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SINOPSE
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atuais que determinaram essa distribuigdo. Os dados e os resultados levantados

podem servir como ferramenta na conservagao da espécie.
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RESUMO

O gavido-real ocorre nas florestas da regido Neotropical e sua distribuigdo € ampla no
Brasil, onde existem registros principalmente na Amazbénia e Mata Atlantica. Entre
esses biomas existe um corredor de vegetagcdo aberta com conexdes florestais, onde
também existem alguns registros da espécie. As florestas brasileiras tém sido
drasticamente reduzidas pela agao antropica, o que tem promovido a perda de habitat
para o gavido-real. Agravando ainda mais a situagao, muitos individuos da espécie tém
sido removidos da natureza. Esse intenso processo antropico faz do gavido-real uma
espécie vulneravel que ainda nao teve seu status modificado na lista das espécies
ameagadas do Brasil e da IUCN, onde consta como quase ameagada. O objetivo
principal deste estudo foi determinar e avaliar a distribuicdo da variabilidade genética do
gaviao-real no Brasil. Assim, inferir sobre quais fatores historicos e atuais que
determinaram essa distribuicdo. Para isso foi realizada uma analise conjunta dos dados
geneéticos da regido controle do DNAmt e microssatélites nuclear em uma amostragem
extensiva do gavido-real, com sexo determinado geneticamente. Uma série de analises
que exploraram diferentes atributos dos marcadores moleculares foi realizada. Para os
marcadores DNAmt foi encontrado diferenciacdo genética significativa entre as
amostras de gavido-real da Amazénia e Mata Atlantica, enquanto que os microssatélites
mostram alto nivel de mistura populacional, indicando panmixia entre as regides.
Ambos os marcadores apresentaram altas taxas de fluxo génico entre as regides.
Entretanto, o fluxo génico com base nos dados de DNAmt foi unidirecional da Mata
Atléntica para Amazdnia, enquanto que os microssatélites foi bi-direcional, embora com
maior taxa na direcdo da Amazobnia. A diferenga nos resultados dos marcadores
sugerem uma maior dispersao dos machos e residéncia das fémeas. Esse padréo de
dispersao parcial pelos machos também foi corroborado por outras analises. As
analises sugerem que o fluxo génico entre a Amazbénia e Mata Atlantica seja
principalmente pelo leste da Amazénia. Os resultados das analises de coalescéncia
evidenciaram que durante o Pleistoceno o gavido-real passou por longo periodo de
reducao populacional, seguido de um forte evento de expansao. Esses resultados foram
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corroborados pelos resultados de analises convencionais e filogeografica. A diversidade
genética encontrada para o gavido-real foi similar a reportada para espécies de aves
ameagcadas, incluindo outros Falconiformes. Houve uma tendéncia forte de diminuicao
da diversidade genética do gavido-real ao longo do tempo, com grande reducédo da
diversidade genética entre o passado e um periodo mais recente da Mata Atlantica. O
fluxo génico do gaviao-real entre a Mata Atlantica e Amazénia na atualidade foi mais
limitado, provavelmente devido a diminuicdo das conexdes de floresta no corredor de
vegetacdo aberta do Brasil entre esses dois biomas. As informag¢des da presente tese
podem servir como ferramenta para o refinamento de estratégias de conservagéo da

espécie, especialmente no Brasil onde a distribuicido da espécie € mais ampla.



ABSTRACT

The harpy eagle occurs in the forests of the Neotropical region; it is widely distributed in
Brazil where its occurrence has been principally registered in the Amazonian and
Atlantic rainforests. Between these two biomes exists a corridor of open vegetation with
forest connections where this species has also been registered. Brazilian forests have
been drastically reduced by anthropogenic action which has resulted in the loss of
habitat for the harpy eagle. Still further aggravating this situation, a large number of
individuals have been removed from nature. These processes have resulted in the harpy
eagle being a vulnerable species which, however, has not had yet its status changed on
the Brazilian list of threatened species, and in IUCN where it is listed as near threatened.
The principal goal of this study was to determine and evaluate the distribution of genetic
variability of the harpy eagle in Brazil. To this effect, | carried out a joint analysis of
mtDNA control region and nuclear microsatellite data obtained from an extensive
sampling of the harpy eagle and with genetically determined sex. | then carried out a
series of analyses that explores different attributes of the molecular markers. With the
mtDNA markers | found significant genetic differentiation between samples of the harpy
eagle from the Amazonian and Atlantic rainforests, while microsatellite markers showed
high levels of population admixture indicating a panmixia of the regions. Both markers
indicated high levels of gene flow between the regions. However, gene flow estimates
based on mtDNA was unidirectional from the Atlantic rainforest to the Amazonia
rainforest, while with microsatellite markers it was bidirectional, but with a higher
migration rate in the direction of the Amazon rainforest. Differences in the results
obtained from the two types of markers suggests higher rate of dispersal of males and
more sedentary behavior of the females. This pattern of partial dispersal of males was
also corroborated in other analyses. The analyses suggest that geneflow between the
Amazonian and Atlantic rainforests is primarily via the eastern Amazon. The results of
coalescent analyses demonstrated that during the Pleistocene the harpy eagle
underwent a long period of a reduced population size followed by a strong expansion
event. This result was corroborated by conventional and phylogeographic analyses.

Genetic diversity encountered in the harpy eagle was similar to that reported in other
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threatened bird species, including other Falconiformes. There was a strong tendency of
decrease of genetic diversity of the harpy eagle with time, with a large reduction in
genetic diversity between now and the recent past in the Atlantic rainforest. Geneflow
between harpy eagles of the Amazonian and Atlantic rainforests is currently more
limited, most likely due to the diminishment of the forest corridors in open vegetation
between the two biomes. The results and the information of this thesis can serve as
instruments for the refinement of conservation strategies for this species, especially in

Brazil where the distribution of this species is the greatest.
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200pb do DNAmt das amostras de gaviao-real de localidades
geograficas conhecida. Os circulos representam os haplétipos
seguidos de sua identificagdo (ld+numero). A cor verde escuro
representa a proporc¢ao relativa de amostras da Amazénia brasileira
para o haplétipo. A cor azul representa a proporcao relativa de
amostras da Mata Atlantica para o haplétipo. As cores verde claro e
amarelo representam a proporgcao relativa de seqiiéncias do
GenBank da Amazénia nao brasileira e América central
respectivamente e para o haplétipo. As linhas representam a ligagao
dos haplotipos por um passo mutacional. A linha transversal a linha
que liga os haplétipos representa um passo mutacional adicional ou
haplétipo nao encontrado. Os poligonos representam os clados
identificados pela NCPA

Figura 18. Distribui¢cao dos clados de nivel 2 da analise de NCPA. Para os

clados 2-1 e 2-3 a hipétese nula nao pode ser rejeitada. Para o clado
2-2 a associacao entre a variabilidade genética e a distribuicao
geografica foi significativa, a inferéncia é de expansao contigua da
distribuicdo geografica. Para o clado total a associagao foi
significativa, a inferéncia também é de expansao contigua da

distribuicdo geografica.

Figura 19. Valores de probabilidade posteriores (p) Bayesiana dos grupos

(K) testados com oito locos microssatélites. A maior probabilidade é
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para K=1, sugerindo um grupo (panmixia) explica melhor os dados.

Figura 20. Valores de probabilidade posteriores (p) Bayesiana dos grupos
(K) testados com nove locos microssatélites, incluindo o loco AA47.
A maior probabilidade é para K=3, sugerindo que trés grupos
explicam melhor os dados.

Figura 21. Relacionamento das amostras aos grupos representados pelos
vértices do triangulo. Os circulos em azuis representam as amostras
da Mata Atlantica, verdes da Amazénia e vermelhos as amostras com
regiao geografica desconhecida.

Figura 22. Composicao do relacionamento genético entre as amostras de
acordo com os trés grupos determinados pela analise Bayesiana.
Cada barra representa uma amostra da Amazéonia, Mata Atlantica ou
de regidao desconhecida (RD). Cada cor representa um grupo entre
os trés grupos (K = 3) com maior valor de probabilidade para
explicar os dados. O eixo vertical mostra o coeficiente de
relacionamento (q) da amostra aos grupos definidos.

Figura 23. Distribuicdo das amostras que apresentaram coeficiente de
relacionamento (q) > 0,8 para um dos trés grupos sugeridos pela
analise Bayesiana. No grupo 1 predomina amostras da Mata
Atlantica e nos grupos 2 e 3 amostras da Amazdnia.

Figura 24. Distribuicao das amostras com coeficiente de relacionamento
(q) >0,5 para um dos grupos e q<0,5 para todos os trés grupos
sugeridos pela analise Bayesiana. No grupo 1 predomina amostras
da Mata Atlantica e nos grupos 2 e 3 amostras da Amazénia. As
amostras com g<0,5 se concentram mais no leste da Amazénia.

Figura 25. Distribuicdo mismatch para haplétipos encontrados em
amostras de gaviao-real (A) Amazénia e (B) Mata Atlantica. A
distribuicao esperada de diferengas par a par de acordo com um o
modelo de expansao populacional subita é mostrada pela linha

continua azul (Exp) e a distidncia observada pela linha pontilhada
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vermelha (Obs).

Figura 26. Resultados dos parametros da analise Bayesiana do programa
Beast convertidos. Dinamica do tamanho efetivo populacional de
fémeas (Ne) no tempo. Um forte sinal de expansdo populacional
pode ser visualizado.

Figura 27. Escalada do tempo (em anos) de divergéncia para os dados de
sequéncia da regidao controle do DNAmt do gaviao-real na analise de
IMa. O sinal forte de divergéncia tempo de divergéncia de foi 9.898
anos (7.522 — 18.707, 90%CIl), onde ocorre uma elevada densidade de
valores de probabilidade, e 77.700 anos (5.920 — 86.400, 90% CI),
onde ocorre maior variancia nos valores de probabilidade.

Figura 28. Estimativas de probabilidade de maxima verossimilhanga (p)
para tamanho efetivo da populagao ancestral entre Amazénia e Mata
Atlantica (amarelo), da Amazénia (vermelho) e da Mata Atlantica
(azul). O numero efetivo de fémeas (N.) com maior probabilidade
para a populagao ancestral foi 363, para a Amazénia foi 1.845 e para
a Mata Atlantica foi 540 individuos de gavido-real.

Figura 29. Probabilidades de maxima verossimilhang¢a (p) para as taxa de
migragao (m) do gavido-real para a Amazénia (vermelho) e Mata
Atlantica (azul). A taxa de migragao com maior p para a Amazdénia foi
m = 3,23 x 10~ e para a Mata Atlantica foi m = 2,46 x 10® (ndo aparece
no grafico). A taxa migragcao é praticamente unidirecional da Mata
Atlantica para a Amazoénia.

Figura 30. Taxa de migracao (m), os valores de 6 e o numero de fémeas
migrantes (Nmy) direcional de gavido-real entre as regides e sub-
regioes com dados DNAmt. A migragcao é unidirecional da Mata
Atlantica para o leste da Amazénia (AL) e da porgao central para
sudeste da Amazdnia (AC). O leste e sudoeste da Amazdénia nao
trocam migrantes diretos.

Figura 31. Taxa de migragao (m), os valores de 6 e o numero de migrantes
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(Nm) direcional de gaviao-real entre as regides e sub-regidoes com
dados microssatélites. A migragcao se apresenta como sendo
altamente dinamica entre as sub-regides da Amazdénia e a Mata
Atlantica, mas com pequenas quantidades de migrantes.

Figura 32. Distribui¢cao da freqiliéncia do indice correto de relacionamento
(Alc) individuos de gavido-real da Amazénia. A. Valores de Alc
obtidos com oito locos; B. Valores de Alc obtidos com nove locos,

incluindo o locos AA43.

Figura 32. Relagcdo com tendéncia na diminuicado da heterozigosidade

observada (Ho) do gaviao-real ao longo do tempo na Mata Atlantica.
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1. INTRODUGAO

O gaviao-real (Figura 1) é cientificamente conhecido como Harpia harpyja
(Linnaeus, 1758), nome dado em homenagem as guerreiras aladas da mitologia grega,
as harpias. Essa ave é o Falconiforme com maior forca de empuxo existente no mundo
(Brown & Amadon, 1968), pertence a familia Accipitridae e é a maior aguia das
Américas (Colar, 1989). O gaviao-real ocorre na regiao Neotropical desde o sul do
México até o nordeste da Argentina (Bierregaard, 1995; Ferguson-Lees & Christie,
2001; Vargas et al., 2006) e possui distribuicdo mais ampla no Brasil.

O gaviao-real pode ser considerado de suma importancia em estratégias de
conservagcao de ecossistema. Alguns dos motivos para sua inclusdo em projetos de
conservagao sao: seu papel como espécies “guarda-chuva”, pois necessita de grandes
areas de vida para sua conservagao, o que provavelmente beneficiaria grande parte
dos organismos presentes na mesma regido; como espeécie “bandeira”’, podendo ser
utilizado como simbolo de projetos de conservagdo por ser um animal “bonito” e
“imponente”; como bio-indicador de alteragdes ambientais e/ou da qualidade do habitat,
pois sua presenga esta associada a floresta com baixa degradacgéo; e seu papel-chave
nos ecossistemas, atuando principalmente na regulacéo de outros predadores e presas,
desta forma contribuindo com a manutengcdo de uma gama de espécies (e.g. Begon et
al., 1996; Bildstein et al., 1998).

O grande tamanho e beleza do gavido-real traz a essa ave status de simbolo de
varias regides, por exemplo, do Panama. A Venezuela homenageou a espécie
estampando-a nas notas de 10 bolivares fortes, a moeda desse Pais. No Brasil, o
gaviao-real € apresentado no brasao do Estado do Parana e também é considerada a
ave simbolo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA. Todo esse
contexto de simbolismo e importancia sugere que o gavido-real seja uma espécie bem
estudada e com muitas agdes para sua conservacido. Entretanto, sdo poucos os
resultados de pesquisas envolvendo essa espécie e as agdes para sua conservagao
ainda estdo em fase inicial em alguns paises, como no Panama, Equador, Venezuela e

Brasil. Na verdade, justamente pelo seu simbolismo, beleza e mitos, ha muitos anos
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essa aguia € bastante cobicada como troféu de cacga e vitimada por varias outras agoes
criminosas (Sick, 1997; Muniz-Lépez, 2008; Trinca et al., 2008). Possivelmente o
gavido-real entre em um ciclo critico de vulnerabilidade em toda sua distribuicdo antes
mesmo que se levante conhecimento suficiente para a sua conservacgao.

O atual estado do conhecimento cientifico e as questdes que tangem a
conservagao do gaviao-real foram discutidos previamente, com foco principal em sua
distribuicdo no Brasil (veja abaixo). Algumas hip6teses langadas com base nesse
conhecimento foram testadas usando marcadores moleculares. Os importantes
resultados dessa abordagem para a conservagao da espécie foram discutidos e podem

ser apreciados mais adiante.

v ¥ . o > \ y
Figura 1. Gaviao-real adulto em uma arvore com seu ninho. Autor da foto: Jodo Marcos Rosa




2. ESTADO DA ARTE

2.1. DISTRIBUIGAO HISTORICA E ATUAL DO GAVIAO-REAL NO BRASIL

Habitando as florestas umidas da regido neotropical, o gavido-real ocorre em
paises das Américas Central e Sul: México, Guatemala, Belize, Honduras, Nicaragua,
Costa Rica, Panama, Colédmbia, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Equador, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina e Brasil (Bierregaard, 1995; Stotz et al.,
1996; Ferguson-Lees & Christie, 2001; Vargas et al., 2006). O gavido-real ocorre em
baixas densidades e é dificil de ser detectado nas florestas densas (Bierregaard, 1995;
Stotz et al., 1996), por isso é dificil também de ser estudado. Pouco se conhece sobre a
distribuicao dessa espécie dentro dos paises onde ocorrem (Vargas et al., 2006). No
Brasil, o gavido-real ocorre em grande parte do territério, com registros em varias
localidades e Estados, sobre tudo, nas florestas da Amazénia e Mata Atlantica.

Para a Mata Atlantica existem algumas compilagbes de registros da espécie
(Albuquerque, 1995; Galetti et al., 1997; Pacheco et al., 2003; Srbek-Araujo & Chiarello,
2006). Publicagbes como essas nao foram realizadas exclusivamente para a Amazodnia.
Entretanto, compilagdes mais amplas e recentes trazem registros para todo Brasil. Por
exemplo, Vargas et al. (2006) em compilagdo de registros para toda distribuicdo da
espéecie mostra 25 registros para o Brasil, mas apenas dois registros na Amazoénia.
Soares et al. (2008) mostra 29 localidades com registro de gavido-real nos ultimos 20
anos, sendo que 23 sdo Unidades de Conservagao e que apenas 12 localidades se
referem a Amazénia. Mesmo assim, esses autores afirmam que a grande maioria dos
registros recentes concentra-se em areas preservadas na Amazodnia.

Os registros de gavido-real no Brasil, em geral, sdo de avistamentos, fotografias,
nidificacbes e predacédo (Bond, 1927; Ruschi, 1979; Peres, 1990; Galetti et al., 1997;
Galetti & Carvalho, 2000; Borges & Carvalhaes, 2000; Silveira & d’Horta, 2002;
Henriques et al., 2003; Ferrari & Port-Carvalho, 2003; Pacheco et al., 2003; Martins et
al., 2005; Silveira et al., 2005; Oliveira & Silva, 2006; Olmos et al., 2006; Pereira &
Salzo, 2006; Pivatto et al. 2006; Srbek-Araujo & Chiarello, 2006; Rodrigues 2008). Entre



as publicagdes, o registro mais antigo encontrado de uma nidificacdo de gavido-real se
da para o leste da Amazénia (Bond, 1927). Nenhuma publicagdo apresenta registro de
gaviao-real na Caatinga e poucas publicacbes apresentam registro de gavido-real no
Cerrado, ambas as areas de dominio de vegetacdo seca e aberta localizadas entre a
Amazébnia e Mata Atlantica. Rodrigues (2008) relata a coleta de um exemplar, entre os
anos de 1847 e 1855, no Cerrado. Alguns registros recentes sao para localidades na
transicdo do Cerrado com Amazoénia (Silveira & d’Horta, 2002) ou com a Mata Atlantica
(Oliveira & Silva, 2006; Pivatto et al. 2006; Pereira & Salzo, 2006). Isso levanta duvidas
se essa espécie habita o interior do Cerrado e da Caatinga e/ou se utiliza esses biomas
como passagem entre a Amazénia e a Mata Atlantica. Também, se os registros de
gaviao-real na transicdo do Cerrado com as florestas umidas seriam individuos
migrando (ou dispersando) naturalmente ou se refugiando das condigcbes de ameaca
nos biomas florestais.

No presente estudo, levantar previamente esses dados foi muito importante para
a elaboracdo das hipdéteses a serem testadas. Entretanto, somente os registros
publicados nao foram suficientes para o delineamento dessas questdes. Por isso, varios
tipos de evidéncias da ocorréncia de gavido-real por localidade foram compilados na
etapa de coleta de amostras, considerando tanto os dados histéricos quanto os atuais.
Isso envolve, além das publicagdes, os dados de exemplares depositados em museus,
de evidéncias de individuos na natureza e as informacgdes de individuos removidos da
natureza pela caga, bem como aqueles resgatados em condigbes de ameacga e
destinados a criadouros legalizados. Grande parte desses registros foi tomada como
fonte de amostras para o presente estudo. Além disso, previamente auxiliaram a revelar

a distribuicao da espécie no pais de forma mais completa.

2.1.1. Distribuicao do gaviao-real e o corredor de vegetagao aberta do Brasil

Os dados de localidades com ocorréncia de gavido-real foram sumarizados no
mapa da Figura 2 e na tabela do Anexo I. Ao todo, 148 localidades foram apresentadas
com dados sobre a ocorréncia da espécie, sendo que 31 sdao Unidades de Conservagao

e as demais sao municipios e rios. No mapa (Figura 2), 84 localidades apresentam-se
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na Amazdbnia, 52 na Mata Atlantica e apenas 12 sao consideradas como pertencendo
ao corredor de vegetacéo aberta do centro do Brasil. Uma dessas localidades, ao sul do
Maranhao (Localidade 31 na Figura 2 e Anexo |), as evidéncias sao de ninhos ativos do
gavido-real onde foram coletadas amostras de penas e cedidas para este estudo pela
organizacdo nao governamental Nordesta. Trés localidades sdo apontadas no Mato
Grasso do Sul, uma onde foi realizado um registro de uma nidificagéo (Localidade 113),
uma de um avistamento (Localidade 114) e a outra de um avistamento e onde também
foi encontrada uma pena no Parque Nacional da Serra da Bodoquena (Localidade 115),
pena essa cedida para esse estudo pela Administracdo do proprio Parque. Ao sul do
Mato Grasso trés localidades sao apresentadas, na mais a oeste ocorreu um
avistamento (Localidade 34), e na mais central se trata de um ninho (Localidade 32)
onde foram coletadas penas pelo Projeto Gavido-real em 2004 e cedidas para este
estudo. A terceira localidade, mais a leste (Localidade 37), trata-se de um exemplar
depositado no Museu de Zoologia Professor José Hidasi, € o registro mais ao centro do
Brasil e é datado de 1952. No Estado de Tocantins, trata-se de um registro fotografico
realizado por Silva em 2008 (Localidade 89). Na localidade do sudoeste de Minas
Gerais (Localidade 118) estda um registro fotografico realizado por Oliveira & Silva
(2006). Mais ao centro do estado de Minas Gerais esta a localidade de Lagoa Santa
(Localidade 119) do relato de Rodrigues (2008) sobre a coleta realizada pelo naturalista
J.T. Reinhardt, entre 1847 e 1855. Este é o registro mais antigo entre os dados
compilados. Duas localidades sdo do norte de Sdo Paulo (Localidades 147 e 148)
referentes a exemplares depositados em museus, um datado de 1911 do Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo e o outro com data aproximada de 1972-1974
no Museu Didatico Luiz Dino Vizotto. Uma localidade esta situada na porgcdo mais
central da Bahia (Localidade 98), municipio de Mundo Novo, o registro é de uma garra
guardada no Museu do Mosteiro Jequitiba, com data aproximada de 1955-1965. Esse
individuo pode ser atribuido a uma regido de transicdo entre os biomas Cerrado,
Caatinga e Mata Atlantica, regido conhecida como Chapada Diamantina, onde esta

localizado o municipio.
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Figura 2. Localidades com dados de ocorréncia de gaviao-real no Brasil compilados no decorrer
deste estudo. A area aberta entre Amazonia e Mata Atlantica é a Caatinga o Cerrado, ambos
formam o corredor de vegetagao aberta do Brasil. Fonte de dados utilizados no mapa: World Wild
Life - WWF, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE e Environmental Systems
Research Institute - ESRI.

Os dados compilados revelam que no corredor de vegetacédo aberta do Brasil, o
gaviao-real € muito mais raro que nas regides de florestas umidas. Possivelmente as
condigdes de habitat representam limitacbes para a ocorréncia do gavido-real nesse
corredor. Entretanto, a presencga de ninhos é uma evidéncia forte que a espécie ocupa a
periferia do corredor na transicado com os biomas florestais. Mas, sera que o gavido-real
sempre ocupou essas areas ou estaria se refugiando? Os registros histéricos e
recentes mostram que no passado e na atualidade essa ave esta presente nesse

ambiente. Entretanto, esses registros seriam de individuos migrando? Oliveira & Silva
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(2006) sugerem, sem evidéncias claras, que o registro que realizaram no Cerrado em
Minas Gerais (Localidade 118, Figura 1 e Anexo |) se tratava de um individuo migrante
associado com o desmatamento. Entretanto, préximo da localidade desse registro
existem mais outras duas localidades com registros histoéricos do gavido-real
(Localidades 147 e 148). O rio Grande, entre os Estados de Minas Gerais e Sao Paulo,
parece fazer uma ligagao entre as localidades desses trés registros. A mata ciliar ou
vale desse rio pode funcionar como uma conexao de floresta capaz de promover
condigbes de rota para o deslocamento do gavido-real e talvez até mesmo para
nidificacdo. Assim, o registro de Oliveira & Silva (2006) pode nao estar associado com o
desmatamento, mas sim com um deslocamento normal que existe nas proximidades
e/ou a um sitio onde a espécie é residente. Galetti et al. (1997) sugerem que o gavido-
real possa migrar por vales de rios, como do rio Paranapanema entre os Estados de
Sao Paulo e Parana. Possivelmente, no passado os vales dos rios possuiam melhores
condicbes de floresta que nas ultimas décadas e a ocorréncia da espécie no entorno

dos rios poderia ser mais comum no passado € menos evidente nas ultimas décadas.

2.1.2. Hipéteses de populagoes e migragao do gaviao-real

Os termos migracao e dispersdo sao confundidos entre a ecologia e a genética
de populacdes (Allendorf & Luikart, 2007). Na literatura de ecologia, a migragao é
referida para o movimento de individuos de uma regido para outra durante seu tempo
de vida (movimento sazonal). Para a genética, a migracéo se refere ao movimento dos
individuos de uma populacédo genética para outra, ou seja, fluxo génico entre grupos
reprodutivos. Essa troca genética, por sua vez, € vista pela ecologia como disperséo.
Todas as hipdteses publicadas de populagdes e migragdes do gavido-real sdo com
base no conceito ecoldgico. Mas, foram transformadas em hipoteses passivas de serem
testadas com base nos termos empregados na genética.

No contexto da Mata Atlantica, algumas hipdteses de existéncia de diferentes
populacdes e de migracao (sentido ecoldgico) tém sido levantadas para o gavido-real
junto aos registros publicados. Para Albuquerque (1995), por exemplo, os registros

realizados no Estado de Santa Catarina sugerem que ha duas populagdes distintas,
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uma entre a regido do Parque Nacional de Foz do Iguagu (Estado do Parand) e
Misiones (Argentina) e outra na Serra do Tabuleiro (Estado de Santa Catarina). Para
Galetti et al. (1997), existiria uma populagao de individuos residentes no sul e norte dos
Estados da Bahia e Espirito Santo respectivamente e outra de individuos migratorios no
sul do Brasil (Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina) se reproduzindo em Misiones. O
fundamento de Galetti et al. (1997) para sua hipotese é que existe conhecimento de
nidificacdo da espécie para esses dois Estados do norte da Mata Atlantica (e.g. Ruschi,
1979; Pacheco et al., 2003; Silveira et al., 2005) e também em Misiones, na Argentina
(e.g. Chebez et al., 1990; Anfuso et al., 2008). Pereira & Salzo (2006), ao registrar o
ninho de gavido-real e outros avistamentos para o Mato Grosso do Sul, sugerem uma
terceira populagdo no cone sul da América do Sul, considerando as outras duas de
Albuquerque (1995). Para os autores essa populacdo pode ser resultado da
fragmentacao florestal do cone sul.

