprodutiva . .
ninhos filhotes sexad. sexad. genot. genot.
2012 15 20 15 20 0 0
2013 17 33 17 33 15 29
2014 23 38 23 38 23 34
2015 36 63 36 63 36 63
2016 37 61 36 59 35 59
2017 52 80 51 77 48 69
2018 67 124 67 123 67 114
2019** 13 24 13 24 0 0
Total 260 443 258 437 224 368

*nimero de individuos genotipados que foram usados nas andlises de parentesco subsequentes.

**2019 somente uma parte das amostras coletadas foram analisadas (no total havia 70 ninhos e 116
filhotes amostrados) e somente a sexagem foi realizada nas amostras de 2012 e 2019 (sem

genotipagem).

3.4 Procedimentos laboratoriais

3.4.1 Extragao e quantificagcdo do DNA gen6mico

O DNA foi isolado de acordo com o protocolo de extracédo utilizando proteinase k e fenol-
cloroférmio segundo Bruford et al. (1992) com algumas modificagdes. Foram misturados 300 pl de TNE
(50mM de Tris, 100mM de NaCl e 5mM de EDTA, pH 7,5), 30 pl de Tris HCI 1M pH7.,5, 10 yl de SDS
25% e 25 pl de proteinase K (20mg/ml) e acrescentado cerca de 2 mm? de sangue de cada ave. O

material foi incubado a 37°C durante a noite ou a 55°C por 4 horas.

Apos a incubacéo, foi acrescentado 1 volume de fenol:cloroférmio:&lcool isoamilico (25:24:1),

misturado e centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. A fase superior foi retirada com micropipeta e
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transferida para um tubo novo. A esse tubo novo foram adicionados dois volumes de etanol absoluto,
0 tubo foi invertido para precipitar o DNA e centrifugado por dez minutos a 12000 rpm. Descartado o
sobrenadante, o precipitado foi lavado com 300 pl de etanol a 70% e centrifugado por 30 minutos a
12000 rpm. Ap6s descartado o sobrenadante, o precipitado foi seco em bomba de vacuo por cerca de
30 minutos a 45°C e ressuspenso em 75 ul de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM).

A integridade e quantidade do DNA obtido foram avaliadas através de eletroforese em gel de
agarose 1% examinado sob luz ultravioleta em transiluminador UV. A estimativa do peso molecular do
DNA extraido foi realizada por meio da comparagédo da intensidade da banda do DNA com a banda
correspondente do marcador de peso molecular. A partir do “DNA estoque” (DNA nao diluido) foi feita
uma “solugcao de trabalho” com concentragdo em torno de 20 ng/ul. O DNA estoque e a solugdo de

trabalho foram armazenados em geladeira entre 4°C e 8°C.

3.4.2 Sexagem molecular

Para a determinag&o do sexo dos filhotes amostrados foi realizada a sexagem molecular, uma
vez que a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual externo. A sexagem das amostras foi realizada por
meio da amplificacdo do gene CDH-1 presente nos cromossomos sexuais Z e W seguindo o protocolo

de Griffiths e colaboradores (1998) com modificagdes.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com os primers P2 (%5
TCTGCATCGCTAAATCCTTT 3’) e P8 (5° CTCCCAAGGATGAGRAAYTG 3’; GRIFFTHS et al., 1998)
em volume final de 10 pl, sendo 4,9 ul de agua MilliQ, 1,0 ul de tampéao (10X), 1,0 pl de dNTPs (2 mM),
1 pl do primer P2 (10um), 1 pl do primer P8 (10um), 0,1 ul de Taq polimerase (5 U/ul, Pharmacia) e 1
pl de DNA (20-50 ng). As reagBes foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturagéo a 95 °C por
5 min, 30 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 30 seg, hibridacao a 46 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C
por 30 seg e extensdo a 72 °C por 7 min, por fim, mantido a 4°C até a retirada dos tubos do
termociclador. Os produtos foram fracionados em gel de agarose 3% e todas as reacBes foram
acompanhadas de controle positivo, ou seja, uma amostra de fémea anteriormente sexada. As
amostras que ndo amplificaram seguindo essas condicbes foram amplificadas com mais Taq

polimerase (0,14 pl, 5 U/ul, Pharmacia) e um pouco mais de DNA (1,5 pl).

3.4.3 Avaliacéo da razéo sexual

Uma vez determinados os sexos dos filhotes, foi avaliado se a razdo observada de machos e
fémeas mostra evidéncia de desvio do valor esperado, segundo o principio de Fisher (1:1), por meio
do teste do qui-quadrado, um teste de hipéteses e nao paramétrico para comparar proporcdes
(BEIGUELMAN, 1996).
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Onde d é o desvio entre a proporcdo observada e esperada, e e é a frequéncia esperada
(BEIGUELMAN, 1996). A regra para estimar a forca da evidéncia de desvio da frequéncia observada
da esperada (terminologia proposta por Muff (2022) é baseada no nivel descritivo ou valor p, neste

caso:

P=0 X = xs)

Em que ngs ¢ o valor calculado a partir dos dados, usando a expresséo apresentada para x?.

3.4.4 Amplificacdo dos locos de microssatélites

Foram utilizados primers heterélogos desenhados a partir do genoma de Ara macao (LIMA-
REZENDE et al., 2019; Tabela 2), uma espécie filogeneticamente préxima. Em um estudo anterior
esses primers foram testados em Ara ararauna e os produtos amplificados foram sequenciados para
confirmar a presenca de microssatélites (LIMA-REZENDE et al., 2019). Para a caracteriza¢do dos
gendtipos dos filhotes de A. ararauna foram escolhidos 20 desses primers com base em caracteristicas
como tamanho da unidade de repeticdo, nimero de alelos e probabilidade de exclusédo de paternidade
(Tabela 2).

Cada reagao continha 0,1 ul de Taq polimerase (5 U/ ul, Pharmacia), 0,1 pl de primer forward
com sequéncia adicional de M13 na extremidade 5" (10 uM; 5°- CACGACGTTGTAAAACGAC, Boutin-
Ganache et al., 2001), 0,3 pl de primer reverse (10 uM), 0,4 pl de MgClz (25 mM), 1 yl de dNTPs (4
mM), 1,2 ul de tampéo (10x), 1 ul de DNA (20-40 ng) e 7,7 pl de agua MilliQ para completar 12 ul. A
reacdo de amplificacdo apresentava as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial de 94°C por 7 min,
10 ciclos a 94°C por 1 min, temperatura de anelamento especifica por par de primers (ver tabela 2) por
1 min e 72°C por 45 seg, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 53°C por 1 min e 72°C por 45 seg e
extensao final de 72°C por 10 min. Aproximadamente 2 pl do produto amplificado foi carregado em gel
de agarose de 1% a 1,5% para avaliar a qualidade e estimar a quantidade do produto. Os testes iniciais
de amplificacdo e avaliacdo de nivel de polimorfismo dos microssatélites foram realizados com 10
filhotes de ninhos diferentes (potencialmente ndo-aparentados ). Os primers amac-12, amac-13, amac-

15, amac-17 e amac-20 amplificaram ap6s o aumento da quantidade de DNA (1,5 pl).

Tabela 2. Sequéncias forward e reverse dos primers heterologos testados em Ara ararauna e
desenvolvidos baseados no genoma de Ara macao e a temperatura de anelamento (Ta) usada no

presente estudo.

Loco Primers (5’ - 3’) Ta (°C)
Amac-03 F: AGAATGAGTCCCAGGCTTAC na
R: ACAAGGCAGATAGCACAAGA
Amac-04 F: CCTGAACCAATGTGCTCTAC na
R: GACAGGGAACTGGGACAGAT
Amac-05 F: TGCAGCTAGTTTGGTCTTGT na
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Continuacdo Tabela 2
Loco Primers (5’ - 3’) Ta (°C)
R: AGTTACCTAAAGCCTGCCTG

F: AGGGACATGCAGGAAAGTAT

Amac-06 R: TTAAGTTCCAGGGGGAAGTA 56°C

Amac-07 F: GTCCAAATCCATCTGTTTCA cec
R: CCTTTAGCCTCCTCTCACAT

Amac-08 F: CGAGAAGTTTGAAGTTGCAG s6C
R: CCAAGCACTATCTTCCCTCT

Amac-09 F: TCAAACCCAAATCACTGTTC cec
R: AAGAAGTGGTGTTCCCTGAT

Amac-10 F- TTTCTTCCTCAAAGGGACAT .
R: TTTGTATAAGGGCACAGGAA

Amac-11 F: CAGCAGGAGAATTTAAGCAA cec
R CACTTTGTTGGAGGTGGTAA

Amac-12 F: GCAGTGCTCAGAAAGTAAGC cec
R: TTCCTTCCCTCTGATATGGT

Amac-13 F: GCTTCAGTTGGTCATCAAAG cec
R: AGCTGCAAATTAGGGAACTT

Amac-15 F: AGCAGGACAGTAAAGGAAGG .
R: AGGAATCAGCTCCAGACTTC

Amac-17 R: AGCTGCAAATTAGGGAACTT csc
R: CAGGTCTCAGAACCCTTCTT

Amac-18 F: GAGCTCAGAGTGTGGACAAC c6C
R: GCAGTTCAGGCAATTAACAC

Amac-19 F: CATCATTTCCCTCTCTTCCT c6c
R: ACATGAGTACAGCGTCCATC

Amac-20 F: CACCCACCCAACAGTTAAT cec
R: TGCCTTTATAGACCCTTTCC

Amac-21 F: AGCAAAACCACATTCACATC -
R: AAGTGGAGACCCTGACTGAT

Amac-22 F: CTCAGCTGACAGAGAGGAAA -
R: TCCAACAGAAGGCTTACAAA

Amac-23 F- GCACAGAGTGAGAAAGCAAG -
R: TAGTGTGGGGAACTCAAATG

Amac-26 F- TAGCTTCGTGCTCTGCTAGT cec

R: TCCTCCTACTTTGCTTCCTT
na = nao amplificou.

Treze locos que apresentaram uma banda Unica no gel de agarose foram utilizados com todas
as amostras de filhotes. As condi¢cdes foram as mesmas ja descritas, exceto pela adicao de 0,2 ul de
primer M13 (10 uM) marcado com fluorescéncia (FAM, VIC ou NED, Applied Biosystems). Depois de
amplificados, 1,5 pl dos produtos foram carregados em gel de agarose 1% a 1,5% para confirmacéo da
amplificacdo e avaliagdo da quantidade do produto. Em caso positivo, as amostras foram diluidas
seguindo a proporcédo de 1:8, 1:10 ou 1:15 de acordo com a sua concentra¢cdo e centrifugadas por 1
min a 2200 rpm. A placa de injegéo para genotipagem foi preparada com 2,0 ul de cada um dos produtos
amplificados e diluidos e misturados com 0,08 pl do marcador molecular GeneScan™ - 500 ROX™
STANDARD (Applied Biosystem; 2 fmol) e 12,92 ul de Formamida Hi-Di™ (Thermo Fisher). Cerca de
10,0 pl dessa mistura foi analisada em sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyser (Applied
Biosystems).
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Como em cada placa de injecdo ha 96 pogos, as amostras foram organizadas em cinco lotes
de no maximo 95 amostras (sendo que um poco foi mantido vazio como controle negativo), seguindo
uma ordem de prioridade, da estacdo reprodutiva com mais filhotes até a com menos. Infelizmente o
quinto lote referente as estacdes reprodutivas 2012 e 2020 (Tabela 1) néo foi genotipado por falta de
tempo. Além dessas 44 amostras, 31 amostras genotipadas foram retiradas das andlises seguintes
devido a problemas na amplificacéo (Tabela 1). Assim, foram genotipados 368 filhotes de Ara ararauna
de 135 ninhos diferentes (Tabela 1) amostrados ao longo de seis estacfes reprodutivas (2013-2019) e

estes foram utilizados nas analises subsequentes.

3.4.5 Identificacdo dos genétipos de microssatélites

A identificagdo do tamanho dos alelos foi feita com auxilio do programa Genemarker

(www.softGenetics.com). Foi realizada a analise com o programa Micro-Checker (VAN OSTERHOUT

et al.,, 2004) para detectar possiveis erros na determinagdo dos gendtipos, como a amplificacao
preferencial de alelo (allele dropout), a ocorréncia de alelos nulos (auséncia de amplificacdo de um dos

alelos) e de picos stutter (artefatos resultantes da PCR) e possivel excesso de homozigotos.

3.5 Analise estatistica dos dados
3.5.1 Estimativas dos parametros genético-populacionais

Apés determinados os gendtipos, foram estimados para cada loco: frequéncias alélicas,
namero de alelos por loco, heterozigosidades esperada (He) e observada (Ho), desequilibrio de ligagdo
(LD) e equilibrio de Hardy Weinberg (pela comparagéo das frequéncias de heterozigotos esperada e
observada). Todas as estimativas e testes desses parametros foram realizados no programa Genepop
4.7.5 (RAYMOND & ROUSSET, 1995).

As estimativas dos parametros genético-populacionais foram realizadas com base em
amostras de apenas um filhote por ninho, evitando a sobre representacdo de determinados alelos
devido a possibilidade de filhotes do mesmo ninho serem proximamente aparentados. Além disso, com
a possibilidade de haver fidelidade do casal ao ninho, ou seja, 0 mesmo casal se reproduz no mesmo
ninho durante varias estag6es reprodutivas, optamos por utilizar apenas a estagdo reprodutiva com o
maior nimero de ninhos amostrados. Assim, foram utilizadas 67 amostras (do total de 114) de 67

ninhos diferentes amostrados de 2018

Foi feita a correcdo de Bonferroni (ZAR, 1999) para as analises desequilibrio de ligacdo e
equilibrio de Hardy Weinberg da seguinte maneira: os valores de P foram ordenados de forma
crescente e P deveria ser menor ou igual a a/(n —i + 1) para ser significativo, onde a = 0,05 e i = total
de testes conduzidos, esse célculo é realizado para alterar o nivel de significancia (P), com a finalidade

de evitar erros derivados de comparacdes miltiplas..
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A probabilidade de identidade € a probabilidade média de que dois individuos escolhidos ao
acaso em uma populagéo apresentem genatipos idénticos, essa estimativa foi calculada no Coancestry

(WANG, 2011), de acordo com a seguinte formula:

Pupy = ZP? + ZZ(ZPL' pj)?
7

T j>i

Onde p; e p; séo as frequéncias do alelo i-ésimo e j-ésimo.

3.5.2 Estimativas de parentesco genético

As relacdes de parentesco sdo definidas em termos de probabilidades de que conjuntos de
alelos tenham descendido de um Unico alelo ancestral, dessa forma, idénticos por descendéncia
(Identic by Descent, IBD). Dois individuos sdo considerados relacionados compartilham alelos idénticos
por descendéncia (IBD). Em contraposi¢éo, alelos que parecem ser os mesmos por conta do estado
alélico sdo conhecidos como "idénticos por estado”. Para os microssatélites isso significa que possuem
0 mesmo numero de unidades de repeticdo, mas ndo necessariamente sédo idénticos por descendéncia.
Alelos passados dos pais para a prole séo idénticos por descendéncia e progenitor-prole compartilham
alelos IBD. Porém, dois irméos podem receber alelos idénticos por estado, sendo um materno e outro
paterno, ou seja, podem nao compartilhar alelos IBD (WEIR, 2006). Sabendo que progenitor-prole
compartilham um alelo por loco, a probabilidade de haver um par de alelos IBD é um. Dessa forma,
dois individuos que ndo possuem alelos em comum nédo podem ser progenitores e prole. Partindo desse
ponto, duas maneiras de inferir a categoria de parentesco entre individuos podem ser adotadas usando
0s gendétipos observados nos individuos: 1) avaliagdo de quais dentre as categorias de parentesco
possui maior probabilidade e 2) testar entre duas categorias de parentesco alternativas e a que

apresentar maior probabilidade é aceita (WEIR, 2006).

A similaridade genética (r) entre 2 individuos pode variar de zero a um, dependendo da
coancestralidade entre eles (LYNCH & RITLAND, 1999). Na Figura 4, os individuos X e Y representam
irmaos completos e seus progenitores sao os individuos A e B. Um alelo do individuo X (a ou b) e um
alelo do seu irméo Y (c ou d) tem a probabilidade de % de ter descendido do mesmo alelo de um dos
progenitores (e, f, g ou h) e seria IBD. Logo, o coeficiente de coancestralidade entre irméaos-completos
€ de %. Ainda, dois individuos podem possuir 0, 1, ou 2 alelos IBD e suas probabilidades podem ser
representadas por kg, kq e ky, respectivamente. No exemplo dos irmédos X e Y (Fig. 4) essas

probabilidades séo de %, ¥z e ¥ respectivamente (Tabela 3).

As categorias de parentesco progenitor-prole e irmaos-completos sdo de 1° grau (compartilham
em média 50% dos alelos); as categorias avés-netos, meios-irmaos e tios-sobrinhos sao classificadas
como de 2° grau (compartilham em média 25% dos alelos); as categorias primos em 1° grau e bisavos-
bisnetos sao consideradas como de 3° grau (compartilham em média 12.5% dos alelos; BLOUIN, 2003).
Do mesmo modo, esses valores podem ser traduzidos em coeficientes de similaridade genética. Para
individuos ndo-aparentados cujos gendétipos ndo contém alelos IBD o valor de parentesco ry = 0.
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Inversamente, espera se ry = 1,0 apenas entre clones ou gémeos idénticos, ry = 0,5 entre parentes
de primeiro grau (por exemplo, progenitor-prole ou irm&os completos) e ry= 0,25 entre parentes de

segundo grau (por exemplo, meios-irmaos; LYNCH & RITLAND, 1999).

A (e, 1) B (g, h)

X (a, b) Y (c, d)

Figura 4. Representacao do padrédo de identidade por descendéncia e da probabilidade de que ¥4
dos alelos herdados (a, b, c e d) pela prole X e Y sejam IBD aos alelos (e, f, g ou h) do mesmo

progenitor A ou B.

Tabela 3. Coeficientes k para quatro categorias de parentesco, ko 2k; ek, séo as probabilidades de
dois individuos compartilharem 0, 1 ou 2 alelos idénticos por descendéncia de acordo com cada

categoria. 6 representa o coeficiente de consanguinidade (LYNCH & WALSH, 1998).

Parentesco k, k, k, 0= % + %
Progenitor-prole 0 1 0 1/4
Irmaos-completos 0,25 0,5 0,25 1/4

Meios-irmé&os 0,5 0,5 0 1/8
N&o-aparentados 1 0 0 0

A analise de parentesco dos 368 individuos com base nos treze microssatélites heterélogos
(Tabelas 1 e 2) foram realizadas entre pares de individuos. Ou seja, foram comparados os genétipos

de dois filhotes para estimar o coeficiente de parentesco (r) entre eles.

