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Resumo. A sexagem de aves sem dimorfismo sexual, como as araras-vermelhas, é importante
para o planejamento de estratégias de conservagao. O objetivo deste estudo foi realizar revisao
bibliografica de aspectos relacionados a sexagem molecular de araras-vermelhas e aos Centros
de Triagem de Animais Silvestres (CETAS). A presente revisao cientifica abordou os aspectos
que seguem: (i) a ordem Psittaciformes; (ii) a formacao de pares monogamicos em psitacideos;
(iii) a espécie A. chloropterus; (iv) o trafico de animais silvestres no Brasil; (v) os CETAS; (vi)
a sexagem em aves; e (vii) aspectos diferenciais da sexagem molecular em aves. O presente
trabalho redne informacdes valiosas para trabalhos de pesquisas com araras-vermelhas.

Palavras-chave: Ara chloropterus, CETAS, pares sociais, PCR, psitacideos, sexagem,
trafico de animais silvestres

Molecular sexing in green winged macaws and Wild Animal
Screening Centers: Review

Abstract. The sexing of birds without sexual dimorphism, such as green-winged macaws,
is important for planning conservation strategies. The aim of this study was to perform a
bibliographic review of aspects related to the molecular sexing of green-winged macaws
and the Wild Animal Screening Centers (CETAS). The present scientific review addressed
the following aspects: (i) the order Psittaciformes; (ii) the formation of monogamous pairs
in parrots; (iii) the species A. chloropterus; (iv) wild animal trafficking in Brazil; (v)
CETAS; (vi) sexing in birds; and (vii) differential aspects of molecular sexing in birds. The
present work gathers valuable information for research work with green-winged macaws.
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Sexado molecular en guacamayos rojos y Centros de Triaje de
Animales Silvestres: Revision

Resumen. El sexado de aves sin dimorfismo sexual, como los guacamayos rojos, es importante
para planificar estrategias de conservacion. El objetivo de este estudio fue realizar una revision
bibliogréafica de aspectos relacionados con el sexado molecular de guacamayos rojos y los
Centros de Triaje de Animales Silvestres (CETAS). Esta revision cientifica abord6 los
siguientes aspectos: (i) el orden Psittaciformes; (ii) la formacién de parejas mondgamas en los
loros; (iii) la especie A. chloropterus; (iv) trafico de animales silvestres en Brasil; (v) CETAS;
(vi) sexado en aves; y (vii) aspectos diferenciales del sexado molecular en aves. El presente
trabajo retine informacion valiosa para trabajos de investigacion con guacamayos rojos.

Palabras clave: Ara chloropterus, CETAS, pares sociales, PCR, loros, sexado, tréfico de animales salvajes
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Introducéo

O Brasil € reconhecido mundialmente por sua vasta biodiversidade (IBGE, 2001; Sick, 1997), sendo
0 pais com maior riqueza em fauna, o terceiro maior em diversidade de aves (Andriguetto-Filho et al.,
1998) e o primeiro em avifauna da ordem Psittaciformes (Sick, 1997). Por consequéncia de condutas
humanas, tal patrimdnio natural é constantemente ameacado (Destro et al., 2012; Develey & Phalan,
2021; Vié et al., 2009). Uma das atividades de maior impacto sobre a biodiversidade € o trafico ilegal
de animais silvestres (Destro et al., 2012). Na tentativa de reparar danos provocados pelo tréfico, foram
criados no Brasil os Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS). Dentre suas atividades, 0s
CETAS recebem os animais apreendidos em acdes fiscalizatorias, realizam avaliacGes sanitarias,
tratamento, reabilitacéo e destinacdo dos animais aptos na natureza (Brasil, 2015a).