Como hipotese de migragéao, Sick (1997) sugere que os individuos registrados no
Estado do Rio Grande do Sul até 1958 seriam migrantes sazonais no verdo. Galetti et
al. (1997) também sugerem que a populacao de gavidao-real que habita a floresta do sul
do Brasil seria composta de individuos migratorios, mas, com ocorréncia durante o
inverno. Em ambas as publicagbes, essas aves migrantes supostamente procriariam
em Misiones. No entanto, Bencke et al. (2003) alerta que os poucos registros histéricos
do Rio Grande do Sul com data conhecida indicam que a espécie podia ser encontrada
no inverno e no verao. Esses autores complementam argumentando que a populagéo
de Misiones tem sido tomada como residente e uma migragdo dificiimente seria
possivel para essas aves, pois o longo periodo de dependéncia dos filhotes obriga os
adultos a permanecerem na area de reproducao o ano todo. Para Bencke et al. (2003),
o aparecimento desses individuos resultaria antes de deslocamentos locais do que
migragédo de longas distancias, mas, que é possivel que individuos isolados tivessem
sido atraidos para a regido quando muitas presas potenciais encontram-se
concentradas em locais fartos de alimento (pinhdes de araucaria, em outubro), como

proposto por Albuquerque (1995).



Nenhuma hipétese de existéncia de diferentes populagbes e migracéo entre as
florestas umidas Amazodnica e Atlantica foi registrada para o gavido-real. Entretanto, o
corredor seco de vegetacdo aberta foi considerado como limitagdo importante a
migracédo de espécies entre essas duas regides de floresta tropical (Rizzini, 1979; Mori
et al., 1981; Por, 1992). Esse corredor também pode ser uma limitagdo para o gaviao-
real, mesmo sendo uma espécie com grande potencial de dispersdo. No entanto, a
Figura 2 mostra claramente que as florestas AmazoOnica e Atlantica ndo estao
extensamente isoladas, pois existem formacgdes de florestas, como florestas de galeria
e mata ciliar que constituem uma rede de florestas interconectadas com a paisagem
aberta (e.g. Oliveira-Filho & Ratter, 1995; Vivo, 1997; Costa, 2003). Os raros registros
historicos e atuais de gavido-real no corredor de vegetagcédo aberta do Brasil sugerem
que talvez essa regido possa ser um limitante para dispersdo dessa ave entre as
florestas Amazonica e Atlantica, mas n&o uma barreira. Por outro lado, o desmatamento
das conexdes de floresta desse corredor pode ter criado uma limitagdo onde néo
existia. Essa limitacdo pode ser ainda maior considerando que devido ao
desmatamento restam menos de 7% de floreta remanescente na Mata Atlantica (Myers
et al., 2000; SOS Mata Atlantica & Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - INPE,
2008) e que a Amazdnia brasileira perdeu mais 18% de sua area (Fearnside, 2005;
Fearnside, 2008; INPE, 2008).

Por fim, tem sido documentado que os periodos glaciais e interglaciais do
Pleistoceno causaram um forte impacto no clima e consequentemente na vegetagéao da
América do Sul (Ledru et al. 1996; Behling & Lichte, 1997). Estudos sugerem que no
passado Pleistocénico a Amazbnia e a Mata Atlantica foram continuas (Bigarella et al.,
1975; Ledru, 1993) e depois foram separadas pela formagcdo de vegetacdo aberta
(Prado & Gibbs, 1993). Assim, surge mais uma pergunta, esses eventos historicos
Pleistocénicos influenciaram a dindmica populacional e a distribuigdo do gavido-real?

Fundamentada nos dados citados acima trés diferentes hipotese nulas podem
ser resumidas como: (1) ndo existem populacdes diferenciadas de gaviao-real na Mata
Atlantica; (2) histérica e/ou recentemente o corredor de vegetagdo ndo € um limitante

para fluxo génico do gavido-real entre a Amazbdnia e a Mata Atlantica; e (3) o
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Pleistoceno nao influenciou a dindmica populacional do gavido-real.
As hipoteses formuladas (1, 2 e 3) foram testadas neste estudo com marcadores

moleculares e os resultados podem ser apreciados mais adiante.

2.2. SERIA O GAVIAO-REAL UMA ESPECIE VULNERAVEL?

As principais ameacas ao gaviao-real sdo a perda de habitat, caga, criagao ilegal
e trafico de animais silvestres. Segundo o relatorio da Rede Nacional de Combate ao
Trafico de Animais Silvestres — RENCTAS (2001), o gavido-real € uma das espécies do
Brasil mais cobicadas no trafico de animais silvestres, valendo 20 mil délares. Seu alto
valor no trafico certamente estimula alguns dos crimes contra essa espécie. O gaviao-
real esta listado no Apéndice | da Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora — CITES (2008), o que s6 permite a comercializagao
internacional da espécie em condicdes excepcionais. Em seu Apéndice |, a CITES lista
as espécies consideradas globalmente mais ameacgadas de extingdo para protegé-las
do comércio internacional. Entretanto, o gavido-real ndo é considerado uma espécie
globalmente ameacado de extingdo. A BirdLife e a International Union for the
Conservation of Nature and Natural Resources — IUCN classificam essa espécie como
quase ameacgada de extingao (BirdLife, 2008). O fato de ser uma espécie com status
apenas de quase ameagada e mesmo assim estar listada no Apéndice | da CITES
sugere que o trafico € uma ameaga muito relevante para a conservagdo da espécie.
Mas, apesar de ndo ser considerada globalmente ameacgada, a maioria dos paises onde
a espécie ocorre e que possuem lista de espécies ameacadas de extingao classifica o
gaviao-real como ameacado, por exemplo, Venezuela (Rodriguez & Rojas-Suarez,
1995), Bolivia (Ergueta & Morales, 1996) e Equador (Granizo, 2002).

No Brasil, o gavido-real foi considerado como ameagado nas trés primeiras
versdes da lista nacional oficial de espécies ameagadas de extincdo, 1968, 1973 e
1989, mas, foi retirado da lista na revisdo atual de 2003 (Machado et al., 2008).
Machado et al. (2005), inclui a lista das espécies quase ameagadas, na qual o gaviédo-

real esta citado. No entanto, todas as recentes listas de espécies ameacadas dos
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Estados na regido da Mata Atlantica classificam o gavido-real como ameacgado, por
exemplo, na categoria de “criticamente em perigo”, o Espirito Santo (Instituto de
Pesquisas da Mata Atlantica, 2005), Parana (Mikich & Bérnils, 2004) e Sao Paulo
(Secretaria de Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo, 2008), de “em perigo”, o Rio de
Janeiro (Alves et al., 2000), e no caso Rio Grande do Sul, como “provavelmente extinto
na natureza” (Bencke et al., 2003). Segundo Soares et al. (2008) se observado apenas
o bioma Mata Atlantica, o gavido-real poderia ser considerado nacionalmente

ameacado devido as baixas populagdes ali existentes.

2.2.1. Critérios para a avaliagao do status de conservagao

Na ultima revisdo da lista de espécies ameagadas, o Brasil seguiu como
parametros de avaliagdo do status de conservacdo das espécies os critérios e as
categorias adotadas pela IUCN (2001). Pela IUCN (2001), existem oito categorias,
sendo que uma é para espécies deficientes em dados (data deficient - DD) e sete sédo
para espécies com dados adequados: menor risco ou nao ameacada (/least concern -
LC), quase ameacgada (near threatened - NT), extinta na natureza (extinct in the wild -
EW), extinta (extinct - EX) e as trés categorias de ameaca, vulneravel (vulnerable - VU),
em perigo (endangered - EN) e criticamente em perigo (critically endangered - CR).
Todas as espécies nas trés categorias de ameacga sao consideradas vulneraveis. No
entanto, a classificacdo do status VU, EN e CR depende do nivel de risco sofrido por
uma espécie, sendo o status CR o maior nivel de ameaga. Para verificar se um taxon
pertence a uma categoria de ameacga sao utilizados cinco critérios de A a E (resumo na
Tabela 1) e varios sub-critérios. Para a IUCN (2001), as espécies com dados
adequados sao passivas de serem avaliadas em pelo menos um dos critérios e se a
espécie se apresentar vulneravel em um deles é suficiente para considerar a espécie
ameacada.

Segundo Machado et al. (2005), na revisao da lista em 2003, foi verificado se as
espéecies se enquadrariam primeiramente na categoria de VU e as conclusbes muitas
vezes foram rapidas utilizando as duas variaveis quantitativas em que se baseiam os

critérios: o declinio de populagdes das espécies e o tamanho de sua area de
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distribuicdo. Na auséncia de dados para o declinio populacional, o critério B foi o mais
utilizado, considerando que a distribuicdo de uma espécie pode ser avaliada em termos
de area de ocupacgao ou extensao de ocorréncia.

Nas publicagbes de Machado et al. (2005; 2008), os critérios avaliados para
enquadrar uma espécie como ameacgada estdo especificados na lista. Entretanto, para
as espécies consideradas quase ameacgadas trazidas no anexo em Machado et al.
(2005), como o gaviao-real, os critérios avaliados nao estdo explicitos. Ndo ha como
saber quais os critérios foram utilizados pelos avaliadores para classificar o gavido-real
como uma espécie quase ameacada. Aparentemente a avaliagdo nacional que
enquadra essa espécie como quase ameacgada tenha sido mesmo subjetiva ou nao
criteriosa. Entretanto, a BirdLife (2008) na avaliagdo global considera o gavido-real
como quase ameacgado porque se suspeita haver um declinio moderado na populagao
devido a caga e a perda do habitat. Soares et al. (2008) sugerem que devido as
condigdes da espécie na Amazbnia, o gavido-real ndo pode ser classificado como
ameacado no Brasil, mas, que sera em breve caso os niveis de desmatamento desse

bioma se mantenha no ritmo atual.

2.2.2. Dados suficientes ou deficientes para avaliagao?

A justificativa para retirada do gavido-real e outras espécies da lista brasileira é
qgue os novos critérios adotados estao mais restritivos (Machado et al., 2005) e estudos
mostram que a distribuicdo da espécie € maior que se pensava (Machado et al., 2008).
Para o gavido-real essa justificativa parece estar pouco embasada, uma vez que 2003
existiam poucas publicagdes sobre a distribuicdo do gaviao-real no Brasil e todas as
que existiam eram para a Mata Atlantica. Entretanto, os avaliadores do status de
conservagao do gavido-real podem ter utilizado adicionalmente dados que estédo
disponiveis em fontes além da literatura. Mesmo assim n&o parece um caso de melhor
conhecimento, uma vez que em 2003 nao havia informagdes acessiveis ao publico e as
compilagdes especificas de dados sobre a distribuicdo do gavido-real em estudos

posteriores trazem poucos registros na Amazénia, justamente onde se acredita que a
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espécie se encontra em melhores condicbes. Na verdade os dados podem ter sido

deficientes para a avaliacdo naquele momento.

Tabela 1. Resumo dos critérios das categorias de ameaca da IUCN (2001).

Critérios (A a E)

Vulneravel

Em perigo

Criticamente em perigo

A. Reducéo populacional
atual ou projetado

B. Extensao de ocorréncia
ou (area de ocupacao)

C. Tamanho populacional
reduzido e em declinio

D. Tamanho populacional
reduzido e restrito

E. Analise quantitativa
mostrando que a
probabilidade de extingao
na natureza

30% de declinio em
dez anos ou trés
geragdes

< 20.000 (2000) km? e
dois dos seguintes
itens:

(1) Distribuicao
geografica altamente
fragmentada

(2) Diminuigcao
continua em

(3) Flutuacdes
Extremas

< 10.000 com declinio
de 10% em 10 anos
ou 3 geragdes

< 1.000

10% em 100 anos

50%

< 5.000 (500) km?

< 2.500

<250

20% em 20 anos ou em
cinco geragdes

80%

<100 (10) km?

<250

<50

50% em 10 anos ou em
trés geracdes

Como na maioria das regides fora da Amazébnia brasileira o gavido-real é

considerado ameacado, a titulo de ilustragdo segue a seguinte simulagao de avaliagédo

do status de conservagéo do gavido-real da Amazénia brasileira com base nos critérios

da IUCN:

i) Considerando que o gavido-real € uma espécie dependente de floresta
(Bierregaard, 1995; Stotz et al., 1996; Vargas et al., 2006; Muhiz-Lopez, 2008) e

assumindo que a mesma se distribui em toda area de floresta disponivel atualmente na

Amazénia brasileira, que é de aproximadamente de 3,2 x 10° km? (Fearnside, 2005;
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INPE, 2008) a espécie ndo poderia ser enquadrada como VU através do critério B, pois,
sua distribuicdo é muito maior que 2 x 10* km? estabelecido pelo como limite para o
critério. A extensdo de 2 x 10*km? é aproximadamente o tamanho do Estado do Acre, o
menor dos nove Estados que compde a Amazdnia brasileira, uma area extremamente
pequena para comportar uma populagao viavel de uma espécie de vertebrado de
grande porte, de ampla distribuicdo na regido Neotropical, que ocorre em baixa
densidade e requer grandes areas para sua manutengao. A BirdLife (2008) estima que
a distribuicdo global do gavido-real seja de 7,4 x 10° km? mas parece considerar
também dentro dessa extensado as areas sem florestas e/ou onde atualmente ndo existe
mais cobertura florestal.

i) Considerando a estimativa de area requerida para uso por casal de gavido-real
seja de 100 km? (Thiollay, 1989) e assumindo que as florestas da Amazdnia brasileira
sdo homogeneamente ocupadas por casais da espécie, a estimativa seria em torno de
64.000 individuos de gavido-real em toda sua extensdo. Um numero muito maior que o
limite estabelecido no critério C (populagdo menor que 10.000 e em declinio) ou do
critério D (populagdo menor que 1.000) para enquadrar a espécie como VU. Ferguson-
Lees & Christie (2001), por exemplo, estimaram que a populagdo de gavido-real seja de
10.000 a 100.000 individuos em toda extensao de sua distribuigao.

iii) Seguindo a mesma ldgica, considerando que nos ultimos 40 anos a Amazoénia
brasileira perdeu entre 18 a 20% de cobertura florestal (Fearnside, 2005; Fearnside,
2008; INPE, 2008), a populacéo de gaviao-real teria reduzido também préximo de 18 a
20% de seu tamanho. Se a taxa de desmatamento da Amazénia se mantiver constante,
nos proximos pelo menos 40 anos havera aproximadamente mais 20% de perda de
floresta, consequentemente mais 20% de redugdo da populagdo de gavido-real. O
tempo de geragdo de uma espécie € a meédia de sua idade reprodutiva (Allendorf &
Luikart, 2007). Assumindo que o gavido-real inicie sua reprodugdo em torno de cinco
anos (tempo que leva para adquirir penas na coloragéao de adulto, Fowler & Cupe, 1964)
e se reproduza para mais de 30-35 anos (observado na natureza; Fowler & Cupe,
1964), o intervalo de gerac&o do gavido-real pode ser maior que 15 anos. O intervalo de

geracgao para aguias, em geral, é alto. Para Aquila adalberti e A. heliaca, por exemplo, a
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estimativa € de 16,4 anos (Ferrer & Calderon, 1990) e para Haliaeetus albicilla é 17
anos (e.g. Hailer et al., 2006), todas espécies da mesma familia do gavido-real
consideradas ameagadas (BirdLife, 2008). Assumindo entdo um intervalo de geracao de
15 a 17 anos para o gavido-real, 40 anos de desmatamento da Amazoénia equivalem a
aproximadamente duas geragcbes de gavido-real. Se passados 40 anos, a espécie
perdeu aproximadamente 20% de sua populagdo na Amazdnia e perdera mais 20% nos
proximos 40 anos. Esses 80 anos equivaleriam a mais de quatro geragbdes de gavido-
real e aproximadamente 40% de diminuicdo populacional, entdo a espécie tera perdido
30% da sua populacdo em trés geragdes. Assim, a espécie pode ser considerada
vulneravel sob critério A (populagdo em declinio de 30%), sub-critério 4-c (4 - redugao ja
ocorrida e projetada envolvendo periodo de 10 anos ou trés geragdes; ¢ — por declinio
na area de ocupagao extensdo da ocorréncia e/ou qualidade do habitat) (IUCN, 2001).
Considerando toda a distribuicdo da espécie no Brasil ou na regidao neotropical, as
estimativas de redug¢ao na populagao seriam ainda maiores.

Considerar que a espécie ocupa homogeneamente a area disponivel de floresta
na Amazébnia pode ndo ser adequado. Mas, as recomendacdes da IUCN (2008)
comportam esse tipo de aproximagao rapida. A IUCN (2008) também recomenda utilizar
o tempo de geragao de espécies proximamente relacionadas quando néo existe esse
conhecimento para a espécie avaliada. Por essa ética o gavido-real seria considerado

uma espécie ameacgada na Amazdnia brasileira em um dos cinco critérios da IUCN.

2.2.3. Delicada vulnerabilidade

O pouco que se conhece sobre a ecologia do gavido-real indica que € uma
espécie monogamica, cria um filhote em média a cada dois a trés anos e apds os
jovens adquirirem independéncia (dois a trés anos) o casal normalmente reutiliza a
mesma arvore para novas nidificacdes (Fowler & Cupe, 1964; Rettig, 1978; Alvarez
1996). Segundo da Luz (2005), na AmazlOnia brasileira o gavido-real nidifica
preferencialmente em arvores emergentes ao dossel das florestas. O autor destaca que
em 16 ninhos estudados oito espécies de arvores foram identificadas como sendo

utilizadas pelo gavido-real, sendo que sete possuem importancia madeireira. Uma
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dessas espécies € considerada como ameacgada de extingédo, a castanheira do Para (do
Brasil) (Bertholletia excelsa) (Ministério do Meio Ambiente, 2008). O gavido-real € um
especialista em se alimentar de presas arboricolas, como preguigas e macacos (Aguiar,
2007) e em alguns paises suas presas também sao espécies ameagadas de extingdo
(Mufiiz-Lépez, 2008), o mesmo ocorre em Estados da Mata Atlantica.

O desmatamento da Amazénia brasileira concentra-se principalmente ao sul da
Amazoénia, onde se localiza o chamado “arco do desmatamento”. O desmatamento
facilita as acgdes ilegais contra o gavido-real. Além de perda de habitat, muitos
individuos estdo sendo removidos ou cagados na regido. Na tabela do Anexo | s&o
identificadas 46 localidades onde 63 individuos de gavido-real foram removidos da
natureza, a maioria individuos removidos recentemente na Amazonia. Existem mais de
70 individuos de gavido-real em criadouros legalizados no Brasil, somente nesse estudo
58 desses individuos foram amostrados (Anexo Il), a maioria individuos que foram
resgatados em condi¢cées de ameaca nos Estados do Para (PA), Mato Grosso — (MT) e
Rondénia (RO) e destinados aos criadouros legais pelo Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente - IBAMA. Esses trés Estados sdo os que possuem as maiores taxas de
desmatamento anual no chamado arco do desmatamento da Amazénia (INPE, 2008).
No Estado do PA, no ano de 2006 foram resgatados ou apreendidos pelo IBAMA cinco
individuos de gaviao-real, dos quais um foi devolvido a natureza (soltura) e o restante
foi destinado a criadouros (IBAMA - PA, comunicagdo pessoal). Somente nos trés
primeiros meses de 2009 dois individuos foram resgatados pelo IBAMA no Para.
Também no inicio de 2009, entorno do Parque Municipal de Pimenta Bueno - RO regiao
onde a presenga da do gavido-real tem sido estudada, uma arvore cerejeira com um
ninho ativo de gavido-real foi derrubada a mando de um fazendeiro local, o filhote foi
capturado (Almério Camara, comunicagado pessoal). Ainda, um individuo foi baleado
com arma de fogo no municipio de Rodolandia - RO e encontra-se em um cativeiro
irregular (Almério Camara, comunicagao pessoal). Trinca et al. (2008) mostraram que
muitos espécimes de gavido-real no MT tém sido cagados indiscriminadamente,
apresentando uma série de 12 animais cacados entre 2000 a 2007. Nos anos de 2007 e

2009, ainda em MT, dois individuos foram mortos com arma de fogo, um desses no
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municipio de Aripuana (SOS Falconiformes, comunicag¢ao pessoal). No Estado do Acre,
em 2006, uma arvore sumauma foi derrubada com um ninho e um filhote de gavido-real
em uma area legalizada para o manejo florestal no municipio de Senador Guiomar. O
filhote foi destinado ao Zoologico Chico Mendes (Zoolégico Chico Mendes,
comunicacado pessoal). Em 2008, ainda no Acre, outro individuo chegou ferido ao
Zoolégico Chico Mendes. Entre 2006 e 2008, cinco individuos chegaram feridos ao
IBAMA do Estado do Amazonas, dois desses feridos a bala de arma de fogo morreram,
os outros foram devolvidos a natureza préximo do local onde foram resgatados. No
inicio do ano de 2009 um individuo foi morto com arma de fogo em Manaus, no
Amazonas. Entre 2006 e 2007, dois individuos foram encontrados feridos no Estado do
Amapa, um esta em um criadouro e outro morreu, sendo depositado no Museu do
Instituto Estadual de Pesquisas do Amapa. Grande parte dos exemplares de gavido-real
de Museus foi depositada reaproveitada apds essas aves terem sido vitimas da caca,
por exemplo, a maioria dos individuos depositados na Colecdo de Aves do INPA.
Essas informagdes mostram que a acdo antropica esta trazendo ameacgas diretas a
conservagcao do gavido-real. A populagdo de gavido-real pode estar reduzindo mais
rapido considerando essas acgdes criminosas diretas do que somente a perda de
habitat.

A Amazbnia € uma das poucas areas capazes de comportar populacdes de
grandes vertebrados em condi¢cdes de persistirem por dezenas de geracdes (Reed et.
al., 2003). O cenario ideal para a conservagao do gaviado-real seria que as florestas da
Amazbnia fossem mantidas por um longo futuro com suas caracteristicas ecolégicas.
No entanto, as modelagens de cenarios para a Amazbnia nas proximas décadas
predizem que o “arco do desmatamento” ira aumentar consideravelmente devido as
politicas de desenvolvimento para Amazénia (Laurance et al., 2001) e que grande parte
das florestas da Amazbnia virara savana devido as mudancas climaticas globais
(Salazar et al., 2007). Isso provavelmente ocasionara consequéncias as populagdes

silvestres, incluindo a do gavido-real, tornando-as ainda mais vulneraveis.
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2.2.4. Consideracgoes sobre o status de conservagao do gaviao-real

O objetivo da Biologia da Conservagao nao € de alocar esforgos para colocar
uma espécie vulneravel em uma lista de espécies ameacgadas, mas sim promover
acdes que visem melhorar o status de conservagao das espécies ameacgadas. Para o
gavido-real as agdes para sua conservagao tém sido iniciadas por organizagdes em
alguns paises. Entretanto, no Brasil ndo foram os esforgos aplicados em estratégias e
acdes de conservagao que promoveram a melhoria do status de conservagédo do
gavido-real e sua retirada das listas de espécies ameagadas. O gavido-real foi retirado
da lista nacional em funcdo dos novos critérios empregados e porque se acredita ter
melhor conhecimento atual sobre sua distribuicdo. Entretanto, os dados apresentados
aqui sugerem que o gaviao-real € uma espécie vulneravel, mesmo na Amazoénia,
apesar de nao ser considerado como tal pela Lista Nacional ou da IUCN.

Contudo, uma das metas do presente estudo foi detectar se essas ameacas se

refletem no nivel da variabilidade genética da espécie, veja mais adiante.

2.3. GENETICA E CONSERVAGAO

A biodiversidade é a variedade de ecossistemas, espécies, populacdes dentro
das espécies, bem como a diversidade genética que existe dentro e entre essas
populacdes. A IUCN reconhece a necessidade de conservar a diversidade genética
como uma das prioridades globais de conservacao (McNeely et al, 1990). A
diversidade biolégica do planeta esta sendo rapidamente reduzida como consequéncia
direta e indireta das atividades humanas. Embora n&o conhecido, um grande numero de
espécies ja foi extinto, enquanto outras tém tamanhos populacionais reduzidos. As
populagdes com as quais os conservacionistas estdo mais preocupados sdo pequenas
e/ou em declinio de tamanho. Essas populagbes sdao mais sujeitas aos fatores
estocasticos ambientais, demograficos, catastréficos e genéticos (endogamia e deriva
genética) (Gilpin & Soulé, 1986). Esses fatores atuam nas populagdes pequenas,

acentuando ainda mais a redugdo das populagdes, tornando-as mais vulneraveis aos
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préprios fatores estocasticos e dirigindo as populagdes a extingdo, entrando em um
ciclo conhecido com vortex da extingao (Gilpin & Soulé, 1986).

Em resposta a crise em que as espécies atualmente tém passado, a Biologia da
Conservacao foi criada, uma disciplina que envolve varias outras disciplinas, dentre elas
a Genética da Conservagdo. Assim como todas as outras disciplinas da Biologia da
Conservacgao, a Genética da Conservacado € motivada pela necessidade de reduzir as
taxas atuais de extingao e preservar a biodiversidade (Frankhan et al., 2002).

A Genética da Conservagéo é o uso da teoria da genética para reduzir o risco de
extingdo das espécies ameacgadas (Frankhan et al., 2002). Seu objetivo em longo prazo
€ preservar espécies como entidades dindmicas capazes de se adaptarem as
mudancgas ambientais (Frankhan et al., 2002). A Genética da Conservacao foca nas
consequéncias que surgem da reducdo de uma populagdo, uma vez grande e
exogamicas, para pequenas popula¢des onde os efeitos da endogamia e da diminuigéo
da diversidade genética sdo criticos para sua sobrevivéncia. O campo da Genética da
Conservagao também inclui o uso das analises genéticas moleculares para elucidar

aspectos da biologia da espécie relevante para o seu manejo e conservagao.

2.3.1. Diversidade genética em pequenas populagdoes ameacadas

A diversidade genética depende do tamanho da populacéo. Processos evolutivos
como mutacgao, deriva genética, selegao natural e migragao determinam a diversidade
genética em grandes e pequenas populagdes. Mas, em pequenas populagdes a deriva
genética e a endogamia tém maior impacto e a selegdo natural € menos efetiva
(Frankhan et al., 2002, Allendorf & Luikart, 2007).

Em populagdes pequenas e isoladas o cruzamento entre individuos aparentados
é inevitavel. Com o tempo, todos os individuos tornam-se relacionados de tal maneira
que os acasalamentos entre individuos n&o relacionados s&o impossiveis. A endogamia
leva a reducao da heterozigosidade através da alteragao da freqtiéncia genotipica. Uma
grande consequéncia da endogamia € que os homozigotos para alelos deletérios
tornam-se mais freqlientes do que em uma populagdo com reprodugao ao acaso. Em

geral, individuos com esses gendtipos possuem sobrevivéncia e sucesso reprodutivos

19



reduzidos (depressédo endogamica) (Frankhan et al., 2002).