3.5.2.1. Andlise de parentesco de filhotes do mesmo ninho e mesma estacdo reprodutiva e de

filhotes de diferentes ninhos

O coeficiente de parentesco (r) entre pares de individuos foi calculado no Coancestry, um
programa que utiliza sete estimadores de parentesco para estimar o valor de r, além de trés
estimadores de coeficiente de endogamia (FIS). Todos os estimadores presumem que o par de
individuos nao € endogamico, dessa forma, podem compartilhar 2, 1 ou 0 alelos IBD (S,, Sg e Sy; Fig.
5). O Coancestry (WANG, 2011) denomina as probabilidade de S,, Sg e So como A,,Ag e Ag
respectivamente e expressa o coeficiente de coancestralidade entre os individuos X e Y como:
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Figura 5. Nove configuracdes de alelos idénticos por descendéncia (IBD), o par de pontos superior

representa os dois alelos do individuo X e o par inferior representa os dois alelos do individuo Y. Alelos
conectados por linhas sdo IBD (WANG, 2007).

Os estimadores implementados subdividem-se em duas principais categorias. A primeira
representa os “métodos de momentum” (MM) que calculam as estimativas de grau de parentesco a
partir de um conjunto de estatisticas que descrevem parametros populacionais que influenciam na
probabilidade de alelos IBD, como a frequéncia alélica média, a variancia das frequéncias alélicas, a
assimetria nas distribuicdo das frequéncia alélicas e a curtose que indica a presenca de alelos raros.
Como é um método baseado em estimativas estatisticas continuas para representar as caracteristicas
genéticas da amostra, a comparac¢do dos gendtipos de dois individuos gera um valor continuo de
probabilidade de alelos IBD, por exemplo, os estimadores desenvolvidos por Queller e Goodnight
(1989), Ritland (1996), Lynch e Ritland (1999), e Wang (2002). A segunda categoria engloba os
estimadores de maxima verossimilhanga (Maximum Likelihood, ML), que utilizam uma abordagem de
verossimilhanga para determinar, a partir dos genétipos, a probabilidade de um par de individuos se
relacionarem de uma determinada forma (irméos completos, meio-irméos, etc.; (THOMPSON, 1975;
MOUSSEAU et al., 1998; GOODNIGHT & QUELLER, 1999; THOMAS & HILL, 2000).

Estudos mostram que nenhum estimador é superior aos demais em todos os cenérios posiveis
(tamanho da amostra e quantidade de marcadores) quando se considera seu desempenho avaliado
por viés de estimativa, ou seja, o quanto um estimador pode superestimar ou subestimar os coeficientes
de parentesco de acordo com o0 alto ou baixo parentesco real e a sua variancia, de acordo com o desvio
padrdo em relagdo a média de r para cada categoria de parentesco (VAN DE CASTEELE et al., 2001;
WANG, 2002; MILLIGAN, 2003). A classificacdo dos estimadores com base no seu desempenho,
depende do real valor de parentesco, do quao informativos sdo os marcadores e do tamanho da
amostra (WANG, 2007). Os estimadores podem néo ser tendenciosos para relacdes de parentesco
como progenitor-prole, irméos-completos e meios-irméos, mas podem superestimar o parentesco de
diades (pares) ndo-relacionadas, esse viés, em alguns casos, pode ser corrigido com o aumento de
locos (WANG, 2007).

Para determinar o estimador para o qual o nosso conjunto de dados melhor se adequou, os
estimadores foram analisados quanto a precisao e a variancia por meio de simulacdes de genotipos
multilocos de individuos com parentesco pré-definido (MILLIGAN, 2003). Assim, mil pares de genétipos

foram simulados no Coancestry para cada uma das categorias de parentesco (progenitor-prole, irmaos-
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completos, meios-irmédos e ndo-aparentados) utilizando a frequéncia alélica do nosso conjunto de
amostras. Com base nas estatisticas sumarias calculadas pelo Coancestry (Apéndice 2 e 3), foi
observado que o estimador de verossimilhanca triadica, TrioML, obteve melhor desempenho levando
em considerag&o a root mean squared error (RMSE; que indica a qualidade das estimativas de r) que
leva em conta tanto o viés quanto a varidncia amostral (Apéndice 2). Apesar de o TrioML ter
apresentado a menor média, o valor ndo é significativamente diferente da média dos valores esperados
e ainda, resultou na menor variancia (a dispersdo dos dados em torno da média) e a segunda melhor
correlacdo com o valor esperado (WANG, 2007; Apéndice 3). Assim, o TrioML foi utilizado para estimar
os coeficientes de parentesco (r) entre os pares de individuos.

Ainda, o desempenho do estimador TrioML foi avaliado por meio da probabilidade de que uma
diade que pertence a uma determinada categoria de parentesco seja classificada de forma equivocada
em outra categoria (erros do tipo | e Il), dado que ha sobreposi¢édo das distribuicdes dos valores de r
simulados para meios-irmaos e irmaos-completos (Fig. 6; Tabela 4). Dessa andlise resultou que 20,3%
dos meio-irméos e 17,2% dos irmaos-completos apresentaram valores de r que resultariam em
categorizagOes incorretas. Em outras palavras, 20,3% dos meio-irméos seriam classificados como
irméos-completos segundo o valor de r e 17,2% dos irm&os-completos seriam classificados como meio-

irmaos (Tabela 4).

Meio-irmaos Irmaos-completos

ZARN
/ N\

Erro do tipo Il: irmaos- Erro do tipo I: meios-
completos classificados irmaos classificados
como meios-irmaos como irmaos-completos

Figura 6. DistribuicBes de valores de parentesco r simulados para duas categorias de parentesco:
meios-irmaos e irmaos-completos. Notar as areas de sobreposicdo das distribuicbes de valores e os

tipos de erros associados. Fonte: Blouin (1996).

Tabela 4. Percentuais de atribuicio de uma determinada categoria de parentesco a diferentes

categorias de parentesco baseado simulacbes de valores de parentesco r para 3.000 pares de
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genotipos. Em negrito estéo as probabilidades percentuais minimas e maximas esperadas de que cada
categoria de parentesco (irméos-completos, full siblings, FS; meio-irmé&os, half siblings, HS e néo

aparentados, unrelated, U) seja corretamente categorizada.

Verdadeiro/Falso FS HS u
FS 82,8-94,1 17,2 5,9
HS 20,3 74 -79,7 26
U 1 8,9 91,9-99

Consideramos no presente estudo que pares de filhotes amostrados no mesmo ninho e que
compartiiham os progenitores devem apresentar valor de r préximo a 0,5 (irm&os-completos). Da
mesma forma, pares de individuos amostrados no mesmo ninho que apresentam valor de r = 0,25
sugerem que devem compartilhar apenas um progenitor (meio-irmé&os), ou seja, seria uma inferéncia
indireta de presenca de paternidade extra-par (PEP). Ainda, valores de r = 0 indicariam que o par de
filhotes ndo compartilha nenhum progenitor, sugerindo indiretamente que possa ser um caso de
parasitismo de ninho intraespecifico (PNI). Assim, foi calculada a média do valor de r para as diades
de filhotes amostrados no mesmo ninho e também para as diades de filhotes amostrados em ninhos
diferentes (Tabela 5), para averiguar se existe diferenga significativa entre os dois grupos. Isso
confirmaria a suposicéo inicial que filhotes de mesmo ninho devem ser proximamente aparentados.
Para verificar se havia evidéncia de desvio entre as médias, foi feito um teste t Student.

Tabela 5. Nimero de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho e em ninhos diferentes utilizados

na andlise de parentesco por estacdo reprodutiva.

. N° de Pares Pares ninhos
Est. reprodutiva . . :
ninhos mesmo ninho diferentes

2013 15 17 389

2014 23 12 549

2015 36 31 1.922
2016 35 24 1.688
2017 48 23 2.324
2018 67 52 6.390
Total 135* 159 13.262

* 0 nimero de ninhos total se refere aos ninhos diferentes que foram amostrados e ndo a soma do

namero de ninhos amostrados em diferentes estacfes reprodutivas.

A estatistica do teste t foi calculada da seguinte forma:
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Onde, Y é a diferenca, s(Y) é o erro padréo da diferenca, que é a raiz quadrada da estimativa da

variancia da diferenca(V{1Y")) (BEIGUELMAN, 1996).

Para as diades de filhotes do mesmo ninho, utilizamos o programa ML-Relate para estimar as
probabilidades para cada categoria de parentesco entre dois individuos (i.e. irméos completos, meio
irmaos, ndo-aparentados). O ML-Relate utiliza coeficientes k (Tabela 3) para descrever as relacdes
genealdgicas entre os individuos (KALINOWSKI et al., 2006). Se os individuos ndo forem endogamicos,

a relagdo entre os coeficientes k e seu parentesco genético (r) é expressa como:

1
T=zk1+ kz

Onde k; e k, correspondem a probabilidade de compartilhar um ou dois alelos IBD,

respectivamente.

Uma ferramenta implementada no ML-Relate pode ser usada como prova de hipéteses da
seguinte forma: um par de individuos pode ser testado estatisticamente quanto a duas possiveis
categorias de parentesco, chamadas de nula (H,) e alternativa (H,) e é selecionada a categoria que
estiver mais de acordo com os gendtipos observados nos individuos e considerando os intervalos de
confianca. Por exemplo, se a analise de probabilidade de parentesco do ML-Relate indicar que dois
individuos amostrados no mesmo ninho tém maiores chances de serem meio-irmaos, no entanto, a
probabilidade dos mesmos individuos serem irmaos-completos é proxima, a prova de hip6teses
permitira, através do valor de p associado, inferir qual categoria de parentesco possui maior
probabilidade estatistica de ser correta. A prova de hipéteses foi feita da seguinte maneira: foi utilizado
como categoria de parentesco nula (H,) aquela com maior probabilidade segundo a andlise inicial do
ML-Relate e como categoria de parentesco alternativa (H;) foram testados: 1) a categoria com a
segunda maior probabilidade ou 2) a categoria presumida (no caso de filhotes do mesmo ninho,
irméos-completos). Todas as provas de hipdteses foram executadas com 10.000 permutacdes de

genotipos.

Em alguns casos nos quais os resultados de valor de parentesco e categoria de parentesco
nao foram congruentes, foi utilizado o Colony (JONES & WANG, 2009). Por exemplo, os individuos
19659 e 19660 amostrados no ninho 60 (Apéndice 5), apresentaram valor de r abaixo do valor de corte
para irméos-completos (r < 0,343), porém a categoria de parentesco com maior probabilidade e suporte
estatistico (p-valor = 0,03) foi de irmaos completos; a andlise do Colony indicou que eram irmaos-
completos (Apéndice 5). O Colony agrupa os individuos de acordo com seu coeficiente de parentesco
(sem conhecer os genotipos dos potenciais progenitores), e estima quais possuem maior probabilidade
de compor um grupo familiar de irmaos-completos, de meio-irméos, ou de progenitor-prole, a partir de
um cendrio inicial no qual individuos séo assumidos como ndo-aparentados. A verossimilhanca de cada

um dos possiveis grupos familiares é calculada e o melhor valor é aceito. O programa foi executado
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assumindo monogamia do macho e da fémea e utilizando as frequéncias alélicas observadas (JONES
& WANG, 2010).

A classificacéo das categorias de parentesco entre as diades de filhotes amostrados no mesmo
ninho e mesma estacdo reprodutiva foi realizada com base na concordancia entre as analises de
parentesco descritas acima e no suporte estatistico para a categoria de parentesco proposta. O
fluxograma de decisao adotado (Fig. 7) foi adaptado de Mifio (2010) e Turjeman (2016). Primeiro foram
estimados os valores do coeficiente de parentesco (r) para as diades (pares) de filhotes (Fig. 7, item
1), amostradas no mesmo ninho. Cada valor de r foi comparado com os valores de corte gerados a
partir da média de r para os pares de genétipos simulados seguindo a metodologia proposta por Blouin
(1996; Fig. 7, item 2). Brevemente, essa metodologia propde simular o valor de r de 1.000 pares de
genotipos para cada categoria de parentesco pré-definido (irm&os-completos, meio-irméos e néo-
aparentados) com base na frequéncia alélica obtida para o conjunto de dados, em seguida é calculada
a média de r para cada uma dessas categorias e o valor médio entre essas duas médias é utilizado
para delimitar as categorias. Por exemplo, se o r médio entre irmdos-completos é 0,5 e entre meio-
irméos é 0,25, o valor que delimita a relagdo de irmaos-completos e meios-irméos é 0,375. Assim, esse
valor é usado para delimitar essas duas categorias de parentesco (Fig. 7, item 3.1). No exemplo,
irmaos-completos devem possuir r > 0,375 e meio-irmaos apresentariam r < 0,375. Em paralelo, séo
obtidas as relacdes de parentesco baseadas em andlises de verossimilhanca e suas respectivas
probabilidades (Fig. 7, item 3.2). Se esses dois resultados de categoria de parentesco forem
concordantes e a prova de hipéteses de parentesco indicar que o parentesco sugerido na etapa anterior
possui suporte estatistico com p-valor <0,1 (Fig. 7, item 4), a categoria de parentesco é aceita. Se 0s

resultados ndo forem congruentes, a classificacdo prossegue de duas maneiras:

1. Em ninhos com dois filhotes amostrados, a categoria de parentesco que possui maior suporte
estatistico segundo o ML-Relate e que foi corroborada pelo agrupamento no Colony (Fig. 7, item 6) e
cujo valor de r for préximo ao valor de corte até 0,01, (considerando erro do tipo | na classificagdo da
categoria determinada pelo valor de corte; Fig. 7, item 8) a categoria de parentesco é aceita. Nos casos
em que em alguma dessas etapas (Fig. 7, itens 6 e 8) ndo haja congruéncia, foi considerado que a

diade ndo pode ser atribuida a nenhuma categoria de parentesco.

2. Em ninhos com trés filhotes amostrado séo consideradas as comparacdes entre os trés pares
de individuos (A-B; A-C e B-C). Se houver divergéncia entre as categorias de parentesco propostas
(ex. A-B e A-C séo irmaos completos e B-C sdo meio-irmaos), as trés diades sdo analisadas em
conjunto, realizando o teste de hipGteses para os relacionamentos biologicamente possiveis. No caso
exemplificado, seria feita a prova de hipdteses de que B ou C sdo meios-irméos de A e que B-C sejam
irméos-completos (Fig. 7, item 7). A categoria de parentesco com maior suporte estatistico (desde que
p<0,1) é aceita. Caso ndo seja encontrada nenhuma categoria de parentesco com suporte estatistico,

o parentesco da diade ndo pode ser atribuido a nenhuma categoria.
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1. Estimar os valores de r para
diades (pares) de filhotes.

!

2. Inferir a categoria de parentesco considerando
o valor de corte entre as categorias.

l l

3.1. Inferir a categoria de parentesco 3.2. Inferir a categoria de parentesco
compativel com o valor de r observado. baseadas em maxima verossimilhanca.

3.1 e 3.2 sdo congruentes?

Nao Sim

5. Quantos filhotes foram
amostrados no ninho?

zl 3i

6. A categoria de parentesco com maior 7. As categorias de par_entes_co inferidas
suporte estatistico (p valor) é congruente pelo ML-relate sdo biologicamente
com o resultado do Colony? possiveis e com suporte estatistico
(p<0,1)?
; N&o N&o ;
Sim Sim v
N&o é possivel B 4. Possui suporte
atribuir - NZo estatistico (p<0,1)?
parentesco
Sim
v N&o T v
8. O valor de r esta proximo
ao valor de corte (+- 0,01)? ——» Aceite 0 parentesco
Sim

Figura 7. Diagrama de fluxo do procedimento usado para classificar pares de filhotes em categorias

de parentesco, com base nos genotipos. Adaptado de Mifio (2010) e Turjeman (2016).

3.5.2.2. Anédlise de parentesco de filhotes do mesmo ninho em diferentes esta¢fes reprodutivas

A andlise de parentesco entre pares de filhotes amostrados no mesmo ninho, mas de estacdes

reprodutivas diferentes (Tabela 6) foi usada como uma aproximacao para inferir se os casais séo fiéis
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ao ninho. Assim, espera-se que, se um casal for fiel ao ninho, os filhotes amostrados em anos diferentes

apresentem valor de r préximo a 0,5, condizente com o valor esperado entre irm&os-completos

(COTTERMAN, 1940).

Tabela 6. Ano da primeira reproducao (Ativo desde), ano de perda do ninho (Queda/Remocao) nimero

total de filhotes amostrados e numero de pares analisados por ninho em diferentes anos (estacdes

reprodutivas) amostrados.

Ninho Ativo Anos Queda (Q)/ N° total de  N° de pares
desde amostrados Remocao (R) filhotes analisados
2 2013 2013, 2014 2014 (Q) 3 2
2013, 2014, 2015
8 2013 2016 2017 (Q) 8 24
20 2013 2013, 2014, 2016 2017 (R) 5 8
23 2013 2014, 2015 2017 (Q) 3 2
2013, 2014, 2015
25 2013 2016 2017 (R) 6 12
30 2013 2013, 2014 2018 (Q) 5 6
32 2013 2014, 2015 2015 (R) 3 2
33 2013 2013, 2014, 2017 2017 (R) 4 5
35 2013 2013, 2014 2015 (R) 2 1
36 2013 2013, 2014, 2015 2017 (Q) 6 11
41 2013 2014, 2015, 2016 X 3 3
42 2013 2014, 2015 2017 (R) 3 2
45 2014 2014, 2015, 2017 X 3 3
2014, 2015, 2016,
46 2014 2017 2020 (Q) 7 18
47 2014 2014, 2015, 2018 2019 (Q) 6 11
2014, 2015, 2017,
51 2014 2018 2019 (Q) 9 30
52 2014 2014, 2015, 2017 2018 (R) 6 12
55 2014 2014, 2015 2022 (1) 3 2
59 2014 2014, 2015 2022 (1) 3 2
2015, 2016, 2017,
61 2014 2018 2023 (Q) 8 22
62 2014 2014, 2015 2022 (Q) 4 4
63 2014 2014, 2015, 2018 2023 (R) 4 5
2015, 2016, 2017,
66 2015 2018 2022 (Q) 9 29
71 2015 2015, 2016, 2017 2019 (R) 7 16
72 2015 2015, 2016 2017* 2 1
73 2015 2015, 2017, 2018 2019 (Q) 4 6
2015, 2016, 2017,
76 2015 2018 X 6 13
2015, 2016, 2017,
78 2015 2018 2022 (Q) 8 24
79 2015 2015, 2018 2017 (R) 3 2
84 2015 2016, 2017, 2018 2022 (R) 5 8
86 2016 2017, 2018 2021 (Q) 2 1
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Continuacdo Tabela 6

Ninho Ativo Anos Queda~(Q)/ N°'total de N° dg pares
desde amostrados Remocéao (R) filhotes analisados
87 2016 2016, 2018 2019 (Q) 3 2
88 2016 2016, 2017, 2018 2023 (R) 5 8
90 2016 2017, 2018 2021 (Q) 4 4
93 2016 2016, 2018 X 3 2
94 2016 2016, 2017 2022 (Q) 2 1
97 2016 2016, 2018 2020 (Q) 2 1
99 2016 2016, 2017, 2018 2021 (Q) 5 8
101 2016 2017, 2018 2021 (R) 2 1
103 2016 2016, 2017, 2018 2021 (Q) 6 12
106 2016 2016, 2018 2020 (Q) 4 4
108 2016 2016, 2018 2019 (Q) 2 1
119 2016 2016, 2017, 2018 X 3 3
125 2016 2016, 2017 2022 (Q) 4 3
126 2017 2017, 2018 2022 (Q) 5 6
130 2017 2017, 2018 2020 (Q) 3 2
131 2017 2017, 2018 2021 (R) 3 2
133 2017 2017, 2018 2023 (R) 3 2
139 2017 2017, 2018 2020 (Q) 4 4
140 2017 2017, 2018 2023 (Q) 2 1
141 2017 2017, 2018 2020 (R) 3 2
142 2017 2017, 2018 2020 (R) 2 1
143 2017 2017, 2018 2020 (R) 2 1
144 2017 2017, 2018 2019 (Q) 3 2
145 2017 2017, 2018 2019 (Q) 4 4
152 A 2017 2017, 2018 2021 (R) 4 4
157 2017 2017, 2018 2021 (C) 3 2