Os psitacideos (aves da ordem Psittaciformes) comumente ndo apresentam dimorfismo sexual
(Allgayer & Cziulik, 2007), sdo monogamicos (Sick, 1997) e formam pares sociais hetero e homossexuais
(MacFarlane et al., 2010). Diante destas caracteristicas e visando desenvolver estratégias para a
conservacao da espécie, como a reproducgdo em cativeiro, torna-se importante a sexagem desses animais.

Atualmente, dentre as técnicas de sexagem, a sexagem molecular é considerada a de melhor
custo/beneficio. Dentre as vantagens desta metodologia estdo: alta eficicia, baixo custo, pouca
invasibilidade (desconforto) e baixo risco para os animais (Vieira et al., 2009).

Considerando o exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar revisdo bibliogréafica da sexagem
molecular em araras-vermelhas e dos CETAS. Acredita-se que tais informacfes possam incentivar a
utilizacdo dessa técnica na determinacéo sexual de aves em cativeiro.

Psittaciformes

A ordem Psittaciformes é composta por quatro familias — Cacatuidae, Psittacidae, Psittaculidae e
Strigopidae - que juntas somam 398 espécies (Grespan & Raso, 2014). Estas aves sdo caracterizadas por
possuirem pés com disposicao zigodactila (dois dedos orientados cranialmente e dois dedos orientados
caudalmente), bico alto e adunco (em forma de gancho, recurvado), mandibula mével e bastante
articulada com o cranio e narinas abertas em regido denominada como cera (Sick, 1997). O Brasil se
destaca como o pais com maior riqueza de psitacideos (Sick, 1997), com 87 espécies, divididas em 26
géneros, todas da familia Psittacidae (Piacentini et al., 2015), dentre elas esta a Ara chloropterus.

Segundo a Lista Vermelha da IUCN (Unido Internacional para a Conservacéo da Natureza) a ordem
Psittaciformes ocupa a quarta posicdo em maior nimero de espécies de aves vulnerdveis ou ameacadas
de extingdo (IUCN, 2020). Das 87 espécies de psitacideos presentes no Brasil, 16 correm risco de serem
extintas (Brasil, 2003).

Formac&o de pares monogamicos em psitacideos

Psitacideos s&o socialmente monogamicos. Quando um par é formado, permanecem juntos até o final da
vida. Essa caracteristica € benéfica para a sobrevivéncia e conservacdo dessas aves na natureza, contando
com atos de cuidado e protecdo com o parceiro e com a prole (Sick, 1997). A determinacdo de pareamento
em aves monogamicas vai além da cépula, uma vez que os pares formam vinculos sociais de afiliacéo e
permanecem juntos mesmo fora da estacdo reprodutiva (Adkins-Regan, 2011). Os comportamentos
afiliativos relacionados com a formag&o de pares, envolvem alimentacéo conjunta, empoleiramento proximo
e organizacgdo e limpeza das penas do parceiro (allopreening) (Clayton, 1990). A determinacdo de um par
em aves, esta relacionada com essas demonstracoes de zelo, por esta razdo sdo denominadas socialmente e
ndo geneticamente monogémicas; o acasalamento pode ocorrer extra-par (Griffith et al., 2002), geralmente
com a fémea copulando com um macho que ndo é o seu par social (Beissinger, 2008), e o cuidado com a
prole, em todos os casos, é realizado pelo par social (Caparroz et al., 2011).

Um estudo de longo prazo (19 anos) com tuim-santo (Forpus passerinus; Psittacidae) de vida livre,
mostrou formacdo de pares macho-fémea reprodutivos, macho-fémea nédo reprodutivos, macho-macho
que cuidavam um do outro e machos solitarios que ndo reproduziam. Observou-se que o divorcio era
raro entre os pares heterossexuais reprodutivos e que, apesar de incomum, a fertilizacdo extra-par ocorria
em 14% das ninhadas, evidenciando a poligamia genética em psitacideos. Especificamente sobre os
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pareamentos macho-macho, foi observado que estes voavam juntos, cuidavam um do outro,
nidificavam, eram jovens (1-2 anos de idade) e ficavam juntos de 2 meses até um ano, sendo o
pareamento de um dos machos com uma fémea, o principal motivo de separacdo (Beissinger, 2008).