A deriva genética é a flutuacdo da freqiéncia dos alelos de geragao para
geragao. Em populacdes sexuais, apos a reprodugao, a geragao seguinte € derivada de
uma amostra de gametas parentais. Em pequenas populagdes alguns alelos,
especialmente aqueles raros, podem nao ser transmitidos devido apenas ao acaso. A
freqUéncia dos alelos que sao transmitidos para as geragdes seguintes provavelmente
ira diferir dos parentais. Isso leva a fixacdo de alelos (incluindo alelos deletérios) e
reducdo da diversidade genética, com consequente reducdo do potencial evolutivo.
Populagdes constantes diminuem sua diversidade genética a taxa de 1/2Ne de uma
geracao para outra, onde Ne é tamanho efetivo populacional (Frankhan et al., 2002;
Allendorf & Luikart, 2007). A diversidade genética € necessaria para as populagdes
evoluirem e se adaptarem a tais mudancgas. A perda de diversidade genética poderia
ser pouco preocupante se ela fosse recuperada pela mutagcédo. Entretanto as taxas de
mutagdo sao muito baixas e em pequenas populagdes a grande maioria das mutagdes
gera novos alelos que séo perdidos pela deriva genética. Quanto menor a freqiéncia do
alelo, maior a chance de ser perdido. Assim, como os alelos novos possuem baixa
frequéncia ao surgir, sdo rapidamente perdidos. Se o alelo novo for vantajoso pode ser
mantido na populagédo por selegdo natural em detrimento da deriva genética. Para a
selecado natural sobrepor a deriva genética, o coeficiente de selecéo (s) do alelo deve
ser superior a taxa de perda por deriva (1/2Ne). Quando s<1/2Ne, a deriva genética
sobrepde a selecdo natural. Entdo em populagdes extremamente pequenas, para que
um alelo novo seja mantido, seu “s” tem que ser muito alto. Entretanto, um valor alto de
“s” para um alelo ¢é dificil de serem alcangado. O fluxo génico também é um fator capaz
de promover a introducédo e a manutengao de variabilidade entre populagdes. Mas, em
geral as populagdes pequenas, sob ameaga, possuem o fluxo génico interrompido
(isoladas) ou limitado pela agao antropica e a deriva genética leva a diversificacéo entre
as populagdes e a perda da diversidade genética.

Muitos autores sugeriram que as especies se dirigem para extingdo antes que
fatores genéticos tenham tempo de atingi-las (Lande, 1995; Pimm, 1991; Caro &
Laurenson, 1994; Elgar & Clode, 2001). Entretanto, Spielman et al. (2004) refutaram

20



essa hipotese mostrando que mais de 77% de uma série de 170 espécies ameacadas
de varios taxons de animais e plantas apresentam em média 35% menos diversidade
genética (hetorizigosidade média, com base em marcadores moleculares co-
dominantes hiper-variaveis) quando comparada a espécies relacionadas néao
ameagadas. Simon & Sheldon (2008) utilizaram dados microssatélites de 194 espécies
de aves para examinar a corregao da diversidade genética com o status de
conservagao e tamanho da populagdo. Os autores encontraram uma diminuicdo
significativa da heterozigosidade média com o aumento do risco de extingdo. Ainda,
sugerem que essa diminuicdo se deve aos pequenos tamanhos das populagbes de
espécies ameacgadas, visto que encontraram uma correlagéo positiva significativa entre
os valores de heterozigosidade e o tamanho populacional dessas espécies.

A baixa diversidade genética das espécies ameagadas ndo é a causa da ameacga
de extingdo. Entretanto, a redugédo da diversidade genética pode ser um marcador de
ameaga no nivel genético, como depressdo endogamica, acumulo de mutagdes e

diminuicdo do potencial evolutivo.

2.3.2. Importancia dos estudos genéticos

Os estudos genéticos de espécies podem ser uteis na sugestdo de politicas de
preservagao nos seus estagios iniciais (Frankhan et al., 2002). A compreensado das
caracteristicas genéticas de uma espécie € importante para o sucesso de programas de
conservacao in situ e ex situ.

Projetos de pesquisa que visam planejar estratégias de conservagdo e de
gerenciamento adequadas para uma espécie posta em perigo, necessitam incorporar a
compreensao da sua estrutura, histéria populacional, existéncia de divisérias
demograficas em toda sua escala geografica, e a caracterizagédo da distribuicdo de sua
diversidade genética (Avise, 2000). O corrente padrdo genético das espécies & definido
por fatores historicos e contemporaneos que afetam sua biogeografia e demografia. A
relativa contribuicdo dos fatores historicos e contemporadneos nao € facilmente
distinguivel, mas varias estratégias tém sido propostas (Templeton, 2006). A

combinagdo de uma série de marcadores moleculares e analises de diferentes escalas
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temporais, incluindo histéria demografica e genética de populagdes pode ser necessaria
para descrever ndao s6 a estrutura geografica, mas também para investigar os
processos historicos e contemporaneos que a originou (Avise, 2000; Avise, 2004;
Templeton, 2006; Allendorf & Luikart, 2007). Compreender tais caracteristicas permite
definir as unidades de manejo para minimizar a perda da diversidade genética
preservando ao mesmo tempo a estrutura genética que possa existir na espécie (Haig,
1998; Hedrick, 2001).

O conhecimento da biologia de espécies é de consideravel interesse para a
conservagao (Frankham et al., 2002), mas muito dificil de ser obtido, principalmente
para espécies ameacgadas. O padrdo de dispersdo de muitas espécies, por exemplo,
nao é bem conhecido. Dados sobre o viés do sexo na magnitude e direcdo da dispersao
s&o limitados, pois é muito dificil estimar taxas de dispersdo seguindo animais
individuais para medir o viés do sexo nessas taxas (e.g Slatkin 1985, Baker et al. 1995;
Koenig et al. 1996). Entretanto, a genética molecular pode ser utilizada como
ferramenta para métodos indiretos de inferir taxas especificas de disperséao, incluindo o

viés do sexo para essa dispersao.

2.3.1. Estudos genéticos realizados para o gaviao-real

Como em muitas aguias ameacadas, o gavido-real é muito dificil de estudar,
machos e fémeas nao sao facilmente distinguiveis visualmente (eles sdo sexualmente
dimorficos somente em tamanho, com fémeas maiores que os machos, ndo em
plumagem), adultos sdo muito dificeis de capturar e marcar, e os individuos podem se
deslocar por longas distancias. Com auxilio de estudos genéticos, com uso de
marcadores moleculares e amostras nao invasivas, essas dificuldades podem ser
minimizadas (Avise, 2004).

Em sua recente tese de doutorado, de Lerner (2007) testou se existe
diferenciagdo genética entre o gavido-real da América do Central e Sul através de
marcadores de DNAmt. Os resultados sao interessantes, a autora detecta fluxo génico
restrito entre as regides, unidirecional da América Central para a América Sul e sinais

de expansao populacional histérica para a América do Sul. No entanto, a autora usa
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somente trés amostras do Brasil, o que naturalmente ndo representa bem a distribuicao
da espécie no pais.

Um outro trabalho genético existente para o gavido-real foi gerado no decorrer
desta tese (Banhos et al., 2008; Anexo lll); o trabalho apresenta os marcadores
moleculares que foram empregados no presente estudo. O trabalho mostra previamente
que a diversidade genética do gavidao-real, com base em 24 marcadores microssatélites
e 17 amostras, é similar a de outras espécies de aguias consideradas ameacadas.

A presente tese forma o terceiro trabalho de genética molecular que pode ser
aplicado na conservagao do gavido-real, especialmente no Brasil onde a distribuicdo da

espécie é mais ampla.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar e avaliar a distribuicdo da variabilidade genética do gavido-real no

Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar os niveis de diversidade genética do gavido-real;

e Determinar se existem populacdes do gavido-real geneticamente diferenciadas;

e Descrever como esta distribuida a variabilidade genética do gavido-real ao longo
de sua distribuicdo geografica;

e Avaliar se o corredor de vegetacdo aberta no centro do Brasil permite o fluxo
génico do gaviado-real entre a Amazonia e a Mata Atlantica;

e Inferir sobre passado histérico demografico do gavido-real;

e Estimar a taxa de migragao e o tamanho efetivo do gavido-real,;

e Determinar se houve flutuagdo da diversidade genética do gavido-real ao longo
do tempo;

e Determinar se nos cenarios de desmatamento o gavido-real possui baixa
diversidade genética comparada aos cenarios com melhores condigdes de
floresta;

e Determinar se existe disperséo parcial entre machos e fémeas do gavido-real.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA DAS AMOSTRAS E FONTE DE DNA

A utilizacdo de amostras ndo invasivas para acesso ao DNA é extremamente
indicada em estudos com espécies de predadores e/ou ameacadas. Além de nao
causar dano ou estresse aos animais, esta metodologia exige menor esforgo para que
as amostras sejam obtidas na natureza se comparada a outros métodos (Taberlet ef al.,
1999; Pearce et al., 1997; Segelbacher, 2002; Horvath et al., 2005). Também
importantes sdo as amostras de exemplares depositados em Museus, pois, permitem
obter informagao sobre a variabilidade genética histérica da espécie (Wandeler et al.,
2007). Essas amostras s&o valiosas em se tratando de uma espécie que voa, habita o
dossel de floresta e de dificil detecgdo, como o gavido-real.

Para o presente estudo, amostras de gavido-real foram coletadas de exemplares
de museus (colegdes zooldgicas cientificas e educacionais), criadouros (zooldgicos e
criadouros conservacionistas) e natureza (animais em ninhos, resgatados, reabilitados e
cacados). Ao todo foram coletadas 166 amostras, sendo 44 da natureza, 60 de museus
e 62 de criadouros (Anexo Il). Dos museus as amostras coletadas foram provenientes
do umbilico superior da pena, regidao que contém um coagulo vestigial de um vaso que
irriga o foliculo durante o desenvolvimento da pena. Isso permitiu amostrar o exemplar
sem danifica-lo, o que facilitou o acesso a algumas colegdes, principalmente aquelas
que possuem os exemplares taxidermizados artisticamente (Figura 3). Nos criadouros,
foram coletadas penas caidas dentro dos viveiros, esse material é facil de adquirir uma
vez que a espécie realiza muda de pena o ano inteiro. Da natureza, a maioria das
amostras obtidas foram penas, principalmente caidas na base de arvores com ninho
ativo da espécie. Essas amostras foram possiveis gragas, principalmente, ao Projeto de
Gavido-real do INPA que mapeou e monitora mais de 40 ninhos da espécie no Brasil. A
medida que as atividades da equipe do Projeto em campo para monitoramento da
espécie foram transcorrendo, as penas foram sendo coletadas. Com isso o Projeto

possui um acervo de oito anos de amostras coletadas que foram cedidas para serem
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utilizadas nesse estudo. Outras organiza¢gdes também cederam penas encontradas na
natureza a esse estudo (Anexo Il). Para evitar repeticio do mesmo individuo na
amostragem de ninhos foi utilizada apenas uma pena por ninho como fonte de DNA.
Em alguns casos, foram utilizados como amostra o sangue coletado diretamente da ave
precedente de resgate e levado para procedimentos clinicos veterinarios ou
reabilitacdo. Somente nesses casos as amostras utilizadas foram invasivas, mesmo
assim, foram sub-amostras de coletas realizadas com outras finalidades clinicas e de
pesquisa. Outras fontes de amostras consideradas da natureza foram os tecidos de
partes de animais mortos ou cagados. Em geral, esses materiais foram encontrados por
pessoas e organizagbes, destinados ao Projeto Gavido-real e posteriormente
acessados neste estudo. As partes do animal morto sdo distinguiveis de outros taxons
relacionados, em geral grandes penas, asas e garras. Muitas vezes o exemplar inteiro

morto foi acessado para coletar a amostra.

i
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mente. Autor da foto:

i - - f - .
Figura 3. Coleta de amostra de um exemplar taxidermizado artistica
Jodo Marcos Rosa
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As amostras foram acondicionadas em microtubos de 0,5 a 2mL secos no caso
de amostras de museus e com alcool 70% no caso de sangue e tecido da natureza. As
penas foram acondicionadas em sacos plasticos ou envelopes de papel. Todas as
amostras foram devidamente identificadas, etiquetadas, catalogadas e depositadas na
Colecéao de Tecidos de Genética Animal — CGTA/UFAM.

4.2. DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA DAS AMOSTRAS

A informacéo da origem geografica da fonte das amostras € um requisito basico
para estudo de genética populacional, justamente para testar as hipéteses e modelos
levantados. Essa informacéo foi o dado mais dificil de ser obtido para este estudo.
Muitas amostras exigiram investigagao junto as organizagdes cedentes e pessoas que
tiveram contato antigo com a fonte da amostra. Em muitos casos n&o foi possivel
chegar a conclusdo alguma. As amostras com informag¢des mais problematicas séo as
amostras de criadouro. Em geral, os animais depositados nessas organizagdes sao
destinados apods resgate, apreensao ou recebimento pelas Instituicdes de fiscalizagao
ambiental Estadual e/ou Federal. Pouca informacéo € confiavel nessas condi¢coes. Na
maioria das vezes as fichas dos animais estavam sem essa informacido, pouco
acessiveis ou inexistentes. Exemplares depositados em museus também sao passivos
de duvidas sobre as informacdes de origem. Entretanto, todos os exemplares com
informagéo sobre sua origem tiveram a informagao geografica considerada e avaliada
no conjunto de amostras. Os exemplares sem informagao geografica foram utilizados
em algumas analises, considerando que todos sdao do Brasil e possuem origem na
natureza antes de serem destinados aos criadouros e museus.

Das 166 amostras, cento e doze amostras obtidas possuem informacao sobre
localidade, 23 possuem informagédo sobre Estado, uma sobre a regido geografica

(Figura 4) e 30 ndo possuem informagao geografica especificada (Anexo Il).
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Figura 4. Distribuigdo geografica das amostras de gavido-real.

4.3. EXTRAGAO DE DNA

As amostras nao invasivas e de museus sdo promissoras, mas exigem cuidados
na manipulagcéo e extragdo de DNA, pois, naturalmente estdo expostas a constantes
condi¢gbes de contaminagao (Wandeler et al., 2007).

Em laboratério, as penas de individuos de gavido-real coletadas na natureza e
em criadouros (Figura 5, A) tiveram recortadas a ponta basal do calamus (umbilico
inferior) (Figura 5, B 1), regido que fica em contato com a pele do animal; ou o coagulo
de sangue do umbilico superior (Figura 5, B 2), vestigio de um vaso que irriga de

sangue a pena quando a mesma esta se desenvolvendo. Esta foi preferida (Figura 5,
28



C), pois apresenta melhor desempenho nas quantidades e qualidade do DNA (Horvath
et al.,, 2005). Dessas amostras e das amostras de museus foram realizadas as
extragdes de DNA. Para isso, as amostras foram submetidas a digestao pela solugcao
de Proteinase K, seguindo o protocolo do Kit de extragdo de DNA da Qiagen®,
adicionando-se 30ul de dithiothreitol (DTT) (concentragdo de 100mg/ml) para degradar
a queratina da pena. O DNA concentrado, assim extraido, foi diluido em 50ul de
solugcdo tampao do Kit de extragcdo. O protocolo da Qiagen® foi utilizado porque se
mostrou mais eficiente para extracdo de DNA neste estudo do que outros protocolos
previamente testados. Para extracdo de amostras de sangue tecido o mesmo protocolo
foi utilizado, nesses casos o DTT né&o foi empregado e a diluicdo do DNA concentrado

foi em 100ul a 150ul de solugao tampéao.

| '-.";'-- 3 [|!!JM : SE ? "

Figura 5. (A) Vista geral de uma pena tipica de véo. (B) Detalhe de uma vista posterior da base da
pena: Duas areas diferentes de amostragem para obtencao de DNA de penas sao mostradas: (1)
ponta basal do calamus (umbilico inferior) e (2) ponto de coagulo de sangue do umbilico
superior. (C) Material retirado para a extragao de DNA do umbilico superior.
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Os produtos das extragdes de DNA foram checados em gel de agarose 1% em
corrida de eletroforese. A maioria das extragbes ndo apresentou banda de DNA em gel
para que o sucesso das extracbes fosse avaliado e o DNA extraido pudesse ser
quantificado através da comparagao com DNA de concentracdo conhecida, exceto nos
casos de amostras de sangue e tecido. Isso se deve ao fato das extragdes de DNA de
amostras de museus e nao invasivas gerarem produtos com baixa quantidade e
concentracdo de DNA. O método de quantificagdo de DNA por espectrofotdmetro nao
foi utilizado porque o processo gasta muita quantidade do DNA. Nesses casos, o
sucesso da extracao foi verificado através da amplificagdo com os proprios marcadores
moleculares conforme descrito abaixo. Como os marcadores moleculares que foram
utilizados podem ser amplificados com baixa concentragcdo de DNA (veja abaixo), a
quantidade de DNA extraido n&o foi um grande problema para o desenvolvimento deste
projeto. Porém, muitas tentativas de extragdo de DNA nao funcionaram e re-extragdes
de réplicas foram necessarias. Regularmente, controles positivos e negativos foram
envolvidos no processo de extracdo para monitorar possivel contaminacio e o sucesso
da extragcdo. Algumas vezes os controles negativos foram testados se amplificavam
com o0s marcadores moleculares, considerando que a amplificagdo € sinal de
contaminagdao. Os poucos problemas detectados foram contornados com novas

extracoes.

4.4. COLETA DE DADOS GENETICOS

4.4.1. Identificagao do sexo

Um importante marcador molecular para a Genética da Conservacdo € o de
identificacdo do sexo, principalmente para espécie que nao possui um dimorfismo
sexual muito evidente no estagio juvenil ou adulto, como é o caso do gavido-real,
mesmo as fémeas sendo aproximadamente 1/3 maior que os machos em tamanho. Em
ninhos e viveiros de casais de gaviao-real, as penas se encontram misturadas e nao ha
possibilidade de determinagao visual de qual individuo do casal cada amostra pertence.

Assim, a identificagdo do sexo para as amostras coletadas nesses locais foi muito
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importante. No caso de penas de casal de cativeiro, com as amostras identificadas pelo
sexo, ambos os individuos do casal e suas respectivas procedéncias puderam ser
utilizados nas analises. A identificacdo do sexo também foi importante para verificar a
razao macho e fémea na amostragem e para os testes de dispersdo baseada no sexo
(veja adiante).

Nas aves, as fémeas apresentam sexo heterogamético (WZ) e os machos
homogamético (ZZ). Os métodos moleculares de determinacéo de sexo sao baseados
na amplificacdo de copias paralogas do gene codificador da proteina Chromo-helicase-
DNA (CHD1) presentes nos cromossomos sexuais de muitos vertebrados, inclusive de
aves. Para isso, utilizam-se pares de oligonucleotidios iniciadores (primers) que se
alinham a regido do gene nos cromossomos gerando diferentes tamanhos de fragmento
de DNA para W e Z em uma Reacgéo da Polimerase em Cadeia (PCR). Entretanto, os
marcadores moleculares originais desenvolvidos para aves (Griffiths et al., 1998) tém
aplicacao limitada em Falconiformes devido ao fato da diferenciagdo dos fragmentos
amplificados de CHD1W e CHD1Z nao ser facilmente distinguivel, ambos os
fragmentos sdo grandes e similares em tamanho. Recentemente, Ito et al. (2003)
apresentaram uma solucdo que parece ser aplicavel a todos Falconiformes e aumenta a
diferenga dos tamanhos de CHD1TW e CHD1Z. Essa solugéo foi testada previamente
para o gaviao-real no desenvolvimento deste estudo, os resultados foram publicados
em Banhos et al. (2008) (Anexo Ill). A solugao de lto et al. (2003) funciona, porém, o
tamanho do fragmento amplificado por PCR apresentou dificuldades para ser aplicada a
amostra nao invasivas e de museus, pois essas possuem naturalmente DNA muito
degradado e fragmentado. Para minimizar esse problema foram desenhados novos
primers que substituem dois dos trés propostos por Ito et al. (2003) (Tabela 2; Anexo
[Il). Esses novos primers diminuem o tamanho dos fragmentos amplificados em quase
100 pares de base (pb).

A identificacdo do sexo foi realizada para a maioria das amostras seguindo o
seguinte protocolo: para cada PCR por amostra foi utilizado apenas 1 uL da solugao de
DNA em um total de 25 uL de volume final de reagédo, com 11,8 yL de agua milli Q, 2,5
ML de MgCl, (25 mM), 2,0 yL de dNTP (10 mM), 2,5 uL de Buffer 10X (Tris-KCL
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200mM pH 8.5) , 2,5 pL de primer NP (2 uM), 1,3 uL primer MP (2 uM), 1,3 uL de primer
P2 (2 uM), 0,2 uL de Taqg DNA polimerase (5U/ pL). O termociclador foi programado
para uma desnaturacao inicial de 68°C por 1 minuto; seguido de 35 ciclos (para
desnaturagdo, 93°C por 10 segundos; para pareamento dos primers, 52°C por 35
segundos; e para extensao, 68°C por 30 segundos); e uma extensao final de 68 °C por
7 minutos. A verificacdo do produto das PCRs e do sexo foi realizada em corrida de
eletroforese em gel de agarose 3% por 90 minutos a 100 V (Figura 6). Muitas amostras
tiveram PCR’s e/ou o seu produto repetido até 4 vezes para se conseguir um resultado

conclusivo. Os resultados foram adicionados a Tabela de Amostras (Anexo ).

Tabela 2. Conjunto de primers utilizados para a indentificagao de sexo.

Primer Sequéncia (5’ - 3') Autor

CHD1Wr 5 GCTGATCTGGTTTCAGATTAA Banhos et al. (2008)
CHD1Zr & AGTCACTATCAGATCCAGAG Banhos et al. (2008)
NP/ CHD1f GAGAAACTGTGCAAAACAG Ito et al. (2003)

Figura 6. Visualizagcdo em gel de agarose de um teste de
identificagdo do sexo. Ao todo, nove amostras foram utilizadas:
cinco amostras sdo de fémeas (?; duas bandas) (1, 2, 3, 7 e o
controle positivo, 9), duas amostras sido de machos (J; uma
banda) (4 e 8), uma nao pode ser determinada (5) e uma nao
amplificou (6).
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4.4.2. Sequenciamento do DNA mitocondrial

DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta
valiosa para avaliar a variabilidade genética, estrutura genética, padrao filogeografico e
filogenia em diferentes grupos de vertebrados, incluindo aves (e.g. Avise 2000; Wink
2000). O DNA mitocondrial (DNAmt) € um marcador de heranca predominantemente
materna e raramente sofre recombinagao, por se tratar de um DNA hapldide (Avise,
2004). Assim, todas as mutacbes que ocorrem nas mitocondrias das células
germinativas (6vulo) da fémea sdo herdadas por seus descendentes. O DNAmt é
relativamente abundante, uma vez que existem muitas mitocédndrias por célula, e é de
facil amplificagdo. O sequenciamento do DNAmt tem inumeras vantagens sobre outras
técnicas, como o fato de poder ser utilizado para amostras nao invasivas, apresentar
uma alta taxa de mutacéo e ser altamente variavel, e poder rastrear linhagens femininas
dos descendentes ou dos padrées de migracao (Frankham et al., 2002). O DNAmt
possui um segmento chamado de regido controle que é referido como a parte mais
variavel do DNAmt, com taxa evolutiva de trés a cinco vezes mais rapida que do que o
restante do DNAmt (Baker & Marshall 1997). Como uma regido nao codificante, a
regido controle ndo € limitada pela expressao génica, embora contenha varias blocos
de sequéncias curtas conservadas, necessarios para a replicacdo e transcricao de
DNAmt (L'Abbé et al. 1991; Clayton 1992). Sua base organizacional engloba dois
dominios altamente polimérficos (I e Ill) e um mais conservado (dominio Il) (Baker &
Marshall 1997).

A regido controle, especialmente o dominio I, é bastante utilizado em estudos
filogeograficos e populacionais de Falconiformes (e.g. Godoy et al., 2004; Martinez-
Cruz et al., 2004; Roques & Negro, 2005; Martinez-Cruz et al., 2007; Brown et al.,
2007). Esses estudos tém amplificado fragmento de aproximadamente 200pb a 600pb
dessa regido, sendo que os menores tamanhos foram amplificados quando envolveram
amostras de museu.

Considerando sua vantagem e seu tradicional emprego em Falconiformes, a
regido controle do DNAmt também foi utilizada nesse estudo. Alguns primers foram

desenhados previamente no decorrer deste estudo para amplificar fragmentos de 400 a
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500pb da regido controle do DNAmt do gavido-real, mas devido ao insucessos na
aplicacdo em amostras de museus, uma pequena porcdo de 200pb hipervariavel do
dominio | da regido controle do DNAmt foi selecionada para estudo e primers foram
desenhados para a amplificagdo por PCR (DLf1 5-CGGGCATACATCTACTTGGGC-3;
DLr1 5-CCTGACAGAGGAACCAGGA-3’). Para cada PCR por amostra foi utilizado
apenas 1 uL da solucido de DNA em um volume final de reagao de 25 uL, onde foram
utilizados 11,8 uL de agua milli Q, 2,5 pL de MgCl, (25 mM), 2,0 uL de dNTP (10 mM),
2,5 pL de solugdo tampao 10X (Tris-KCL 200mM pH 8.5), 2,5 yL de primer (2 yM), 1,3
uL primer (2 uM), 0,2 pL de Taqg DNA polimerase (5U/uL). O termociclador foi
programado para uma desnaturacgao inicial de 94°C por 2 minutos; seguido de 35 ciclos
(para desnaturagao, 93°C por 30 segundos; para pareamento do primers, 52°C por 35
segundos; e para extensao, 72°C por 30 segundos); e uma extensao final de 72 °C por
7 minutos. A verificagdo do produto das PCRs foi realizada em corrida de eletroforese
em gel de agarose 0,8% por 15 minutos a 80 V. Aqueles que apresentaram banda
correspondente ao tamanho da porcdo alvo do sequenciamento foram purificados
utilizando o kit de purificacdo de PCR GFX da GE-Healthcare, seguindo instrugdo do
fabricante. As reagdes de sequenciamento foram realizadas usando-se o Big Dye Kit da
Applied Biosystems, de acordo com as orientagdes dos fabricantes, e analisadas no
sequenciador automatico ABI 3130xl. O seqlienciamento foi realizado utilizando apenas
para uma das fitas do DNA, utilizando o primer forward (DLr1). As sequéncias foram
editadas no programa Bioedit (Hall, 1999) e alinhadas no programa Clustal W
(Thompson et al., 1994).

As amplificagdes foram acompanhadas de controle positivo e negativo para o
monitoramento do sucesso das amplificagdes e possiveis contaminagdes. A maioria das
amostras, em especial as de museus, foi amplificada e/ou sequenciada pelo menos
duas vezes para se confirmar as sequéncias geradas. As sequéncias foram
comparadas com outras sequéncias do banco de dados GenBank, todas sendo
correspondentes ou similares as sequéncias de gaviao-real depositadas no GenBank

por outros estudos.
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Dezenove sequéncias de DNAmt de gavido-real depositadas por Lindsay et al.
no banco de dados GenBank (identificacdo de AF487685 a AF487703) foram
adicionadas a algumas analises. Uma das sequéncias € de um individuo do México,
uma do Panama, duas da Guiana, duas da Colémbia, trés da Venezuela, trés do Peru,

cinco do Equador e duas n&o possui informac&o de origem geografica.