X: ninhos ainda disponiveis

A andlise de categoria de parentesco entre os filhotes encontrados no mesmo ninho mas em
estacdes reprodutivas diferentes seguiu o fluxo de decisdes ilustrado na figura 8. A andlise foi iniciada
com a estimativa do coeficiente de parentesco r entre pares de filhotes de A. ararauna amostrados no
mesmo ninho, mas em estacdes reprodutivas diferentes (exemplo hipotético de comparac¢des de pares
de filhotes na Tabela 7). As diades que apresentaram r > 0,137 (valor minimo de corte para meio-
irmaos) foram consideradas para seguirem a andlise segundo o fluxo de decisdes (Fig. 8) e suas
categorias de parentesco foram inferidas (irm&os-completos ou full sibs, FS; meios-irméos ou half sibs,
HS; ndo-aparentados ou unrelated, U). As diades com r<= 0,137 foram consideradas como nao-
aparentadas. Para quantificar o ndmero de retornos do casal ao mesmo ninho em estacdes
reprodutivas diferentes foram identificados os pares de filhotes que correspondem a comparacao entre
duas estag¢Oes reprodutivas, no exemplo (Tabela 7): nos anos 2010 e 2011 sdo os pares 1 e 2; 2011 e
2012 séo os pares 3, 4,5 e 6 e, 2010 e 2012 séo os pares 7 e 8. A inferéncia de retorno ou ndo do
casal para o mesmo ninho foi realizada considerando a analise conjunta das categorias de parentesco

dos pares de filhotes de todas as estacdes reprodutivas. A classificacdo de parentesco entre esses
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pares pode ndo ser congruente, ou seja, ho exemplo (Tabela 7), dentre os quatro pares de 2011 e

2012, trés sdo irméos-completos e um é ndo-relacionado, consideramos a categoria de parentesco com

maior frequéncia entre os pares para inferir se o casal retorna ao mesmo ninho. Especificamente, B-D,

B-E e C-E foram classificados como irmaos-completos, mas C-D como ndo-aparentados (sendo

esperado que seriam irmaos-completos) e foi inferido que o casal que nidificou no ninho 1 na estacéo

reprodutiva de 2011 retornou em 2012. Ja a analise da estagédo reprodutiva de 2010 comparada com

2011 e 2012 né&o permite inferir que o casal retornou ao mesmo ninho, mas assumindo que A é meio-

irmdo de D e E, que por sua vez sdo irmdos-completos de B e C, podemos deduzir que eles

compartilham ao menos um dos progenitores.

Estimar o coeficiente de parentesco r.

\ 4

Inferir a categoria de parentesco de acordo com 0s
valores de corte

Possuir > 0,137?
Se sim, prossiga. Se nao, pare.

\4

Identificar a porcentagem de pares de filhotes com relagéo
de parentesco compativel com FS, HS e U por ninho.

\4

Identificar a estacdo rep

rodutiva dos pares FS.

\4

Todos os pares de filhotes de esta¢des reprodutivas diferentes
apresentam a mesma categoria de parentesco congruentes?

Sim
v

Hipétese que o casal retorna ao
mesmo ninho néo é rejeitada

Nao
v

Sim

A categoria de parentesco com
maior frequéncia € viavel
biologicamente?

¢ N&o

N&o é possivel inferir o retorno.

Figura 8. Diagrama de fluxo do procedimento usado para inferir a existéncia de fidelidade dos casais

ao ninho. FS: full sibs, irm&os-completos; HS: half sibs, meio-irm&os; U: unrelated, ndo-aparentados.
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Tabela 7. Exemplo hipotético de categorias de parentesco entre pares de filhotes (Individuo) de um

determinado ninho onde cinco filhotes (A a E) foram amostrados ao longo de trés estacfes reprodutivas

(Ano).
Par Ano 1-Ano 2
1 2010 - 2011
2 2010 - 2011
3 2011 -2012
4 2011 -2012
5 2011 -2012
6 2011 -2012
7 2010 — 2012
8 2010 - 2012

Ninho

1

N R

1

Individuo 1

A

>0 0 m wm >

A

Individuo 2

B

O m©oOm®o O

E

Classific. final

HS
X
FS
FS
u
FS
HS
HS

HS: half sibs, meio-irmao; X: ndo pbdde ser classificado de acordo com os critérios estabelecidos; FS:

full sibs, irméos-completos; U: unrelated, ndo-aparentados.
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4. Resultados

4.1 Razao sexual e equilibrio de Fisher

A sexagem molecular foi bem-sucedida para 437 (98,64%) dos 443 filhotes de Ara ararauna
amostrados de 2012 a 2020 (Tabela 8). Foram encontradas 224 fémeas e 213 machos. O teste de x?
indicou que essa razdo sexual observada nao difere estatisticamente da razdo sexual esperada de 1:1
()x? calculado de 0,276 e p-valor = 0,599).

Tabela 8. Numero de individuos amostrados e sexados por estacao reprodutiva.

Estacédo Individuos Individuos A
. Fémeas Machos
Reprodutiva amostrados sexados
2012 20 20 10 10
2013 33 33 17 16
2014 38 38 20 18
2015/2016 63 63 32 31
2016/2017 61 59 23 36
2017/2018 80 77 42 35
2018/2019 124 123 65 58
2019/2020 24 24 15 9
Total 443 437 224 213

4.2 Parametros genético-populacionais

Os 368 individuos genotipados apresentaram 119 alelos para os treze locos de microssatélite,
variando de 5 a 16 alelos por loco (Tabela 9). A analise no programa Micro Checker revelou algumas
inconsisténcias na chamada dos alelos (determinagdo de tamanhos), que foram corrigidas, e indicios

de erros de genotipagem (presenca alelos nulos nos locos Amac-06 e Amac-13).

O teste global de probabilidade ndo encontrou desvios significativos no equilibrio de Hardy
Weinberg para nenhum loco. O teste de déficit de heterozigotos, apds a corre¢cdo de Bonferroni,
também ndo mostrou evidéncias de desvio. A heterozigosidade esperada (He) por loco variou de 0,650
a 0,912 e a heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,697 a 0,910 (Tabela 9). A probabilidade de

identidade combinada foi de 7,476, O valor global de FIS néo variou significativamente de zero (Tabela
9). A andlise de desequilibrio de ligacdo (LD) com a corre¢cdo de Bonferroni evidenciou possivel
desequilibrio de ligacdo entre o par de locos Amac-06 e Amac-17. Como além disso, Amac-06
apresentou evidéncias de possivel presenca de alelos nulos, foi avaliado se este marcador seria
mantido ou ndo nas andlises subsequentes. Essa avaliagao foi realizada por meio de um teste t Student
entre as médias do coeficiente de parentesco dos individuos amostrados no mesmo ninho e na mesma
estacéo reprodutiva com e sem o Amac-06 considerando o0s seis anos de amostragem. Como néo foi

encontrada evidéncia de diferenca entre as médias, o marcador foi mantido nas andlises subsequentes.
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Tabela 9. Pardmetros de variabilidade genética da populacdo de Ara ararauna em Campo Grande por
microssatélite. Para cada loco sao apresentados: o nimero de individuos analisados (N), o nimero de
alelos (N,), as heterozigosidades esperada (H,) e observada (H,), a probabilidade do teste exato para
avaliar desvio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Pgny), a probabilidade de identidade (Pl) e o

coeficiente de endogamia (Fis).

Locos N Na He Ho Penw Pl Fis
Amac-06 64 6 0,745 0,708 @ 0.5479 0,40463837 0.0620
Amac-07 57 9 0,744 0,741  0.3382 0,40096492 0.0035

Amac-08 54 10 0,846 0,873 | 0.5994 0,33768496 @ -0.0192
Amac-09 58 16 0,912 0,864 @ 0.6039 0,29784494 @ 0.0617
Amac-11 66 12 0,881 0,910 @ 0.3136 0,31565724 @ -0.0219
Amac-12 63 11 0,791 0,750 | 0.1183 0,37110368 & 0.0609
Amac-13 60 15 0,906 0,852 | 0.2319 0,30110099 @ 0.0691
Amac-15 66 0,818 0,776 | 0.3375 0,35511801 @ 0.0463
Amac-17 66 0,734 0,716 = 0.9753  0,40993507 & 0.0340
Amac-18 61 0,650 0,705 | 0.4011 0,47328845 -0.0768
Amac-19 65 0,728 0,697 | 0.4737 0,41579616 @ 0.0584
Amac-20 63 0,780 0,844 | 0.3639 0,38005751 @ -0.0881
Amac-26 66 0,788 0,821 | 0.2456 @ 0,37347148 @ -0.0439

0 ~NO 01O

4.3 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho e de ninhos diferentes

O numero de pares de filhotes de Ara ararauna amostrados no mesmo ninho em seis esta¢des
reprodutivas variou de 12 a 52, enquanto o niumero de pares amostrados em ninhos diferentes no
mesmo periodo variou de 389 a 6.390 (Tabela 5). As médias do coeficiente de parentesco (r) entre
pares de filhotes de mesmo ninho e de ninhos diferentes em seis esta¢des reprodutivas variou de 0,33
a 0,50 e de 0,02 a 0,04, respectivamente (Tabela 10). Os testes t e 0s p-valores associados mostraram
forte evidéncia de desvio entre as médias de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho e em ninhos

diferentes em todas as estacdes reprodutivas (Tabela 10).

Tabela 10. Médias dos valores de coeficiente de parentesco r entre pares de filhotes (r médio ninho)
amostrados no mesmo ninho (=) e pares de filhos amostrados em ninhos diferentes (#) em seis
estacdes reprodutivas. N - nimero de pares de filhotes analisados, valor da estatistica do teste t e o p-

valor. Para o teste foi utilizado a = 0,05.

Est. . N r !11édio N r médio Estatistica t p-valor
Reprodutiva = ninho = # ninho #

2013 17 0,50 389 0,02 -26,581587  0,0000000024
2014 12 0,40 549 0,03 -16,953981  0,0003362719
2015 31 0,48 1.922 0,04 -25,591854  0,0000000000
2016 24 0,33 1.687 0,04 -17,429237 0,0000001454
2017 23 0,45 2.323 0,04 -24,822853  0,0000000119
2018 51 0,47 6.390 0,04 -40,819157  0,0000000000
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Os valores do coeficiente de parentesco (r), a categoria de parentesco identificada com a de
maior probabilidade, o resultado dos testes de hipoteses e o resultado de agrupamento familiar sugerido
estdo apresentados nos Apéndices 4 ao 9. Esses resultados foram analisados de acordo com o
fluxograma de decisGes (Fig. 7) para inferir as categorias de parentesco dos pares de filhotes
analisados. O numero de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho, o nimero de pares de filhotes
gue puderam ser categorizados e os nimeros de pares de filhotes por categoria de parentesco nas
seis estacdes reprodutivas séo apresentados na Tabela 11. Ao todo foram classificados 83,64% dos
159 pares de filhotes de A. ararauna amostrados no mesmo ninho ao longo das seis estacfes
reprodutivas, 75,18% de pares de filhotes foram categorizados como irmaos-completos, 18,04% como
meio-irméaos e 6,76% como nao-aparentados. Nao foi possivel determinar a categoria de parentesco
de 16,35% (n=26) dos pares de filhotes (Tabela 11 e Fig. 9).

Tabela 11. Numero de pares de filhotes de seis esta¢des reprodutivas amostrados no mesmo ninho
(Pares anal.), nimero de pares que puderam ser atribuidos a alguma categoria de parentesco (pares
categ.), niumero de pares classificados por categoria (FS - full siblings, irméos-completos; HS - half
siblings, meio-irméos; U — unrelated, ndo-aparentados), nimero de ninhos por estagéo reprodutiva e
nameros de ninhos com evidéncia de paternidade extra-par (PEP) e parasitismo de ninho
intraespecifico (PNI).

Estag&o Pares Pares FS HS U  N°ninhos PEP  PNI
anal. categ.

2013 17 12 12 0 0 15 0 0
2014 12 11 8 1 2 23 1 2
2015 31 27 18 8 1 36 7 1
2016 24 16 8 4 4 35 4 4
2017 23 19 15 3 1 48 3 1
2018 52 48 39 8 1 67 7 1
Total 159 133 100 24 9 224 22 9

% - 8364 7518 18,04 6,76 - 982 4,01
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Figura 9. Percentual de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho que foram categorizados como
irmaos-completos (full siblings: FS), meio-irmaos (half siblings; HS) e ndo-aparentados (unrelated; U)

em relagdo ao numero de pares categorizados (segundo dados da Tabela 11).

A andlise dos pares de filhotes amostrados no mesmo ninho e na mesma estagao reprodutiva
permitiu inferir quais ninhos apresentaram evidéncias de paternidade extra-par (PEP) e de parasitismo
de ninho intraespecifico (PNI; Tabela 12). Ao todo, foram encontrados 24 pares de meio-irmdos em 22
ninhos e 9 pares de filhotes ndo-aparentados em 9 ninhos diferentes. Destacamos o0os ninhos 25 e 52
(Tabela 12) onde foram encontrados filhotes extra-par em mais de uma estacao reprodutiva. O ninho 8
apresentou um filhote extra-par na estacéo reprodutiva de 2015 e um filhote fruto de PNI em 2016. Ja

no ninho 76 na mesma estagao reprodutiva foi encontrado um possivel filhote de PEP e outro de PNI.

Tabela 12. Esta¢Bes reprodutivas na quais foram encontradas evidéncias de paternidade extra-par
(PEP) e parasitismo de ninho intraespecifico (PNI) por ninho. *entre parénteses se encontra 0 nimero

de pares de filhotes.

Ninho* PEP PNI

8 (36) 2015 (2) 2016 (1)
23 (3) 2015 (1)

25(15) 2014 (1) 2016 (1)

33 (6) 2014(1)
51 (36) 2015 (1)

52 (15) = 2015 (1) 2017 (1)
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Continuacdo Tabela 12

Ninho* PEP PNI
54 (1) 2015 (1)

55 (3) 2014(1)
61 (28) 2018 (2)

62 (6) 2015 (1)

71 (21) 2016 (1)
73 (6) 2015 (1)
76 (21) 2016 (1) 2018 (1)
79 (3) 2016 (1)

81 (3) 2016 (1)
85 (1) 2015 (1)

87 (3) 2016 (1)
90 (6) 2018(1)

93 (3) 2018 (1)

117 (1) 2016 (1)

133 (3) 2018 (1)

145 (6) 2017 (1)

150 (3) 2017(1)

152A (6) 2017 (1)
157 (6) 2018 (1)

164 (1) 2018 (1)

192 (1) 2018 (1)

Total 24 9

Ainda, observacdes de campo feitas pela equipe do Instituto Arara Azul (BARBOSA, com.
pessoal) mostram indicios de que dois individuos que foram amostrados enquanto eram filhotes
encontraram parceiros e reproduziram-se: 1) 19558 (macho, ninho 02, 2013) se reproduziu no ninho
133, em 2018 (com cinco anos de idade) e 2) 19722 (macho, ninho 87, 2016) se reproduziu no ninho
181, em 2018 (com dois anos de idade). A analise de parentesco entre 0 19558 e 0s seus possiveis
dois filhotes amostrados no ninho 133 em 2018 (19859 e 19860; Apéndice 10), ndo é compativel com
0 parentesco progenitor-prole, ainda, a analise sugere que a relacdo mais provavel entre eles é de
meio-imaos (com p-valor<0,2), ou seja, ndo de progenitor-prole. J4 a analise de parentesco entre 19722
e os seus possiveis dois filhotes do ninho 181 em 2018 (19912 e 19913) sugere que sejam nao
aparentados, mas 19912 e 19913 parecem ser irmaos-completos. Assim, a auséncia de parentesco
proximo entre 19722 e 19912 e entre 19722 e 19913 pode indicar PEP ou PNI.

Observacgfes de campo para o ninho 87 em 2016 registraram dois eventos de postura, com

intervalo de duas semanas, sendo que dois filhotes sobreviveram, um de cada postura. A analise de
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parentesco entre os dois filhotes sobreviventes (19721 e 19722; Apéndice 7) indicou que n&o sao

aparentados e que umas das duas posturas de ovos foi fruto de PNI.

4.4 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho em diferentes estacfes reprodutivas

Ao todo, 57 ninhos foram considerados na analise de fidelidade do casal ao mesmo ninho (Tabela
6). O numero de estag6es reprodutivas em que o mesmo ninho foi amostrado variou entre dois e cinco,
enquanto o numero de filhotes amostrados no mesmo ninho variou de dois a nove (Tabela 6). Os
valores do coeficiente de parentesco (r), a categoria de parentesco com maior probabilidade, o
resultado dos testes de hipéteses e o resultado de agrupamento familiar sugerido (quando necessério)

estdo apresentados no Apéndice 11.

As porcentagens de pares de filhotes identificados como irméaos-completos (full sibs: FS), meio-
irméos (half-sibs: HS), ndo-aparentados (unrelated: U) ou néo categorizados em cada um dos ninhos
sdo apresentadas na Tabela 13 e na Figura 10. No total dos 371 pares de filhotes analisados, 9,43%
(n=35) ndo puderam ser categorizados. Dos 336 pares cujas categorias de parentesco puderam ser
inferidas 84 (25%) eram irmaos-completos, 44 (13,1%) meios-irmaos e 208 (61,9%) ndo-aparentados.
Em 26 ninhos foram encontrados filhotes irméos-completos em duas estacdes reprodutivas diferentes,
no ninho 66 foram amostrados filhotes irmaos-completos em trés esta¢des diferentes, e no ninho 76
foram observados irmaos-completos em quatro estacdes diferentes (Tabela 13). A andlise desses
dados permitiu inferir se ha indicios ou ndo de retorno do casal ao mesmo ninho para 54 dos 57 ninhos
analisados. Especificamente, assumimos que: 1) a presenca de pares de filhotes com parentesco de
irmaos completos sugere que o casal retorna para 0 mesmo ninho em diferentes esta¢fes reprodutivas;
2) a presenca de pares de filhotes como meio-irm&os sugere que pelo menos um parental pode ter
retornado e/ou que pode ter ocorrido paternidade extra-par (PEP); 3) pares de filhotes ndo-aparentados
indicam que nenhum dos parentais retornou ao mesmo ninho e/ou que houve parasitismo de ninho
(PNI).