A formacdo de pares sociais homossexuais ja foi registrada em mais de 130 espécies de aves
(MacFarlane et al., 2010). A palavra “casal” na zoologia tem sentido semantico de relacdo entre macho
e fémea (Michaelis, 2015), ndo possuindo o significado empregado para humanos. Desta forma, é
utilizada a palavra “par” para referir-se a formacdo de vinculo entre essas aves, dado que a
compatibilidade para formacéo do par independe do sexo do parceiro, podendo ocorrer entre macho e
fémea, macho e macho ou fémea e fémea (MacFarlane et al., 2010).

Ara chloropterus

A. chloropterus é considerada, historicamente, a primeira ave citada na Mata Atlantica, tendo sido
descrita na carta de Pero Vaz de Caminha como “papagaios vermelhos, muito grandes ¢ formosos”
(Caminha, 1500). Conhecida como arara-vermelha, arara-vermelha-e-verde, arara-verde ou arara
vermelha-grande, é o segundo maior psitacideo do Brasil, perdendo apenas para a arara-azul
(Anodorhynchus hyacinthinus Latham, 1790). Ela pode chegar a até 90 cm de comprimento e pesar até
1,5 kg (Sick, 1997). Possui na area dos olhos finas linhas de penas vermelhas, as penas do corpo tém
coloracdo predominantemente vermelha, com algumas penas verdes na parte média das asas e outras de
coloragdo azul na rabadilha (parte posterior do tronco onde se inserem as penas da cauda), na ponta da
cauda e nas extremidades das asas (Rodriguez Mahecha et al., 2005). Assim como a maioria dos
psitacideos, A. chloropterus ndo possui dimorfismo sexual, ou seja, ndo existem caracteristicas fisicas
evidentes capazes de distinguir macho e fémea (Allgayer & Cziulik, 2007).

Atualmente a arara-vermelha encontra-se decrescendo em nimero na natureza, porém ndo é
considerada ameacada de exting¢ao, pois possui ampla distribuicdo ao sul da América Central e ao norte
da América do Sul, principalmente na regido amazonica (IUCN, 2021; Rodriguez Mahecha et al., 2005).
Entretanto, em algumas regides do Brasil onde esta ave era recorrente, hoje encontra-se localmente
ameacada de extin¢do (Rodriguez Mahecha et al., 2005; Sick, 1997). A ocorréncia desta espécie tem
sido omitida em todo litoral leste do Brasil, podendo ser considerada extinta na area nucleo da Mata
Atlantica (Lima, 2013), o que compreende estados como Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana (Sick,
1997) e Bahia (Bahia, 2017). Neste ultimo, segundo a Lista Oficial das Espécies da Fauna Ameagadas
de Extingdo do Estado da Bahia (elaborada pela SEMA — Secretaria do Meio Ambiente do Estado da
Bahia — e publicada via Portaria SEMA n° 37 de 15/08/2017). A. chloropterus encontra-se classificada
como “Em Perigo” e deve ser protegida “de modo integral, incluindo, entre outras medidas, a proibi¢ao de
captura, transporte, armazenamento, guarda, manejo, beneficiamento e comercializagdo” (Bahia, 2017).

O tréafico de animais silvestres no Brasil

A principal causa de extincdo de aves na Mata Atlantica é a perda de habitat, 0 que comumente
encontra-se relacionado a agricultura, urbanizagao e exploragcdo madeireira (Develey & Phalan, 2021).
Apobs a perda de habitat, tem-se o trafico de fauna silvestre, como uma das grandes ameacas a
conservacdo da avifauna nativa (Destro et al., 2012).