4.4.3. Genotipagens

Dentre os diversos tipos de marcadores moleculares disponiveis hoje, os
microssatélites nucleares tém muitos atributos positivos incluindo hiper-variabilidade,
abundancia e facilidade de serem amplificados para amostras com baixa qualidade e
quantidade de DNA (Avise, 2004), tal como de amostras de DNA extraidas de penas
(Segelbacher, 2002; Horvath et al., 2005). Locos microssatélites sao repeticbes em
tandem de pequenos motivos de DNA, que tipicamente apresentam 1 a 6pb
encontrados com alta frequéncia no genoma nuclear de muitos taxons. Microssatélites
sdo marcadores co-dominantes com alta taxa de evolugéo (entre 102 a 10® por locos
geracdo, com médias de 5 x 10™) que gera alto grau de diversidade alélica que pode
ser utilizados para responder questbes na escala de tempo ecoldogico (Schlotterer,
2000; Kimberly & Toonen, 2006). Os micrassatélites sdo muito utilizados para
responder questdes relacionadas ao tamanho efetivo populacional, estrutura
populacional, dispersao e taxas de colonizagao, sistema reprodutivo e conservagao
(e.g. Nesje et al., 2000b; Martinez-Cruz et al., 2004; Rudnick et al., 2005). Sua principal
desvantagem é a necessidade de caracterizar locos espécie-especificos. O caro e
laborioso procedimento de isolamento e de caracterizacdo limitam o numero de
espécies estudadas com esse tipo de marcador. Embora mutacbes nas regides
flanqueadoras possam impedir a amplificacdo, muitos estudos mostram que
microssatélites isolados para uma espécie podem amplificar produtos homoélogos em
espécies relacionadas (e.g. Martinez-Cruz et al., 2002; Busch et al., 2005). Esse
atributo dos microssatélites € conhecido como transferibilidade ou amplificagdo entre
espécies. A transferibilidade de microssatélites entre espécie de aves é muito

vantajosa, pois, a frequéncia dos microssatélites no genoma das aves € baixa. Essa
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baixa frequéncia se deve ao pequeno tamanho desse genoma, um dos menores entre
os taxons de vertebrados (Primmer et al., 1997). Assim, o procedimento para a
transferibilidade em aves € menos laborioso ainda e com custo muito menor se
comparado com o procedimento de isolamento de microssatélites diretamente da
espécie de estudo. Existem mais de 100 marcadores microssatélites isolados e
caracterizados para outras aves Falconiformes. Desses, 45 microssatélites foram
escolhidos dos trabalhos de Nesje & Rged (2000a), Martinez-Cruz et al. (2002), Busch
et al. (2005), Johnson et al. (2005), Hailer et al. (2005) e Mira et al. (2005) para serem
testados em gavido-real. Os resultados estdo apresentados em Banhos et al. (2008)
(Anexo Ill). Ao todo 40 locos amplificaram para o gavido-real, 30 foram caracterizados e
24 foram polimorficos.

Devido as limitagbes quanto a quantidade de DNA disponivel somente nove
locos polimérficos em equilibrio de Hardy-Weinberg foram utilizados neste estudo. Os
locos foram os seguintes: NVHfr206 (Nesje and Rged, 2000a), Aa43 (Martinez-Cruz et
al., 2002), IEAAAG15 (Busch et al., 2005), HALO9 e HAL10 (Hailer et al., 2005), BBU51
(Johnson et al., 2005), HF-C1E8, HF-C1D2 e HF-C7G4 (Mira et al., 2005).

Foram utilizados primers marcados. Os primers dos marcadores foram
encomendados com a adigdo de uma sequéncia de oligonucleotidio de 18pb na
extremidade 5', chamada de cauda M13. A adicdo desta cauda permitiu o pareamento
de uma sequéncia marcada com fluorescéncia (primer M13 — FAM-6) através do
método econdmico de genotipagem desenvolvido por Schuelke (2000). Para um
produto final da PCR de 10 pL foi utilizado 4,3 pL de agua milli Q, 0,7 pl de MgCl, (25
mM), 0,8 uL de dNTP (10 mM), 1,0 puL de solugédo tampéo 10X (Tris-KClI 200mM pH
8.5), 0,5 yL de primer forward-M13 (2 pM), 0,5 pL primer M13 — FAM-6 (2 uM)
(fluorescéncia; veja Schuelke, 2000), 1,0 uL de primer reverse (2 uM), 0,2 ul de Taq
DNA polimerase (5U/ pL) e 1,0 yL de DNA. O termociclador foi programado para uma
desnaturacgao inicial de 94°C por 1 minuto; 30 ciclos (para desnaturagao, 94°C por 30
segundos; pareamento dos primers, 52-56°C por 30 segundos; e extensao, 72°C por 30
segundos) para amplificacdo dos locos de microssatélites pelos primers especificos; e

20 ciclos (para desnaturagao, 94 °C por 30 segundos; pareamento dos primers, 53 °C
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por 30 segundos; e extensdo, 72°C por 30 segundos) para a fixagdo da fluorescéncia
do primer M13-FAM; e uma extensao final de 68°C por 30 minutos para minimizar
stutter devido a incorporacdo de adenina (Brownstein et al., 1996). Os produtos das
PCRs foram diluidos 10 X em sua concentragdo. Em 3ul de cada produto diluido foi
adicionado 7ul de uma mistura de formamida e ET-400 Rox (marcador de tamanho)
para analise no sequenciador automatico de DNA MegaBACE 1000 (GE-Healthcare)
seguindo o protocolo do fabricante. Para a visualizagcdo das genotipagens foram
utilizados os programas Fragment Profiler v1.2 (GE-Healthcare).

Como erros na genotipagem de amostras n&o invasivas e de museus sao
comuns (Segelbacher, 2002; Sefc et al., 2003), aproximadamente 25% do numero total
de amostras foram selecionadas e repetidas de duas a cinco vezes a amplificagdo e/ou
re-analise no sequenciador. Dentre essas repeti¢coes, todas as amostras de museu com
informagcdo  geografica foram re-amplificadas pelo menos duas vezes.
Aproximadamente, 38% das amostras repetidas apresentaram algum problema para a
confirmacao do gendtipo. Esses problemas puderam ser contornados considerando os
resultados que apareceram mais vezes nas repeticbes e com melhor qualidade para a
visualizagédo. Do total de amostras, 4% dos genotipos foram desconsiderados porque
seus resultados foram inconclusivos, os mesmos ndo foram calculados na porcentagem

de repetigdes.

4.5. ANALISES DOS DADOS

Estimativas adequadas de diversidade genética e de sinais de redugdo do
tamanho efetivo populacional requerem que as populagbes estejam corretamente
definidas. A definicdo das populacbes a serem testadas € um processo dificil em
genética de populagdes. Assim, algumas formas de comparagdes de dados genéticos
das amostras foram consideradas.

Algumas analises permitiram avaliar a distribuicdo da variabilidade genética sem
definicdo de grupos previamente definidos (veja mais adiante). Essas analises

permitiram também a utilizagdo de amostras sem informagdo geografica. Entretanto,
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mesmo nessas analises, foi dada maior importancia as amostras com localidade

geografica conhecida.

4.5.1. Definicao dos grupos para analises

O numero amostral e sua distribuicdo nos grupos sao apresentados de acordo
com todas amostras disponiveis. Entretando, os valores e a distribuicdo variaram
dependendo do marcador utilizado, pois para algumas amostras nao foi possivel obter

dados para um ou outro marcador empregado nas analises.

Espacial

As amostras foram separadas em grupos considerando a informacao geografica
dos dois grandes grupos regionais, regides da Amazébnia Brasileira (99 amostras) e
Mata Atlantica (36 amostras) (Figura 7). Dentro das regides, as mesmas foram divididas
em cinco sub-regides: Amazédnia Central (AC; 36 amostras), Amazénia Sudoeste (AS;
25 amostras), Amazénia Leste (AL; 38 amostras), Mata Atlantica Norte (MN; 17
amostras) e Mata Atlantica Sul (MS; 19 amostras) (Figura 7). A amostragem total da
Mata Atléntica também foi tomada como um grupo para comparagdo com a Amazénia.
As subdivisdes foram assim tomadas por cinco motivos: 1) para minimizar o efeito da
diferenga no tamanho amostral entre a Amazdnia e a Mata Atlantica; 2) verificar onde
pode haver conexdes entre a AmazoOnia e a Mata Atlantica para o fluxo génico do
gavido-real, por isso, dois grupos na Amazbnia (AL e AS) foram separados
considerando diferentes possibilidades de conexdo com a Mata Atlantica; 3) verificar o
direcionamento do fluxo génico entre as regides e sub-regides; 4) avaliar como esta
distribuida a variabilidade genética dentro das regides; e 5) testar a hipétese de que
existem duas populagdes diferenciadas geneticamente no sul e norte da Mata Atlantica.
Entretanto, as sub-divisdes da Amazénia ndo correspondem a uma hipétese a priori de
populagdes diferenciadas dentro desse bioma.

As amostras da regidao de vegetacado aberta fora do dominio da Amazénia ou
Mata Atlantica foram consideradas como pertencentes ao grupo (sub-regi&o ou regiéao)

mais proximo, pois, o numero de amostras nessa regido € pequeno para separa-lo em
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unico grupo e alguns mapas apresentam sua localidade dentro de um dos biomas (e.g.
SOS Mata Atlantica & INPE, 2008). Todas as 30 amostras sem informagao geografica

foram abreviadas como (RD).
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Figura 7. Localizagdo geografica das amostras que foram separadas formando os grupos para as
andlises. Os sub-grupos foram formados para minimizar o efeito dos tamanhos amostrais
desiguais entre a Amazonia e Mata Atlantica e para verificar onde existem maiores conexdes para
o fluxo génico do gavido-real entre as duas regioes. Os sub-grupos nao foram formados para teste
de hipétese de populagdes diferenciadas dentro da Amazdnia. Os sub-grupos da Mata Atlantica
foram formados para teste de diferenciagdo populacional dentro da regido. A amostragem total da
Mata Atlantica também foi tomado como grupo para comparagdo com os sub-grupos (sub-
regioes) da Amazdnia
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Medidas de distancias geograficas foram tomadas entre as sub-regides para o
teste de correlagdo com as distadncias genéticas, e dessa forma inferir onde existem
maiores conexdes entre a Amazébnia e a Mata Atlantica para o fluxo génico do gaviao-
real. Sete diferentes modelos foram desenhados para obter as disténcias geograficas.
Os modelos de 2 a 7 é igual ao modelo 1 para as medidas de distancia de sub-regides
dentro das regides, mas apresentam diferengas entre eles para medidas de distancias
entre sub-regides entre regides. Modelo 1: as distancias par a par entre todas as sub-
regides foram os menores comprimentos de distadncias medidos entre os centros da
distribuicdo de suas amostras (Figura 8; o modelo sugere: que quanto maior a distancia,
menor o fluxo génico entre as sub-regides; e que o fluxo génico entre Amazénia e Mata
Atlantica ocorre uniformemente pelo corredor de vegetacdo aberta). Modelo 2: as
medidas de distancias entre as sub-regides entre as regides passam pelo centro da
Amazonia Sudoeste (Figura 9; o modelo sugere: que o fluxo génico esta correlacionado
com a distancia; e que a conexao para o fluxo génico entre a Amazdnia e Mata Atlantica
ocorre principalmente pelo centro-oeste do corredor de vegetagao aberta entre as
regides). Modelo 3: as medidas de distancias entre as sub-regides entre regides
passam pelo centro da Amazénia Leste (Figura 10; o modelo sugere: que o fluxo génico
estd correlacionado com a distancia; e que a conexado para o fluxo génico entre a
Amazobnia e Mata Atlantica ocorre principalmente pelo centro-leste do corredor de
vegetacao aberta entre as regides). Modelo 4: as medidas de distancias entre as sub-
regides entre regides passam pelos centros da Amazénia Sudoeste e da Mata Atlantica
Norte (Figura 11; o modelo sugere: que o fluxo génico esta correlacionado com a
distancia; e que a conexao para o fluxo génico entre a Amazbnia e Mata Atlantica
ocorre principalmente no sentido sudeste-noroeste (em vice-versa) pelo corredor de
vegetacdo aberta entre as regides). Modelo 5: as medidas distancias entre as sub-
regides entre regides passam pelos centros da Amazodnia Sudoeste e da Mata Atlantica
Sul (Figura 12; o modelo sugere: que o fluxo génico estad correlacionado com a
distancia; e que a conexao para o fluxo génico entre a Amazbnia e Mata Atlantica
ocorre principalmente pelo oeste do corredor de vegetagcdo aberta entre as regides).

Modelo 6: as distédncias medidas entre as sub-regides entre regides passam pelos
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centros da Amazénia Leste e da Mata Atlantica Norte (Figura 13; o modelo sugere: que
o fluxo génico esta correlacionado com a distancia; e que a conexao para o fluxo génico
entre a Amazobnia e Mata Atlantica ocorre principalmente pelo leste do corredor de
vegetagdo aberta entre as regides). Modelo 7: as medidas de distancias entre as sub-
regides entre regides passam pelos centros da Amazodnia Leste e da Mata Atlantica Sul
(Figura 14; o modelo sugere: que o fluxo génico esta correlacionado com a distancia; e
que a conexao para o fluxo génico entre a Amazbnia e Mata Atlantica ocorre
principalmente no sentido nordeste-sudoeste (vice-versa) do corredor de vegetagao
aberta entre as regides). Existem outras possibilidades de arranjos para desenhar os
modelos, mas os sete modelos definidos foram tidos como suficientes para verificar
onde pode haver conexdes para o fluxo génico do gaviao-real entre a Amazénia e a

Mata Atlantica.

3

3

Certro da Distribuigdo das
Amnostras

® Amazdnia Central
Amazdnia Sudoeste

@ Amazdnia Leste

@ Matza AdlErtica Norte

@ Mata Atlartica Sul

........ Disténciz

— )

Figura 8. Modelo 1: sugere que quanto maior a distancia, menor o fluxo
génico entre as sub-regides; e que o fluxo génico entre Amazonia e Mata
Atlantica ocorre uniformemente pelo corredor de vegetagao aberta.
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Figura 9. Modelo 2: sugere que o fluxo génico esta correlacionado com a
distancia; e que a conexdao para o fluxo génico entre a Amazénia e Mata
Atlantica ocorre principalmente pelo centro-oeste do corredor de vegetagao
aberta entre as regides.

+

Centro da Distribuigdo das
Amostras

® Amazénia Central
Amazdnia Sudoeste
® Amazinia Leste

® Mata Alértica Narte

@ Mata Atldntics Sul

""""" Distancia

e I

Figura 10. Modelo 3: sugere que o fluxo génico esta correlacionado com a
distancia; e que a conexdao para o fluxo génico entre a Amazénia e Mata
Atlantica ocorre principalmente pelo centro-leste do corredor de vegetagao
aberta entre as regioes.
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Figura 11. Modelo 4: sugere que o fluxo génico esta correlacionado com a
distincia; e que a conexdo para o fluxo génico entre a Amazdénia e Mata
Atlantica ocorre principalmente no sentido sudeste-noroeste (em vice-versa)
pelo corredor de vegetacao aberta entre as regides.
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Figura 12. Modelo 5: sugere que o fluxo génico esta correlacionado com a
distancia; e que a conexdao para o fluxo génico entre a Amazénia e Mata
Atlantica ocorre principalmente pelo oeste do corredor de vegetagdao aberta
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Figura 13. Modelo 6: que o fluxo génico esta correlacionado com a distancia; e
que a conexao para o fluxo génico entre a Amazénia e Mata Atlantica ocorre
principalmente pelo leste do corredor de vegetagdo aberta entre as regioes.
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Figura 14. Modelo 7: sugere que o fluxo génico esta correlacionado com a
distancia; e que a conexao para o fluxo génico entre a Amazénia e Mata Atlantica
ocorre principalmente no sentido nordeste-sudoeste (vice-versa) do corredor de
vegetacao aberta entre as regides.
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Temporal e qualidade de floresta

As amostras atuais da Amazodnia também foram divididas considerando duas
regides, uma regiao sendo o remanescente de floresta da Amazodnia e outra desmatada
(Figura 15). Os grupos foram chamados de Amazoénia do Eixo Central (23 amostras) e
Amazénia do Arco do Desmatamento (27 amostras). Como o acentuado desmatamento
da Amazénia é muito atual, iniciado na década de 70, sé foram consideradas amostras
com datas ap6s o ano de 2000.

As amostras foram separadas também por dois periodos de tempo para a Mata
Atlantica, periodo de 1911-1953 (14 amostras) e 1967-2008 (16 amostras) (Figura 16).
Essa divisdo foi escolhida por apresentar amostras em uma distribuicdo de tempo
aproximadamente iguais nos grupos (~40 anos) e estarem nos dois extremos da
amostragem temporal para a Mata Atlantica, correspondendo a aproximadamente
quatro intervalos de gerag&o entre os inicios ou finais dos periodos (assumindo o tempo
de geracédo em torno de 15 anos). Esses grupos foram analisados conjuntamente com
0os grupos Amazoénia do Eixo Central e Amazénia do Arco do Desmatamento. Isso
permitiu inferir sobre o impacto do desmatamento na diversidade genética da espécie

no Brasil.
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Figura 15. Amazénia desmatada e remanescente. Localizagdo das
amostras separadas em grupos para analise.
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Figura 16. Mata Atlantica original e remanescente. Localizagao das
amostras separadas em grupos de periodo de tempo para analise

Sexo e regido

As amostras também foram divididas por sexo e por regiao. Entretanto, como os
machos se concentraram nas amostras da Amazodnia (veja os resultados), trés grupos
foram formados, dois de fémeas, um para Amazénia (23 amostras) e outro para a Mata

Atlantica (23 amostras), e um de machos para Amazonia (19 amostras).

4.5.2. Distribuicado da variabilidade genética

Um dos interesses em se estimar os niveis de diversidade genética é para
comparar a quantidade de variabilidade genética entre diferentes populagdes e
especies proximamente relacionadas.

Populag¢des naturais de muitas espécies sdo subdivididas (ou seja, estruturadas
ou diferenciadas) em unidades locais separadas com cruzamento ao acaso. Quando as
espécies estdo separadas em sub-populagdes, significa que a variagdo dentro da
especie existe em dois niveis primarios: variacao genética dentro das populagdes locais

e variagao genética entre populagdes. Na auséncia de outras forgas evolutivas, o fluxo
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génico entre populagdes pode torna-las homogénea. Mesmo um baixo fluxo génico leva
a homogeneizagcdo, nesse caso, apenas levara mais tempo para isso ocorrer.
Entretanto, se as populagdes sao isoladas a deriva genética pode criar populagdes
distintas geneticamente. Entdo a quantidade de diferenciagdo entre as sub-populagdes
nessas condi¢des é um balanco entre a homogeneizagao pelo fluxo génico e o efeito da
deriva genética causando divergéncia entre as populagdes. Utiliza-se uma série de
modelos diferentes para verificar o padrdo de fluxo génico e estrutura entre as
populagdes (por exemplo, modelo de isolamento de ilha, distédncia geografica ou passo
a passo). Entretanto, todos os modelos podem ser mais simples do que o padrao de
fluxo génico real das populagdes na natureza (Allendorf & Luikart, 2007).

Os marcadores da regidao controle do DNAmt e microssatélites, em geral, sado
considerados como neutros (ndo sujeitos a selegdo natural), uma vez que estédo
localizados em regides do DNA que nao codificam proteinas (Avise, 2004). Sendo os
marcadores neutros, a variagdo genética desses marcadores nas populagdes esta
sujeita ao balango entre o fluxo e a deriva génica, atendendo as premissas de algumas

analises.

Analises com dados de DNAmt

Com os 200pb da regiao controle do DNAmt das amostras de gaviao-real foram
quantificados o numero de sitios variaveis (posi¢des nucleotidicas que varia entre as
sequéncias), o numero observado de hapldtipos (é a probabilidade de duas sequéncias,
escolhidas aleatoriamente em uma populacdo, serem diferentes e as diversidade
haplotipica (h) (descreve o numero e a frequéncia de hapldtipos diferentes) e
nucleotidica (1) (corresponde ao numero de nucleotideos diferentes por sitio entre
sequéncias escolhidas ao acaso em uma populagédo) (Nei & Tajima, 1981; Nei, 1987)
usando o programa Arlequin 3.1.1 (Excoffier et al., 2005). Também foi observado o
numero de haplétipos restritos entre os grupos definidos. Foi verificado se os haplétipos
encontrados sao representados nas sequéncias depositadas no GenBank.

Para examinar se ha diferengas genéticas do gavido-real entre regides e sub-

regides, estimativas de ®gr (analogo ao Fst de Wright, 1951) foi calculada usando uma
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analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992). A AMOVA é baseada
na analise de variacdo da frequéncia haplotipica, levando em consideracdo o numero
de mutagdes entre haplétipos. Uma analise hierarquica de variagao divide a variagao
total em componentes covariantes devido a diferengas intraindividuais, interindividuais
e/ou diferencas interpopulacionais. O ®sr par a par foi calculado usando 10
permutacdes para determinar os valores de probabilidade. O ®srt par a par foi usado
como distancias genéticas (e.g. Reynolds et al. 1983; Slatkin, 1995). Os testes foram
realizados no programa Arlequin 3.1.1 e os valores de probabilidade foram ajustados
pela corregcéo de Bonferroni (Rice, 1989) para evitar o erro do tipo 1 (rejeitar a hipétese
nula sendo a mesma verdadeira), uma vez que varias comparagdes podem subestimar
os valores de probabilidade.

O teste de Mantel (Mantel, 1967) foi aplicado para testar se existe correlagédo
entre a distancia genética (Pst) e geografica de acordo com os sete modelos definidos
(Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14). Nessa andlise, foram utilizadas 10° permutacdes
para determinar os valores de probabilidade. Essa analise também foi realizada no
programa Arlequin 3.1.1.

Como a distribuigcdo da variabilidade genética de uma espécie depende do fluxo
génico e da sua historia populacional, foi utilizada a analise Nested Clade
Phylogeographic Analysis (NCPA) por ter o poder de discriminar entre padroes
filogeograficos devido a fluxo génico restrito vs eventos histéricos operando em nivel
populacional (Templeton, 1998). O NCPA incorpora informag¢des temporais na filogenia
intraespecifica da rede dos haplétipos e usa uma abordagem permutacional para
comparar padroes genéticos observados na distribuicdo espacial da variabilidade
genética da espécie com aqueles determinados pelo fluxo génico e eventos histéricos.
A hipotese nula € de uma n&o associagao entre o padrdo da variabilidade genética da
espécie e a distribuicdo geografica da mesma. Tal analise envolve uma série de passos
qgue se inicia com a construcdo dos niveis hierarquicos na rede dos hapldétipos a qual
segue as regras estabelecidas por Templeton et al., (1987) e Templeton & Sing (1993).
Posteriormente, utiliza-se o programa GeoDis (Posada et al., 2000) para testar a

associagao entre o resultado do agrupamento dos haplétipos e a distribuicdo geografica
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espacial da amostragem através de uma analise de contingéncia. A NCPA foi realizada
automaticamente pelo programa ANeCA 1.2 (Panchal, 2008) que possui implementados
os programas TCS 1.21. (Clement et al., 2000) para construcédo da rede de haplétipos e
o programa GeoDis 2.5 para o teste de associagdo entre a geografia e a variabilidade
genética. As amostras sem informagdo e as sequéncias depositadas pelo GenBank
foram utilizadas adicionalmente para construir a rede de haplotipos. Isso permitiu
resolver melhor o padrdao da rede. Entretanto, somente os haplétipos com informacéao
de localizagdo geografica foram utilizados como dados para a NCPA. Para os
haplétipos do GenBank foram adicionadas as coordenadas geograficas de localidades
que possuem registros de gavido-real dentro dos paises, as hipotéticas localidades

foram obtidas em Vargas et al. (2006).

Anélises com dados de Microssatélites

Para os nove locos foram calculadas as heterozigosidades observada (Hop) e
esperada (Hg), as mesmas sao estimativas de diversidade genéticas e representam a
proporgao meédia de heterozigosidade por loco em uma populacdo com reprodugcédo ao
acaso (Nei, 1978). O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) entre as propor¢des
da Hp e He para cada loco foi realizado para verificar se corresponde a uma populagao
com reproducido ao acaso onde nao existe fatores presentes causando mudancgas de
geracao a geragao. O resultado para o desvio do EHW permite também inferir sobre
erros de genotipagens (como presenca de alelos nulos) e mistura de populagdes
diferentes na amostragem. As estimativas de heterozigosidades e o teste equilibrio de
EHW foram realizados no programa Micro-Checker (Van Oosterhout et al., 2004), pois
este faz inferéncias automaticas sobre possiveis erros quando os locos encontram-se
em desvio EHW. Também foi testado se os locos estdo em desequilibrio de ligagéao,
uma vez se muito proximos no mesmo cromossomo (ligados) podem gerar super ou
sub-estimativas de heterozigosidades e enviesar o resultados dos testes subsequentes.
O numero de alelos (k) e a riqueza de alelos (Ar) (nUmero médio de alelos por loco)
foram calculados para comparagéo entre os grupos. Todas essas medidas, incluindo as

heterozigosidades e EHW, foram realizadas usando o programa Arlequin 3.1.1. Os
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valores de probabilidade para desequilibrio de EHW e de ligagéo foram ajustados pela
corregcao de Bonferroni. As estimativas de diversidade foram realizadas considerando
somente os locos em equilibrio. O numero de alelos restritos entre os grupos de
amostras foi calculado usando o programa Convert (Glaubitz, 2004). Esse programa
também foi utilizado para converter os dados dos gendtipos em arquivos adequados a
serem utilizados pelos programas, isso minimiza erros pelo manuseio dos dados.

A diferenciacdo genética entre os grupos foi testada através da AMOVA, assim
como descrito para o DNAmt (veja acima). Entretanto, enquanto para sequéncias de
DNAmt a AMOVA usa a frequéncia haplotipica, para dados dipléides, como os
microssatélites, essa analise utiliza a frequéncia génica (frequéncia dos alelos). Na
comparacgao par a par o indice de distancia genética utilizado calculado foi o Fst através
de 10* permutacdes.

Como com DNAmt, o teste de Mantel (Mantel, 1967) foi aplicado para testar se
existe correlagdo entre a distédncia genética (Fst) dos microssatélites e geografica de
acordo com os sete modelos definidos (Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14). Nessa analise
também foram utilizados 10° permutacdes para determinar os valores de probabilidade.

Foi utilizada uma analise Bayesiana que compara as amostras para verificar se
existem diferentes grupos genéticos (populagdes) na amostragem, através do programa
Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000; Pritchard & Wen, 2003). O método assume
equilibrio de Hardy-Weinberg e de ligacdo dentro das populagdes para encontrar um
numero de grupos (K) que melhor se ajusta aos dados, atribuindo individuos ao numero
pré-especifico de conjuntos que minimize o desvio do EHW e de ligagdo, usando
freqUéncias dos alelos dos gendtipos em uma amostragem da cadeia de Markov Monte
Carlo (MCMC). A vantagem deste método € que as populagbes nao sao definidas a
priori, mas é identificada preferivelmente pelos dados e puderam ser corridas usando
todas as amostras com dados microssatélites disponiveis. A analise foi corrida com 10°
passos para MCMC, descartando 10° passos antes de iniciar a corrida, utilizando o
modelo de mistura (onde cada amostra pode ter ancestrais de mais de uma populacgéo),
frequéncias génicas correlacionadas e considerando a possibilidade de existéncia de

um a cinco grupos. Foi verificado se a maior probabilidade posterior média para o valor
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de K faz sentido biolégico. Todas as amostras com dados microssatélites foram
utilizadas nesta analise. Duas performances foram realizadas com essa analise uma
envolvendo os nove locos microssatélites e outra com oito locos, removendo um loco

que apresentou déficit de heterozigotos para as amostras da Amazénia.

4.5.3. Demografia e migragao
Uma série de métodos convencionais e de coalescéncia foram utilizados para
avaliar a historia demografica e a migragdo do gavido-real entre a Mata Atlantica e a

Amazonia.