O ano de retorno dos casais aos ninhos foi considerado como aguele da estac&o reprodutiva
posterior a primeira ocupag¢do do ninho pelo casal, assim, um casal que ocupou o ninho pela primeira
vez em 2013 e posteriormente em 2014, é descrito como um casal que retornou ao mesmo ninho em
2014. Como a primeira estacdo reprodutiva amostrada foi 2013, ndo existem dados de retorno para
esse ano. Em 2014 seis casais ocuparam a mesma cavidade ocupada anteriormente, 2015 foram
quatro casais, em 2016 foi apenas um, 2017 foram oito e em 2018, 15 casais retornaram ao mesmo
ninho (Tabela 14).
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Tabela 13. Percentual e ano de amostragem de pares de filhotes amostrados no mesmo ninho mas em estacdes reprodutivas diferentes categorizados como

irmaos-completos (full sibs: FS), meios-irmaos (half-sibs: HS), ndo-aparentados (unrelated: U) e ndo categorizados (Nc).

Ninho % FS Est. reprodutivas (FS) % HS Est. reprodutivas (HS) % U Est. reprodutivas (U) % Nc

2 100,00 2013-2014 0,00 0,00 0,00
2013-2014, 2013-2015,2013-2016,

8 0,00 alr 2014-2015 9187 2014-2015, 2014-2016 e 20152016 17
20 0,00 12,50 2014-2016 75,00 2013-2014 e 2013-2016 12,50
23 50,00 2014-2015 0,00 50,00 2014-2015 0,00
25 0,00 25,00 2014-2016 66,67 2013-2014 e 2013-2016 8,33
30 8333 2013-2014 0,00 0,00 16,67
32 000 100,00 2014-2015 0,00 2014-2015 0,00
33 40,00 2013-2014 0,00 60,00 0,00
35 100,00 2013-2014 0,00 0,00 0,00
36 0,00 9,09 2013-2014 81,82  2013-2014, 2013-2015 e 2014-2015 9,09
4 3333 2015-2017 0,00 66,67 2014-2017 0,00
42 000 100,00 2014-2015 0,00 0,00
45 000 0,00 66,67 2014-2015 e 2014-2017 33,33
46 1111 2014-2015 5,56 2015-2016 g3z 20142016, 2004 2018, 2015-2008¢ 000

47 36,36 2014-2018 0,00 45,45 2014-2015 e 2015-2018 18,18



Continuagdo Tabela 13

Ninho

51

52

55

59

61

62

63

66

71

72

73

76

78

79

84

86

87

% FS
6,67
0,00
0,00
0,00
36,36
0,00
20,00
65,52
13,33
0,00
0,00
53,85
12,50
0,00
0,00
100,00

0,00

Est. reprodutivas (FS)

2017-2018

2015-2018, 2015-2017, 2015-
2018, 2016-2018,2017-2018

2015-2018

2015-2017, 2015-2018 e
2017-2018

2016-2017

2015-2016, 2015-2017, 2015-
2018, 2016-2018, 2017-2018

2016-2017

2017/2018

% HS
13,33
8,33
0,00
0,00
36,36
50,00
20,00
3,45
13,33
0,00
0,00
15,38
4,17
0,00
20,00
0,00

0,00

Est. reprodutivas (HS)
2017-2018

2015-2017

2014-2015
2014-2015
2015-2016

2015-2016

2016-2018 e 2017-2018

2015-2018

2016-2017 e 2017-2018

% U
70,00
91,67
100,00
100,00
4,55
50,00
60,00
17,24
66,67
100,00
83,33
0,00
70,83
100,00
80,00
0,00

100,00

Est. reprodutivas (U)

2014-2015, 2014-2017, 2014-2018,
2015-2017, 2015-2018 e 2017-2018

2014-2015, 2014-2017e 2015-2017
2014-2015

2014-2015

2014-2015
2014-2018 e 2015-2018

2016-2017 e 2017-2018

2015-2016

2015-2017, 2015-2018 e 2017-2018

2015-2016, 2015-2017, 2015-2018,
2016-2018 e 2017-2018

2015-2016

2016-2017, 2016-2018 e 2017, 2018

2016-2018

% Nc
10,00
0,00
0,00
0,00
18,18
0,00
0,00
13,79
6,67
0,00
16,67
30,77
12,50
0,00
0,00
0,00

0,00
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Continuagdo Tabela 13

Ninho

88

90

93

94

97

99

101

103

106

108

119

125

126

130

131

133

139

% FS
25,00
75,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
8,33
100,00
100,00
0,00
66,67
0,00
50,00
0,00
0,00

100,00

Est. reprodutivas (FS)
2017-2018

2017-2018

2016-2017

2016-2018

2016-2018

2016-2017

2017-2018

2017-2018

% HS
0,00
25,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
33,33
83,33
0,00
0,00
0,00

0,00

Est. reprodutivas (HS)

2017-2018

2016-2017

2017-2018

% U
75,00
0,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
66,67
0,00
0,00
100,00
0,00
16,67
0,00
100,00
100,00

0,00

Est. reprodutivas (U)

2016-2017 e 2016-2018

2016-2018
2016-2017
2016-2018
2016-2017, 2016-2018 e 2017-2018
2017-2018

2016-2017, 2016-2018 e 2017-2018

2016-2017, 2016-2018 e 2017-2018

2017-2018

2017-2018

2017-2018

% Nc
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
25,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
50,00
0,00
0,00

0,00
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Continuagdo Tabela 13

Ninho

140

141

142

143

144

145

152A

157

% FS
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
50,00
25,00

0,00

Est. reprodutivas (FS)

2017-2018

2017-18

% HS
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
25,00
50,00

0,00

Est. reprodutivas (HS)

2017-2018

2017-2018

% U
0,00
100,00
100,00
0,00
100,00
0,00
25,00

100,00

Est. reprodutivas (U)

2017-2018

2017-2018

2017-2018

2017-2018

% Nc
100,00
0,00
0,00
100,00
0,00
25,00
0,00

0,00
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Continuagdo Tabela 14
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Figura 10. Percentual de pares de filhotes de estac¢des reprodutivas diferentes por ninho analisado classificados como irmaos-completos (full sibs: FS), meios-
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126

152A I
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irmaos (half-sibs: HS) e ndo-aparentados (unrelated: U), além dos pares que ndo puderam ser categorizados quanto ao parentesco (ndo categorizados; ver
Tabela 13).
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Tabela 14. Ano de retorno ao ninho do mesmo casal (em esta¢@es reprodutivas consecutivas ou ndo), retorno de um dos parentais (em estacfes reprodutivas

consecutivas ou ndo) ou paternidade extra-par (PEP), e nenhum parental retornando ao mesmo ninho em estacfes reprodutivas diferentes. Nimero de pares

de filhotes analisados entre parénteses apés a numeracdo do ninho. Ndo avaliado- numero de pares de filhotes cuja categoria de parentesco ndo pdde ser

inferida.
Ninho

2(2)
8 (24)
20 (8)
23 (2)
25 (12)
30 (6)
32 (2)
33 (5)
35 (1)
36 (11)
41 (3)
42 (2)
45 (3)

46 (18)

47 (11)

Néo
avaliado
1
1

Casal em estaces
consecutivas
2014 (2)

2015 (1)

2014 (5)

2014 (2)
2014 (1)

2016 (1)

2015 (2)

Casal em estacbes

ndo consecutivas

2018 (4)

Um parental em estacGes

consecutivas ou PEP

2015 (1)
2015 (2)

2014 (1)

2015 (2)

2016 (1)

Um parental em estacées

nao consecutivas ou PEP

2016 (1)

2016 (3)

Nenhum parental ou
PNI
2013, 2016 (22)
2013 (6)
2014, 2015 (1)
2013, 2015 (8)

2017 (3)
2013, 2014, 2015 (9)
2014 (2)
2014, 2015, 2017 (2)
2014, 2015, 20186,
2018 (15)

2015 (5)



Continuagdo Tabela 14

Ninh N&ao Casal em estaces Casal em estacbes Um parental em estagcdes = Um parental em estacdes Nenhum parental ou
inho
avaliado consecutivas nao consecutivas consecutivas ou PEP nao consecutivas ou PEP PNI
2014, 2015, 2017,
51 (30) 3 2018 (2) - 2018 (3) 2018 (1)
2018 (21)

52 (12) - - - - 2017 (1) 2014 (11)
55 (2) - - - - - 2014, 2015 (2)
59 (2) - - - - - 2014, 2015 (2)

2018 (5) 2016 (1) 2017 (2)
61 (22) 5 2018 (1) 2017 (1) 2018 (1) 2018 (2) 2015, 2018 (1)

2018 (1) 2018 (2)
62 (4) - - - 2015 (2) - 2014, 2015 (2)
63 (5) - - 2018 (1) 2015 (1) - 2015, 2018 (3)

2017 (7)
66 (29) 4 2018 (6) 2016 (1) - 2016 (5)

2018 (6)
71 (15) 1 2017 (2) - 2016 (2) - 2015, 2016, 2017 (10)
72 (1) - - - - - 2015, 2016 (1)
73 (6) 1 - - - - 2015, 2017, 2018 (5)

2017 (1) 2018 (1)

2017 (1)
76 (13) 4 2018 (2) 2018 (1) -
2018 (1)

2018 (2)
78 (24) 3 2017 (3) - - 2018 (1) 2015, 2016(17)
79 (2) - - - - - 2015, 2016 (2)
84 (10) - - - 2017 (1) - 2016, 2017, 2018 (8)
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Continuagdo Tabela 14
] Nao
Ninho

avaliado

86 (1) -
87 (2) -
88 (8) -
90 (4) -
93 (2) -
94 (1) -
97 (1) -
99 (8) -
101 (1) -
103 (12) 3
106 (4) -
108 (1) -
119 (3) -
125 (3) -
126 (6) -
130 (2) 1
131 (2) -
133 (2) -
139 (4) -
140 (1) 1

Casal em estaces

consecutivas

2018 (1)
2018 (2)
2018 (3)

2017 (1)

2017 (2)

2018 (1)

2018 (4)

Casal em estacbes

nao consecutivas

2018 (4)
2018 (1)

Um parental em estacGes

consecutivas ou PEP
2018 (1)

2018 (1)

2017 (1)
2018 (5)

Um parental em estacées

nao consecutivas ou PEP

Nenhum parental ou
PNI

2016, 2018 (2)
2016 (6)
2016, 2018 (2)
2016, 2017 (1)
2016, 2018 (1)
2016, 2017, 2018 (8)
2017, 2018 (1)
2018 (8)

2016, 2017, 2018 (3)

2017, 2018 (1)
2017, 2018 (2)
2017, 2018 (2)
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Continuagdo Tabela 14

Ninho N&ao Casal em estaces Casal em estacbes Um parental em estagcdes = Um parental em estacdes Nenhum parental ou
avaliado consecutivas n&o consecutivas consecutivas ou PEP ndo consecutivas ou PEP PNI
141 (2) - - - - - 2017, 2018 (2)
142 (1) - - - - - 2017, 2018 (1)
143 (1) 1 - - - - -
144 (2) - - - - - 2017, 2018 (2)
145 (4) 1 2018 (2) - 2018 (1) - -
152A (4) - 2018 (1) 2018 (2) - 2017, 2018 (1)

157 (2) - - - - - 2017, 2018 (2)



Dentre os 54 ninhos para os quais foi avaliado o possivel retorno do casal, foram encontradas
evidéncias de: nenhum parental retornar e/ou presenca de PNI em 17 ninhos (31,5%), um parental
retornar e/ou presen¢a de PEP em 12 ninhos (21,05%) e o mesmo casal retornar uma a trés vezes ao
ninho para 46,29% (n = 25; Tabela 14, Fig. 11A). Dentre os 25 possiveis eventos de retorno do casal,
em 18 (72%) o retorno ocorreu em estagdes reprodutivas consecutivas (Tabela 14, Fig. 11B) e em 14
ninhos (33,33%) o mesmo casal parece ter retornado ao longo de todas as estacfes reprodutivas

amostradas no ninho correspondente (Tabelas 13 e 14, Fig. 11C).

A. Retornos: casais e parentais

=0-31,5% (17) =1-42,6% (23) ~2-1,8% (1) =3-1,8% (1) =1/2-21% (12)

B. Retorno consecutivo C. Retornos em todas
as est. reprodutivas

Todas as estacdes reprodutivas: 56% (14)

= Consecutivas: 72% (18)
= N&o consecutivas: 28% (7)

= Parte das estacdes reprodutivas: 44% (11)

Figura 11. Percentuais encontrados na analise de fidelidade ao ninho e o numero de ninhos entre
parénteses. A. porcentagem e nimero de ninhos nos quais foi inferido: nenhum parental retornou e/ou
presenca PNI (0); um parental retornou e/ou presenca de PEP (1/2); o mesmo casal retornou uma (1),
duas (2) ou trés (3) vezes; B. porcentagem de retornos de casais que ocorreram em estacdes

reprodutivas consecutivas e nao consecutivas; C. porcentagem de retornos em todas ou e em parte

das estac¢Bes reprodutivas amostradas.
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Algumas observacdes de campo do comportamento dos casais feitas pela equipe do Instituto
Arara Azul (BARBOSA, com. pessoal) permitem levantar suspeitas de se tratarem dos mesmos
individuos adultos. Por exemplo, quando os pesquisadores se acercam do ninho, certos individuos
sempre se empoleiram no mesmo local e/ou sempre defendem o ninho da mesma maneira. Assim,
essas observacdes sugerem que 0 mesmo casal ocupou o ninho 23 durante as estacdes reprodutivas
de 2014 e 2015, e em esta¢gBes seguintes, ocupou os ninhos 51, 61 e 63. As observacdes séo
concordantes com os resultados das analises de parentesco que encontraram evidéncia de retorno
para o ninho 23 (comparacéo de filhotes de 2014 e 2015: 1 par de FS e 1 de U), ninho 51 (comparacao
de filhotes de 2017 e 2018: de 6 pares de filhotes categorizados, 2 de FS, 3 de HS e 1 de U), ninho 61
(comparacéo de filhotes de 2017 e 2018: 1 par FS e 2 pares HS) e ninho 63 (comparacéo de 2 pares
de filhotes de 2015 e 2018, sendo 1 FS; Apéndice 11).

Ainda, a equipe do Instituto Arara Azul suspeita que possivelmente o casal do ninho 36 de 2014
estaria ocupando o ninho 98 em 2016 que se localiza a 9,6 m de distancia linear (BARBOSA, com.
pessoal). Esse tipo de caractereizacdo dos casais que ndo possuem anilhas, é feito a partir de
observagbes de comportamentos caracteristicos de cada casal, como por exemplo, onde empoleiram
e como defendem o ninho e a prole durante os monitoramentos. A andlise de parentesco entre 0s
filhotes do ninho 36 de 2014 (19605, 19606 e 19607) com os do ninho 98 de 2016 (19731 e 19732,
Apéndice 12) revelou que de 10 pares de filhotes, resultantes da comparacdo entre 4 estagcbes
reprodutivas diferentes, 4 podem ser irmaos-completos, 2 meio-irmédos (2013/2016) e 4 néo
aparentados (2014/2016 e 2015/2016). Esses resultados indicam que ndo se pode descartar a hipétese
que o mesmo casal que ocupou 0 ninho 36 em 2014 utilizou o ninho 98 em 2016. Ainda, outras
observagcfes em campo sugerem que o mesmo casal que ocupou o ninho 91 (2016), poderia ter
ocupado outros ninhos proximos em diferentes estagdes reprodutivas: ninho 121 em 2017 e 141 em
2018 (todos os ninhos dentro de um raio de 12,78 m). No entanto, a andlise de parentesco entre os

filhotes amostrados nesses ninhos indicou que os 7 pares seriam ndo aparentados (Apéndice 12).

Em 2014 no ninho 42 foi observado que o filhote 19609 teve problemas de empenamento e na
estacdo reprodutiva seguinte, os filhotes 19643 e 19644, ndo sobreviveram apds o primeiro voo. Assim,
levantou-se a hipétese de que, se esses filhotes forem aparentados, pode haver algum problema
genético. A analise de parentesco entre os dois pares de filhotes do ninho 42 das esta¢fes reprodutivas
de 2014 e 2015 (Apéndice 11) sugerem que eles sejam meio-irmdos, ou seja, que compartilham

apenas um progenitor.
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5. Discusséo

No presente estudo buscamos inferir o sistema genético de acasalamento e a fidelidade ao ninho
de casais de Ara ararauna. Para realizar o estudo é necessario obter amostras biol6gicas e ao
aproximar do ninho, os adultos costumam voar para longe, impossibilitando a sua captura. Ja os filhotes
sdo capturados dentro do ninho, em idade anterior ao primeiro voo. Assim, dada a dificuldade em
capturar individuos adultos para realizar a coleta de material biologico e o estresse que o procedimento
causa a um adulto, realizamos a analise sem os dados de composicdo genética dos possiveis

progenitores (casal que defende o ninho com filhotes).

As andlises do presente estudo foram realizadas baseadas em dados produzidos por primers
heterdlogos. A utilizagdo de primers ndo especificos para a espécie em estudo podem ocasionar a
ocorréncia de ‘alelos nulos’ que, se nao identificados, podem levar a inferéncias incorretas sobre o
parentesco entre individuos (CALLEN et al., 1993). Esse fendmeno é causado por uma muta¢do no
sitio de hibridagdo do primer ao DNA durante a PCR e com isso um dos alelos pode deixar de ser
amplificado, o que pode levar a interpretagéo incorreta de individuos heterozigotos serem classificados
como homozigotos (ISHIBASHI et al., 1996; BROOKFIELD, 1996). Nesse contexto, nossos resultados
das analises populacionais apontaram evidéncias de alelos nulos nos locos Amac-06 e Amac-13
(Tabela 9). No entanto, ambos foram mantidos nas analises, pois testes iniciais indicaram que os
resultados obtidos com e sem esses locos ndo diferem quanto a categorizagdo de parentesco
(resultados ndo mostrados). Além disso, um dos programas utilizados para inferir a categoria de
parentesco, o0 ML-Relate, corrige para a presenca de alelos nulos usando estimativas de probabilidade
maxima da frequéncia de alelos nulos em todos os célculos (WAGNER et al., 2006; KALINOWSKI et
al., 2006).

O teste global de probabilidade (Tabela 9) e os testes para excesso e déficit de heterozigotos
ndo encontraram desvios significativos do equilibrio de Hardy Weinberg para nenhum loco. A auséncia
de excesso ou déficit de heterozigotos sugere que a populacdo de A. ararauna em Campo Grande,
Mato Grosso do Sul esta em equilibrio mutagé@o-deriva, sem sinal de possiveis gargalos genéticos. A
heterozigosidade (He) esperada por loco variou de 0,650 a 0,912 e a heterozigosidade observada
variou de 0,697 a 0,910 (Tabela 9). A probabilidade de identidade (PI), diz respeito a probabilidade
média de que dois individuos ndo-aparentados e amostrados ao acaso na mesma populacdo tenham
0 mesmo genotipo nos locos mdltiplos, a Pl 13 locos combinada foi 1,416, O valor global de FIS nédo
variou significativamente de zero, indicando que a populacao nao € endogamica (Tabela 108). A analise
de desequilibrio de ligacdo (LD) com correcdo de Bonferroni evidenciou possivel desequilibrio de
ligacdo apenas entre o par Amac-06 e Amac-17, os demais podem ser considerados marcadores
independentes. Com a possivel ligacdo com o primer Amac-17 além da probabilidade de apresentar
alelos nulos, seria indicado retirar o Amac-06 da analise de parentesco. No entanto, a permanéncia do
marcador nas analises foi decidida através de um teste t Student entre a média do coeficiente de

parentesco dos individuos amostrados no mesmo ninho na mesma estacao reprodutiva, realizadas com
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e sem o marcador, nos seis anos de amostragem. Como nao houve desvio das médias (resultados ndo

apresentados), o marcador foi mantido nas analises subsequentes.