A procura por aves silvestres como animais de estimacdo pode ser considerada parte da cultura
brasileira (Sick, 1997). Como consequéncia, as aves sdo 0 grupo mais afetado pelo trafico de animais
silvestres no pais (Destro et al., 2012). No Brasil, dentre os individuos mais procurados para aquisicao,
estdo as espécies da familia Psittacidae (Sick, 1997), sendo em algumas regides, como no Paraguagu e
no Sudoeste da Bahia, encontrada como a segunda familia mais visada no comércio ilegal, perdendo
apenas para Emberizidae (Souza & Soares Filho, 2005). A escolha de psitacideos como pet é
influenciada pelas cores vibrantes de sua exuberante plumagem e especialmente em muitas espécies por
sua capacidade de vocalizar repeticGes semelhantes ao que lhe € dito, habilidade que tém forte apelo
afetivo (Sick, 1997).

O comércio de espécies de animais silvestres é permitido no Brasil, através de criatorios comerciais,
desde que estes sigam as determinac@es legais, dispostas nas portarias n® 005/91 de 25/04/1991, n° 117 de
15/10/1997 e n° 118 de 15/10/1997, publicadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
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Naturais Renovaveis — IBAMA (Brasil, 1991; Brasil, 1997a; Brasil, 1997b).

Criminosos burlam as obrigacGes legais para o comércio de animais silvestres no Brasil, capturando
e transportando estes animais em condicdes precérias. Os animais sdo alocados em caixas pequenas e
superlotadas, com falta de 4gua e comida, onde ficam estressados, resultando com frequéncia em brigas
e ferimentos mutuos, e eventualmente morte. Em adicdo, para “acalmar” os animais, visando passarem
despercebidos pela fiscalizacdo ou aparentar mansiddo ao comprador, os traficantes recorrem a
estratégias de dopa-los com bebidas alcodlicas ou calmantes, cegar, cortar ou arrancar penas das asas e
arrancar garras (Jupiara & Anderson, 1991).

Globalmente, o trafico de animais silvestres é a terceira maior atividade ilegal, perdendo apenas para
drogas e armas (Nassaro, 2010). Tal trafico movimenta de 10 a 20 bilhGes de ddlares por ano (Alvarenga,
2016) e estima-se que o Brasil faca parte de 5 a 15% desse total (Nassaro, 2010).

CETAS

Para mitigar o impacto das perdas geradas pelo trafico de animais silvestres em um pais megadiverso,
o0 Brasil criou os CETAS. A primeira regulamentacdo dessas unidades, foi realizada com a publicacdo
da Instrucdo Normativa (IN) Ibama n° 169 de 20/02/2008 (Brasil, 2008), que mais tarde foi substituida
pela IN Ibama n° 07 de 30/04/2015 (Brasil, 2015b), ambas instituiram e normatizaram o CETAS como
uma, dentre outras categorias de unidades de manejo da fauna silvestre brasileira em cativeiro. Além
disso, o0 CETAS recebeu ainda uma normativa exclusiva para detalhar como deveria proceder o
funcionamento da instituicdo; publicada em janeiro de 2015, a IN ICMBIo n° 23 de 31/12/2014 (Brasil,
2015a), definiu os CETAS como

unidades responsaveis pelo manejo de fauna silvestre com finalidade de prestar servico de: recepcéo,
identificacdo, marcacgdo, triagem, avaliacdo, recuperacdo, reabilitacdo e destinacdo de animais
silvestres provenientes de acdo fiscalizatdria, resgates ou entrega voluntéria de particulares; e que
poderd realizar e subsidiar pesquisas cientificas, ensino e extensdo (Brasil, 2015a).

Dados compilados por Destro et al. (2012), mostram que a média anual de animais recebidos nos
CETAS é maior que 38.400 espécimes. Destes, mais de 80% sdo aves, sendo a maioria provenientes de
apreensdes de cargas de animais traficados ilegalmente.