Analises com dados de DNAmt

O teste D de Tajima (Tajima, 1989) e o teste sensivel de Fs de Fu (Fu, 1997)
foram utilizados para examinar se as amostras das diferentes regides se apresentam
em equilibrio. Tais testes sdo importantes considerando que um desvio significativo do
equilibrio genético do DNAmt é sinal de expansao ou redugao do tamanho populacional
recente nas situacdes onde nenhuma vantagem seletiva entre haplétipos existe. O teste
de D de Tajima compara o numero de sitios segregantes com a diversidade
nucleotidica, enquanto que o teste do Fs de Fu quantifica a polaridade da mutacao e faz
uma estimativa de 6 (parametro populacional) baseado no numero de mutag¢des unicas.
Ambos os testes foram realizados utilizando o programa Arlequin 3.1.1.

A mudanga na demografia histérica de cada regido foi investigada também
comparando o perfil das distribui¢des das diferengas par a par de individuos (mismatch
distribution) de cada populagcdo com o esperado para populagbes estaveis e em
expansao ou reducao. A analise foi realizada no programa Arlequin 3.1.1. Para
amostragem de populagbes que estdo em equilibrio demografico (estaveis), a
distribuicdo das diferengcas sado geralmente multimodais (Slatkin & Hudson, 1991). Ja
populacdes que tem passado por recente expansao ou reducio, possuem tipicamente
distribuicao das diferengas unimodais. Nesse resultado € dificil distinguir reducao e
expansao populacional (Rogers & Harpending, 1992). A distribuicdo da soma dos

quadrados das diferengas (SSD) entre a distribuigdo mismatch observada para cada
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regido e a distribuicdo estimada para um modelo de expansédo é usado como teste
estatistico onde valores significantes para SSD indicam desvio do modelo de expansao
populacional (Schneider & Excoffier, 1999). Conjunto ao teste para SSD entre a
distribuicdo mismatch observada e a esperada no modelo de expanséo, foi realizado o
teste de desigualdade de Harpending (r) com 10° replicacdes e um intervalo de
confianga de 95%, para testar se as distribuicbes sdao multimodais, a hipétese nula é
que distribuicdo nao possui perfil unimodal.

Os métodos de coalescéncia trabalham voltando no tempo evolutivo e permitem
que dimensdes de tempo (geragbes) sejam adicionadas as analises. Essas analises
sdo mais poderosas que as analises convencionais para estimar tempo de divergéncia
entre populacdes, migragdao e tamanhos efetivos populacionais (Ne; numero médio
estimado de individuos se reproduzindo e contribuindo para préxima geragdo). Uma das
analises utilizadas foi desenhada para um modelo de isolamento populacional com
migragdo aos dados de haplétipos selecionados de duas populagdes estreitamente
relacionadas, implementada no programa IMa (Hey & Nielsen, 2007). Seis parametros
diferentes podem ser estimados neste modelo de coalescéncia, em que uma populagao
ancestral de tamanho (Nea) se separa no tempo (f) em duas populagdes do
descendente (tamanhos N.; e Ng2) que podem estabelecer subsequentemente fluxo
génico entre eles em taxas m; e m, (propor¢do das populagdes 1 e 2 que sao
substituidos por migrantes da outra populacido, respectivamente). O modelo supde
neutralidade seletiva e que ndo ha subdivisdo populacional dentro de cada populagao.
Também supde que o tamanho da populagdo ndo muda no tempo apds a separacéo.
Estimativas de distribuicdo posterior dos parametros, p (T, M, 6 | X), foram tomadas,
onde T é o tempo de separagao (T = t/6, onde t € o tempo de geragao), M é a migragao
que pode ser assimétrica (isto €, m; # my) (M = 2Nm), 6 € o parametro populacional
2Neu (Ne € o numero efetivo populacional) e X sdo os dados. Para isso, a maxima
verossimilhanca foi utilizada no programa com MCMC de 10 passos apés 10° passos
descartados e assumindo o modelo KHY de evolugdo molecular selecionado usando o
Modeltest (Posada & Crandall, 1998). Foram realizadas trés corridas independentes

com diferentes pontos de inicio, cada corrida com 10 passos independentes que foram
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misturados para verificar a convergéncia, o resultado é a média das trés corridas
independentes.

Para detectar as flutuagbes no tamanho da populagédo ao longo do tempo, foi
utilizada a analise Bayesiana no programa Beast (Drummond et al., 2007). Nesse
programa também foram utilizados valores para MCMC de 107 passos apds 10° passos
descartados e assumindo o modelo KHY de evolucdo. Foram realizadas 10 corridas
independentes, o resulto é a média entre elas.

A terceira analise de coalescéncia utilizada foi a do programa Migrate 2.1 (Beerli
& Felsenstein, 2001) para alternativamente estimar as taxas de migracdo histéricas
entre as regides e o relativo tamanho efetivo populacional (6 = Neu). As estimativas
dessa analise assumem uma matriz de modelo de migragao com assimetria nas taxas
de migracdo. Inferéncia de maximaverossilhangca e Bayesiana foram utilizadas para
estimar os parametros, 6 e m. Duas corridas finais para cada inferéncia foram
conduzidas para convergir em valores similares usando MCMC de 10 cadeias curtas de
10° passos e seis longas de 5 x 10° passos apds 10° passos descartados. A
convergéncia entre as inferéncias foram julgadas pela estatistica Gelman-Rubin
implementada no programa.

Para converter os resultados da analise de coalescéncia em informacao
bioldgica, foi necessario assumir uma taxa de evolugdo para a regiao controle do
DNAmt. Como néo existe uma taxa calibrada para a regido controle em Falconiformes,
para converter u foi utilizada a taxa de 7,23% por milhdo de anos calibrada por
Drovetski (2003) para a subfamilia de aves Tetraoninae. Essa mesma taxa foi utilizada
por Lerner (2007) para o gaviao-real. Como nao existe uma estimativa de tempo de
geracao para o gaviao-real, para converter t foi assumido um intervalo de geracao de 15
anos, valor proximo ao estimado para outras grandes aguias (e.g. Ferrer & Calderdn,
1990; Hailer et al., 2006; veja segéao 2).

Microssatélites
Populagdes que tenham experimentado uma recente redugao no tamanho efetivo

populacional (Ne) exibem uma redugdo do numero de alelos e da heterozigosidade no
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equilibrio mutagéo deriva (Hgg). O numero de alelos € reduzido mais rapidamente do
que a heterozigosidade esperada (Hg) no equilibrio de Hardy-Weinberg (Yu et al.,
1999), isso porque os alelos raros sao rapidamente perdidos por deriva genética
durante uma reducéo do tamanho efetivo populacional e os mesmos contribuem pouco
para a heterozigosidade esperada. Desse modo, a Hg torna-se maior do que Hgq, pois,
essa ultima é calculada a partir do numero de alelos. Tanto a Hg quanto a Heq refere-se
a heterozigosidade no sentido de diversidade génica descrito por Nei (1987). Baseado
nessa dindmica das heterozigosidades e dos alelos existem duas analises utilizadas
que podem detectar recente redu¢ao no tamanho efetivo populacional.

Uma analise utilizada esta implementada no programa Bottleneck (Cornuet &
Luikart 1996), esta detecta reducao do Ne via presenca de um excesso de Hg e relagao
a Heq e se baseia nos modelos evolutivos dos microssatélites, Infinite Alleles Model —
IAM (Kimura & Crow, 1964), stepwise mutation model — SMM (Ohta & Kimura, 1973) e
Two-Phase Mutation Model — TPM (di Rienzo et al., 1994). Os trés modelos foram
usados independentemente para as analises, entretanto o modelo TPM foi considerado
com 10% de IAM e 90% SMM. A diferenca foi testada pelo Signed test e Wilcoxon sign-
rank test.

A outra analise € o da taxa M implementada no programa M Value (Garza e
Williamson, 2001). Essa anadlise detecta reducdo do N, via redugdo do numero de
alelos, esse método baseia-se no calculo da taxa do numero total de alelos k, e na
variagdo no tamanho dos alelos r, onde r = Spax - Smin + 1 (Smax € 0 tamanho do maior
alelo; Smin € 0 tamanho do menor alelo na amostra). A perda de qualquer alelo
contribuira para a redugcdo em Kk, enquanto que a perda do maior ou menor alelo
contribuira para a reducao de (r). Desta forma, espera-se que k seja reduzido mais
rapidamente do que r em uma populacdo em vias de diminuicdo no tamanho
populacional. Assim, espera-se que a taxa M = k/r seja menor em populagdes que
sofreram recente redugdo no tamanho populacional. Garza e Williamson (2001)
observaram que taxas de M menores ou iguais a 0,70 ocorrem em populagdes que
sofreram uma reducdo no tamanho populacional. Para essa analise foi utilizado o

parametro de propor¢ado de mutagdes de um passo (ps) o valor de (ps = 90%) e para a
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média de tamanho de mutagdes de multipassos (Ag) o valor de (Ag = 3,5), como
recomendado pelos autores. O programa assume uma taxa de mutagédo de 5 x 107
para os marcadores microssatelites.

A analise de Migrate também foi aplicada com os dados microssatélites para
estimar o numero de migrantes e o numero efetivo populacional. No entanto, para
dados dipldide 6 = 4N.u. Foi utilizada inferéncia de maximaverossilhanga e Bayesiana
para estimar os parametros, 6 e m. Duas corridas finais para cada inferéncia foram
conduzidas para convergir em valores similares usando MCMC 10 cadeias curtas de
10° passos e seis longas de 5 x 10° passos apds 10° passos descartados. A
convergéncia entre as inferéncias foi julgada pela estatistica Gelman-Rubin
implementada no programa. Como nao existe taxa de mutagdo calibrada para
microssatélites de aves Accipitridae, para converter os valores para N, foi assumido uy
= 5x 10™ (taxa média de evolugdo dos microssatélites; di Rienzo et al., 1994).

4.5.4. Razao sexual e dispersao parcial entre os sexos

Os estudos de razao sexual e dispersdao com viés parcial para um dos sexos tém
sido dois dos maiores topicos em biologia evolutiva. Para verificar se existe esse viés
entre 0s sexos no gaviado-real, algumas analises foram realizadas.

Para teste de razdo sexual desigual, foi verificada a proporgao relativa de
machos e fémeas na amostragem total nas diferentes fontes (natureza, museus e
cativeiros) e regides de origeem (Amazébnia e Mata Atlantica) das amostras. O desvio
da esperada razao 1:1 foi testado com Chi-quadrado (X?).

A diferenciagao genética entre os grupos de sexo da Amazénia e Mata Atlantica
foram testados com indice de distancia genética Fsr par a par utilizando 10*
permutacdes tanto para dados de DNAmt quanto para microssatélites. O teste foi
realizado no programa Arlequin 3.1.1 e os valores de probabilidade foram ajustados
pela corregao de Bonferroni (Rice, 1989). Espera-se que a distancia genética entre sexo
residente seja maior que a do sexo propenso a dispersao.

Foi utilizada a analise de indice de aproximacgédo (Al) de Favre et al. (1997)

modificado de Paetkau et al. (1995) implementada no Programa GenAlex 6 (Peakall &
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Smouse, 2006). Nessa analise para cada individuo j na localidade k é calculado a
probabilidade P; que o seu gendtipo no loco i deve parecer com amostragem total da
populagao, como sendo o quadrado frequéncia do alelo se o individuo é homozigoto, ou
o dobro do produto das frequéncias de seus dois alelos se o individuo é heterozigoto.
Na auséncia de desequilibrio de ligagdo, a probabilidade de ocorréncias de um gendtipo
multilocos € o produto das probabilidades de cada um dos locos. Como as populacdes
podem conter niveis muito diferentes de diversidade genética, as probabilidades
multilocos dos individuos em diferentes populagdes nédo sao diretamente comparaveis.
Para remover este problema, a probabilidade média da amostragem € subtraida da
probabilidade multilocos do individuo apdés uma log-transformagao, isso evita erros com
numeros muito pequenos e fornece um correto indice de aproximacao (Alc). Retificado
o indice de aproximagao, os valores médios positivos sdo caracterizados como sendo
de individuo com maior probabilidade de ocorrer na populagdo (provavel individuo
residente) e os valores negativos sendo com menor probabilidade de pertencerem a
populagao (potencial dispersor). Uma vez que os imigrantes tendem a ter valores de Alc
mais baixos do que residentes, em termos de dispersdo baseada no sexo espera-se o
sexo que dispersa mais tenha médias menores de Alc (mAlc) do que o sexo mais
residente. Ainda, uma vez que os membros do sexo que dispersa mais incluira os
residentes (com gendtipos comum) e os imigrantes (com raras gendtipos), espera-se
que a variancia de Alc (vAlc) seja maior para o sexo dispersa. Como somente a
Amazobnia possui um conjunto de machos e fémeas, o teste foi realizado somente para
essa regido. Duas performances foram realizadas com essa analise uma envolvendo os
nove locos microssatélites e outra com oito locos, removendo um loco que apresentou
déficit de heterozigotos para as amostras da Amazodnia. Duas performances foram
realizadas com essa analise uma envolvendo os nove locos microssatélites e outra com
oito locos, removendo um loco que apresentou déficit de heterozigotos para as
amostras da Amazénia. Para verificar se as diferencas de mAlc entre os sexos sao
significativas foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann—Whitney U-test. Para verificar
se as diferencas de vAlc entre os sexos s&o significativas foi utilizado o T-test. Como o

teste exige a amostragem dos dois sexos na populagdo para analise e que as amostras
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tenham gendtipos para todos os locos, essa analise foi realizada para a Amazénia e
com apenas 13 amostras para cada sexo.

Os resultados das analises acima foram discutidos considerando também os
valores de Fst obtidos com os diferentes marcadores moleculares das comparagdes de
grupos com ambos 0s sexos entre a Amazdnia e Mata Atlantica (descrito acima). Se a
disperséao é baseada nos machos, espera-se que os Fsr do DNAmt (marcador
uniparental materno) seja muito maior que o estimado para microssatélittes
(marcadores bi-parental). Também foi verificado a dindmica de migrac&o e os tamanhos
efetivos populacionais (N¢) entre a Amazénia e Mata Atlantica obtidos pelos diferentes

marcadores nas analises de coalescéncia realizadas no programa Migrate.

4.5.5. Variabilidade genética por tempo e qualidade de habitat

Quantificar a variabilidade genética entre diferentes periodos de tempo e
qualidade de habitat permite avaliar a diversidade genética que esta sendo perdida ao
longo do tempo devido a fatores antropicos, como a remogédo de individuos das
populagdes sivestres e destruicdo de habitat. Populagdes pequenas e isoladas
geralmente possuem niveis de diversidade genética reduzidos e limitado fluxo génico
limitado (Frankhan et al., 2002).

Os indices de diversidade genética com dados de DNAmt (niumero de haplétipos,
diversidade haplotipica - h e nucleotidica - 1) e de microssatélites (numero de alelos - k,
riqueza de alelos - Ar e heteorzigosidades observada - Hp e esperada - Hg) foram
calculados para os grupos temporais da Mata Atlantica e de diferentes condigbes de
floresta da Amazénia.

A diferenciagdo genética entre os grupos foi testada com indice de distancia
genetica (Fsrt par a par) utilizando 10* permutacdes tanto para dados de DNAmt quanto
para microssatélites. O teste foi realizado no programa Arlequin 3.1.1 e os valores de
probabilidade foram ajustados pela corre¢cao de Bonferroni (Rice, 1989).

Para os dados DNAmt, o teste exato de diferenciacdo populacional (analogo ao
teste de Fisher) foi utilizado para testar diferenga na frequéncia dos haplétipos entre os

grupos. Nessa andlise foi utilizado 10° passos na cadeia de Markov e 10* passos antes
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do inicio da corrida. Esse teste estima a probabilidade de se obter a distribuicao
observada dos haplétipos ao acaso. O teste foi realizado no programa Arlequin 3.1.1 e
os valores de probabilidade foram ajustados pela correcdo de Bonferroni.

Para os dados microssatélites, foram realizadas comparacdes de diversidade
genética entre grupos temporais e de diferentes condigdes de floresta. As diferencas
dos indices de diversidade genética Ar e He por loco entre grupos foram testadas com o
Wilcoxon sign-rank test. Os valores de Hop dos individuos foram inseridos em um grafico
de tendéncia pelo tempo.

Analises para detectar recente redugdo no N, baseada na dindmica das
heterozigosidades e dos alelos com dados microssatélites também foram utilizando os
programas Bottleneck (Cornuet & Luikart 1996) e M Value (Garza e Williamson, 2001)

como descrito acima.
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5. RESULTADOS

5.1. DISTRIBUIGAO ESPACIAL DA VARIABILIDADE GENETICA

5.1.1. DNAmt

Os 200pb analisados para 151 amostras de gavido-real possuem 14 sitios
variaveis e 11 informativos para parciménia, sendo 12 transicdes e duas transversoes,
gerando 20 haplétipos (Tabela 3). Das 19 sequéncias de gavido-real depositadas no
GeneBank, foram identificados 11 haplétipos de 200pb (Tabela 3). Quatro desses
haplétipos ndo foram encontrados na amostragem deste estudo. O haplétipo mais
frequente se apresentou em 81 amostras (53,64%), sendo bem distribuido entre todas
as regides (grupos) analisadas. Esse hapldtipo ndo foi encontrado entre as sequéncias
do GeneBank. Foram encontrados seis haplotipos para 22 amostras de regido
desconhecida (RD), sendo que dois sdo restritos a essas amostras, também néao
encontrados entre as sequéncias do GeneBank. A Amazbnia e suas sub-regides
apresentaram maiores quantidades de haplotipos que a Mata Atlantica e suas sub-
regides (Tabela 3). A Mata Atlantica Sul foi a sub-regido que apresentou o menor
numero de haplétipos, apenas quatro haplétipos. A Mata Atlantica Norte foi a sub-regiéo
com maior numero de hapldtipos restritos (quatro) (Tabela 4). Os valores de
diversidades h e 1 foram maiores para sub-regides Amazdnicas quando comparados a
Mata Atlantica e suas sub-regides, sendo que a Amazdnia Sudoeste (AS) apresentou
maiores h e 1 valores entre todas as sub-regides (Tabela 4).

A AMOVA apontou que na amostragem dividida em cinco sub-grupos regionais,
91,71% da variagao € encontrada dentro das sub-regides e delas 8,29% entre as sub-
regides, com ®Pgr = 0,08289 significativo (p = 0,0040+-0,00019). Quando toda a Mata
Atlantica (MN e MS) foi agrupada na comparagdo com sub-grupos da Amazdnia, a
variagao entre as sub-regides aumentou para 9,40%, com ®st = 0,09422 significativo (p
= 0,0020+-0,00014). Nas comparagdes par a par nao foi evidenciada diferenciagcao
significativa entre sub-regides dentro Mata Atlantica e entre sub-regides dentro da

Amazobnia. Entre as sub-regides da Amazdnia com as da Mata Atlanticas as diferencas
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foram significativas, exceto nas comparagbes com Amazodnia Leste (AL) (Tabela 5).
Entretanto, os valores de ®sr foram maiores e todos significativos comparando toda a
Mata Atlantica com as sub-regides da Amazénia, sendo que o ®gr foi menor na
comparagao com a AL (Tabela 5). O teste exato de diferenciagdo populacional foi
significativo para todas as comparagdes (p < 0,001), mostrando que a frequéncia dos

haplétipos é diferente entre regides e entre sub-regides.

Tabela 3. Distribuigcao dos 20 haplétipos encontrados para os 200pb da regido controle do DNAmt
em 151 individuos de gavido-real no Brasil. Distribuicio de 11 haplétipos encontrados para 19
sequéncias de DNAmt de gavido-real depositadas no GenBank.
GenBank
Amazbnia Mata Amazbnia América
Brasileira Atlantica nao Brasileira Central

Panama
México

Sem
procedéncia

AN AS AL MN MS RD
12 8 26 1 11 13

Peru
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Guiana
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AC - Amazonia Central; AS - Amazonia Sudoeste; AL - Amazodnia Leste; MN - Mata Atlantica Norte;
MS - Mata Atlantica Sul; RD — amostras sem informagao geografica; ns - sem identificagdo. Nested
Clade Phylogeographic Analysis (NCPA).
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Tabela 4. Valores de indices de diversidade genética com 200pb da regido controle do DNAmt do
gavido-real das regides e sub-regides geograficas amostradas.

Numero

Sitios

Regido geografica de varié,v_eis\ erpsl,[? ittigcs)s h +/-s.d. T +/- s.d.
Amostras  Haplétipos
Brasil* 150 14\20 2** + /(_)g %%%%%0 +/O_800709 562266
Amazonia 95 14\12 8 e %14%%%0 . /_Ob?gggfgg
Contial 32 99 2 L0oasro0  +-0,006230
SO suese 2 w0 2 Mmoo
Loste 40 8 1 2089700+ 0004622
Mata Atlantica 34 6\8 4 . /?’8’70‘;%%%0 +2’8?;§§4892
g Noto s 4 oS ow
Allntica — Sul 17 3\4 0 lor22s0  +-0003210

Diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (r);desvio padrao (+/-s.d).*Apresenta também as amostras
sem informacdo geografica. ** Haplotipos restrito as amostras sem conhecimento da regido geografica.

Tabela 5. Valores de ®sr par a par e sua probabilidade entre sub-regides geograficas com dados
de 200pb da regidao controle do DNAmt. Na diagonal inferior esquerda os valores de Fst e na
superior direita valores de probabilidade +- desvio padrao.

Regido geografica

. AC AS AL MN MS MA
(numero de amostras)
Central 0,60727  0,02386 *0,00050 *0,00069 *0,00000
AC (32) +-0,0042 +-0,0014 +-0,0002 +-0,0003 +-0,0000
Amazénia Sudoeste 0.01449 - 0,26106  *0,00356  *0,00238 *0,00000
AS (23) ’ +-0,0049 +-0,0006 +-0,0005 +-0,0000
Leste 0,04336 0,05831 *0,00584
AL (40) 0,07061 0,00623 - +-0,0024  +-0,0023  +-0,0007
Norte 0,99990
MN (17) 0,20610 0,12246  0,05687 - £0.0000
Mata Atlantica sul
u
MS (17) 0,22730  0,13641 0,05364 -0,04099 - -
Mata Atlantica Total — MA (34) 0,24926  0,16345 0,07185 - - -

Os valores de ®gt par a par de analises sao apresentados: 1) para sub-regibes da Amazdnia vs sub-
regides da Mata Atlantica; 2) sub-regides da AmazoOnia vs Mata Atlantica. * Valores de probabilidade
significativo apds corregao de Bonferroni para o niumero de comparagédo dentro de cada analise:1)
probabilidade significativa (p<0,0050); 2) probabilidade significativa (p<0,0083).
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O teste de Mantel revelou uma significativa correlagao positiva entre o dst e a
distancia geografica de acordo com o Modelo 1, Modelo 3, Modelo 6 e Modelo 7
(Tabela 6). Nesses trés modelos as distancias par a par entre sub-regides entre a
Amazbnia a Mata Atléantica, passam pelo leste da Amazénia (AL). O Modelo 3 (Figura
10) apresentou a maior correlagdo entre todos os modelos. Esse modelo sugere que o
fluxo génico esta correlacionado com a distancia, mas que a conexao para o fluxo
génico entre a Amazbnia e Mata Atlantica ocorre principalmente pelo centro-leste do

corredor de vegetacdo aberta entre as regides.

Tabela 6. Resultado do teste de Mantel para correlagdao entre as distancias genéticas (®sr, com
dados DNAmt) e as geograficas de acordo com os modelos de 1 a 7. Apresenta os modelos e seus
coeficientes de correlagao (r) e probabilidade (p).

Modelo 1  Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7

Correlagdo  riqura8) (Figura9) (Figura 10) (Figura 11) (Figura12) (Figura 13) (Figura 14)
R 0,89673  0,60159 097788  0,74610  0,60246  0,96283  0,88815
P 0,03600* 0,13300  0,00900*  0,08300  0,13800  0,02200*  0,02200*

* valor de p significativo

Na NCPA, considerando 107 amostras com localidade geografica conhecida no
Brasil e 17 sequéncias de gavido-real do GenBank para outros paises, foram gerados
trés niveis de clados (Figura 17). Para o clado 1-8, a associagéo entre a variabilidade
genética e a distribuigdo geografica dos haplétipos foi significativa (p<0,05). A inferéncia
para o clado 1-8 aponta para restricdo no fluxo génico com isolamento por distancia.
Para os demais clados de nivel 1, a hip6tese nula de ndo associagao da geografia com
a distribuigdo da variabilidade genética ndo pode ser rejeitada. Dois dos trés clados de
nivel 2 sdo exclusivos da Amazénia (clados 2-1 e 2-3; Figuras 17 e 18) e um possui
ampla distribuicdo desde o sul da Mata Atlantica até a América Central (clado 2-2;
Figuras 17 e 18). Entre esses clados, somente para o clado 2-2 a associagao entre a
variabilidade genética e a distribuigdo geografica foi significativa (p<0,05), a inferéncia
aponta expansdo contigua da distribuicdo geografica. Para o clado total (Figura 17),
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associagao foi significativa (p<0,05), a inferéncia também aponta para expanséao

contigua da distribuicdo geografica.

18
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Figura 17. Rede de relacionamento de haplétipos da regidao controle de 200pb do
DNAmt das amostras de gaviao-real de localidades geograficas conhecida. Os
circulos representam os haplétipos seguidos de sua identificagdo (ld+namero). A
cor verde escuro representa a proporgiao relativa de amostras da Amazodnia
brasileira para o haplétipo. A cor azul representa a proporcao relativa de amostras
da Mata Atlantica para o haplétipo. As cores verde claro e amarelo representam a
proporcao relativa de seqiiéncias do GenBank da Amazénia nao brasileira e
América central respectivamente e para o haplotipo. As linhas representam a
ligagdo dos haplétipos por um passo mutacional. A linha transversal a linha que
liga os haplotipos representa um passo mutacional adicional ou haplétipo nao
encontrado. Os poligonos representam os clados identificados pela NCPA.
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Figura 18. Distribuicdo dos clados de nivel 2 da analise de NCPA. Para os clados 2-1 e 2-3 a
hipétese nula ndo pode ser rejeitada. Para o clado 2-2 a associagao entre a variabilidade genética
e a distribuicdo geografica foi significativa, a inferéncia é de expansao contigua da distribuicdo
geografica. Para o clado total a associagao foi significativa, a inferéncia também é de expansao
contigua da distribuicao geografica.
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5.1.2. Microssatélites
Ao todo foram genotipadas 148 amostras de gavido-real do Brasil, 118 com
informacao geografica e 30 de RD. Para todas as amostras, quatro locos se
apresentaram em significativo desvio do EHW apés a correcdo de Bonferroni, sendo
trés com déficit (NVHFR206, p = 0,00166 +-0,00004; HFC7G4, p = 0,00000 +-0,00000;
AA43, p = 0,01534 +-0,00011) e um com excesso (HFC1D2, p = 0,00009 +-0,00001) de
heterozigosidade. Quando o teste foi aplicado as amostras da Mata Atlantica e
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Amazobnia separadamente, somente o loco AA43 apresentou desvio do EHW
(p=0,00010 +- 0,00001) para déficit de heterozigosidade e apenas para Amazénia. Esse
desvio também foi detectado pelo programa MicroChecker para a Amazobnia e para a
amostragem total, mas ndo para a Mata Atlantica. O programa sugere a presenga de
alelos nulos para o loco. Entretanto, outras explicacbes sao possiveis, como que o loco
pode estar sobre efeito Wahlund, mistura de populagdes diferentes na amostragem, ou
sob selegcdo. Para as amostras separadas por sub-regides nenhum loco apresentou
desvio do EHW. Em nenhuma das combinagdes de amostras os locos se apresentaram
em desequilibrio de ligagdo apds corregdo de Bonferroni. Considerando o desvio de
EHW do loco AA43 para a amostragem da Amazoénia e total, o loco foi excluido das
analises de diversidade genética, baseadas no Fst, demografia e migracao.