O conjunto de 13 microssatélites analisados em 368 filhotes da populacdo natural de Campo
Grande revelou 119 alelos (Tabela 108), com média de 9,15 por loco (Tabela 9). A combinagdo dos
dados dos microssatélites obtidos dos filhotes resultou em uma baixa probabilidade de que dois
individuos amostrados ao acaso apresentem o mesmo gendtipo (Pl) semelhante a outros estudos
(MINO et al. 2009; COSTA, 2012). A caracterizagéo da informacao polimérfica é importante pois pode
influenciar o desempenho dos estimadores de parentesco (BLOUIN, 2003). O alto polimorfismo
encontrado combinado a probabilidade de identidade tornam este conjunto de marcadores uma
ferramenta eficaz e informativa na atribuicdo de parentesco em A. ararauna, uma vez que 0S
par&dmetros indicam alto poder de precisdo, atribuindo parentesco a uma porcentagem maior de
individuos do que outros estudos com metodologias semelhantes (MINO et al., 2009; TURJEMAN et
al. 2016)

As taxas esperadas de erro na classificac@o das categorias de parentesco entre pares de filhotes
foram estimadas com base em valores de corte especificos nos valores de r calculados com o estimador
de parentesco TrioML (Fig. 6). As estimativas de erro ajudam a conhecer melhor possiveis limitacdes
na precisdo das atribuicbes entre categorias de parentesco adjacentes (Tabela 4). Por exemplo, as
categorias de irmaos-completos (FS) e meio-irmédos (HS) incluem valores de r com 17,2% e 20,3% de
sobreposi¢éo, respectivamente (Tabela 4). Ainda, as categorias de parentesco ndo-adjacentes de néo-
aparentados (U) e FS incluem valores de r com 1% a 5,9% de sobreposi¢céo, respectivamente (Tabela
4). Ja era esperado que a distingdo entre categorias de parentesco ndo-adjacentes apresentasse menor
sobreposigdo. Assim, com os dados dos 13 marcadores moleculares podemos, por exemplo, distinguir
entre filhotes gerados pelo par social e um filhote cuja progenitora é uma fémea parasita de ninho, com

até 99% de precisao.

Como inferir categorias de parentesco é um procedimento complexo, foi importante estabelecer
uma estratégia de fluxo de decisbes (Fig. 7) que considera a estimativa de coeficiente de parentesco
entre pares de filhotes (valor de r; Coancestry), a anélise de verossimilhanca de todas as categorias de
parentesco, a comparacdo da probabilidade de categorias de parentesco alternativas com estimativa
de suporte estatistico (ML-Relate) e a inferéncia de agrupamento familiar (Colony). Esse fluxo de
decisdes teve como intuito estabelecer critérios objetivos para realizar a categorizacdo do parentesco
(BLOUIN, 2003; JONES & ARDREN, 2003; WEIR et al., 2006; KALINOWSKI et al., 2006; WANG, 2010;
JONES & WANG, 2010). Essa metodologia permitiu inferir a categoria de parentesco de pares de
filhotes de mesmo ninho e mesma estacgao reprodutiva (Tabela 11; Fig. 9) para avaliar a frequéncia de
irméos-completos (que foi usado como indicio de monogamia genética dos parentais), de meio-irméos
(que foi considerado como indicio de paternidade extra-par, PEP) e de ndo-aparentados (que foi usado
como indicio de parasitismo de ninho intraespecifico, PNI; Tabela 12). Ainda, a analise do parentesco
entre filhotes amostrados no mesmo ninho, mas em estac6es reprodutivas diferentes (Tabela 13; Fig.

10) permitiu avaliar a frequéncia de indicios de nenhum parental retornar e/ou presenca de PNI (filhotes
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ndo-aparentados), um parental retornar e/ou presenca de PEP (filhotes meio-irm&os) e o mesmo casal

retornar ao ninho (filhotes irmaos-completos; Tabela 14).

5.1 Parentesco genético de filhotes do mesmo ninho e mesma estacédo reprodutiva e sistema de
acasalamento genético: fatores que influenciam na frequéncia de paternidade extra-par e suas

implicacbes

A utilizag8o de ferramentas moleculares em estudos sobre a biologia reprodutiva (BURKE &
BRUFORD, 1987) revolucionou o entendimento sobre o sistema de acasalamento das aves. Quase
quatro décadas depois, mais de 500 estudos detectaram PEP em mais de 340 espécies de aves,
tornando o uso de marcadores moleculares indispensavel para analisar sistemas de acasalamento
social, sexual e genético (GRIFFITH, 2002).

Um levantamento de estudos realizados até o momento (BROUWER, L. & GRIFFITH, S. C.
2019) revelou que em 386 populagbes de 255 espécies de aves socialmente monogamicas com
cuidado biparental, a poliandria genética (PEP) foi detectada em 76% das espécies, apresentando uma
grande variagdo nas taxas de PEP entre as espécies estudadas. Em 30% dessas espécies, a PEP foi
rara, com menos de 5% das ninhadas contendo descendentes extra-par. J& em 13% das espécies mais
de 50% das ninhadas continham pelo menos um filhote extra-par. Em média, nas espécies de aves
socialmente monogamicas com cuidado biparental em que a poliandria genética foi encontrada,
aproximadamente 19% da prole foi gerada por um macho extra-par em 33% das ninhadas (BROUWER,
L. & GRIFFITH, 2019).

A primeira andlise de PEP publicada com alguma espécie da familia Psittacidae foi de Melland
(2000), com o intuito de investigar o sistema de acasalamento genético e a estrutura populacional de
Poicephalus rufiventris. Os resultados indicaram que o sistema de acasalamento era poliginico, com 0s
machos acasalando-se com varias fémeas e alguns acasalamentos monogamicos em menor grau.
Masello e colaboradores (2002) analisaram 49 ninhadas de onze casais de Cyanoliseus patagonus,
indicando um par ndo-aparentado resultante de PNI e nenhuma evidéncia de PEP, caracterizando a
espécie como social e geneticamente monogamica. Outro estudo com 154 filhotes e 42 adultos de
Myiopsitta monachus encontrou PEP em 40% das ninhadas e PNl em 3% (MARTINEZ et al., 2013).

Caparroz e colaboradores (2011) avaliaram o sistema de acasalamento de Ara ararauna por
meio de DNA fingerprint. Foram analisados 22 filhotes de 11 ninhos naturais em trés localidades (Peixe,
TO; Cavalcante, GO e Corginho, MS) com uma sonda de minissatélite multilocos. Considerando outras
trés ninhadas analisadas previamente (CAPARROZ et al., 2001), apenas um par de filhotes (7%) n&o
foi classificado como irméos-completos e, sem o0s genotipos dos progenitores néo foi possivel afirmar
se era um filhote extra-par ou entdo um filhote fruto de parasitismo de ninho, mas a baixa similaridade
aponta para um possivel evento de PNI. O resultado foi congruente com a maioria dos estudos

anteriores com psitacideos, nos quais foram encontradas taxas baixas ou inexistentes de PEP, o que

47



foi atribuido ao sistema social monogamico, a longevidade das espécies e ao cuidado biparental. Assim,
Caparroz e colaboradores (2011) caracterizaram a espécie como social e geneticamente monogamica.

No presente estudo utilizamos 13 microssatélites para comparar as categorias de parentesco de
pares de filhotes do mesmo ninho e pares de filhotes de ninhos diferentes na populacéo natural de A.
ararauna em Campo Grande (Tabela 5). O valor médio do coeficiente de parentesco entre filhotes de
ninhos distintos tem forte evidéncia de desvio do valor médio estimado entre filhotes do mesmo ninho
em todas as estacBes reprodutivas analisadas, indicando que ha diferenca significativa entre o
parentesco dos dois grupos (Tabela 10). Todos os valores médios dos coeficientes de parentesco de
pares de filhotes do mesmo ninho ficaram dentro do intervalo de valores para irméos-completos (Tabela
10).

Como os filhotes foram amostrados em idade anterior a aprendizagem de voo, ndo consideramos
encontrar algum filhote de outro ninho por engano durante a amostragem. Assim, a presenca de filhotes
meio-irméos e ndo-aparentados no mesmo ninho pode ser inferida como resultado de diferentes
estratégias reprodutivas (como PEP e PNI) que ndo previstas em um sistema de acasalamento genético

monogamico.

Ainda que os gendtipos dos progenitores ndo puderam ser acessados para confirmacdo de
maternidade e paternidade (com exce¢do de duas possiveis paternidades, ver adiante), foi possivel
distinguir entre as possiveis categorias de parentesco entre irmdos putativos. Consideramos que,
baseado no fluxo de decisbes (Fig. 7) bastante conservativo e nas taxas de sucesso de atribuicdo a
categorias de parentesco (Tabela 4), as categorias de parentesco entre irmaos putativos que puderam
ser inferidas devem estar corretas. Dos 159 pares de filhotes de mesmo ninho analisados, 133 puderam
ter suas categorias de parentesco inferidas (83,64%; Tabela 11). A grande maioria dos pares de filhotes
categorizados sdo de irmaos-completos (100 pares, 75,18%; Tabela 11; Fig. 9). Isso pode estar
associado a grande longevidade da espécie (expectativa de vida maxima de 48,52 anos; YOUNG et
al., 2012) e ao alto investimento parental observado (BARBOSA, com. pessoal). Esses dois fatores sédo
levantados como sendo importantes na manutencdo da monogamia genética (MASELLO &
QUILLFELDT, 2002). Ainda, os individuos de A. ararauna sdo sempre avistados em casais ou

pequenos grupos, o que pode dificultar a copula extra-par (CEP; GUEDES, 2012).

Cerca de 24 pares de filhotes (18,04% dos pares classificados) apresentaram resultados
congruentes e com suporte estatistico indicando que seriam meios-irméaos. Finalmente, os 9 pares de
filhotes restantes (6,76% dos pares classificados) foram considerados como ndo-aparentados (Tabela
11; Fig. 9). Somente a esta¢éo reprodutiva de 2013, com 0 menor nimero de ninhos analisados (n =
15; Tabela 5 e 11), ndo apresentou henhum par de filhotes que fosse meio-irméo ou nao-aparentado,
mas 5 dos 17 pares de filhotes de 2013 ndo puderam ser categorizados (Tabela 11). Devido a auséncia
dos gendtipos parentais, apenas PEP e PNI parciais de ninhadas podem ser detectadas baseadas na
andlise de irméos putatitvos. Em outras palavras, para detectar PEP e PNI da ninhada completa, ou
seja, toda a prole ser do macho extra-par .e toda prole ser de outro casal, € necessario ter amostras

dos possiveis parentais para comparacdo. A nossa limitacdo de amostragem somente permitiu
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comparar os filhotes entre eles, ou seja, pode ser que alguns dos irméos-completos sejam fruto de PEP

ou PNI, mas néo é possivel confirmar sem os genétipos parentais.

Os 24 pares de filhotes (18,04%) que apresentaram resultados congruentes e com suporte
estatistico indicando que seriam meios-irmaos, sugerem que cada par compartilha apenas um
progenitor, possivelmente devido a ocorréncia de PEP na ninhada (Tabelas 11 e 12; Fig. 9). A possivel
existéncia de PEP também nao foi refutada pelos nossos resultados de exclusédo da paternidade entre
pares de individuos sugeridos como possiveis progenitor-prole baseados em observacdes de campo.
Tanto o macho 19558 quanto o 19722 nao foram atribuidos como progenitores da prole analisada
(Apéndice 10). Esses machos possuiam 5 e 2 anos de idade quando foram observados em reproducéo.
Como A. ararauna deve atingir a maturidade reprodutiva ao redor dos 5 anos (CAPARROZ et al., 2001),
€ possvel que ambos, mas principalmente o0 19722, sejam ainda jovens demais para se reproduzirem

com sucesso e sua parceira pode ter sido fertilizada por outro macho.

Nosso resultado de ocorréncia de PEP em A. ararauna difere de relatos anteriores para a espécie
(com possivelmente 0% PEP; CAPARROZ et al., 2011) e também de uma espécie proxima, Ara
chloropterus. Para essa Ultima espécie, um ninho apresentou similaridade genética entre filhotes
congruente com nao-aparentados (possivel PNI), o que foi atribuido a disputa do ninho por dois casais
(CAPARROZ, 2001). Entretanto, nossos resultados foram similares as de outros psitacideos como
Amazona brasiliensis que, de 71 pares de filhotes analisados, 21% poderia ser resultado de PEP
(FERNANDES, 2015). Apesar dos riscos inerentes a CEP, principalmente para a fémea, em teoria
quando bem sucedida, a CEP agrega os beneficios da PEP (melhora da aptiddo dos filhotes e aquisi¢éo
de “bons genes”) com os beneficios da monogamia social (parceiro fixo e cuidado parental), e os
beneficios ecolégicos como a possibilidade de forragear nos territérios dos machos extra-par, a
oportunidade de explorar potenciais futuros parceiros e a precaugdo em relagdo a possivel infertilidade
do parceiro social (CEZILLY & NAGER, 1995; GRAY, 1997; NEFF & PITCHER, 2005; GRIFFITH, 2007,
ALCOOCK, 2009). No entanto, ndo ha dados sobre esses possiveis beneficios no caso de A. ararauna.

Observagdes obtidas com base em dez estudos com Ciconiiformes (MINO & DEL LAMA, 2009)
propdem que os beneficios genéticos sdo mais relevantes para individuos envolvidos em CEP, isso
porque muitas espécies da ordem reproduzem-se em grandes colbnias, portanto, a disponibilidade de
alimento e territério sdo menos atrativas. No entanto, A. ararauna possui reproducao isolada e compete
por ninhos (BARBOSA, 2015), assim, ndo se pode descartar a possibilidade de os beneficios
ecoldgicos terem certo grau de importancia (AGUILERA & ALVAREZ, 1989; BARBOSA, 2018). Ainda
em uma espécie de Ciconiiformes, Aguilera e Alvarez (1989) propuseram que nenhum dos custos
associados a CEP seriam importantes, pois ndo foi observado nenhum tipo de retaliacéo e/ou agresséo

ao parceiro “infiel”, nem competi¢cdo ou agresséo entre os filhotes devido ao menor grau de parentesco.

Finalmente, os 9 pares de filhotes restantes (6,76%; Tabela 11; Fig.9) foram classificados como
ndo-aparentados, o que poderia ser fruto de ocorréncia de competicdo ou parasitismo de ninho
intraespecifico (PNI; Tabela 12). A competicdo intraespecifica por cavidades € um comportamento

raramente observado e h4 apenas um registro de abandono de ninho com a ejecédo dos ovos pelo casal
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que ocupou o ninho na sequéncia (BARBOSA, 2015). Assim, a competi¢do por ninhos parece ser um
evento muito raro em A. ararauna. No entanto, o PNI parece ser uma estratégia mais comum do que
se pensava, sendo relatado para mais de 230 espécies de aves, mas com maior probabilidade de
ocorrer em espécies que se reproduzem em coldnias (GLADSTONE, 1979; BROWN & BROWN, 2001).
No presente estudo, o PNI foi encontrado em frequéncia similar a um estudo anterior com A. ararauna
(7%; CAPARROZ et al., 2011) e condiz com observa¢Bes do comportamento reprodutivo dos casais
em Campo Grande. Por exemplo no ninho 87, um possivel caso de PNI foi observado pela equipe de
campo do Instituto Arara Azul e confirmado pela analise de parentesco (Apéndice 7). Esse resultado
esta de acordo com estudos anteriores com psitacideos nos quais as taxas de PNI encontradas séo
baixas, indicando que, em teoria, esse comportamento pode nado resultar em altos ganhos de aptidao
para as fémeas (MASELLO et al., 2002; TAYLOR & PARKIN, 2009; DIAS & MACEDO 2011;
MARTINEZ et al., 2013; MANICA et al. 2016). Ninhadas supranumeréarias podem ser um forte indicio
de PNI, como por exemplo, em Myiopsitta monachus (MARTINEZ et al., 2013), mas nas seis estacoes
reprodutivas analisadas de A. ararauna houve apenas um ninho com nimero de ovos acima da média
que poderiam explicar o PNI (ninho 84; 8 ovos; BARBOSA, com. pessoal), mas dos dois filhotes
sobreviventes, apenas um foi genotipado. A presenca de alta densidade populacional também pode
promover o PNI devido ao aumento de oportunidades para parasitar (ROSSMANITH et al., 2006).
Martinez e colaboradores (2013) sugerem que por conta dos ninhos comunais construidos por M.
monachus a PEP e o PNI podem ser favorecidas pela proximidade dos ninhos multicAmaras se
comparado com areas com menor densidade de ninhos. Diante disso, em breve vamos avaliar se a

frequéncia de PEP e PNI é maior em areas de Campo Grande onde a densidade de ninhos é maior.

De acordo com a analise de todos os ninhos nas seis estagfes reprodutivas (224 ninhos; Tabela
11), foi constatado que 9,82% (n = 22) desses ninhos apresentavam pelo menos um filhote extra-par,
e, 4,01% (n = 9) dos ninhos continham filhotes ndo-aparentados. Esse percentual pode ser ainda maior
se considerarmos que pode haver casos de ninhadas completas de PEP e PNI que ndo podem ser
detectadas sem 0s genétipos paternos. Além disso, a andlise de PEP deve detectar somente uma
fracdo de CEP, ou seja, aquelas que foram bem-sucedidas na fertilizagcdo, producdo e sobrevivéncia

da prole. Dessa forma, a frequéncia de CEP deve ser maior que a frequéncia de PEP.

A diferenca encontrada na frequéncia de PEP e PNI (tanto para o nimero de pares de filhotes
guanto para o nimero de ninhadas) entre o presente estudo e o realizado por Caparroz e colaboradores
(2011), pode ser devido ao numero amostral. A diferenca de amostragem de ninhos e de pares de
filhotes foi de 210 e 145, respectivamente, além do maior nimero de marcadores moleculares, assim
como o avanco das analises estatisticas e implementacao de novos programas de andlise (Tabela 2 e
5).

Em espécies socialmente monogamicas, desvios da razdo sexual entre machos e fémeas
também podem levar a um aumento da frequéncia de PEP e a mudancas no sistema de acasalamento
genético de monogamico para poligamico, devido a alguns individuos ndo encontrarem um parceiro
para formar casal e assim poderiam buscar copular com parceiros ja pareados. No entanto, as anéalises
de qui-quadrado dos resultados da sexagem molecular ndo mostraram evidéncias de desvio da razao
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sexual esperada (1:1), portanto ndo ha viés na razéo sexual que poderia impulsionar a PEP (FISHER,
1930; HEINSOHN et al., 2018).