Segundo a IN ICMBIo n° 23/2014, devido ao estresse ao qual foram submetidos e a provavel baixa
imunidade, os animais recém-chegados a um CETAS devem passar por periodo de quarentena. Durante
este periodo, 0s animais sdo avaliados e tratados antes de entrarem em contato com outros animais
preexistentes nos viveiros do local. Um dos parametros de avaliacdo, instituido no Anexo IV da
normativa citada, é a sexagem do animal (Brasil, 2015a).

Contudo, os CETAS sdo unidades institucionalmente negligenciadas. O baixo financiamento
recebido ndo permite aos CETAS realizar todas as avaliacBes previstas nas normativas regulamentares
(Vilela, 2012). Tendo em vista que o objetivo final dessas unidades é a destinacdo dos animais,
preferencialmente via projetos de soltura (ex: reintroducdo ou revigoramento populacional), em
condicBes de sobrevivéncia e reproducdo na natureza, torna-se importante a determinacéo do sexo. Os
resultados da sexagem de animais ndo dimorficos, podem ser utilizados como ferramenta para a escolha
de estratégias de formacdo de pares sociais heterossexuais e possiveis acasalamentos em cativeiro. Essas
medidas sdo incentivadas para animais da fauna nativa ameacados (Brasil, 1991).

Sexagem em aves

Dentre as técnicas mais conhecidas para a sexagem de aves estdo (i) laparoscopia, (ii) tomografia por
ressonancia magnética nuclear (TRMN) e (iii) sexagem molecular.

A laparoscopia foi a primeira técnica de determinacdo sexual utilizada para aves, tendo sido
empregada pela primeira vez na década de 1970 (Murray et al., 2001; Satterfield, 1990). Esta consiste
em técnica cirurgica, envolvendo os passos que seguem: conter e anestesiar o animal ap6s algumas horas
de jejum, retirar as penas no local da cirurgia, realizar inciséo de aproximadamente 1cm na pele, perfurar
a musculatura abdominal e introduzir a haste do endoscdpio (tubo rigido, relativamente longo, com
iluminacdo e estrutura dptica acoplada a extremidade, sua funcédo é captar imagens dos 6rgaos internos
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do animal); apos a avaliagdo dos drgdos do sistema reprodutor, o endoscépio é retirado e a pele é
suturada com pontos simples; o tempo entre anestesia e liberacdo do animal € de 25 minutos por
individuo (Raso & Wderther, 2004). Apesar desta técnica fornecer sexagem imediata, varias
complicagBes podem surgir durante e apds a operacao: (i) a obesidade, a presenca de liquido celomatico
na cavidade ou o excesso de sangue dos cortes podem inviabilizar a visualizagdo das gbnadas (Raso &
Werther, 2004; Ritchie et al., 1997; Satterfield, 1990); (ii) os individuos podem apresentar apneia (parada
dos pulmdes) devido a sensibilidade a anestesia, estes precisardo de oxigénio para voltarem a respiracéo
espontanea, exigindo assim uma maquinaria de respiracéo a disposi¢do (Raso & Werther, 2004); (iii) pode
ocorrer enfisema subcutaneo difuso decorrente de possiveis danos aos sacos aéreos (Ritchie et al., 1997);
(iv) contusbes hepéticas e renais podem ser causadas pela ponta do endoscépio; (v) os érgdos internos
podem ser acidentalmente atingidos nas incisdes abdominais, podendo romper e causar hemorragias
(Ritchie et al., 1997) e (vi) infecgBes cirdrgicas, por ma esterilizacao do aparelho ou da pele, também sédo
uma possibilidade (Ritchie et al., 1997), que pode ser mais recorrente em aves traficadas, considerando as
suas imunidades comprometidas por altos niveis de estresse (Vieira et al., 2015).