Os indices de diversidade foram sumarizados na Tabela 7. Para os oito locos e
148 amostras foram encontrados 48 alelos. A Amazbnia e a Mata Atlantica
apresentaram sete e dois alelos restritos respectivamente. A Amazbnia Central
apresentou os maiores valores de k e de AR entre os sub-grupos. A Mata Atlantica
Norte apresentou os menores valores de k e de AR. A Amazobnia Central e a MN
apresentaram os maiores valores para Hp, os valores foram similares entre esses dois
sub-grupos. A Mata Atlantica apresentou maiores valores de Hp € He do que Amazénia.

A AMOVA nao evidenciou diferenca significativa entre os sub-grupos dentro da
Amazbnia e Mata Atlantica ou entre a Amazbnia e Mata Atlantica (Fst= 0,00556; p=
0,84772+-0,00336). Entre a Mata Atlantica e os sub-grupos da Amazénia também nao
foi evidenciado diferenciagdo significativa (Fsr=0,00760; p=0,56772+-0.00499). Os
valores de Fst e de probabilidade nas comparagdes par a par foram sumarizados na

Tabela 8, nenhuma diferencga foi significativa.
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Tabela 7. Numero de alelos (k), riqueza de alelos (AR), Alelos privados, heterozigosidades
observada (Ho) e esperada (Hg) dos locos microssatélites para o gaviao-real das regides e sub-
regioes geograficas amostradas.

Regido Geografica Numero de K AR Alglos Ho Hy
Amostras privados
Amazénia 86 46 5,750 7 0,46116 0,48349
Centra/-AC 25 40 5,000 1 0,53054 0,52378
Sudoeste - AS 21 37 4,625 1 0,45526 0,48793
Leste -AL 28 42 4,625 2 0,43740 0,45349
Mata Atlantica 34 40 5,000 2 0,48247 0,49136
Norte - MN 16 33 4,125 1 0,53854 0,48042
Sul-MS 18 34 4,250 0 0,43505 0,49827
Amazéniat+Mata Atlantica 120 48 6,000 - 0,47181**  0,48742**
Brasil” 148 48 6,000 o* 0,45660 0,47772

*Considera as amostras nao utilizadas nos grupos geograficos. Os valores de alelos privados sao relativos
a comparacao entre Amazénia e Mata Atlantica, entre sub-regides e entre Amazdnia+Mata Atléntica e
Brasil. *Alelos privados de amostras sem informagéo geografica. **Médias entre as hererozigosidades da
Amazonia e Mata Atlantica.

Tabela 8. Valores de Fsr par a par e sua probabilidade entre sub-regides geograficas com dados
microssatélites. Na diagonal inferior esquerda os valores de Fsr e na superior direita valores de
probabilidade +- desvio padrdo. Nenhuma diferenca foi significativa.

Regido geografica

. AC AS AL MN MS MA

(nimero de amostras)
Central i 0,14939  0,25334 0,15068  0,13207  0,04970
AC (33) +-0,0036  +-0,0039 +-0,0035 +-0,0033 +-0.0022

Amazénia Sudoeste 001067 - 0,82398  0,15959  0,21661 0,06989
AS (20) +-0,0037  +-0,0035 +-0,0037 +-0.0023
Leste 0,18978  0,30274  0,13672
AL (23) 000431 -0,00977 - +-0,0036 +-0,0045 +-0,0035
Norte 0,60341

Mata MN (14) 0,00729  0,00903 0,00637 - £0,0048

Atlantica Sul
MS (15) 0,01122  0,00884 0,00395 -0,00911 - -

Mata Atlantica Total

MA (29) 0,01211 0,01194  0,00684 - - -

Os valores de Fg1 par a par de analises sdo apresentados: 1) para sub-regides da Amazdnia vs sub-
regides da Mata Atlantica; 2) sub-regides da Amazdnia vs Mata Atlantica. Foram considerados valores de
probabilidade significativo apds corregdo de Bonferroni para o numero de comparacao dentro de cada
analise:1) probabilidade significativa (p<0,0050); 2) probabilidade significativa (p<0,0083).
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O teste de Mantel nédo revelou uma significativa correlagcdo entre as distancias
genéticas (Fst) e as distédncias geograficas em nenhum dos modelos (Figura 12).
Entretanto, foi possivel detectar uma tendéncia quase significativa para uma pequena
correlagdo positiva com os modelos 3, 6 e 7 (Figura 12), ou seja, uma tendéncia de
conexao para o fluxo génico do gavido-real da Mata Atlantica e Amazdnia pelo leste da
Amazénia.

Tabela 9. Resultado do teste de Mantel para correlagdo entre as distincias genéticas (Fsy, com

dados microssatélites) e as geograficas de acordo com os modelos de 1 a 7. Apresenta os
modelos e seus coeficientes de correlagao (r) e probabilidade (p).

Modelo 1  Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 Modelo 7

Corelagdo  rivra8) (Figura9) (Figura 10) (Figura11) (Figura12) (Figura13) (Figura 14)
R 0,403960 0,339567 0,506000 0,427055 0,353036 0,504756  0,516924
P 0,183000 0,225000  0,070000  0,172000  0,203000  0,076000  0,065000

Na analise Bayesiana no programa Structure, a primeira performance com oito
locos, o numero de grupos com maior probabilidade posterior média para explicar a

relacado dos genotipos encontrados foi K =1 (p =-23129,7) (Figura 19).
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Figura 19. Valores de probabilidade posteriores (p) Bayesiana dos grupos (K) testados
com oito locos microssatélites. A maior probabilidade é para K=1, sugerindo um
grupo (panmixia) explica melhor os dados.
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A segunda performance, com nove locos (incluindo o loco AA43), o numero de
grupos com maior probabilidade posterior média para explicar a relagao dos genétipos
encontrados foi K = 3 (p = -2691,7) (Figura 20). Entretanto, K = 3 explica apenas 1,7%
melhor os dados do que K =1 (p = -2737,8), além de apresentar maior variancia. Todos
os individuos apresentam genotipos misturados entre os trés grupos (Figura 21 e 22).
As amostras que apresentaram coeficiente de relacionamento (q) >0,8 para um dos
grupos mostraram um padrao discreto na distribuicdo geografica, onde um dos grupos
(grupo 1) apresentou predominantemente amostras da Mata Atlantica e os outros dois
grupos (grupos 2 e 3) apresentaram mais amostras da Amazénia (Figura 23). Para as
amostras com (g>0,5), ou seja, com gendtipos mais misturados, o padrdao persiste
(Figura 24), embora fracamente. As amostras com q<0,5 para todos os grupos, ou seja,
genotipos extremamente misturados se concentram principalmente no leste da

Amazonia (Figura 24).
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Figura 20. Valores de probabilidade posteriores (p) Bayesiana dos grupos (K) testados
com nove locos microssatélites, incluindo o loco AA47. A maior probabilidade é para
K=3, sugerindo que trés grupos explicam melhor os dados.
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Grupo1 Grupo 2

Figura 21. Relacionamento das amostras aos grupos representados pelos
vértices do triangulo. Os circulos em azuis representam as amostras da
Mata Atlantica, vermelhos da Amazoénia e verdes as amostras com regiao
geografica desconhecida.
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Figura 22. Composi¢ado do relacionamento genético entre as amostras de acordo com os
trés grupos determinados pela analise Bayesiana. Cada barra representa uma amostra da
Amazonia, Mata Atlantica ou de regido desconhecida (RD). Cada cor representa um grupo
entre os trés grupos (K = 3) com maior valor de probabilidade para explicar os dados. O
eixo vertical mostra o coeficiente de relacionamento (q) da amostra aos grupos definidos.
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Figura 23. Distribuicdo das amostras que apresentaram coeficiente
de relacionamento (q) >0,8 para um dos trés grupos sugeridos
pela analise Bayesiana. No grupo 1 predomina amostras da Mata
Atlantica e nos grupos 2 e 3 amostras da Amazoénia.
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Figura 24. Distribuicdo das amostras com coeficiente de
relacionamento (q) >0,5 para um dos grupos e <0,5 para todos os
trés grupos sugeridos pela analise Bayesiana. No grupo 1
predomina amostras da Mata Atlantica e nos grupos 2 e 3
amostras da Amazonia. As amostras com <0,5 se concentram
mais no leste da Amazonia.
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5.2. DEMOGRAFIA HISTORICA E MIGRAGAO

5.2.1. DNAmt

Os valores do teste D de Tajima foram negativos para Amazbnia e Mata
Atlantica, -0,58161 e -0,95259 respectivamente, mas n&o foram significativos (p > 0,05).
Entretanto, os valores do teste Fs de Fu foram negativos e significativos, -4.31146 (p =
0,04200) e -3,48964 (p = 0,005), para a Amazobnia e Mata Atlantica respectivamente,
sugerindo expansao populacional. A expansdo também é suportada pelas curvas da
distribuicdo das diferengas par a par (mismatch) tanto para Amazdnia quanto para Mata
Atlantica, ambas foram unimodais (Figura 25) e com r = 0,02570 (p = 0,94) e r =
0,06349 (p = 0,79) respectivamente, tais como encontrado em populagdes que tenham
experimentado expansdo populacional (Rogers & Harpending, 1992). Dado as
distribuicbes mismatch, nao foi possivel rejeitar o modelo de expansdo demografica
para Amazénia e Mata Atlantica, SSD = 0,00583 (p = 0,71000) e SSD = 0,00487 (p =
0,57000) respectivamente.
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Figura 25. Distribuicdo mismatch para haplétipos encontrados em amostras de gavidao-real (A)
Amazdnia e (B) Mata Atlantica. A distribuicao esperada de diferengas par a par de acordo com um
o modelo de expansao populacional subita é mostrada pela linha continua azul (Exp) e a distancia
observada pela linha pontilhada vermelha (Obs).

Os resultados da analise Bayesiana de coalescéncia realizada no programa
Beast foram sumarizados no grafico (Figura 26). A analise evidenciou um forte sinal
expansao populacional para o gavido-real que se inicia lentamente ha
aproximadamente 18.000 anos, com tamanho populacional efetivo de fémeas (Ner) de

pouco mais que 700 individuos. A expansao foi acentuada ha 7.000 anos, quando Ngf
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ultrapassa 1.500 individuos. O apice da expansao ocorre ha 1.132 anos, onde 0 Ngs
atingiu aproximadamente 5.400 individuos. A partir desse apice, os parametros
convertidos no grafico (Figura 26) apresentam uma tendéncia na redugao da populacgéao,
com declinio um pouco maior nos ultimos 500 anos. Os resultados mostram uma
estimativa de N de 4.760 (3.520 — 7.250, 90% CI) individuos no tempo atual (tempo

zero; Figura 26).
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Figura 26. Resultados dos pardmetros da andlise Bayesiana do programa Beast convertidos.
Dindmica do tamanho efetivo populacional de fémeas (N.s) no tempo. Um forte sinal de expansao
populacional pode ser visualizado.

Na analise pelo programa IMa os valores de probabilidade maxima posteriores
mostram sinal de recente separacdo entre as populagbes da Amazdnia e Mata
Atlantica. Os valores dos parametros convertidos trazem uma estimativa de tempo de
divergéncia de 9.898 anos (7.522 — 18.707, 90%CIl), onde ocorre uma elevada
densidade de valores de probabilidade, e 77.700 anos (5.920 — 86.400, 90% CI), onde
ocorre maior variancia nos valores de probabilidade (Figura 27). O valor estimado do
Ner ancestral entre as duas populagdes (ou seja, antes da divergéncia) foi de 363 (2,275
— 4.110, 90%Cl) (Figura 28). Os valores estimados de Ng para a Amazbdnia apos a
divergéncia foi de 1.845 (885 — 460, 90%Cl) e para a Mata Atlantica foi de 540 (175 —

1605, 90%Cl) (Figura 27). A taxa de migragao apos divergéncia para a Amazénia foi m
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= 3,23 x 10 e para a Mata Atlantica foi m = 2,46 x 10 (Figura 29), o que corresponde
a uma migragcao praticamente unidirecional entre as regides, com Nm~=11,9348
(1,113884 — 66,431835, 90%Cl) migrantes da Mata Atlantica para a Amazé6nia e apenas
Nm; =0,0026505 (0,0008628 — 9,233875, 90%ClI) no sentido inverso.

Um resultado similar ao de IMa para migragao unidirecional também foi obtido
na analise do programa Migrate. As estimativas de 6 na anaélise foram de 0,01975 e
0,00525, e de m foram de 7275 e 1555 para a Amazbénia e Mata Atlantica
respectivamente. Isso corresponde a Nmy= 14,3681 da Mata Atlantica para a Amazénia
e Nmy=0,081375 no sentido inverso. Os valores de N¢r convertidos foram de 682 e 181

individuos para a Amazbnia e Mata Atlantica respectivamente.
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Figura 27. Escalada do tempo (em anos) de divergéncia para os dados de seqiiéncia
da regido controle do DNAmt do gavido-real na andlise de IMa. O sinal forte de
divergéncia tempo de divergéncia de foi 9.898 anos (7.522 — 18.707, 90%Cl), onde
ocorre uma elevada densidade de valores de probabilidade, e 77.700 anos (5.920 —
86.400, 90% CI), onde ocorre maior varidncia nos valores de probabilidade.
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Figura 28. Estimativas de probabilidade de maxima verossimilhanga (p) para
tamanho efetivo da populagcdao ancestral entre Amazonia e Mata Atlantica
(amarelo), da Amazoénia (vermelho) e da Mata Atlantica (azul). O numero
efetivo de fémeas (N, com maior probabilidade para a populagao ancestral
foi 363, para a Amazonia foi 1.845 e para a Mata Atlantica foi 540 individuos
de gaviao-real.
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Figura 29. Probabilidades de maxima verossimilhanca (p) para as taxa de
migragao (m) do gaviao-real para a Amazoénia (vermelho) e Mata Atlantica
(azul). A taxa de migragao com maior p para a Amazonia foi m = 3,23 x 107
e para a Mata Atlantica foi m = 2,46 x 10° (ndo aparece no grafico). A taxa
migracgao é praticamente unidirecional da Mata Atlantica para a Amazoénia.
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Na comparacgao entre sub-regides da Amazonia com a Mata Atlantica na analise
do programa Migrate, os resultados mostraram a migragao unidirecional partindo da
Mata Atlantica para o leste da Amazodnia (AL; Figura 30). Dentro da Amazénia o fluxo
génico também n&o é igual entre as regides, a migragao n&o ocorre diretamente entre o
sudoeste (AS) e leste (AL), é unidirecional entre o centro (AC) e o sudoeste e bi-

direcional entre o centro e o leste (Figura 30).
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Figura 30. Taxa de migragdo (m), os valores de 8 e o nimero de fémeas migrantes (Nmy)
direcional de gavido-real entre as regidoes e sub-regioes com dados DNAmt. A migragao
€ unidirecional da Mata Atlantica para o leste da Amazdnia (AL) e da porgao central para
sudeste da Amazénia (AC). O leste e sudoeste da Amazodénia ndo trocam migrantes
diretos.
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5.2.2. Microssatélites

Nas analises de redugao populacional recente no Programa Bottleneck para
todas as amostras do Brasil, os oito locos se apresentaram com deficiéncia de
heterozigotos de acordo com modelo evolutivo SMM (p = 0,00076). Para as amostras
da Amazdbnia, os oito locos também se apresentaram com deficiéncia de heterozigotos
de acordo com modelo evolutivo SMM (p = 0,00081). Em ambos os casos, para os
outros dois modelos evolutivos (IAM e TPM) a heterozigosidade foi apresentada em
equilibrio. O resultado sugere expans&o populacional ou introdugdo de alelos por
migragao, se os microssatélites evoluem segundo o modelo SMM. Para as amostras da
Mata Atlantica o conjunto dos oito locos se apresentou em equilibrio mutagao e deriva,
considerando qualquer um dos modelos evolutivos (IAM, TPM e SMM). Isso sugere
uma estabilidade populacional para a Mata Atlantica.

Na analise de M Value para os locos microssatélites, nao foi detectado reducao
populacional em nenhuma situagdao. Para a Amazébnia o valor médio M foi 0,945238
(99,89% de taxa de equilibrio), para a Mata Atlantica o valor médio de M foi 0,946429
(99,93% de taxa de equilibrio) e para a amostragem total o valor médio de M foi
0,966071 (100% de taxa de equilibrio).

Na analise de Migrate, os valores obtidos para 6 foram 1,0262 e 0,9621 e para m
foram 12,336 e 6,346 para a AmazéOnia e Mata Atlantica respectivamente. Esses valores
convertidos correspondem a numero de migrantes por geragao (Nm= M6/2) de 6,110 da
Mata Atlantica para a Amazénia e 3,753 no sentido inverso. Em termos de tamanho
efetivo populacional (N.=6/4u) os valores convertidos correspondem a 513 e 481
individuos na Amazébnia e Mata Atlantica respectivamente.

Na comparacéo entre sub-regides da Amazdnia e Mata Atlantica, a migragao se
apresenta altamente dindmica, mas com pequenas quantidades de migrantes por
geracéo (Figura 31). A migracdo da Mata Atlantica para a Amazénia foi apresentada
como ocorrendo tanto pelo leste quanto pelo sudoeste da Amazbnia (AL e AS
respectivamente), chegando também diretamente a Amazénia Central (Figura 31).
Entretanto, o fluxo génico foi maior entre a Mata Atlantica e o leste da Amazénia. O

numero de migrantes da Mata Atlantica para a Amazénia Central foi quase duas vezes
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maior do que para as outras sub-regides da Amazénia. Os resultados mostram que
dentro da Amazénia a migragao € limitada e mais alta partindo de AS para a AC, sendo

a unica comparacgao entre sub-regides da Amazodnia que apresenta 2Nm > 1 (Figura
31).
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Figura 31. Taxa de migracdo (m), os valores de @ e o numero de migrantes (Nm)
direcional de gaviao-real entre as regioes e sub-regides com dados microssatélites. A
migragdo se apresenta como sendo altamente dindmica entre as sub-regides da
Amazonia e a Mata Atlantica, mas com pequenas quantidades de migrantes.

5.3. RAZAO SEXUAL E DIPERSAO PARCIAL ENTRE OS SEXOS

5.3.1. Razao sexual da amostragem

Das 166 amostras, 137 (82,5%) tiveram o sexo identificado geneticamente. Em

todos tipos de origem das amostras a fémea foi 0 sexo mais representado. Das 44

77



amostras da natureza, 34 tiveram o sexo identificado geneticamente, sendo que 26
(76,4%) foram fémeas e oito (23,6%) machos. Das 60 amostras de museus, 43 tiveram
o sexo identificado, sendo 31 (72,1%) foram fémeas e 12 (27,9%) machos. Das 62
amostras de criadouros, 60 tiveram o sexo identificado, sendo que 38 (62,9%) foram
fémeas e 22 (37,1%) foram machos. Das 99 amostras da Amazoénia, 84 tiveram o sexo
identificado, 58 fémeas (69%) e 26 machos (31%), com desvio significativo (p =
0,00048). Das 36 amostras da Mata Atlantica, 25 tiveram o sexo identificado, sendo 23
(92%) fémeas e dois machos (8%), com desvio significativo (p < 0,0001). No total de
amostras, 95 (69,3%) foram identificados geneticamente como fémeas e 42 foram
machos (30,7%), com desvio significativo (p < 0,00001). Assim, a razado sexual é
aproximadamente 1 macho: 2,11 fémeas na amostragem total, com desvio significativo

do esperado 1:1.

5.3.2. Dispersao baseada no sexo

Na analise de Fst par a par com dados de DNAmt, as fémeas da Amazoénia e
Mata Atléntica apresentaram diferenciagédo genética significativa (Tabela 10). O ®gy
entre machos da Amazoénia e fémeas da Amazonia também foi significativa (Tabela 10).
Entretanto, o ®st entre machos da Amazénia e fémeas da Atlantica nao foi significativo
(Tabela 10).

Com os dados microssatélites nenhuma os valores de Fst par a par ndo foram
significativos. Entretanto, as fémeas da Amazénia e Mata Atlantica apresentaram Fst
quase significativo (p=0,01812+-0.0014) apds corregdo de Bonferroni (valores
significativos p<0,0167).

Na analise de indice de aproximagao (Ac) com dados de oitos locos
microssatélites e amostragem da Amazoénia (Figura 33, A.), os machos de gavido-real
apresentaram a média de Ac mais baixa (mAc=-0,143+-0,499) que das fémeas
(mAc=0,143+-0,449) (K=-12; p=0,44). A variancia de Ac dos machos (vAc=5,341) foi
maior que das fémeas (vAc=4,327), mas nao foi significativa (p > 0,05). Com a adigao
do loco AA43 a analise, somando nove locos analisados, os machos também

apresentaram mAc mais baixo (mAc =-0,196+-0,483) que as fémeas (mAc =0,196+-
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0,465) (T=-12; p=0,46) (Figura 33, B.). Com a adi¢do do loco AA43 a variancia de Ac
dos machos (vAc= 5,843) foi maior que das fémeas (vAc= 4,403), entretanto também

nao foi significativo (p > 0,05).

Tabela 10. Valores de ®s7 e Fst par a par com dados de 200pb da regidao controle DNAmt (diagonal
inferior) e microssatélites (diagonal superior) respectivamente entre os diferentes sexos e regido.

Sexo Regiao (Amostras) Machos da Fémeas da Fémeas da Mata
9 Amazbnia Amazbnia Atlantica

Machos da Amazoénia (19) - -0,00108 0,00813

Fémeas da Amazonia (22) 0,12096* - 0,01942

Fémeas da Mata Atlantica (22) 0,05408 0,17883* -

*Apresenta probabilidade significativa apds a correcao de Bonferroni (p<0,0167)
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Figura 32. Distribuicao da freqiiéncia do indice correto de relacionamento (Alc)
individuos de gavidao-real da Amazénia. A. Valores de Alc obtidos com oito
locos; B. Valores de Alc obtidos com nove locos, incluindo o locos AA43.
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5.4. DISTRIBUIGAO DA VARIABILIDADE E DESMATAMENTO

Na comparacgao de amostras de diferentes periodos e cenarios da Mata Atlantica
(1911-1953 e 1967-2008) e da Amazdbnia (Eixo Central e Arco do Desmatamento)
respectivamente, o periodo de 1911-1953 apresentou os menores valores de indices de
diversidade para o DNAmt (Tabela 11), somente quatro haplétipos foram detectados
para esse periodo. Para os demais grupos os valores para os indices de diversidade de
DNAmt sao bastante similares. O teste exato de diferenciagdo populacional foi
significativo para todas as comparacdes (p<0,008) apontado diferengas nas frequiéncias
haplotipicas entre os grupos de amostras.

Com os oito locos microssatélites, a Mata Atlantica 1911-1953 apresentou os
maiores valores de Hop e Hg, seguida pela Amazénia do Eixo Central (Tabela 11). Os
valores de heterozigosidades para a Mata Atlantica 1967-2008 e Amazdnia do Arco do
desmatamento foram relativamente baixos e similares (Tabela 11). Comparando a
heterozigosidade dos locos entre os dois periodos da Mata Atlantica, foi encontrado
uma redugao na Hp de 21% (Z=-1,68; p=0,09289). A Amazdnia Arco do Desmatamento
apresentou 22%, 18% e 2,4% menor Hp que a Mata Atlantica 1911-1953 (Z=1,96;
p=0,04995), Amazénia do Eixo Central (Z=-1,40; p=0,10974) e Mata Atlantica 1967-
2008 (z=0,84017, p=0,4081) respectivamente. A Mata Atlantica 1967-2008 apresentou
16,5% menor Hpo que a Amazénia do Eixo Central (Z=-1,40028; p=0,1643). A Amazoénia
do Eixo Central apresentou 4,7% menor Ho que a Mata Atlantica 1911-1953 (Z=0; p=1).

Uma tendéncia a diminuicdo da Ho ao longo dos anos foi detectada para a Mata
Atlantica comparando todos os valores Hop encontrados nas amostras que possuem
datas (Figura 32). A maior Hp encontrada foi 0,875 para uma amostra de 1953 do norte
da Mata Atlantica (Estado do Espirito Santo). A menor Hp encontrada foi zero para uma
amostra de 2006, da transigcao do Cerrado com o sul da Mata Atlantica.

A anadlise ®gr par a par revelou diferengas significativas com dados DNAmt para
as comparagdes dos grupos de amostras de tempos da Mata Atlantica (1911-1953 e
1967-2008) com a Amazbnia do Eixo Central (Tabela 12). Para os dados

microssatélites a diferenciacdo nédo foi significativa nas comparagdes. Entretanto, entre
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as amostras da Amazénia do Eixo Central com Mata Atlantica 1911-1953 o Fsy
apresentou valor menor que na comparagao com Mata Atlantica 1967-2008 (Tabela 12).
Entretanto, o Fst entre a Amazoénia do Eixo Central e Mata Atlantica 1967-2008 foi
quase significativa (p=0,01505+-0.0012) apds corre¢cado de Bonferroni (valor significativo
p<0,0086).

Tabela 11. Valores de indices de diversidade genética com 200pb da regido controle do DNAmt e
com nove locos microssatélites (Mst) para amostras de diferentes periodos de tempo e regiées. O
numero de haplétipos, diversidades haplotipicas (h) e nucleotidica (17) para os dados de DNAmt e
numero de alelos (k), riqueza de alelos (AR) e as heterozigosidades observadas (Hy) e esperadas
(Hg) para os dados de microssatélites.

indices Mata Atlantica Mata Atlantica Amazobnia Amazobnia Arco do
1911-1953 1967 - 2008 Eixo Central Desmatamento
Amostras
DNAmMt\Mst 15\14 14\15 23\23 27\28
Haplétipos 4 7 7 8
DNAmMt H 0,3714 0,7582 0,7747 0,6838
r 0,002476 0,006868 0,008735 0,008376
K 32 32 40 38
AR 4,000 4,000 5,000 4,750
Microssatélites
Ho 0,53587 0,42619 0,51041 0,41595
He 0,55413 0,44569 0,53313 0,44818
1
0,9 r
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Figura 33. Relagao com tendéncia na diminuicdo da heterozigosidade observada

(Ho) do gavido-real ao longo do tempo na Mata Atlantica.
Tabela 12. Valores de ®ste Fsr par a par com dados de 200pb da regiao controle DNAmt (diagonal
inferior) e microssatélites (diagonal superior) respectivamente entre as diferentes regides e/ou
periodos de tempo.

E:?ifs oo'll'Jempo Mata Atlantica Mata Atlantica Amazénia Amazénia Arco
(DNAmt\Mst) 1911-1963 1967 — 2008 Eixo Central do Desmatamento
Mata Atlantica

1911-1953 (15\14) 0,02368 0,00090 0,02022

Mata Atlantica

1967 - 2008 (14\15) 0101460 - 0,03444 0,00359
Amazonia . .