As médias dos coeficientes de parentesco (Tabela 10), associados aos resultados da andlise de
parentesco para cada um dos ninhos das seis estacdes reprodutivas (Tabela 11; Fig. 9), indicaram que
a maioria dos pares de filhotes de mesmo ninho devem ser irmaos-completos, resultado esperado de
acordo com a hipotese de que a longevidade da espécie e o cuidado parental por parte do macho séo
fatores de manutencdo da monogamia genética (MASELLO et al., 2002; GRIFFITH et al., 2010). A
longevidade pode aumentar a duracéo do vinculo do casal e ter um impacto na proporcao reprodutiva
que os adultos investem em cada tentativa de reproducéo, ou seja, a maior expectativa de vida leva a
maiores possibilidades de cépula em diferentes esta¢des reprodutivas, e os individuos tendem a investir
menores propor¢des, enquanto que individuos de espécies com baixa sobrevivéncia na fase adulta
(MAUCK et al. 1999; BENNETT & OWENS 2002), devem investir mais em cada tentativa de
reproducdo, incluindo em CEP para garantir descendentes. A maior longevidade também pode afetar
as estratégias de cuidado parental e, consequentemente, os padrées de acasalamento, incluindo a
frequéncia de PEP (REBOREDA et al., 2019). Da mesma maneira, um maior cuidado parental por parte
do macho e a sua consequente preseng¢a no ninho pode ter uma relacéo inversa com a ocorréncia de
PEP (GRIFFITH et al., 2002). O cuidado parental esta intimamente relacionado a sobrevivéncia da
prole, de forma que, se o cuidado do macho for essencial, as fémeas podem evitar procurar CEP caso
haja o risco de perder o investimento do parceiro na ninhada e assim arcar com todos os custos do
cuidado parental. Em particular, os machos de espécies de aves de vida longa interrompem o cuidado
parental da ninhada se houver qualquer divida sobre o parentesco (MULDER et al. 1994; GOWATY,
1996; MAUCK et al., 1999).

Uma hip6tese proposta para explicar a variacéo nas taxas intraespecificas de PEP em diferentes
espécies de aves, € a da monopolizagdo de recursos (EMLEN & ORING ,1977). Segundo essa
hipotese, a retencdo dos recursos por individuos de um sexo levaria ao aumento no sucesso
reprodutivo do mesmo, sugerindo que a sincronia reprodutiva e a densidade de ninhos possam ser
fatores que influenciam as taxas de PEP. A sincronia reprodutiva (STUTCHBURY & MORTON, 1995)
permite que as fémeas tenham maior possibilidade de comparar a qualidade de potenciais parceiros
de acasalamento quando estes se exibirem de forma sincrona, o que pode também promover mais
chances de CEP. Por outro lado, a sincronia reprodutiva pode restringir o comportamento do macho,
reduzindo as oportunidades de CEP, ja que os machos que realizam comportamento de guarda da
parceira terdo que escolher entre buscar CEP e proteger suas parceiras férteis (BIRKHEAD &

BIGGINS, 1987; WESTNEAT et al. 1990).

O fato da populacéo analisada no presente estudo nidificar em area urbana também poderia ser
um fator que influencia as taxas de PEP, entretanto, estudos como o de Westneat e Mays (2005)
testaram o efeito do habitat em 1.479 filhotes de Agelaius phoeniceus de 537 ninhadas em 235
territdrios diferentes e ndo encontraram suporte para o efeito da estrutura do habitat na incidéncia de
PEP, assim como para Sula nebouxii (RAMOS et al., 2014;) e Turdus albicollis (BIAGOLINI et al.,
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2017). Nao ha evidéncias até o momento de que os tipos de vegetacao e habitat influenciem o nivel de
PEP encontrado em diferentes espécies de aves (BROUWER & GRIFFITH, 2019).

A PEP pode ter custos em termos de risco, tempo e energia investidos na busca por parceiros,
mas o0s beneficios dessa escolha explicam sua evolugdo e manutencao, incluindo melhorias na
sobrevivéncia e fecundidade individuais, bem como a qualidade genética da prole (ANDERSSON,
1994). Essa teoria também é reforcada por Birkhead e Mgller (1992) que propuseram que a
manutencdo de uma determinada taxa de PEP é impulsionada pelos beneficios que ela traz para
machos e fémeas (PETRIE & KEMPENAERS, 1998; PETRIE et al. 1998; VEDDER et al. 2010).

Griffith e colaboradores (2002) propuseram que a verdadeira monogamia genética s6 pode ser
caracterizada quando nao ocorre fertilizagdo extra-par. Os dados de observacdes em campo de A.
ararauna (BARBOSA, com. pessoal) e varias caracteristicas da espécie como grande longevidade
(YOUNG et al., 2012) e cuidado biparental (BARBOSA, com. pessoal; BIANCHI & MACEDO, 1998)
indicam que seu comportamento social € monogamico (GUEDES, 2012). Congruentemente, dos 133
pares de filhotes que puderam ter sua categoria de parentesco inferida (Tabela 11), foi encontrado que
somente 33 (24,81%) ndo sejam irmaos-completos, ou seja, A. ararauna € predominantemente

monogamica geneticamente, mas também apresenta poliandria genética e PNI (Tabela 12).

5.2 Fidelidade ao ninho: fatores que influenciam e suas implicacfes

A fidelidade ao sitio de nidificacdo é caracterizada pelo uso repetido da mesma cavidade para
nidificagdo por pelo menos duas estacdes reprodutivas, consecutivas ou ndo e é frequentemente
associada ao sucesso reprodutivo (COLLIAS & COLLIAS, 1984; MARTIN, 1995; MACDONALD et
al. 2016). A fidelidade aos locais de nidificacdo pode ser benéfica para algumas aves devido a uma
série de razbes. Essa fidelidade permite que os reprodutores tenham familiaridade com os locais de
forrageamento e abrigo (GREENWOOD & HARVEY, 1982). Além disso, a fidelidade aos locais de
nidificacdo oferece relagdo de familiaridade com vizinhos préximos (YASUKAWA, 1979; PICMAN,
1987). Ainda, retornar ao ninho onde a reprodugéo ocorreu com sucesso pode indicar que seja um local
bem protegido de predadores (GREENWOOD & HARVEY, 1982). Portanto, € comum observar uma
alta fidelidade aos locais de nidificagdo em muitas espécies de aves monogamicas (GREENWOOD &
HARVEY, 1982).

Com base nas comparagbes entre pares de filhotes amostrados no mesmo ninho, mas de
diferentes estacdes reprodutivas (Tabela 6), é possivel fazer algumas inferéncias sobre a reocupacgéo
de uma mesma cavidade por um Unico casal ou se varios casais utilizam o mesmo ninho em anos

diferentes.

Embora as araras tenham capacidade de voo significativa, informacdes de campo sugerem que
os casais de A. ararauna apresentam fidelidade ao sitio de nidificagao, retornando ao mesmo ninho
para se reproduzir (BARBOSA, 2015). Assim, no presente estudo realizamos andlises de parentesco
entre pares de filhotes amostrados no mesmo ninho mas de diferentes estacdes reprodutivas para
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inferir se um ninho pode ser reocupado em anos diferentes por um mesmo casal ou ndo. Analisamos
371 pares de filhotes de 57 ninhos em seis estacfes reprodutivas diferentes (Tabela 6), sendo que 336
pares puderam ter sua categoria de parentesco inferida (Tabela 13; Fig 10). Desses 336 pares, 84 eram
de irmaos-completos (25%), 44 de meios-irmaos (13,1%), 208 ndo-aparentados (61,9%; Tabelas 13 e
14; Apéndice 11). Esses resultados de parentesco entre os filhotes sugerem que existem eventos de
retorno do mesmo casal ao ninho, mas em ndo em todos 0s ninhos e ndo em todos 0s anos (Tabelas
13 e 14; Fig. 10).

Baseado na presenca ou ndo de irmaos-completos no mesmo ninho e em anos diferentes foi
possivel inferir sobre o retorno do mesmo casal em 42 dos 57 ninhos analisados (Tabela 14; Fig. 11A).
Desses 42 ninhos, em 25 (59,52%) foram encontrados pares de filhotes irmaos-completos de diferentes
estacbes reprodutivas, indicando que houve pelo menos um evento de retorno de casal de A. ararauna
(Tabela 14; Fig. 11A). Para 17 dos 42 ninhos (40,48%) todos os pares filhotes amostrados foram
classificados como nado-aparentados (Tabelas 13 e 14; Figs. 9 e 11A). Existem duas possibilidades
para explicar a presenca de pares de filhotes ndo-aparentados: 1) ndo houve retorno do mesmo casal
ao ninho, por isso os filhotes ndo séo aparentados; 2) um dos filhotes envolvidos na comparacéo era
fruto de PNI, portanto, ndo tem relacdo de parentesco com o par social e assim ndo é relacionado

geneticamente ao outro filhote, levando a uma inferéncia incorreta de que néo houve retorno do casal.

Foram encontradas evidéncias de um, dois e trés retornos do mesmo casal para 42,59% (n =
23), 1,85% (n = 1) e 1,85% (n = 1) dos ninhos, respectivamente, totalizando 46,29% dos ninhos onde
as relacdes de parentesco puderam ser inferidas (Fig. 11A). Cerca de 72% dos casais que ocuparam
0 mesmo ninho em mais de uma estagéo reprodutiva, o fizeram em anos consecutivos (Tabela 14; Fig.
11B), corroborando os dados de campo que indicam que 0s casais devem se reproduzem anualmente
(BARBOSA, 2015). Destes 25 ninhos em que 0 mesmo casal retornou ao menos uma vez, 56% deles
(n = 14) foram ocupados pelo mesmo casal em todos 0s anos em que foram amostrados filhotes do
ninho (Fig. 11C). Um exemplo é o ninho 6, cujos 29 pares de filhotes amostrados revelaram 19 pares

de irm&os-completos em trés estacdes reprodutivas diferentes.

Observagdes de campo que indicavam possivel retorno do mesmo casal a determinados ninhos
foram congruentes com os resultados encontrados na andlise de parentesco dos ninhos 23,
(2014/2015), 51 (2017/2018, 61 (2017/2018) e 63 (2015/2018) e estdo de acordo com outros estudos
com psitacideos. Por exemplo, no estudo realizado por Rodriguez Castillo e Eberhard (2006), foi
encontrada uma taxa de retorno ao ninho de 74% por Amazona ochrocephala. Berkunsky e Reboreda
(2008) observaram taxas de reocupac¢do de cavidades por 68% das fémeas anilhadas de Amazona
aestiva por um ou dois anos consecutivos. Os autores atribuem o retorno dos casais as cavidades a ao

sucesso reprodutivo na estagao anterior.

Em 21,53% dos ninhos (n = 12) de A. ararauna ao menos um par de individuos foi classificado
como meio-irm&o e nenhum como irméo-completo. Duas possibilidades podem explicar esse resultado:
1) N&o houve retorno do mesmo casal, mas de apenas um dos progenitores, portanto o par de filhotes

€ meio-irmao; 2) Houve retorno do mesmo casal ao ninho, mas um dos filhotes analisados (ou todos)
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na comparacao € fruto de PEP, ou seja, s6 compartiham um progenitor e sdo meios-irmaos. Por
exemplo, o ninho 106 onde foram amostrados trés filhotes em 2017 e dois em 2018, gerando seis pares
de filhotes, cinco deles foram classificadas como meios-irméos e um como ndo-relacionado, indicando

que os filhotes devem compartilhar apenas um progenitor (Tabelas 13 e 14).

E esperado que casais que se reproduziram com sucesso apresentassem maior probabilidade
de nidificar no mesmo local e aqueles que sofreram predacéo de ninhos tém maior probabilidade de
mudar o local de reproducao (POWELL & FRASCH 2000; BECKMANN et al., 2015). Essa tem sido
uma estratégia comum para muitas aves monogamicas (GREENWOOD & HARVEY 1982). Dentre os
sete ninhos onde foram registrados os maiores nameros de filhotes com sobrevivéncia registrada até o
primeiro voo (ninhos 8, 25, 46, 51, 61, 66 e 78; Apéndice 1; Tabela 14), quatro foram ocupados pelo
mesmo casal em duas esta¢des reprodutivas (46, 51, 61 e 78), um foi ocupado durante trés (ninho 66)
e dois ninhos apresentaram evidéncia de retorno de um dos progenitores (ninhos 8 e 25; Tabela 14).
Cinco desses ninhos apresentaram algum indicio de PEP para os pares de filhotes amostrados no
mesmo ninho na mesma estacéo reprodutiva, sendo eles, ninho 8: 2015; ninho 25: 2014 e 2016; ninho
46: 2018 (indicio sem suporte estatistico; Apéndice 9); ninho 51: 2014 (indicio sem suporte estatistico;
Apéndice 5) e 2015 (Tabela 12; Apéndice 6) e 0 ninho 61, que apresenta dois pares de meio-irmaos
em 2018 (e outro com indicio sem suporte estatistico em 2015; Tabela 12). Apenas dois ninhos néo
apresentaram nenhum indicio de PEP, o ninho 66 em que foram amostrados oito filhotes em trés
estacBes reprodutivas diferentes e o ninho 78 em que oito filhotes foram amostrados em 4 anos
(Apéndices 4-9). E importante ressaltar que o ninho 66 foi ocupado pelo mesmo casal em trés estacdes
reprodutivas, 2015, 2017 e 2018, sendo que nas duas primeiras, trés filhotes sobreviveram e a média
de sobrevivéncia até essa idade para a populagéo de A. ararauna de Campo Grande € 1,4 juvenil/casal
(BARBOSA, 2018; Apéndice 1).

Dois ninhos com duas ocorréncias de PEP dentro da mesma ninhada (ninhos 8 e 25, Tabela 12),
nenhum apresentou evidéncia de reocupacdo pelo mesmo casal, mas ambos apresentaram pares de
filhotes meio-irméos em anos diferentes, sugerindo que um dos progenitores pode ter retornado a
cavidade (Tabelas 13 e 14). No ninho 8 foram encontradas evidéncias de possiveis filhotes frutos de
PEP e PNI na mesma ninhada e em diferentes esta¢cfes reprodutivas, através da presenca de pares
de filhotes classificados como meio-irméos, sugerindo que hé fidelidade de um dos progenitores e pares
de filhotes ndo-aparentados, sugerindo que um desses filhotes pode ter sido colocado neste ninho por
uma fémea parasita (Tabela 12 e 13). No ninho 76, onde foram detectadas diferentes estratégias na
mesma estacao reprodutiva (possivel filhote fruto de PEP e outro de PNI), foram encontradas

evidéncias de trés reocupac¢fes da cavidade pelo mesmo casal (Tabelas 12 e 13).

Esses dados sugerem que o sucesso reprodutivo em alguns ninhos (baseado no nimero de
filhotes sobreviventes maior do que a média) pode ndo estar associado a fidelidade do casal e ao
retorno ao ninho, mas é possivel que diferentes estratégias reprodutivas, como a PEP, podem oferecem
beneficios genéticos e ecoldgicos, enquanto o aumento de ovos no ninho pode ser devido a eventos
de PNI (CEZILLY & NAGER, 1995; GRAY, 1997; GRIFFITH, 2007). Entretanto, a sobrevivéncia dos
filhotes do ninho 66 acima da média e a monogamia genética inferida entre o par social podem estar
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associados a maior fidelidade desse casal ao ninho. Nenhuma das duas alternativas pode ser
descartada nesse momento.

A diferenga de nimero de retornos dos casais para 0 mesmo ninho entre esta¢des reprodutivas
(Tabela 14) pode ser explicada pela perda de ninhos ou pela ocupagéo por outras espécies que também
se reproduzem em cavidades arbéreas como araras-hibridas (geradas do cruzamento de A. ararauna
com A. chloropterus), tucanos (Ramphastos toco) e maracana-de-cara-amarela (Ortopsittaca manilata;
BARBOSA, 2015; dados de campo). Com relacao a perda de ninhos, BARBOSA (2018) averiguou que
na area urbana de Campo Grande 46 ninhos ativos utilizados por A. ararauna foram perdidos em sete
anos, sendo 58,7% removidos e 41,3% que cairam naturalmente, pois sdo palmeiras mortas, em
decomposicao. Essas palmeiras tém vida Gtil média como abrigos de ninhos de quatro anos, variando
de um a sete. A queda anual variou de quatro (2016) até 23 ninhos (2017). As remogdes ocorrem para
abrir espaco para construcdes e devido ao risco de queda. Como encontramos evidéncias de retorno
de alguns casais ao mesmo ninho, a remocéo e a queda dos ninhos deve causar impacto negativo na
nidificac&o, principalmente para os casais que apresentam o comportamento de retorno ao ninho,
fazendo com que busquem uma cavidade, aumentando a competi¢cdo entre casais de A. ararauna e de

outras espécies que ocupam cavidades.

Dos 57 ninhos analisados quanto a fidelidade do casal, 51 deles foram perdidos, 30 cairam
naturalmente, 19 foram removidos, dois tiveram perda por motivo indefinido e um ndo é mais
monitorado (BARBOSA, com. pessoal; Tabela 6). Restam cinco ninhos, 36, 45, 76, 93 e 119. Os ninhos
36 e 45, mesmo disponiveis, ndo estdo ativos (com postura de ovos) desde 2015 e 2017,

respectivamente. Ja os ninhos 76, 93 e 119 foram ocupados até a ultima estacao reprodutiva.

A. ararauna se tornou simbolo da cidade de Campo Grande, e trouxe beneficios inclusive para a
economia, através do turismo ecolégico. Com o aumento da sua populacdo e com a crescente
necessidade de cavidades naturais para a reproducdo, em 2018 foi sancionada a Lei Municipal n°6.075
gue proibe a remocao de arvores utilizadas como ninhos pela espécie. Essa medida visou diminuir a
perda de ninhos e salvaguardar a reproducao da espécie, ja que a oferta de ninhos pode ser um fator
critico (BIANCHI & MACEDO, 1998; GUEDES, 2004; BARBOSA, 2015; BARBOSA, 2018;
DIOGRANDE, 2018).
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6. Conclusdes

« O valor médio do coeficiente de parentesco entre filhotes de Ara ararauna amostrados no mesmo
ninho foi significativamente maior do que o entre filhotes de ninhos diferentes e indica grau
maior de parentesco entre eles, sugerindo que os marcadores selecionados e a metodologia

utilizada foram informativos para inferir categorias de parentesco.

< O grau de parentesco genético entre 18,04% pares de filhotes amostrados no mesmo ninho, tem
forte evidéncia de desvio do valor esperado para irmaos-completos, sugerindo um sistema de
acasalamento genético diferente da monogamia para A. ararauna. Apesar disso, a grande
maioria dos pares de filhotes amostrados no mesmo ninho apresenta fortes evidéncias de

serem irmaos-completos, 0 que sugere monogamia genética do casal parental.

< A espécie apresenta estratégias mistas de reproducdo em frequéncia baixa, incluindo o
parasitismo de ninho intraespecifico detectado em 6,76% de pares de filhotes néao-
aparentados.

« Houve reocupac¢@o do mesmo ninho pelo mesmo casal ao menos uma vez em 45,45% dos
ninhos, sendo 72% deles em anos consecutivos. Isso mostra a importancia de preservar as
palmeiras na cidade de Campo Grande.