A TRMN é um método ndo invasivo para visualizacdo de 6rgaos internos, se utilizando de tomografo
— equipamento que emite radiacdo ndo ionizante e gera imagens a partir da captacdo de nucleos de
hidrogénio (*H); sendo que a formacdo das imagens e distingdo dos érgdos decorre da diferenca na
concentracdo de agua (H20) nos tecidos. O procedimento para a visualizagdo das gbnadas em aves
ocorre seguindo os seguintes passos: o animal é contido e imobilizado com farmaco, geralmente
posicionado na bandeja em decubito ventral, inserido no tomografo e as imagens sdo captadas, em
planos sagital e coronal; todo o procedimento pode chegar a 84 minutos por individuo e ap6s a obtengédo
das imagens o resultado é concluido em média em 30 minutos (Bernardes Filho et al., 2000). A TRMN
para sexagem aviaria exige um tomografo de alta resolucdo, devido as gdnadas serem pequenas
(Bernardes Filho et al., 2000). Tal exigéncia encarece esta técnica de sexagem, ficando ainda mais
oneroso do que o envolvendo tomdgrafo hospitalar. Grando (2002) ao pesquisar sexagem por TRMN
em Aratinga leucophthalmus (periquitdo-maracand), ndo conseguiu identificar as gbnadas nestes
psitacideos em imaturidade sexual. A TRMN envolve desvantagens consideraveis, como: (i) alto custo,
(i) longo tempo de manuseio dos animais; (iii) necessidade de anestesia, com risco de problemas
associados e (iv) ineficiéncia para a sexagem de individuos jovens.

A sexagem molecular, consiste em um método de determinacéo sexual a partir da anélise de por¢oes
especificas de DNA capazes de revelar a composi¢do dos cromossomos sexuais (Z ou W); sendo em
aves fémeas Z e W e em machos apenas Z (Griffiths et al., 1998). Os passos mais usuais da sexagem
molecular em aves sdo: imobilizar o animal fisicamente, coletar o material biol6gico, extrair o0 DNA,
amplificar os genes de interesse por PCR e visualizar as bandas geradas por eletroforese (Pereira, 2018).
Comparativamente as outras técnicas, a sexagem molecular envolve menos tempo de manipulagéo por
animal. O processamento da amostra para obtencdo da sexagem, considerando 0s passos citados, leva
em média trés dias. O material bioldgico utilizado pode ser sangue de um pequeno corte da unha
(Pereira, 2018), sangue retirado por puncdo da veia braquial (Barros et al., 2017), bulbo de uma pena
arrancada (Vieira et al., 2012), swab oral (Wellbrock et al., 2012) ou cloacal e fezes (Asawakarn et al.,
2018). Apesar de ndo apresentar algumas vantagens de outras técnicas, como o resultado imediato
associado a laparoscopia e nenhuma remocédo de material do animal como a TRMN, a sexagem
molecular apresenta vantagens significativas. Tal técnica é altamente assertiva, apresenta baixo custo
(quando comparada com outros métodos), ndo sofre influéncia da idade e maturacéo sexual da ave e
traz baixo desconforto e risco aos animais. A coleta da amostra biolégica, ndo envolve anestesia, a
manipulacdo do animal é indolor e rapida, sendo que o tempo de manipulagdo chega a ser quase trés
vezes menor que na laparoscopia e até oito vezes menor que na TRMN. Apds a contengdo o animal pode
ser solto e voltar imediatamente a sua mobilidade comum, o que ndo ocorre com 0 emprego das outras
duas técnicas onde o animal fica total ou parcialmente imobilizado até que o efeito anestésico passe.

Aspectos diferenciais da sexagem molecular em aves

As aves podem ser divididas em dois grandes grupos. O primeiro, denominado Paleognathae,
engloba espécies conhecidas como “ratitas”; sdo aves com asas atrofiadas, caracteristica que ndo lhes
propicia o voo (Pough et al., 2003), os representantes do grupo séo avestruzes (Struthioniformes), emas
(Rheiformes), emus e casuares (Casuriiformes), kiwis (Apterygiformes) e tinamideos (Tinamiformes).
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O segundo grupo, Neognathae, que pode ter suas espécies referidas como “nao-ratitas”, € composto por
todas as demais aves viventes (Romer & Parsons, 1985).