Eixo Central (23123)  O1192%0 0,15202 - 0,02096
Amazobnia Arco do 0,07127 0.06702 0.00708 ]

Desmatamento (27\28)

*Valores de probabilidade significativa apds a corregdo de Bonferroni (p<0,0083).

Nas analises de reducao populacional recente no programa Bootleneck, os locos
microssatélites se apresentaram com déficit de heterozigotos para Amazodnia Eixo
Central e Amazénia Arco do Desmatamento para o modelo evolutivo SMM (p = 0,01953
e p = 0,01367) respectivamente, sugerindo expansido populacional ou introdugéo de
alelos por migragao para ambas amostragens se os microssatélites evoluem conforme
o modelo SMM. Para as amostragens da Mata Atlantica 1911-1953 e Mata Atlantica
1967-2008 os resultados se apresentaram em equilibrio mutagao deriva para todos os
trés modelos evolutivos (IAM, SMM e TPM), sugerindo que a populagdo esta em
equilibrio na Mata Atlantica em ambos periodos de tempo

No teste de M Value, para o periodo de 1911-1953 o valor médio de M foi
0,918452 (99,9% de taxa de equilibrio) e para o periodo de 1967-2008 o valor médio de
M foi 0,880556 (99,5%de taxa de equilibrio). Para Amazoénia Eixo Central, o M foi
0,958333 (99,99%de taxa de equilibrio) para a Amazénia Arco Desmatamento, o M foi
0,87381 (98,66% de taxa de equilibrio). Esses resultados de M sugerem estabilidade

populacional em todas as situagdes.
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6. DISCUSSAO

A analise conjunta dos dados genéticos da regidao controle do DNAmt e
microssatélites nuclear em uma amostragem extensiva da espécie, com sexo
determinado geneticamente, permitiu caracterizar a composigdo genética atual e
histérica do gavido-real em sua distribuicdo no Brasil. Os resultados da diferenciagao
genética, encenacdes demograficas e padroes genéticos na geografia foram discutidos

para que a informacao possa ser aplicada na conservagao da espécie.

6.1. DIVERSIDADE GENETICA

Os valores médios dos indices de diversidade genética inferidos a partir da
regiao controle do DNAmt (h = 0,688600 +/- 0,039900; = 0,007962 +/- 0,005266) com
a amostragem do gavido-real do Brasil sdo relativamente baixos, como também tem
sido reportado para outras espécies de Falconiformes. A baixa diversidade com base no
DNAmt geralmente tem sido reportada nos Falconiformes como associada com recente
falhas na demografia, por exemplo, Gypaetus barbatus (h = 0,9320 + 0,0120;
m=0,02920 + 0,0153; Godoy et al., 2004), Haliaeetus albicilla (h = 0,746; = 0,00680 *
0,00012; Hailer et al., 2007) e a ameacgada A. heliaca (h = 0,7790 + 0,0420; = 0,00548
+ 0,00068) (Martinez-Cruz et al., 2004). O longo periodo de redugao populacional
detectado para o gavido-real antes da expansdo pode explicar a baixa diversidade
encontrada com base no DNAmt, a diversidade genética pode ter sido reduzida na
pequena populagéo pela deriva genética.

A diversidade genética do gavidao-real com base nas herozigosidades dos
marcadores microssatélites (Hg = 0,47772; Ho = 0,45660; AR = 6,000) foi similar a das
ameacgadas A. adalberti (He = 0,549; Ho = 0,516; AR = 4,881; Martinez-Cruz et al.,
2004) (Wicoxon test. Z = 0,28; p=0,779) e da A. heliaca (He = 0,627; Ho = 0,563; AR =
5,211; Martinez-Cruz et al., 2004) (Z = 1,12; p = 0,263). Entretanto, valores de

diversidade genética também similares sdo reportados para outros Falconiformes nao
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ameacgados, (Nesje et al., 2000b; Kretzmann et al., 2003; Rudnick et al., 2005). Por
outro lado, a Hg (indice de diversidade genética menos sensivel a diferengas no
tamanho amostral; Nei, 1978) do gavido-real esta entre as médias de He encontradas
para aves ameacadas classificadas como “vulneravel” (He = 0,572), “em perigo” (He =
0,406) e “criticamente em perigo” (He = 0,414) na compilagdo de dados realizada por
Evans & Sheldon (2008), incluindo accipitrideos. A baixa diversidade dos
microssatélites também ¢é reportada nos estudos onde comparam O uso primers
heter6logos com primers autélogos. Rachlow & Hicks (2004) compararam primers
heterdlogos e autdlogos em varias espécies de mamiferos que a He foi em média 10%
menor usando primers heterdlogos. Como foram utilizados primers heterélogos para o
gaviao-real é possivel que a diversidade genética foi subestimada. Entretanto, a Hge
entorno de 10% maior que a encontrada para o gavido-real ainda esta entre as médias
de Hg de aves ameacgadas. Os primers heterdlogos sdao comumente utilizados em
espécies ameacgadas para diminuir os custos e acelerar os resultados, mas podem
gerar sub-estimativas de diversidade genética para a comparagdo com espécies nao
ameacadas. Entretanto, mesmo excluindo os dados de espécie com dados de primers
heterélogos, Simon & Sheldon (2008) encontraram significativa redugdo da média He
das aves com o aumento do risco de extingdo (categorias de ameacas).

A baixa diversidade genética encontrada do gavido-real sugere que no nivel
genético essa espécie enfrenta condigcdes de vulnerabilidade semelhantes a de aves
ameagadas, incluindo accipitrideos. A diversidade genética € proporcional ao tamanho
populacional, inversamente proporcional a endogamia, requerida para as populagdes e
espécies se adaptarem as mudancas ambientais e reflete seu potencial evolutivo
(Frankham et al., 2002), consequentemente, a baixa diversidade genética é vista como

um marcador de risco de extingao (Spielman et al., 2004).

6.2. DISTRIBUIGAO DA VARIABILIDADE GENETICA

A hipétese de que nao existem uma populagdes diferenciadas na Mata Atlantica

nao pode ser rejeitada. Os resultados dos marcadores moleculares mostram uma
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populagdo panmitica para a Mata Atlantica, apenas com uma tendéncia a maior
diversidade genética em termos de diversidades haplotipicas, nucleotidicas (DNAmt) e
heterozigosidades (microssatélites) no norte dessa regido. Mesmo nas analises de
NCPA e Bayesiana do Structure, para DNAmt e microssatélites respectivamente,
nenhum padrdo de populagbes diferenciadas para a Mata Atlantica é evidenciado.
Assim, os registros relatados como possiveis movimentos sazonais do gavido-real no
sul da Mata Atlantica podem ser de individuos machos ou fémeas se dispersando para
o norte da regido, em vice versa, ou até mesmo movimentos relativamente curtos de
individuos residentes.

Como previsto, as sub-regides da Amazbdnia também ndo apresentaram
diferenciagao genética. Entretanto, os grupos nao foram divididos para testar hipéteses
que tém sido utilizadas para explicar a diversificagcdo de populagdes e espécies na
Amazbnia, como por exemplo, refugios pleistocénicos (Haffer, 1997), rios como
barreiras (Ayres & Clutton-Brock, 1992) e transgressao marinha com efeito nos niveis
dos rios criando refugios de terra durante as flutuagdes climaticas do (Frailey et al.,
1988; Frailey, 2002). Como o gavido-real tem grande potencial de dispersdo e a
Amazbnia moderna possui relativamente uma grande continuidade florestal com
registros bem distribuidos do gavido-real, as barreiras existentes para o fluxo génico
relatados para algumas populagcbes de espécies amazbnicas, mesmo de aves (e.g.
Aleixo, 2004), possivelmente podem ser transpostas pelo gavido-real e os eventuais
sinais de divisdo populacional que tenham ocorrido no passado para essa espécie
podem ter sido difundidos na paisagem Amazonica. Testes realizados previamente
mostraram que rio Amazonas nao é uma barreira ao fluxo génico do gaviao-real entre o
norte e o sul da Amazodnia (resultados nao apresentados).

As analises que nao utilizaram agrupamentos prévios para teste de definicdo de
estrutura populacional, a NCPA e Structure para DNAmt e microssatélites (nove locos),
respectivamente, apresentaram grupos dentro da Amazbnia que podem estar
relacionados a populagdes ancestrais com distribuicdo de acordo com os hipotéticos
cenarios de diversificacdo de populacdes da Amazébnia. Entretanto, se no passado

haviam populagdes distintas na Amazdnia, hoje encontram-se sobreposta e misturadas
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como mostrado através das analises de distribuicido haplétipos e clados de DNAmt e o
alto grau de mistura dos gendtipos dos nove locos microssatélites dos grupos da
Amazobnia. Entretanto, seria interessante no futuro testar os cenarios de hipéteses de
diversificagdo existentes. No momento, o numero e distribuicdo das amostras e o
numero de marcadores microssatélites empregados no presente estudo n&do sé&o
adequados para os testes. A principio, o foco principal deste trabalho foi investigar
descontinuidade parcial da distribuicido do gavido-real entre a Amazénia e a Mata
Atléntica. Os grupos definidos previamente contribuiram para essa investigacdo. A
discusséo sobre os resultados dessa abordagem segue separada por tipo de marcador

molecular.

6.2.1. DNAmt

As sub-regides da Amazobnia sdo diferenciadas da Mata Atlantica, mas a
composicao dos valores de ®st sugere que a distribuicao da variabilidade genética na
geografia seja continua, sendo maior quanto maior for a distadncia geografica. De fato,
modelos de isolamento com base na distancia foram suportados pelo teste de Mantel.
Os modelos testados com significativa correlagdo sugerem que o isolamento por
distdncia para o gavido-real seja de acordo com as feicbes da paisagem, onde a
conexao para o fluxo génico do gavido-real entre a Amazénia e a Mata Atlantica ocorre
pelo leste da Amazoénia. No leste da Amazbnia existem rios, como rio Tocantins e
Xingu, formando vales de florestas que conecta essa regido ao centro do Brasil, que por
sua vez também é conectado a Mata Atlantica pelos rios, como Paraguai, Sao
Francisco e Doce. Essas conexbdes devem ser importantes para o fluxo génico do
gaviao-real.

O estudo realizado por Lerner (2007) testou a diferenciagdo genética para o
gavido-real comparando trés sub-grupos Ameérica do Sul (Colédmbia, Equador e Peru;
Venezuela, Suriname e Guyana; e Brasil e Bolivia) e dois da América Central (Panama,;
e México, Costa Rica e Nicaragua). Entre os sub-grupos dentro América do Sul e entre
sub-grupos da América do Sul e Central, a autora encontrou valores de ®sr

significativo. Segundo Lerner (2007), os valores que encontrou para o ®st sugerem um
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padrao de isolamento por distancia, pois o ®st foi maior entre os grupos mais distantes.
Essa relagcdo da distancia geografica e genética € concordante com os resultados do
presente estudo. Entretanto, Lerner (2007) nao realizou um teste para verificar se a
correlagao entre distancias genéticas e geograficas foi significativa.

Na distribuicdo da variabilidade genética observada sob a otica filogeografica
(NCPA), o haplétipo ancestral comum mais recente (Id 1; Figura 18) foi altamente
frequente e bem distribuido em toda Mata Atlantica e Amazodnia brasileira, chegando até
o Peru. A alta frequéncia desse haplétipo na Mata Atlantica e no leste da Amazénia
sugere que muito provavelmente esse haplétipo tenha surgido em uma dessas regides
e sugerem também uma alta ligagao entre essas regides. O clado (clado 1-1; Figura 18)
e seus derivados (clado 1-3, 1-6 e 1-7; Figura 18) possuem grandes distancias
geograficas e poucos passos mutacionais entre eles. Esses clados em conjunto (clado
2-2; Figura 18) atingiram desde o sul da América do Sul até a América Central com
perfil significativo de expansao contigua da distribuicdo geografica. Dois clados de nivel
2 (clado 2-1 e clado 2-1 e clado 2-3; Figura 18) surgiram um do outro respectivamente,
exclusivamente para Amazodnia, a partir do clado 2-2 (Figura 18). Os haplétipos desses
clados possuem maior frequéncia no centro e oeste da Amazobnia, sugerindo uma forte
expansao populacional na regido. Os dois haplétipos encontrados na América Central
(Id 15 e 1d18; Figura 18) sédo derivados de um hapldétipo (id 16; Figura 18) encontrado na
América do Sul (Coldbmbia, Equador, Peru e norte da Mata Atlantica), sugerindo que os
mesmos tenham surgido apos colonizagédo da regido a partir da expanséao iniciada no
sudoeste-leste do Brasil e seguindo pela Amazénia Andina até a América Central.

As informagdes sobre a distribuicdo da variabilidade genética fora do Brasil no
presente estudo foram coletadas de 17 diferentes sequéncias diferentes depositadas no
GenBank. As sequenciais ndo possuem informacédo sobre a frequéncia relativa dos
haplétipos nos paises, o que nao representa adequadamente a distribuicdo da
variabilidade genética para analise de NCPA e suas interpretacbes. Entretanto, as
sequéncias do GenBank foram substituidas por 56 sequéncias de DNAmt reconstruidas
a partir da publicagdo de Lerner (2007) e analisadas na NCPA (dados néao

apresentados). O resultado foi similar ao obtido com as sequéncias do GenBank,
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evidenciando no cladograma total a expansao contigua da distribuigdo do gavido-real e
a colonizacdo da América Central a partir da expansdo. A expansao sinalizada pela
NCPA foi concordante com os sinais de expansao populacional de outras analises, e
sugere que o periodo apods a ultima glaciagéo tenha sido crucial para definir distribuigdo

atual da variabilidade genética do gavido-real (veja discussdo mais adiante).

6.2.2. Microssatélites

Com os dados de microssatélites, ndo foi encontrada diferenciagdo genética
entre as sub-regides da Amazodnia a Mata Atlantica em termos de Fsr. Esse resultado
foi divergente do encontrado para DNAmt. Considerando que os marcadores
microssatélites sdo mais sensiveis para detectar estrutura de populacdo que o
marcador o DNAmt, esse resultado foi intrigante. Entretanto, considerando a
possibilidade de taxas desiguais de dispersao entre machos e fémeas, o resultado pode
ser justificado. A diferenga nos resultados com marcadores microssatélites e DNAmt foi
evidenciada em muitas analises (veja a discussdes mais adiante).

O teste de Mantel quase significativo para as medidas de distancia geografica
que consideram a conexao da Mata Atlantica pelo leste da Amazbnia, sugerem uma
tendéncia do fluxo génico nesse sentido. Esse resultado, apesar de fraco, corrobora
com o encontrado para DNAmt.

Com oito locos microssatélites, a analise Bayesiana no programa Structure
sugere que a distribuicdo da variabilidade genética do gavido-real seja panmitica. Essa
anadlise tem dificuldades em definir populagbes quando as mesmas possuem
distribuicdo genética continua ou discreta, como por isolamento por distancia, além de
necessitar de muitas amostras para um resultado consistente (Allendorf & Luikart,
2007). Entretanto, ao incluir o loco com desvio de EHW para Amazbnia e para a
amostragem total, mas em equilibrio para Mata Atlantica, trés populagdes com alto nivel
de mistura sdo sugeridas. A variancia para K = 3 foi alta e explica somente 1,7% melhor
do que os dados comparado a K = 1, o que sugere que oresultado pode ser um artefato
da analise e que estatisticamente uma unica populagao seria a melhor explicagcdo para

os dados. A maior média de probabilidade para K = 3, somente foi evidente para as 148
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amostras. Para performances retirando as 30 amostras sem conhecimento de origem
geografica (dados nao apresentados), o resultado aponta melhor probabilidade média
para K = 1. Assim, a presenca do loco AA43 e maior quantidade de amostras foi a
razao para encontrar trés grupos com maior média de probabilidade para explicar os
dados. Entretanto, esses grupos mostraram um padrdo de distribuicdo que fazem
sentido na geografia. Um dos grupos foi constituido predominantemente de amostras da
Mata Atlantica. Os outros dois grupos foram constituidos predominantemente de
amostras da Amazoénia, sendo que um dos grupos mostra um padrao de distribuigdo
que lembra o clado 2-2 da NCPA para dados de DNAmt (considerando somente as
amostras da Amazoénia) e a distribuigdo do outro grupo lembra a distribuicdo dos clados
2-1 e 2-3. Isso sugere que o desvio do EHW encontrado para o loco AA43 para
Amazobnia seja devido a mistura de populagdes diferentes (efeito Wahlund) e/ou ao loco
estar ligado aos cromossomos sexuais sob efeito da dispersao desigual entre os sexos.
O padrao mais intrigante do resultado encontrado promovido pelo loco AA43 foi mostrar
que as amostras com alto nivel de mistura q < 0,5 para todos os grupos concentram-se
no leste da Amazoénia, sugerindo que o fluxo génico entre os grupos seja mais intenso
nessa regido. Esse resultado € concordante com os outros resultados que apontaram a
conexao para o fluxo génico entre a Amazodnia e Mata Atlantica ocorrendo pelo leste da

Amazobnia.

6.3. DEMOGRAFIA HISTORICA

6.3.1. DNAmt

Todas as analises convencionais detectaram sinais que podem ser interpretados
como expansao populacional para o gavido-real na Amazénia e Mata Atlantica, exceto o
teste D de Tajima. O teste de D de Tajima é tomado como pouco sensivel, sendo
menos sensivel que o teste Fu (Fu, 1997), por exemplo, isso explica seu resultado.
Entretanto, os sinais de dinamica populacional do gavido-real devem ser interpretados
para o passado da espécie, uma vez que estdo relacionados ao equilibrio mutacao-

deriva na variabilidade genética das amostras datadas de 1909 a 2008. O tempo de
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acao antrdpica intenso sobre a natureza (aproximadamente 40 anos para a Amazdnia e
100 para Mata Atlantica), mesmo sendo intenso, € provavel ser curto para causar um
efeito no sinal genético populacional que sobreponha o sinal genético do passado nas
amostras de museu.

Existe um problema em converter os parametros obtidos das analises de
coalescéncia em tempo absoluto e tamanho efetivo populacional. Neste estudo, foi
assumido uma taxa de mutagao para a regiao controle do DNAmt de 7,23% por milhao
de anos calibrada por Drovetski (2003) para uma sub-familia de ave distante
filogeneticamente da familia Accipitridae. Dessa forma, essa taxa de mutacdo pode
representar uma estimativa inadequada para o gavido-real. Quando uma taxa de
evolugcdo molecular baixa € utilizada para estimar eventos recentes, o evento pode ser
sub-estimado (Ho et. al., 2005). Segundo Quinn (1992), de maneira geral, a taxa de
evolugdo da regido controle do DNAmt é 10,4 vezes menor que a do genoma inteiro do
DNAmt, isso significa ~20% por milhdo de anos. Essa taxa quando utilizada para
converter os valores dos parametros encontrados, diminuem as estimativas. O tempo
de divergéncia entre as populagdes de gavido-real da Amazénia e Mata Atlantica que
seria a aproximadamente 9.000 ou 77.000 anos passa para 3.000 ou 28.000 anos, por
exemplo. Por outro lado, a taxa de evolugdo molecular é mais lenta em espécie com
longo tempo de geragao (Drake et al., 1998), assim, a taxa de mutagdo da regiao
controle do DNAmt do gavido-real pode ser baixa. Se for mais baixa que 7,23%,
elevariam as estimativas convertidas. Por exemplo, utilizando a taxa de 4% encontrada
recentemente para uma outra familia de aves (ldaghdour et al., 2004), o tempo de
divergéncia entre as populagdes de gavido-real da Amazénia e Mata Atlantica seria
aproximadamente ha 17.000 ou 140.000 anos. Dentro da distribuicdo de taxas tidas
como plausiveis (5 a 20%; Brito, 2005), a taxa de Drovetski (2003) é relativamente
baixa, mas para Accipitridae ainda pode ser alta. Como ndo existe nenhuma calibragéo
para Accipitridae, a taxa de Drovetski (2003) foi tomada com um ponto de partida e as
estimativas poderao ser revista no futuro quando houver uma taxa calibrada adequada
para Accipitridae. Entretanto, isso ndo diminui o valor da analise no momento, mas

exige cuidados na interpretagéo bioldgica.
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Hey (2005) sugere, para andlises de IMa, que quando ocorrem estimativas de
divergéncia com um pico menor apresentando uma elevada densidade de valores de
probabilidade e um maior com variancia maior de probabilidades, o pico menor se
encaixa melhor com o modelo de expansido populacional. Assim, para os dados
apresentados aqui, a estimativa de divergéncia de 9.898 anos pode ser mais adequada.

A andlise Bayesiana de coalescéncia do programa Beast mostrou uma forte
dinamica histérica no tamanho populacional do gavido-real, onde a espécie passou por
um longo tempo com baixo numero populacional e expandiu subitamente (Figura 26).
Aproximadamente no mesmo tempo do inicio da expansado populacional, ocorre a
separacdao das duas populagdes, Amazbénia e Mata Atlantica, conforme mostra os
resultados das analises de maxima verossimilhanca de IMa, no primeiro pico do grafico
(Figura 27). Muito provavelmente a dindmica populacional do gavido-real detectada por
essas analises esta associada as condi¢coes de floresta, uma vez que sua ocorréncia
esta relacionada as florestas umidas (veja sec¢ao 2). Os periodos glaciais e interglaciais
do Pleistoceno causaram um forte impacto no clima e consequentemente na vegetagao
da América do Sul (Ledru et al.,1996; Behling & Lichte, 1997; Peterson & Nyari, 2007).
A retracdo e expansao da floresta foi um processo periddico no Pleistoceno, alternando
conforme o periodo glacial ou interglacial, respectivamente. O registro paleolégico do
Quaternario mostra que entre 33.000 e 25.000 anos atras, a regiao central do Brasil era
mais umida que hoje e esteve coberta por florestas tropicais (Ledru, 1993), e durante o
ultimo periodo glacial essas florestas foram substituidas por vegetacao aberta (Prado &
Gibbs, 1993). Para a América do Sul o ultimo periodo glacial é estimado ter sido entre
27.000 a 12.000 anos atras e varios autores sugerem que grandes mudangas que
diminuiram a vegetacao realmente ocorreram nesse periodo (Prado & Gibbs, 1993;
Behling & Negrelle, 2001). O longo tempo que o gavido-real passou com baixo tamanho
populacional ocorre no ultimo periodo glacial, entdo pode ser resultado justamente da
retragdo da floresta nesse periodo. Terminado o ultimo periodo glacial, quando a
floresta torna a expandir, ocorre o inicio do evento de expanséo e de separagao das
populacdes de gavido-real (Amazénia e Mata Atlantica). Assim, os resultados s&o bem

explicados pelo cenario pleistocénico e concordantes com a analise de NCPA. Os
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resultados sugerem que o ultimo periodo glacial foi severo sobre o gavido-real, a
populacdo antes da separacdo e da expansao populacional era extremamente menor
do que em tempos posteriores. Uma taxa de evolucéo para a regidao controle do DNAmt
entre 4% a 6% deixa o longo periodo de redugéo populacional estimado calibrado com
o final da ultima glaciacdo (aproximadamente 17.000 anos, com relatado acima),
sugerindo que a taxa de evolugao utilizada para esse segmento de DNA no gavido-real
nao seja tao discrepante.

No trabalho de Lerner 2007, foi estimado o tempo de divergéncia para o gaviao-
real entre a América Central e Sul como sendo de 24.700 anos. A autora detectou
expansao populacional do gavido-real na América do Sul e estimou que esse evento
tenha ocorrido a 60.000 anos, antes da ultima glaciacdo. Lerner (2007), também
estimou os tamanhos efetivos das América Central e Sul como sendo de 9,4 fémeas e
111,187 fémeas respectivamente. Esses resultados se expansdao e tamanho
populacional foram discordantes do encontrado no presente estudo para a América do
Sul. Entretanto, a autora utilizou apenas trés amostras do Brasil, essa baixa
amostragem pode ter diminuido o sinal para expansao e tamanho populacional, pois no
Brasil a distribuicdo da espécie € mais ampla.

A analise de IMa ndo é uma analise para deteccdo de expanséo populacional.
Entretanto, os resultados de IMa mostram que depois da separacao o tamanho da
populagdo da Amazbdnia e Mata Atlantica somam mais de cinco vezes o tamanho da
populagdo ancestral. Na analise do Beast, para teste de expansdo, o tamanho
populacional obtido apds a expanséo populacional também é proximo de cinco vezes
maior que antes da expansao. Assim, esses resultados mostram-se relativamente
concordantes. Os valores de tamanho populacional das duas analises sao diferentes.
Na analise do Beast, o tamanho de N, da Amazdnia e Mata Atlantica foram maiores que
os estimados por IMa para apds a separacdo populacional. Entretanto, comparando a
soma das estimativas de N, encontradas na analise de IMa para a Amazénia e Mata
Atlantica com o valor obtido por Beast para amostragem total as diferengas sdo menos
discrepantes. Uma possivel explicagdo para as diferengas nos resultados € o fato dos

dois grupos definidos previamente para as analises (Mata Atlantica e Amazénia)
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constituirem duas populagdes parcialmente sobreposta, o que pode levar a super-
estimativas com valores menos precisos do tamanho efetivo da populacido. Nesse caso,
valores mais precisos estariam entre a média e a soma do tamanho das duas
populagdes.

O valor assumido para o intervalo de geragéo (15 anos), também influenciam as
estimativas, quanto maior o intervalo, menor o numero efetivo populacional. O tempo de
geragao do gaviao-real pode ser maior que os 16 a 17 anos estimados para outras
aguias, como a A. adalberti, A. heliaca e H. albicilla (e.g. Ferrer & Calderon, 1990;
Hailer et al., 2006). Um tempo de geracdo mais alto diminui as estimativas de numero
efetivo populacional.

As estimativas de tamanho efetivo populacional de fémeas (Ne) da analise de
Migrate (682,5 e 181,5 para a Amazbnia e a Mata Atlantica, respectivamente) n&o
assumem o tempo de geragao e foram quase trés vezes mais baixas que o obtido pelas
analises de IMa. Entretanto, o Nesda Amazdnia € aproximadamente duas vezes maior
que da Mata Atlantica em ambas as anadlises. Mais uma vez, as analises de
coalescéncia se mostram concordantes, mas com escalas diferentes. Uma possivel
explicacdo, além da sobreposi¢cao de populagdes, € que IMa traz estimativas para apos
a separagao e Migrate traz uma estimativa média histérica. Entretanto, deve ser
considerado que os dados sdo de um século de amostragem (1904 a 2008) e somente
se a populagdo se manteveram constante no ultimo século o N estimado por Migrate
seria atual, o que obviamente ndo ocorreu. Na analise do Beast, por exemplo, foi
apontado um leve declinio populacional recente, o que pode estar relacionado com a
acao antrépica direta e indireta sobre a espécie nos ultimos séculos.