« As observacBes em campo de longo prazo séo essenciais para a interpretacdo dos resultados
das andlises genéticas. Algumas dessas observages puderam ser testadas com as analises
genéticas dos filhotes e resultaram em informacdes importantes para a melhor compreenséo
da biologia reprodutiva de A. ararauna.
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8. Apéndices

Apéndice 1. Nimero de filhotes amostrados em cada ninho por estagdo reprodutiva.
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Apéndice 2. Valor médio do coeficiente de parentesco r, seus valores de variancia e RMSE (root mean squared error) obtidos com cada um dos sete

estimadores e o valor obtido dos 3.000 pares de genétipos simulados (Valor esperado).

TrioML Wang LynchLi LynchRd Ritland QuellerGt = DyadML @ Valor esperado
Média \ 0.24534 0.25065 0.25030 0.24970 0.25143 0.24869 0.27259 0.25000
Variancia \ 0.04115 0.05814 0.05821 0.06391 0.23956 0.05743 0.04486 0.04167
RMSE \ 0.01350 0.01845 0.01855 0.02445 0.19879 0.01840 0.01388

Apéndice 3. Valores de correlacdo dos coeficientes de parentesco obtidos por pares de estimadores e de cada estimador com o valor esperado dos 3.000

pares de genotipos simulados.

Correlacédo TrioML

TrioML 100.000
Wang 0.94202
Lynch LI 0.94464
Lynch RD 0.89965
Ritland 0.47821
Queller GT 0.94455
DyadML 0.99452
Valor esperado 0.83731

Wang

100.000
0.96442
0.87471
0.44162
0.94012
0.95353
0.82653

LynchLi

100.000
0.86172
0.43847
0.97948
0.95264
0.82572

LynchRd

100.000
0.67836
0.86734
0.90661
0.78605

Ritland

100.000
0.45303
0.47869
0.41260

Valor
QuellerGt DyadML esperado
100.000
0.95072 100.000
0.82487 0.84602 100.000
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Apéndice 4. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo

ninho na estacao reprodutiva de 2013. Ind 1 e Ind 2: Niumero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente

de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H;: hipétese nula e hipétese

alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value Agr. familiar
19557 19558 0,2328 HS HS/FS 0,1110 -
19559 19560 0,2807 FS FS/HS 0,1260 -
19559 19561 0,6943 FS FS/HS 0,0000 -
19560 19561 0,5000 FS FS/HS 0,1910 FS
19562 19563 0,6425 FS FS/HS 0,0000 -
19564 19565 0,8222 FS FS/HS 0,0000 -
19566 19567 0,4989 FS FS/HS 0,0770 -
19568 19569 0,5070 FS FS/HS 0,0140 -
19570 19571 0,5453 FS FS/HS 0,0000 -
19572 19573 0,3790 HS HS/FS 0,0720 HS
19574 19575 0,4521 FS FS/HS 0,0270 -
19576 19577 0,7409 FS FS/HS 0,0000 -
19576 19578 0,6412 FS FS/HS 0,0010 -
19577 19578 0,5000 FS FS/HS 0,0310 -
19582 19583 0,6076 FS FS/HS 0,0010 -
19582 19584 0,5000 FS FS/HS 0,0340 -
19583 19584 0,2216 HS HS/FS 0,0080 FS

HS: half sibs (meio-irméos); FS: full sib (irm&aos-completos).
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Apéndice 5. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo

ninho na estacéo reprodutiva de 2014. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente

de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hipotese

alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value Agr. familiar
19596 19597 0,2519 HS HS/FS 0,0830

19598 19599 0,4094 FS FS/HS 0,0380

19601 19602 0,0369 u U/HS 0,0930

19605 19607 0,4843 FS FS/HS 0,0060

19606 19607 0,4275 FS FS/HS 0,0230

19605 19606 0,3728 FS FS/HS 0,0180

19611 19612 0,6377 FS FS/HS 0,0000

19613 19614 0,3971 FS FS/HS 0,0500

19617 19618 0,2293 HS HS/FS 0,1190 HS
19619 19620 0,8234 FS FS/HS 0,0000

19621 19622 0,0000 u U/HS 0,0000

19625 19626 0,6793 FS FS/HS 0,0000

HS: half sibs (meio-irm&os); FS: full sib (irmaos-completos); U: unrelated (ndo-aparentados ).
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Apéndice 6. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo

ninho na estacao reprodutiva de 2015. Ind 1 e Ind 2: Niumero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente

de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hipotese

alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value Agr. familiar
19631 19633 0,7776 FS FS/HS 0,0000

19632 19633 0,5000 HS HS/FS 0,0460 HS
19631 19632 0,2187 HS HS/FS 0,0530 HS
19634 19635 0,2028 HS HS/FS 0,0210

19636 19637 0,4342 FS FS/HS 0,0480

19638 19639 0,3129 HS HS/FS 0,1030 FS
19640 19641 0,6239 FS FS/HS 0,0060

19643 19644 0,5207 FS FS/HS 0,0050

19648 19649 0,5000 FS FS/HS 0,2630 FS
19650 19651 0,2521 HS HS/FS 0,0330

19652 19653 0,1932 HS HS/FS 0,0400

19654 19655 0,2143 HS HS/FS 0,0860

19657 19658 0,5000 FS FS/HS 0,0440

19659 19660 0,3347 FS FS/HS 0,0300 FS
19661 19663 0,4454 FS FS/HS 0,0090

19661 19662 0,2689 HS HS/FS 0,1230 FS
19662 19663 0,5227 FS FS/HS 0,0050

19664 19665 0,1843 HS HS/FS 0,0600

19667 19668 0,5255 FS FS/HS 0,0040

19669 19670 0,5407 FS FS/HS 0,0090

19669 19671 0,5161 FS FS/HS 0,0310

19670 19671 0,4885 FS FS/HS 0,0020

19672 19673 0,6483 FS FS/HS 0,0000

19675 19676 0,5130 FS FS/HS 0,0750

19677 19678 0,4913 FS FS/HS 0,0870

19677 19679 0,1508 HS HS/FS 0,0410

19678 19679 0,4711 FS FS/HS 0,0160

19681 19682 0,0000 U U/HS 0,0110

19685 19686 0,5536 FS FS/HS 0,0150

19690 19691 0,4912 FS FS/HS 0,0230

19692 19693 0,2084 HS HS/FS 0,0140

FS: full sib (irméos-completos); HS: half sibs (meio-irmaos); U: unrelated (ndo-aparentados ).
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Apéndice 7. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo

ninho na estacéo reprodutiva de 2016. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente

de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hipotese

alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value = Agr. familiar
19694 19695 0,0789 u U/HS 0,0660

19696 19697 0,4967 FS FS/HS 0,0140

19698 19699 0,2668 HS HS/FS 0,0970

19701 19702 0,4128 FS FS/HS 0,0210

19703 19704 0,5000 FS FS/HS 0,3100 FS
19707 19708 0,0798 u U/HS 0,0500

19710 19711 0,1558 HS HS/FS 0,0560

19712 19713 0,56527 FS FS/HS 0,0310

19714 19715 0,1808 HS HS/FS 0,0340

19716 19718 0,3509 FS FS/HS 0,0160

19716 19717 0,0005 U U/HS 0,0970

19717 19718 0,3266 HS HS/FS 0,1040 HS
19719 19720 0,4676 FS FS/HS 0,0070

19721 19722 0,0000 u U/HS 0,0200

19723 19724 0,5483 FS FS/HS 0,0020

19726 19727 0,3462 HS FS/HS 0,1330 FS
19731 19732 0,4317 FS FS/HS 0,0020

19738 19739 0,0847 u U/HS 0,1370

19740 19741 0,3314 FS FS/HS 0,1180 FS
19745 19746 0,2328 HS HS/FS 0,0300

19748 19749 0,2942 FS FS/HS 0,0460 FS
19751 19752 0,5756 FS FS/HS 0,0030

19751 19753 0,5000 FS FS/HS 0,1270 FS
19752 19753 0,3425 HS HS/FS 0,1110 FS
18879 18880 0,4019 FS FS/HS 0,0840

18881 18882 0,3519 HS HS/FS 0,0250 HS
18884 18885 0,5720 FS FS/HS 0,0020

18885 18886 0,7418 FS FS/HS 0,0010

18884 18886 0,4955 FS FS/HS 0,0320

18887 18888 0,2543 FS FS/HS 0,0590 FS
18889 18890 0,0358 u U/HS 0,1070

18895 18896 0,6033 FS FS/HS 0,0000

18900 18901 0,5453 FS FS/HS 0,0010

18902 18903 0,3586 FS FS/HS 0,1160 HS
18908 18909 0,5000 FS FS/HS 0,0870

18916 18917 0,7177 FS FS/HS 0,0000

18917 18918 0,5931 FS FS/HS 0,0150

18916 18918 0,5901 FS FS/HS 0,0060



Continuacéo Apéndice 7

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value Agr. familiar
18920 18921 0,3600 FS FS/HS 0,0420

18922 18923 0,3399 FS FS/HS 0,0750 FS
18928 18929 0,6072 FS FS/HS 0,0050

18931 18932 0,7555 FS FS/HS 0,0000

18941 18942 0,2183 HS HS/FS 0,0240

18944 18945 0,0584 U U/HS 0,1030

18947 18948 0,3337 HS HS/FS 0,0920

18949 18950 0,0364 U U/HS 0,0950

18952 18953 0,4548 FS FS/HS 0,0100

U: unrelated (ndo-aparentados ); HS: half sibs (meio-irméos); FS: full sib (irm&os-completos).
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Apéndice 8. Resultados das andlises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo

ninho na estacéo reprodutiva de 2017. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r: coeficiente

de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipétese nula e hipotese

alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de agrupamento

familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value Agr. familiar
18879 18880 0,4019 FS FS/HS 0,0840

18881 18882 0,3519 HS HS/FS 0,0250 HS
18884 18885 0,5720 FS FS/HS 0,0020

18885 18886 0,7418 FS FS/HS 0,0010

18884 18886 0,4955 FS FS/HS 0,0320

18887 18888 0,2543 FS FS/HS 0,0590

18889 18890 0,0358 U U/HS 0,1070

18895 18896 0,6033 FS FS/HS 0,0000

18900 18901 0,5453 FS FS/HS 0,0010

18902 18903 0,3586 FS FS/HS 0,1160 HS
18908 18909 0,5000 FS FS/HS 0,0870

18916 18917 0,7177 FS FS/HS 0,0000

18917 18918 0,5931 FS FS/HS 0,0150

18916 18918 0,5901 FS FS/HS 0,0060

18920 18921 0,3600 FS FS/HS 0,0420

18922 18923 0,3399 FS FS/HS 0,0750 FS
18928 18929 0,6072 FS FS/HS 0,0050

18931 18932 0,7555 FS FS/HS 0,0000

18941 18942 0,2183 HS HS/FS 0,0240

18944 18945 0,0584 U U/HS 0,1030

18947 18948 0,3337 HS HS/FS 0,0920

18949 18950 0,0364 U U/HS 0,0950

18952 18953 0,4548 FS FS/HS 0,0100

FS: full sib (irm&os-completos); HS: half sibs (meio-irméos); U: unrelated (ndo-aparentados ).
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Apéndice 9. Resultados das analises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo
ninho na estagao reprodutiva de 2018. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; r:
coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hip6tese
nula e hipoétese alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses; Agr. familiar: teste de

agrupamento familiar.

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value  Agr. familiar
19805 19806 0,3866 HS HS/FS 0,1270 HS
19807 19808 0,5046 FS FS/HS 0,0010

19807 19809 0,3079 FS FS/HS 0,1120 HS
19808 19809 0,5552 FS FS/HS 0,0010

19810 19811 0,4581 FS FS/HS 0,0370

19811 19812 0,4769 FS FS/HS 0,0180

19810 19812 0,3289 HS HS/FS 0,0590

19813 19814 0,3853 FS FS/HS 0,0340 FS
19813 19815 0,0784 u HS/FS 0,0040 u
19814 19815 0,1945 HS HS/FS 0,0330 FS
19818 19819 0,5365 FS FS/HS 0,0030

19822 19823 0,0333 u U/HS 0,0030

19824 19825 0,6812 FS FS/HS 0,0000

19826 19827 0,5011 FS FS/HS 0,0040

19831 19832 0,1352 HS HS/FS 0,0240

19833 19834 0,1478 HS HS/FS 0,0440

19840 19841 0,3616 FS FS/HS 0,0320

19843 19844 0,5568 FS FS/HS 0,0000

19845 19846 0,5701 FS FS/HS 0,0010

19850 19851 0,4971 FS FS/HS 0,0010

19852 19853 0,5173 FS FS/HS 0,0000

19857 19858 0,7288 FS FS/HS 0,0000

19859 19860 0,1389 HS HS/FS 0,0550

19862 19863 0,7300 FS FS/HS 0,0000

19865 19866 0,5302 FS FS/HS 0,0020

19870 19871 0,4163 FS FS/HS 0,0700

19872 19873 0,4329 FS FS/HS 0,0020

19876 19877 0,5599 FS FS/HS 0,0000

19876 19878 0,3243 FS FS/HS 0,0320

19877 19878 0,4322 FS FS/HS 0,0150

19880 19881 0,5000 FS FS/HS 0,0090

19882 19883 0,7573 FS FS/HS 0,0000

19885 19886 0,2526 HS HS/FS 0,0260

19888 19889 0,4528 FS FS/HS 0,0640

19890 19891 0,5278 FS FS/HS 0,0050

19893 19894 0,2995 HS HS/FS 0,0710

19895 19896 0,3340 FS FS/HS 0,0670

19897 19898 0,4395 FS FS/HS 0,0570

19901 19902 0,4853 FS FS/HS 0,0020



Continuacéo Apéndice 9

Ind 1 Ind 2 r Cat. HO/H1 p-value | Agr. familiar
19904 19905 0,5826 FS FS/HS 0,0030

19907 19909 0,6987 FS FS/HS 0,0000

19908 19909 0,6260 FS FS/HS 0,0010

19907 19908 0,5604 FS FS/HS 0,0100

19910 19911 0,3850 FS FS/HS 0,0290

19912 19913 0,3540 FS FS/HS 0,0810

19914 19915 0,7834 FS FS/HS 0,0000

19917 19919 0,6534 FS FS/HS 0,0000

19918 19919 0,6643 FS FS/HS 0,0000

19917 19918 0,4632 FS FS/HS 0,0000

19923 19924 0,1231 HS HS/FS 0,0140

19925 19926 0,7075 FS FS/HS 0,0000

19927 19928 0,3360 FS FS/HS 0,1120 FS

HS: half sibs (meio-irméos); FS: full sib (irm&os-completos); U: unrelated (ndo-aparentados).
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Apéndice 10. Resultados das analises de paternidade para dois pares de progenitor-prole sugeridos
pelas observagdes de campo. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ano 1 Ano 2: Ano
em que o individuo 1 e 2 foram amostrados; r: coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco
com maior probabilidade; H,/H,: hip6tese nula e hipétese alternativa; p- value: p-valor associado ao
teste de hipoteses.

Ind 1 Ano 1 Ind 2 Ano 2 r Cat. HO/H1 | p-valor
19558 2013 18926 2017 | 0.0000 U U/HS
19558 2013 19859 2018 | 0.1976 HS | HS/FS 0,0124
19558 2013 19860 2018 | 0.3054 HS | HS/FS 0,0169
19722 2016 19912 2018 | 0.0000 U U/HS
19722 2016 19913 2018 | 0.0000 U U/HS
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Apéndice 11. Resultados das analises de parentesco para pares de filhotes amostrados no mesmo
ninho mas em diferentes estagdes reprodutivas de 2013 a 2019. Ninho: identificagdo de campo do
ninho onde as amostras foram coletadas; Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ano:
dois dltimos digitos do ano de inicio da estagdo reprodutiva dos individuos 1 e 2 respectivamente; r:
coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipGtese

nula e hipotese alternativa e p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses.

Ninho Ind. 1 Ind. 2 Ano r Cat. Ho/H1 p-value
2 19557 19590 13-14  0,3532 FS FS-HS 0,067
2 19558 19590 13-14  0,3424 FS FS-HS 0,031
8 19564 19593 0,0325 U
8 19564 19631 0,0000 U
8 19564 19632 0,0609 U
8 19564 19633 0,0000 U
8 19564 19694 0,0462 U
8 19564 19695 0,0000 U
8 19565 19593 0,0000 U
8 19565 19631 0,0000 U
8 19565 19632 0,0000 U
8 19565 19633 0,0000 U
8 19565 19694 0,0000 U
8 19565 19695 0,0000 U
8 19593 19631 14-15 = 0,5000 FS HS-FS 0,105
8 19593 19632 14-15 = 0,0000 U U-HS 0,005
8 19593 19633 14-15  0,2992 HS HS-FS 0,021
8 19593 19694 0,0000 U
8 19593 19695 0,0593 U
8 19631 19694 0,0000 U
8 19631 19695 0,1043 U
8 19632 19694 0,0000 U
8 19632 19695 0,0000 U
8 19633 19694 0,0000 U
8 19633 19695 0,0000 U
8 19694 19695 0,0895 U
20 19572 19594 0,0303 U
20 19572 19696 0,0010 U
20 19572 19697 0,0000 U
20 19573 19594 0,0459 U
20 19573 19696 0,1052 U
20 19573 19697 0,0864 U
20 19594 19696 14-16 = 0,2738 HS HS-FS 0,107
20 19594 19697 14-16 = 0,2863 HS HS-FS 0,015
23 19595 19634 14-15  0,3812 FS FS-HS 0,098