Para a maioria das aves viventes, que se tratam das néo-ratitas, 0 marcador molecular normalmente
utilizado para a sexagem é o CHD (do inglés chromo-helicase-DNA-binding; gene codificador de
proteina remodeladora de cromatina). Este gene é utilizado para a sexagem por ser evolutivamente
conservado em aves e por existirem, nas nao-ratitas, dois genes relacionados ao CHD, CHD-Z e CHD-
W, um em cada cromossomo (Z e W), sendo distinguiveis pelo tamanho dos introns, o que permite a
diferenciagéo entre os sexos (Griffiths et al., 1996). A determinacdo sexual nas aves ratitas, ndo pode
ser realizada pelo marcador citado anteriormente. Apesar do CHD também ser conservado neste grupo,
0S Cromossomos sexuais sdo praticamente idénticos morfologicamente (homomorficos) (Takagi et al.,
1972), sendo que a Unica diferenca entre eles é a auséncia do gene DMRT1 (Doublesex and Mab-3
Related Transcription Factor 1) no cromossomo W; sendo esse considerado um possivel determinante
sexual nesse grupo (Shetty et al., 2002). A sexagem molecular em ratitas é desafiadora. Entretanto,
Huynen et al. (2002) desenvolveram iniciadores baseados em um fragmento de DNA especifico do
cromossomo W de kiwi (KW1) e obtiveram sexagem conclusiva para todos os individuos avaliados, o
que corresponde a todas as ordens de aves ratitas, exceto Tinamiformes.

Atualmente, os cinco iniciadores ou pares de primers para o gene CHD utilizados para a sexagem de
aves ndo-ratitas sdo: (i) P2 (5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3) (Griffiths & Tiwari, 1995) e P8 (5'-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3)  (Griffiths et al.,  1998); (i) 1237L  (5-
GAGAAACTGTGCAAAACAG-3) e 1272H (5'-TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3') (Kahn et al.
1998); (iii) 2550F (5-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3) e 2718R (5
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3) (Fridolfsson & Ellegren, 1999); (iv) CHD1-i9F (5’-
CAGCAGAAATCAATCCAAGAC-3’) e CHDI-i9R (5’-CAGCCCATTTAACTGATAATCTC-3")
(Suh et al., 2011) e (v) CHD1-i16F (5’-GTCCTGATTTTCTCACAGATGG-3’) ¢ CHDI-il16R (5°-
ATGATCCAGTGCTTGTTTCC-3") (Suh et al., 2011). A performance destes primers foi testada para
diferentes grupos de aves. Os paragrafos que seguem mostram os resultados do uso dos cinco pares de
primers, em ordem decrescente, de aves de grupos filogeneticamente afastados até chegar a espécie A.
chloropteus.

Sulandari & Zein (2012) compararam na sexagem molecular de aves os pares de primers P2/P8 e
2550F/2718R envolvendo diferentes ordens de aves, incluindo Psittaciformes. Tal estudo concluiu que
0 uso dos primers 2550F/2718R gerou bandas diagnésticas com maior distancia entre si, 0 que permitiu
a utilizacdo, com assertividade, de gel de agarose - atdxico e menos oneroso quando comparado ao gel
de poliacrilamida. Esses mesmos autores relatam que as bandas diagnosticas geradas por P2/P8 nem
sempre sao distinguiveis entre si no gel de agarose, muitas vezes se sobrepondo e sendo visiveis como
uma banda Unica mais intensa.