Ninho Ind. 1 Ind. 2 Ano r Cat. Ho/H1 p-value
23 19595 19635 14-15  0,0837 U U-HS 0,050
25 19574 19596 0,0095 U
25 19574 19597 0,0000 U
25 19574 19698 0,0000 U
25 19574 19699 0,0000 U
25 19575 19596 0,0000 U
25 19575 19597 0,0000 U
25 19575 19698 0,0000 U
25 19575 19699 0,0110 U
25 19596 19698 14-16  0,2382 HS HS-FS 0,004
25 19596 19699 14-16  0,3226 HS HS-FS 0,017
25 19597 19698 14-16  0,3058 HS HS-FS 0,029
25 19597 19699 14-16  0,0551 U U-HS 0,112
30 19576 19598 13-14  0,7524 FS FS-HS 0,000
30 19576 19599 13-14  0,6066 FS FS-HS 0,005
30 19577 19598 13-14  0,8171 FS FS-HS 0,000
30 19577 19599 13-14  0,3765 FS FS-HS 0,112
30 19578 19598 13-14  0,4497 FS FS-HS 0,020
30 19578 19599 13-14  0,5000 FS FS-HS 0,097
32 19600 19638 14-15  0,1935 HS HS-FS 0,0410
32 19600 19639 14-15  0,1317 HS HS-FS 0,0050
33 19579 19601 13-14  0,6622 FS FS-HS 0,000
33 19579 19602 13-14  0,3484 FS FS-HS 0,108
33 19579 18877 13-17  0,0000 U
33 19601 18877 14-17  0,0000 U
33 19602 18877 14-17  0,0000 U
35 19580 19603 13-14  0,3344 FS FS-HS 0,089
36 19581 19605 13-14  0,1045 U U-HS 0,126
36 19581 19606 13-14  0,1583 U U-HS 0,043
36 19581 19607 13-14  0,2000 HS HS-FS 0,076
36 19581 19640 0,0731 U
36 19581 19641 0,0095 U
36 19605 19640 0,1033 U
36 19605 19641 0,0000 U
36 19606 19640 0,0000 U
36 19606 19641 0,0000 U
36 19607 19640 0,0000 U
36 19607 19641 0,0000 U
41 19608 19642 14-15  0,0000 U
41 19608 19700 14-16  0,0000 U
41 19642 19700 15-16  0,5477 FS FS-HS 0,005
42 19609 19643 14-15 0,2218 HS HS-FS 0,020
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Ninho Ind. 1 Ind. 2 Ano r Cat. Ho/H1 p-value
42 19609 19644 14-15 0,3115 HS HS-FS 0,005
45 19610 19645 14-15  0,0000 U
45 19610 18878 14-17  0,0000 U
45 19645 18878 15-17  0,1362 U U-HS 0,157
46 19611 19646 14-15  0,5000 FS FS-HS 0,086
46 19611 19701 0,0000 U
46 19611 19702 0,0000 U
46 19611 19805 0,0426 U
46 19611 19806 0,0000 U
46 19612 19646 14-15 0,6576 FS FS-HS 0,000
46 19612 19701 0,0000 U
46 19612 19702 0,0000 U
46 19612 19805 0,0000 U
46 19612 19806 0,0000 U
46 19646 19701 0,0997 U
46 19646 19702 15-16  0,1628 HS HS-FS 0,002
46 19646 19805 0,0000 U
46 19646 19806 0,0000 U
46 19701 19805 0,0350 U
46 19701 19806 0,0022 U
46 19702 19805 0,0486 U
46 19702 19806 0,0837 U
47 19613 19647 14-15  0,0152 U
47 19613 19807 14-18  0,3037 FS FS-HS 0,100
47 19613 19808 14-18  0,2592 HS HS-FS 0,189
47 19613 19809 14-18  0,5000 FS FS-HS 0,021
47 19614 19647 14-15  0,0000 U
47 19614 19807 14-18 0,2084 HS HS-FS 0,039
47 19614 19808 14-18 = 0,3281 FS FS-HS 0,011
47 19614 19809 14-18  0,5922 FS FS-HS 0,000
47 19647 19807 15-18  0,0000 U
47 19647 19808 15-18  0,0000 U
47 19647 19809 15-18  0,0000 U
51 19617 19650 0,0000 U
51 19617 19651 0,0848 U
51 19617 18879 0,0000 U
51 19617 18880 0,0187 U
51 19617 19810 0,0335 U
51 19617 19811 0,0646 U
51 19617 19812 0,0055 U
51 19618 19650 0,0000 U
51 19618 19651 0,1327 U
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Ninho Ind. 1 Ind. 2 Ano r Cat. Ho/H1 p-value

51 19618 18879 0,0000 U

51 19618 18880 14-17  0,1899 U U-HS 0,026
51 19618 19810 0,0904 U

51 19618 19811 0,0890 U

51 19618 19812 0,0423 U

51 19650 18879 0,0000 U

51 19650 18880 0,0000 U

51 19650 19810 15-18  0,1773 HS HS-FS 0,006
51 19650 19811 0,0369 U

51 19650 19812 0,0000 U

51 19651 18879 0,0000 U

51 19651 18880 0,0688 U

51 19651 19810 15-18  0,3785 FS FS-HS 0,111
51 19651 19811 15-18  0,2189 HS HS-FS 0,173
51 19651 19812 15-18  0,0697 HS

51 18879 19810 17-18  0,1569 HS HS-FS 0,063
51 18879 19811 17-18  0,2397 HS HS-FS 0,013
51 18879 19812 17-18  0,1365 HS HS-FS 0,007
51 18880 19810 17-18  0,4570 FS FS-HS 0,022
51 18880 19811 17-18  0,4672 FS FS-HS 0,025
51 18880 19812 17-18  0,0416 U

52 19619 19652 0,0000 U

52 19619 19653 0,0734 U

52 19619 18881 0,0000 U

52 19619 18882 0,0394 U

52 19620 19652 0,0000 U

52 19620 19653 0,0440 U

52 19620 18881 0,0000 U

52 19620 18882 0,0000 U

52 19652 18881 0,0000 U

52 19652 18882 0,0000 U

52 19653 18881 0,0000 U

52 19653 18882 15-17  0,2243 HS HS-FS 0,051
55 19621 19656 0,0000 U

55 19622 19656 0,0000 U

59 19624 19657 0,0834 U

59 19624 19658 0,0580 U

61 19661 19705 15-16  0,3530 HS HS-FS 0,085
61 19661 18883 15-17 0,3784 HS HS-FS 0,039
61 19661 19813 15-18  0,0000 U

61 19661 19814 15-18  0,2301 HS HS-FS 0,022
61 19661 19815 15-18  0,4389 FS FS-HS 0,014
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Ninho Ind. 1 Ind. 2 Ano r Cat. Ho/H1 p-value
61 19662 19705 15-16  0,2896 HS HS-FS 0,117
61 19662 18883 15-17  0,5916 FS FS-HS 0,001
61 19662 19813 15-18  0,3386 FS FS-HS 0,109
61 19662 19814 15-18  0,6772 FS FS-HS 0,000
61 19662 19815 15-18  0,3427 FS FS-HS 0,057
61 19663 19705 15-16  0,5000 FS FS-HS 0,467
61 19663 18883 15-17  0,2769 HS HS-FS 0,009
61 19663 19813 15-18  0,3336 FS FS-HS 0,028
61 19663 19814 15-18  0,5381 FS FS-HS 0,003
61 19663 19815 15-18  0,1933 HS HS-FS 0,099
61 19705 18883 16-17  0,2829 FS FS-HS 0,024
61 19705 19813 16-18  0,2319 HS HS-FS 0,009
61 19705 19814 16-18  0,2183 HS HS-FS 0,059
61 19705 19815 16-18  0,6811 FS FS-HS 0,001
61 18883 19813 17-18  0,2230 HS HS-FS 0,020
61 18883 19814 17-18  0,5000 FS FS-FS 0,025
61 18883 19815 17-18  0,3612 HS HS-FS 0,119
62 19625 19664 14-15  0,2166 HS HS-FS 0,046
62 19625 19665 14-15  0,0000 U
62 19626 19664 14-15  0,3729 HS HS-FS 0,055
62 19626 19665 14-15  0,0986 U
63 19627 19666 14-15  0,1400 HS HS-FS 0,004
63 19627 19816 14-18  0,0000 U
63 19627 19817 14-18  0,0000 U
63 19666 19816 15-18  0,5494 FS FS-HS 0,068
63 19666 19817 15-18  0,0770 U
66 19669 19706 15-16  0,0920 HS HS-U 0,124
66 19669 18884 15-17  0,7820 FS FS-HS 0,000
66 19669 18885 15-17  0,6668 FS FS-HS 0,000
66 19669 18886 15-17  0,6346 FS FS-HS 0,001
66 19669 19818 15-18  0,4856 FS FS-HS 0,022
66 19669 19819 15-18  0,6530 FS FS-HS 0,002
66 19670 19706 15-16  0,1153 HS HS-FS 0,104
66 19670 18884 15-17  0,4630 FS FS-HS 0,051
66 19670 18885 15-17  0,2836 FS FS-HS 0,088
66 19670 18886 15-17  0,3089 FS FS-HS 0,083
66 19670 19818 15-18 0,5776 FS FS-HS 0,001
66 19670 19819 15-18  0,4399 FS FS-HS 0,016
66 19671 19706 15-16  0,1346 HS HS-FS 0,010
66 19671 18884 15-17 0,5664 FS FS-HS 0,012
66 19671 18885 15-17  0,5272 FS FS-HS 0,035
66 19671 18886 15-17  0,6346 FS FS-HS 0,000
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66 19671 19818 15-18 0,6874 FS FS-HS 0,002
66 19671 19819 15-18  0,5241 FS FS-HS 0,006
66 19706 18884 16-17 = 0,0211 U
66 19706 18885 16-17  0,0960 U
66 19706 18886 16-17  0,0378 U
66 19706 19818 16-18  0,0445 U
66 19706 19819 16-18  0,0866 U
66 18884 19818 17-18  0,5308 FS FS-HS 0,018
66 18884 19819 17-18  0,5587 FS FS-HS 0,003
66 18885 19818 17-18  0,4161 FS FS-HS 0,037
66 18885 19819 17-18  0,7022 FS FS-HS 0,000
66 18886 19818 17-18  0,6605 FS FS-HS 0,000
66 18886 19819 17-18  0,5875 FS FS-HS 0,000
71 19677 19708 0,0000 U
71 19677 18889 0,0000 U
71 19677 18890 0,0000 U
71 19678 19707 0,0844 U
71 19678 19708 0,0000 U
71 19678 18889 0,0159 U
71 19678 18890 0,0197 U
71 19679 19707 15-16 0,1297 HS HS-FS 0,024
71 19679 19708 15-16  0,2144 HS HS-FS 0,088
71 19679 18889 0,0112 U
71 19679 18890 0,0439 U
71 19707 18889 16-17  0,2356 FS FS-HS 0,085
71 19707 18890 16-17  0,5699 FS FS-HS 0,000
71 19708 18889 16-17  0,5109 FS FS-HS 0,008
71 19708 18890 0,0830 U
72 19680 19709 0,0000 U
73 19681 19682 0,0249 U
73 19681 18891 0,0307 U
73 19681 19821 0,0274 U
73 19682 18891 0,0276 U
73 19682 19821 0,0202 U
73 18891 19821 17-18  0,3415 HS HS-FS 0,161
76 19684 19710 15-16  0,5324 FS FS-HS 0,019
76 19684 19711 15-16  0,2257 U U-HS 0,118
76 19684 18892 15-17  0,5158 FS FS-HS 0,040
76 19684 19822 15-18  0,5236 FS FS-HS 0,000
76 19684 19823 15-18  0,3367 FS FS-HS 0,031
76 19710 18892 16-17  0,0877 HS
76 19710 19822 16-18  0,5827 FS FS-HS 0,005
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76 19710 19823 16-18  0,2507 HS HS-FS 0,090
76 19711 18892 16-17 = 0,2959 HS HS-FS 0,152
76 19711 19822 16-18 = 0,4045 FS FS-HS 0,012
76 19711 19823 16-18 0,3134 FS FS-HS 0,048
76 18892 19822 17-18  0,2678 HS HS-FS 0,039
76 18892 19823 17-18  0,3533 FS FS-HS 0,052
78 19685 19712 0,0907 U
78 19685 19713 0,0800 U
78 19685 18895 0,0000 U
78 19685 18896 0,0000 U
78 19685 19824 0,0349 U
78 19685 19825 0,0316 U
78 19686 19712 0,0000 U
78 19686 19713 0,0000 U
78 19686 18895 0,0409 U
78 19686 18896 15-17  0,1519 U U-HS 0,026
78 19686 19824 15-18  0,1481 HS HS-FS 0,012
78 19686 19825 15-18  0,5000 FS FS-HS 0,288
78 19712 18895 16-17  0,5845 FS FS-HS 0,002
78 19712 18896 16-17  0,5528 FS FS-HS 0,008
78 19712 19824 16-18  0,0033 U
78 19712 19825 16-18  0,0220 U
78 19713 18895 16-17  0,5463 FS FS-HS 0,009
78 19713 18896 16-17  0,3106 FS FS-HS 0,127
78 19713 19824 16-18 = 0,1279 U U-HS 0,119
78 19713 19825 16-18  0,0060 U
78 18895 19824 17-18  0,0489 U
78 18895 19825 17-18  0,0695 U
78 18896 19824 17-18  0,0000 U
78 18896 19825 17-18  0,0277 U
79 19687 19714 0,1091 U
79 19687 19715 0,0456 U
84 19719 18898 0,0303 U
84 19719 19826 0,0000 U
84 19719 19827 0,0000 U
84 19720 18898 16-17  0,1858 HS HS-FS 0,025
84 19720 19826 0,0289 U
84 19720 19827 0,0000 U
84 18898 19826 17-18  0,2030 HS HS-FS 0,028
84 18898 19827 0,0275 U
86 18899 19828 17-18  0,5067 FS FS-HS 0,000
87 19721 19722 0,0000 U
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87 19721 19829 0,0000 U
87 19722 19829 0,0952 U
88 19723 18900 0,0000 U
88 19723 18901 0,0000 U
88 19723 19830 0,0000 U
88 19724 18900 0,1099 U
88 19724 18901 0,0000 U
88 19724 19830 0,0000 U
88 18900 19830 17-18  0,6691 FS FS-HS 0,002
88 18901 19830 17-18  0,5429 FS FS-HS 0,034
920 18902 19831 17-18  0,6581 FS FS-HS 0,002
920 18902 19832 17-18  0,4153 FS FS-HS 0,000
90 18903 19831 17-18  0,3004 HS HS-FS 0,049
920 18903 19832 17-18  0,8000 FS FS-HS 0,000
93 19728 19833 0,0000 U
93 19728 19834 0,0000 U
94 19729 18905 0,0000 U
97 19730 19837 0,0000 U
99 19733 18906 0,0000 U
99 19733 19840 0,0000 U
99 19733 19841 0,0423 U
99 19734 18906 0,0000 U
99 19734 19840 0,0000 U
99 19734 19841 0,0959 U
99 18906 19840 0,0000 U
99 18906 19841 0,0000 U
101 18907 19842 0,0000 U
103 19738 18908 16-17  0,3531 FS FS-HS 0,101
103 19738 18909 16-17  0,2655 FS FS-HS 0,106
103 19738 19843 0,0326
103 19738 19844 0,0000
103 19739 18908 16-17  0,4922 FS FS-HS 0,010
103 19739 18909 16-17 0,3164 FS FS-HS 0,114
103 19739 19843 0,0000 U
103 19739 19844 0,0000 U
103 18908 19843 0,0000 U
103 18908 19844 0,0000 U
103 18909 19843 0,0000 U
103 18909 19844 0,0000 U
106 19740 19845 16-18  0,5883 FS FS-HS 0,0000
106 19740 19846 16-18  0,4628 FS FS-HS 0,0010
106 19741 19845 16-18  0,3473 FS FS-HS 0,054
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106 19741 19846 16-18  0,5691 FS FS-HS 0,000
108 19742 19848 16-18  0,4095 FS FS-HS 0,024
119 19747 18912 0,0000 U
119 19747 19849 0,0000 U
119 18912 19849 0,0000 U
125 19751 18915 16-17  0,6096 FS FS-HS 0,006
125 19752 18915 16-17  0,4303 FS FS-HS 0,058
125 19753 18915 16-17  0,1780 HS HS-HS 0,028
126 18916 19850 17-18  0,2057 HS HS-FS 0,032
126 18916 19851 17-18  0,2153 HS HS-FS 0,071
126 18917 19850 17-18  0,1740 U U-HS 0,069
126 18917 19851 17-18  0,0823 HS HS-FS 0,009
126 18918 19850 17-18  0,1666 HS HS-FS 0,039
126 18918 19851 17-18  0,3423 HS HS-FS 0,051
130 18922 19854 0,3925 HS HS-FS 0,092
130 18923 19854 0,5089 FS FS-HS 0,007
131 18924 19857 0,0000 U
131 18924 19858 0,0000 U
133 18926 19859 0,0000 U
133 18926 19860 0,0000 U
139 18931 19862 17-18  0,4149 FS FS-HS 0,075
139 18931 19863 17-18  0,4630 FS FS-HS 0,013
139 18932 19862 17-18  0,6798 FS FS-HS 0,000
139 18932 19863 17-18  0,4275 FS FS-HS 0,077
140 18933 19864 17-18  0,2908 FS FS-HS
141 18934 19865 0,0556 U
141 18934 19866 0 U
142 18936 19867 0 U
143 18937 19869 17-18  0,3152 FS FS-HS 0,107
144 18940 19870 0,0000 U
144 18940 19871 0,0848 U
145 18941 19872 17-18  0,3303 HS HS-FS 0,112
145 18941 19873 17-18  0,1900 HS HS-FS 0,001
145 18942 19872 17-18  0,4200 FS FS-HS 0,083
145 18942 19873 17-18  0,4904 FS FS-HS 0,000

152A 18949 19880 17-18  0,3159 HS HS-FS 0,085
152A 18949 19881 17-18 0,0738 U U-HS 0,062
152A 18950 19880 17-18 0,2218 HS HS-FS 0,076
152A 18950 19881 17-18 0,3931 FS FS-HS 0,038
157 18956 19885 0,0164 U
157 18956 19886 0,1146 U

FS: full sib (irméos-completos); HS: half sibs (meios-irmé&os); U: unrelated (ndo-aparentados)
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Apéndice 12. Resultados das analises de parentesco de trés possiveis trocas de ninho sugeridos pelas

observagbes de campo. Ind 1 e Ind 2: Nimero LGEMA dos individuos 1 e 2; Ninho 1 e Ninho 2:

ninhos onde os individuos 1 e 2 foram amostrados com o ano correspondente entre parénteses; r:

coeficiente de parentesco; Cat.: categoria de parentesco com maior probabilidade; H,/H,: hipGtese

nula e hipoétese alternativa; p- value: p-valor associado ao teste de hipéteses

Ind1 Ninhol Anol Ind 2 Ano 2 Ninho 2 r Cat. HO/H1 p-valor
18920 129 2017 18926 2017 133 0.1735 HS HS/FS 0,0091
18920 129 2017 19859 2018 133 0.0000 U U/HS
18920 129 2017 19860 2018 133 0.0206 U U/HS
18921 129 2017 18926 2017 133 0.0000 U U/HS
18921 129 2017 19859 2018 133 0.0000 U U/HS
18921 129 2017 19860 2018 133 0.0000 U U/HS
19581 36 2013 19731 2016 98 0.1309 U U/HS
19581 36 2013 19732 2016 98 0.0000 U U/HS
19605 36 2014 19731 2016 98 0.4055 FS FS/HS 0,0060
19605 36 2014 19732 2016 98 0.2447 HS HS/IFS 0,0458
19606 36 2014 19731 2016 98 0.6113 FS FS/HS 0,0766
19606 36 2014 19732 2016 98 0.7421 FS FS/HS 0,0230
19607 36 2014 19731 2016 98 0.6507 FS FS/HS 0,0009
19607 36 2014 19732 2016 98 0.2612 HS HS/FS 0,0019
19640 36 2015 19731 2016 98 0.0000 U U/HS
19640 36 2015 19732 2016 98 0.0000 U U/HS
19641 36 2015 19731 2016 98 0.0000 U U/HS
19641 36 2015 19732 2016 98 0.0000 U U/HS
19726 91 2016 18934 2017 141 0.0192 U U/HS
19726 91 2016 19865 2018 141 0.0000 U U/HS
19726 91 2016 19866 2018 141 0.0901 U U/HS
19726 91 2016 18914 2017 121 0.0000 U U/HS
19727 91 2016 18934 2017 141 0.0000 U U/HS
19727 91 2016 19865 2018 141 0.0000 U U/HS
19727 91 2016 19866 2018 141 0.0309 U U/HS
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