Agh et al. (2018) compararam a performance de quatro dos pares de primers aqui citados (P2/P8;
CHD1-i9F/R; CHD1-i16F/R; 2550F/2718R) para diversas aves, incluindo espécies do género Ara, e
concluiram o que segue: (i) o iniciador P2/P8 necessita de maior tempo de eletroforese que os demais
para a separacdo das bandas e deve ser evitado quando a diferenga de tamanho entre os dois fragmentos
é pequena, com este par de primers para Ara spp. eles observaram fragmentos de 390 e 380 pb, sendo
dificil a visualizacdo das bandas em gel de agarose; (ii) o iniciador CHD1-i9 teve problemas para a
sexagem em 14,5% das amostras de pena e em 4% das amostras de sangue; (iii) para o iniciador CHD1-
116 foram obtidas bandas inespecificas que dificultavam a assertividade do diagnostico; e (iv) para as
amostras utilizando o par de primers 2550F/2718R néo foi possivel observar bandas em sete espécies,
porém nenhuma delas pertencia ao género Ara.

Pereira (2018) comparou a utilizacao de trés pares de primers (P2/P8; 1237L/1272H; 2550F/2718R)
na sexagem de Ara ararauna (arara-canindé), espécie filogeneticamente proxima a A. chloropterus
(Oliveira-Marques, 2006). Comparando os resultados obtidos nos géis o autor concluiu que o par de
primers que melhor amplificou as sequéncias de interesse foi 2550F/2718R.

Ong & Vellayan (2008) também compararam a utilizacdo de P2/P8, 1237L/1272H e 2550F/2718R
para a sexagem de 9 ordens de aves, dentre elas Psittaciformes, sendo uma das espécies A. chloropterus,
e concluiram que o par de primers 2550F/2718R forneceu alto nivel de confianca a sexagem, mesmo
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sem 0 uso de gel de poliacrilamida. Este tipo de gel foi necessario para amostras de algumas espécies
usando P8/P2 e 1237L/1272H.

Franco-Gutiérrez et al. (2017) compararam a utilizacdo dos primers P2/P8 e 2550F/2718R, para
sexagem de seis espécies do género Ara, incluindo A. chloropterus e concluiram que na amplificacdo
por P2/P8 ndo foi possivel distinguir machos e fémeas, mesmo apos a execucdo da eletroforese em gel
de agarose a 3% durante seis horas; enguanto o par de primers 2550F/2718R foi eficaz para a
visualizacdo de bandas em todas amostras por gel de agarose.

Trabalhos utilizando o par de primers 2550F/2718R para a sexagem de A. chloropterus registraram
eficicia da utilizagdo dos mesmos neste psitacideo (Bosnjak et al., 2013; Del Puerto et al., 2018; Franco-
Gutiérrez et al., 2017; Maheshkumar et al., 2017; Ong & Vellayan, 2008; Vucicevic et al., 2013). Outros
trés trabalhos com espécies do género Ara, excluindo A. chloropterus, também demonstraram o sucesso
do emprego dos iniciadores 2550F/2718R para a sexagem de araras (Agh et al., 2018; Monge et al.,
2020; Pereira, 2018).

Consideragdes finais

A. chloropterus € um psitacideo em perigo de extingdo em algumas regies do Brasil. Essa ave é
afetada pelo tréafico de animais silvestres. Os CETAS sédo unidades importantes na mitigacdo dos danos
causados pelo tréafico. A. chloropterus ndo possui dimorfismo sexual e apresenta relagbes monogamicas,
formando pares sociais hetero e homossexuais. A determinacdo sexual desta espécie é importante para
o0 desenvolvimento de medidas de conservagdo da espécie. Dentre as técnicas de sexagem de aves, a
sexagem molecular é considerada a mais assertiva, menos onerosa, mais segura e menos estressante para
0s animais. O melhor par de primers disponivel para a sexagem molecular da maioria das aves néo-
rativas, incluindo as araras-vermelhas, é 0 2550F/2718R. O presente trabalho reline materiais valiosos
para futuras pesquisas com araras-vermelhas.
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