O numero efetivo populacional é observado como sendo 10% do numero do
tamanho do censo de individuos adultos encontrados na populagado (Frankham et al.,
2002). Se a razao sexual da populagdo for de um macho para uma fémea, o N, é
aproximadamente igual a duas vezes o0 Ny estimado pelos dados de DNAmt.
Considerando as estimativas de Nr obtidas pela analise de Migrate, para a Amazénia o
N. seria de 1.365 individuos, convertidos em tamanho do senso existiriam 13.650

individuos adultos, o que corresponde a 6.825 casais. Assumindo ainda que um casal
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necessite de 100Km? de area de floresta (Thiollay, 1989), essa populagéo precisaria de
6,825 x 10° Km? de area de floresta na Amazdnia. Seguindo o mesmo raciocinio, com
um histérico N, de 363, na Mata Atlantica existiriam 3.630 individuos, ou seja, 1.815
casais. Essa populacédo necessitaria de 1,815 x 10° km? de area de floresta na Mata
Atléntica. Essas estimativas seriam bem comportadas pela area original de floresta da
Amazénia (5 x 10° km?; Fearnside, 2005; Fearnside, 2008) e Mata Atlantica (1,36 x 10°
km?; Myers et al., 2000), respectivamente. As conversdes das estimativas de IMa para
Amazbnia e Mata Atlantica também produzem valores de areas requeridas (1,845 x 10°
e 54 x 10° km? para Amazodnia e Mata Atlantica, respectivamente) que seriam
comportados nas areas originais da regioes. A estimativa de Ngrigual a 4.760 individuos
obtida na analise do Beast para a toda a amostragem, a area requerida seria igual a
4,76 x 10° km? e seria bem comportada pela estimativa de distribuicdo global do gavigo-
real (7,4 x 10° km% BirdLife, 2008). Entretanto, em todos os casos o niumero de
individuos € menor que a capacidade das areas.

Somando as areas da Amazonia e Mata Atlantica (6,36 x 10° km?) e dividindo
pelo soma das estimativas das populagdes de gavido-real dessas regioes, derivadas da
analise de Migrate (Ner = 864; Ne = 1.728; e N = 17.280), a taxa historica de individuos
por area seria de um casal por 736 Km?. Essa taxa também pode ser interpretada como
sendo uma fémea (ou ninho) por 736 Km?, caso o sistema de reproducdo gavido-real
Nao seja monogamico.

Se a razdo sexual for de um macho para uma fémea de gavido-real, haveria
aproximadamente 17.280 individuos histéricos. Como existem indicios que a razao
sexual seja desviada a favor das fémeas (veja abaixo), o tamanho populacional
historico pode ser menor. Se a razdo sexual for de um macho para duas fémeas, o
tamanho da populagao seria de 12.116 individuos. Considerando ambas as estimativas
e que a populagdo do gavido-real reduziu na mesma propor¢ado da perda de floresta
pela acdo antropica, o tamanho populacional atual seria inferior a 10.000 individuos.
Com um tamanho populacional menor que 10.000 individuos e em declinio de mais de

10% em trés geragdes (45 anos; considerando tempo de geracdo de 15 anos para o
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gavido-real), a espécie poderia ser considerada ameagada de acordo com o critério C
da IUCN (2001) (veja Tabela 1).

6.3.2. Microssatélites

As anadlises de dinamica das hetozigosidades e frequéncia dos alelos (analises
do Bottleneck e da taxa M, respectivamente) ndo detectaram redugao populacional.
Entretanto, o significativo déficit de heterozigotos em relacdo ao esperado no equilibrio
mutacgdo-deriva assumindo o modelo evolutivo SMM (stepwise mutation) para os locos
microssatélites para a amostragem total, especialmente a amostragem da Amazénia,
sugere expansao populacional ou introdugao de alelos por migragdo. Ha uma grande
controvérsia de qual modelo evolutivo seria adequado para explicar a evolugao dos
microssatélites. Entretanto, aparentemente o SMM ¢é padrdo que domina o
aparecimento de novos alelos em alguns organismos modelos (Eisen, 1999; Ellegren,
2004). O resultado encontrado com o uso desse modelo para os microssatélites,
sugerindo expansao populacional para o gavido-real, foi concordante com outros
resultados encontrados com dados de DNAmt.

Segundo Garza & Williamson (2001), as altas taxa de M e diversidade alélica sdo
indicativos de populagdes que tenham passado longo tempo com tamanho populacional
reduzido em contraste com populagdes que tenham reduzido de tamanho
recentemente. Esse indicativo se aplica ao gavido-real, uma vez que as taxas M para
todos os casos foram altas e sua diversidade alélica € maior que a de aguias que
possuem também possuem alta diversidade alélica (e.g. Aquila adalberti e A. heliaca;
Martinez-Cruz et al., 2004). Esses resultados dos microssatélites trazem inferéncias
gue se mostram concordantes com os encontrados para com dados DNAmt.

As estimativas de N, da analise de Migrate a partir dos microssatélites s&o
aproximadamente iguais para a Amazbnia e a Mata Atlantica. Como nao existe
estrutura marcante entre as populagdes da Amazbdnia e Mata Atlantica, ambas as
estimativas correspondem ao N, da mesma populagao. O tamanho efetivo da populagao

seria, portanto, aproximadamente a média entre os valores de 6 entre a Amazdbnia e
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Mata Atlantica, o que corresponde a 6 = 0,9941 e convertido para Ne corresponde a
497 individuos.

Geralmente, espera-se que o N, obtido através dos microssatélites seja
aproximadamente duas vezes maior que o N, obtido com dados DNAmt (soma da
populacdo da Amazdnia e Mata Atlantica) (Avise, 2004). Entretanto, o tamanho efetivo
populacional obtido através dos microssatélites (média entre a Mata Atlantica e
Amazobnia) foi aproximadamente 1,5 vezes menor que o Ngrobtido com dados DNAmt
(soma da populacdo da Amazobnia e Mata Atlantica). Existem dois fatores que podem
estar envolvidos nessa discrepancia. Um dos fatores é a taxa de mutagao assumida
para os microssatélites, como nao existe nenhuma taxa de mutagao calibrada para a
familia Accipitridae foi utilizada uma taxa média geral (v = 5 x 10*; di Rienzo et al.,
1994). Entretanto, se a taxa de mutacao for uma ordem mais lenta (10°) a estimativa de
tamanho da populagédo seria uma ordem maior, assim, o resultado seria extremamente
maior que o encontrado para Nsdos dados de DNAmt.

Outro fator que pode ter causado a discrepancia de N, obtidos dos diferentes
marcadores foi assumir que o N, do sistema hapldide de heranga uniparental é quatro
vezes menor que o sistema dipléide de heranga bi-parental, como de maneira geral tem
sido proposto (e.g. Seielstad et al., 1998). Chesses & Baker (1996), pontuaram que
essa consideragao é geralmente errada para populagdes na natureza devido a violagao
da reprodugao ao acaso que € assumido no modelo. Assim, o N, do DNAmt (hapldéide)
pode ndo ser menor que o equivalente para microssatélites (dipldides). O tamanho
efetivo da populagdo depende da distribuicdo da diversidade genética entre as sub-
populagdes, que por sua vez € uma fungdo do sistema reprodutivo da espécie (por
exemplo: poligamia vs monogamia; tamanho do grupo reprodutivo), do numero de
descendentes sobreviventes e do relativo nivel de disperséo parcial por sexo (Chesses
& Baker, 1996; Prugnolle & Meeus, 2002). A diferenca nos resultados de distancia
genética com base no Fsr entre os marcadores microssatélites e de DNAmt
encontrados para o gavido-real sugerem que as fémeas dispersam menos que machos.
Outras analises também apresentam uma tendéncia de dispersao parcial pelos machos

(veja discussao adiante). Entdo essa explicagdo para discrepancia entre os resultados
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de Ne dos diferentes marcadores parece mais adequada. Entretanto, a diferenga nos
resultados dos marcadores se deve a redu¢cdo no tamanho efetivo do marcador nuclear

(Chesses & Baker, 1996) (veja mais detalhada adiante).

6.4. MIGRAGAO

6.4.1. DNAmt

A concordancia das analises de IMa e Migrate com dados DNAmt mostrando
praticamente a mesma quantidade de migrantes unidirecional da Mata Atlantica para
Amazobnia traz maior credibilidade aos resultados, uma vez que essas analises
exploram atributos diferentes da teoria da coalecéncia. O direcionamento dos migrantes
para a Amazlbnia encontra explicagdo na expansdo da distribuicdo geografica e
populacional do gavido-real partindo do leste do Brasil como detectado em outras
analises. A intensa reducdo da floresta na Mata Atléntica a 7% de sua area original no
século passado também pode ter contribuido para o direcionamento de individuos, se
refugiando das condi¢cbes de extrema ameacga, para a Amazoénia. Entretanto, como ja
relatado, a amostragem se refere ao periodo de 1904 a 2008 e os efeito do
desmatamento sobre os sinais de migracdo podem ser baixos comparado ao sinal
histérico, mas os sinais podem ter acentuado pelo desmatamento.

Lerner (2007), encontrou uma migracdo unidirecional para o gavido-real da
América Central para a América do Sul e sugeriu que esse resultado se deva ao
processo antrépico de fragmentacdo das florestas da América do Central. Entretanto,
adicionando os dados de haplétpos reconstruidos de seu trabalho aos dados do
presente estudo, um forte sinal de migracdo unidirecional foi detectado partindo da
América do Sul para América Central (dados ndo apresentados). Esse resultado é
discordante do resultado de Lerner (2007). A migragdo unidirecional para a América
Central é concordante com o resultado da NCPA no presente estudo sugerindo
expansao da distribuicao a partir da América do Sul.

A analise de Migrate comparando as sub-regides evidenciou que a migragéo do

gavido-real entre a Mata Atlantica e a Amazénia se da pelo leste da Amazénia, o que
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corrobora com os resultados de outras analises que evidenciaram o fluxo génico pela
regiao. A comparagao entre sub-regides mostrou que o padrao de fluxo génico seguiu
um percurso passo a passo da Mata Atlantica, leste Amazodnia, centro da Amazobnia e
sudoeste da Amazodnia. O percurso parece seguir o curso de grandes rios, como rio
Xingu e Tocantins, ligando ao rio Amazonas, que por sua vez, liga o leste ao centro da
Amazobnia, e através de seus tributarios liga o centro ao sudoeste da regido. Esse
cenario mostra uma tendéncia ao padrdo de estrutura populacional stepping-stones
(Kimura & Weiss, 1964). Esse tipo de padrdo geralmente ocorre ao longo de rios e
vales (Allendorf & Luikart, 2007), tal como se apresenta para o gavido-real. Nesse
modelo, as populagdes mais préximas tém mais chances de trocar migrantes (ou
genes) do que com a mais distante, mas considera as feicbes da geografia nessa
distancia e a estrutura é direcionada pela paisagem. Nesse modelo, espera-se que a
diferenciagdo genética ndo seja muito grande entre as populagdes proximas. Esse
padrdo € concordante com os resultados das outras analises que sugerem a conexao

para o fluxo génico entre a Mata Atlantica e Amazoénia pelo leste da Amazénia.

6.4.2. Microssatélites

O resultado da analise de Migrate com dados de microssatélites mostra uma
dindmica bidirecional de migracao do gavido-real entre a Mata Atlantica e a Amazdnia.
Entretanto, a Amazdnia recebe mais de migrantes do que perde na troca com a Mata
Atléntica. Os valores de numero de migrantes encontrados entre a Mata Atléntica e a
Amazdnia com dados de microssatélites sdo menores que os encontrados com dados
DNAmt. Uma explicacdo para isso € que os modos de herangca dos marcadores sao
distintos. Os microssatélites possuem heranca bi-parental, se apés dispersdo houver
reprodugdo, em poucas geragdes o sinal de migracédo é difundido na populagdo que
recebeu o migrante (Prugnolle & Meeus, 2002). J& para DNAmt a heranga € uni-
parental (através das fémeas), se apds dispersdao houver reprodugdo o sinal de
migracdo permanece em seus descendentes. Como a amostragem é do periodo entre
1904 a 2008, um intervalo de aproximadamente seis geragdes, muitos migrantes podem

ter surgido nas populagdes e se reproduzido difundindo o sinal de migragdo para os
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dados microssatélites. Outra explicagao seria o fato do fluxo génico de fémeas da Mata
Atlantica para a Amazébnia ter se intensificado no ultimo século devido as condigdes
devido a perda de habitat da Mata Atlantica.

Entre a Mata Atléntica e as sub-regides da Amazonia a migracao foi bi-direcional
em todas as comparagdes. O cendrio apresentado sugere uma alta capacidade de
dispersao da espécie e difere do cenario de rotas especificas sugerido com dados
DNAmt. A explicacdo para essa diferenca mais uma vez sugere a dispersao
diferenciada entre os sexos, com os machos se dispersando mais que as fémeas e por
rotas menos limitadas. Entretanto, fluxo génico foi maior da Mata Atlantica para o leste
da Amazoénia. Isso corrobora com as outras analises que apontam o leste da Amazénia
como uma regidao com maior conexao com a Mata Atlantica para o fluxo génico do

gavido-real.

6.5. FEMEAS VS MACHOS

6.5.1 Viés das fémeas na razao sexual

Muitas populagbes silvestres tem revelado um excesso na quantidade de
machos e fémeas, as razdes para isso nao sdao bem conhecidas (Feeland, 2005).
Existem duas sugestdes encontradas para explicar a razdo sexual da amostragem de
um macho para duas fémeas:

A teoria de Fischer (1930) prediz que as taxas sexuais serdo iguais no final do
cuidado parental, se os custos e beneficios para aumentar cada sexo sdo iguais.
Entretanto, sob certas circunstancias, um viés em relagcdo ao sexo pode ocorrer
favorecendo machos ou fémeas dentro de uma populagao. Isso pode ocorrer antes da
incubacao ou depois da incubacdo como resultado de mortalidade diferencial do outro
sexo. Em aves os possiveis motivos encontrados para um viés em relagdo ao sexo
incluem as influéncias do ambiente, qualidade parental, ambiente social e dimorfismo
sexual (Komdeur & Pen, 2002). Os Falconiformes que mostram diferentes graus de
dimorfismo sexual, com fémeas maiores que os machos, sugerem uma tendéncia a

favor do sexo masculino, uma vez o investimento em fémeas pode ser dispendioso,
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considerando que exige mais investimento parental para alimentagdo dos filhotes
(McDonald et al. 2005). Entretanto, viés para o sexo masculino raramente é encontrado
(Brommer et al., 2003; Rosenfield et al., 1996), com taxa sexual geralmente em
paridade (Negro & Hiraldo, 1992) ou mesmo tendenciosas para fémea (Appleby et al.,
1997; Tella et al., 1996). Uma explicagdo para esta discrepancia € que o tamanho do
corpo pode ser um mau indicador do custo parental (Komdeur & Pen, 2002). O aumento
de o investimento alimentar para o sexo com tamanho maior é observado em alguns
Falconiformes (Anderson et al., 1993; Krijgsveld et al., 1998; Riedstra et al., 1998;
Laaksonen et al., 2004), mas também n&o é observado em outros (Boulet et al., 2001;
Brommer et al., 2003; Collopy, 1986). A alocagédo de recurso parental parcial para um
dos sexos tem sido um dos maiores tépicos de pequisa na Biologia Evolutiva (Komdeur
& Pen, 2002). Entretanto, requer que o estudo da razéo sexual seja realizado antes dos
ovos eclodirem ou quando os individuos s&o jovens. Pois, exitem varios fatores que
podem afetar parcialmente um dos sexos quando adulto e causar viés na razao sexual
para o sexo menos afetado (Feeland, 2005). Entretanto, é possivel que o viés
encontrado para as fémeas na amostragem seja devido a alocagao de recurso parental
maior nesse sexo, uma hipotese que merece ser investigada.

Alternativamente, a agregagado espacial, a maior residéncia e o maior cuidado
parental por parte das fémeas nas regides amostradas também pode explicar esse viés.
Como diversas analises sugerem que as fémeas sao mais residentes, enquanto os
machos dispersam mais, essa explicacdo pode ser mais facialmente aceita, uma vez
que as tornam mais suscetiveis de serem amostradas. Isso sugere também uma
extrema vulnerabilidade das fémeas para as ameacas antropicas, visto que a maioria
das amostras foi obtida de individuos removidos da natureza (museus, criadouros e

vestigios de cacga).

6.5.2. Viés dos machos na dispersao
A diferenciagdo com base no Fsr entre a Amazbdnia e Mata Atlantica foi
significativa com dados de DNAmt, mas ndo com dados de microssatélites. Quando

comparado os dados de DNAmt dos machos da Amazbnia com as fémeas da Mata
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Atlantica, nenhuma diferenciacado € encontrada, enquanto que os machos da Amazdnia
e fémeas da Amazbnia apresentam um diferenciagcao genética significativa. As fémeas
da Amazbdnia e Mata Atlantica sdao ainda mais diferenciadas. Com marcadores
microssatélites a diferenciagado entre fémeas da Amazdnia e Mata Atlantica foi quase
significativa, enquanto que para os machos da Amazénia os valores de Fsr foram
baixos na comparagdo com os grupos de fémeas da Amazébnia e fémeas da Mata
Atlantica. Isso sugere que os machos dispersam mais enquanto as fémeas sdo mais
residentes. Como o DNAmt possui heranga materna, a diferenca observada favorecida
sugerem uma maior residéncia das fémeas as suas regides de origem.

O fluxo génico unidirecional entre o gaviao-real da Amazénia e da Mata Atlantica
e a migracao passo a passo detectado pelos dados de DNAmt, em contraste com o
fluxo génico bidirecional e a dindmica do fluxo génico detectada pelos dados de
microssatélites nas analises de coalescéncia, fornecem mais evidéncias para uma
dispersao diferenciada entre os sexos.

Com relagdo ao indice de aproximagao (Alc) para os sexos na Amazébnia, 0s
valores de médias negativas e a maior variancia para os machos, em contrastes com as
meédias positivas e menor variancia para as fémeas, sugerem uma tendéncia dos
machos serem menos relacionados a Amazénia e dispersam mais que as fémeas. A
diferenca das médias e variancias de Alc entre machos e fémeas aumentam quando
incluido o loco AA43 que é suspeito de estar relacionado a Amazbnia e/ou aos
cromossomos sexuais. Isso refor¢ca ainda mais essa suspeita. Entretanto, as diferencgas
entre machos e fémeas para médias e varidncias de Alc ndo foram significativas.
Alguns fatores da amostragem podem diminuir o poder do teste, como a amostragem
de individuos pré-dispersao (jovens), que naturalmente sdo mais relacionados a regiao
(Prugnolle & Meeus, 2002). Esse fator pode estar afetando a amostragem, pois para a
nao foi possivel distinguir todos os adultos. Uma amostragem em menor escala e
comparando sub-regides seria o ideal, entretanto a amostragem disponivel foi irregular
quanto a distribuicdo das amostras e nimero de machos e fémeas disponiveis.

A dispersdo parcial baseada nos machos €& esperada para um sistema de

reproducgao poliginico (onde um macho se reproduz com mais de uma fémeas, mas as
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fémeas com apenas um macho) (Greenwood, 1980). Na poliginia, os machos
dispersam mais e as fémeas sao mais residentes (filopatricas). Nesse cenario, o
tamanho efetivo do marcador de heranca materna pode ser mais que 1,5 vezes o
tamanho do marcador de heranga bi-parental (Chesses & Baker, 1996). Essa foi
exatamente a relagdo encontrada entre os diferentes marcadores no presente estudo.
Fémeas mais residentes aumentam varidncia das frequéncias do DNAmt entre os
grupos e essa variancia atrasa a taxa de perda de variagcédo global do marcador DNAmt
(Chesses & Baker, 1996). Enquanto, o tamanho efetivo do DNAmt altera pouco, a
reducdo do numero do machos reprodutores reduz o tamanho efetivo dos marcador
dipléide, assim a diferenca nos resultados dos marcadores se deve a redugao no
tamanho efetivo do marcador nuclear (Chesses & Baker, 1996).

A alta taxa de dispersao dos machos ndo é comum em aves, bem como a
poliginia (Greenwood, 1980). Para o gavido-real existem evidéncias sugeridas pelas
observagdes em campo que o sistema de reprodugéo seja a monogamia (e.g. Fowler &
Cope, 1964), mas nao sao conclusivas, podendo haver desvios. Entretanto, o sistema
reprodutivo do gaviao-real deve ser melhor investigado em campo e geneticamente
para verificar se existe um desvio do modelo monogamico, tal como, os dados do

presente estudo sugerem.

6.6. VULNERABILIDADE GENETICA NO CENARIO DO DESMATAMENTO

6.6.1 Mata Atlantica

O periodo atual da Mata Atlantica (1967-2008) apresentou a maior diversidade
genética para o gavido-real do que o passado (1911-1953) com dados de DNAmt,
apresentando significativa diferenca na frequéncia dos haplétipos. A amostragem do
periodo de 1967-2008 inclui amostras da regido norte da Mata Atlantica, como o sul da
Bahia e norte do Espirito Santo. Os haplétipos restritos a amostragem do tempo atual
causaram a diferenga no resultado e estao localizados nessa regido. Esses haplétipos
sdo jovens evolutivamente e surgiram durante a expans&o populacional, como mostrou

a andlise de NCPA para a amostragem total. O norte da Mata Atlantica é uma regido
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distinta, com composicéo de floresta de tabuleiro, com arvores de grande porte e com
varias presas potenciais para o gavidao-real, sendo a unica regiao totalmente dentro dos
dominios da Mata Atlantica com registros de nidificacao da espécie (Galetti et al., 1997;
Pacheco et al., 2003; Srbek-Araujo & Chiarello, 2006). Esses fatores podem explicar a
maior diversidade, com base no DNAmt, encontrada no tempo atual comparada a
amostragem do passado da Mata Atlantica.

A reducao da diversidade genética dos locos microssatélites no periodo 1967-
2008 comparado ao periodo de 1911-1953 da Mata Atlantica foi muito grande (21%) e
quase significativa. Uma amostra do ano 2006 foi encontrada com todos os locos em
homozigose, essa amostra € de uma pena encontrada no Parque Nacional da
Bodoquena, Mato Grasso. Esse € um caso extremo de baixa diversidade e influencia
negativamente a meédia da heterozigosidade. Entretanto, mesmo retirando essa
amostra, o periodo de 1967-2008 apresenta diversidade genética mais baixa (dados
nao apresentados). A amostragem do periodo 1911-1953 envolve seis amostras do
Estado do Rio Grande do Sul (RS), extremo sul da Mata Atlantica, onde a espécie é tida
como provavelmente extinta na natureza desde a década de 1950 (Bencke et al., 2003).
Quatro dessas amostras do RS possuem heterozigosidade observada acima de (0,5).
Assim, a baixa diversidade do periodo atual & passiva de ser consequéncia das
ameagcas a espécie na Mata Atlantica ao longo do tempo.

O Fst ndo significativo, tanto de dados de DNAmt quanto para os microssatélites,
na comparagao entre os periodos de 1911-1953 e 1967-2008, sugere que ndo houve

mudanga na composi¢ao genética do gavido-real ao longo do tempo na Mata Atlantica.

6.6.2 Amazonia

A diversidade genética obtida com os dados de DNAmt e microssatétes foram
mais baixas para a Amazbnia do Arco do Desmatamento quando comparadas ao
Amazébnia do Eixo Central. Em termos de frequéncias dos haplétipos de DNAmt a
diferenga foi significativa entre as areas. Entretanto, para as heterozigosidades
observadas a diferenga de 18% n&o foi significativa, apesar de grande. A baixa

diversidade pode ser devido a localizagdo periférica da regido do arco do
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desmatamento em relagdo a por¢cdo mais central da Amazdnia. O centro da distribuicao
da espécie tende a ser mais diverso que a regiao mais periférica. Entretanto, é possivel
também que essa menor diversidade na regido do arco tenha sido acentuada pela acéo
antropica. A Amazonia do Arco do Desmatamento corresponde parcialmente a area da
amostragem do Leste e Sudoeste da Amazbnia, essas duas areas possuem uma
amostragem do periodo de 1909 a 2008 e exibem médias de diversidade genética
maior quando comparadas a Amazoénia do Arco do Desmatamento, que possui uma
amostragem do periodo de 2000 a 2008. Entdo essa diferenca pode ser atribuida a
perda de habitat pela acdo antrépica na Amazdnia do Arco do Desmatamento. De fato,
muitas ameagas diretas ao gavido-real, como caga e remogdo de individuos da
natureza, tém sido apontadas para essa regiao (veja segao 2).

O Fst nédo significativo entre o gavido-real da Amazénia do Eixo Central e
Amazbdnia do Arco do Desmatamento tanto dados de DNAmt quanto para os
microssatélites, sugere que ndo houve mudanga na composigao genética ao do gaviao-

real com as transformacgdes da paisagem Amazodnica.

6.6.3 Mata Atlantica e Amazonia

Na comparacdo da diversidade genética dos dois periodos de tempo da Mata
Atlantica com as duas areas de diferentes condi¢cdes florestais na Amazbnia, a
diversidade genética do gavido-real do passado da Mata Atlantica foi similar a da
porcdo de melhores condi¢gdes de floresta da Amazdnia. Entretanto, o tempo atual da
Mata Atlantica foi similar ao da regido de condi¢des florestais piores da Amazoénia. Isso
sugere que em cenarios com florestas mais afetadas antropicamente, o gavido-real
tende a possuir menos diversidade genética.

Nas comparagoes através do ®gt par a par, o resultado com DNAmt apresentou
diferenciagao significativa dos dois periodos da Mata Atlantica com a regido do Eixo
Central da Amazoénia, os valores de ®sr foram similares entre os tempos, mostrando
que essa diferenciagdo nao mudou muito ao longo do tempo. Com os microssatélites, o
Fst quase significativo entre periodo atual da Mata Atlantica e a Amazbnia do Eixo

Central foi maior que o valor de Fst encontrado entre passado da Mata Atlantica e a
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Amazébnia do Eixo Central. Essa condigdo sugere que o fluxo génico tem se tornado
mais limitada ao longo do tempo. Um fator que pode ter contribuido para esse resultado
foi a diminuicdo da conectividade da Amazoénia com a Mata Atlantica pelo corredor
central do Brasil.

As analises de dindmica na frequéncia dos alelos e heterozigosidades sugerem
expansao populacional nos dois diferentes cenarios de condi¢cdes de floresta da
Amazobnia, apés um longo tempo com tamanho populacional pequeno (como sugerido
pelas altas taxas de M e riqueza de alelos). Entretanto, para a Mata atlantica os sinais
sdo de estabilidade populacional. Evidentemente, esses resultados ndo condizem com
as altas taxas de perda de habitat e de remogao de individuos de gavido-real da
natureza. Uma explicagdo para essa discrepancia esta no longo tempo de geragcdo do
gavido-real. As analises de reducéo populacional do Bottleneck e M Value levam em
consideragao a diminuicdo na frequéncia e perda dos alelos, respectivamente, pela
deriva genética no tempo de poucas geragdes. Entretanto, o longo tempo de geragéo
do gaviao-real pode ter minimizado a deriva genética. Esse efeito tem sido constatado
em estudo com outros falconiformes (e.g. Hailer, 2006; Poulakakis, 2008) e com outros
taxons de vida longa, que possuem comprovada redugéo populacional e mesmo assim
a diversidade genética tem sido retida nos individuos mais velhos da populacéo (e.g.
rinocerontes; Swart et al. 1994; Dinerstein & McCracken, 1990).

Em contraste com a estabilidade dos alelos, para o gaviao-real o fluxo génico
apresenta-se limitado com o tempo e a heterozigosidade observada foi reduzida. Nas
populagbes em regides isoladas, as chances de cruzamento entre individuos
relacionados aumentam (endogamia), causando diminuigio do numero de
heterozigotos. Isso pode estar ocorrendo com o gavido-real, visto que na Mata Atlantica
foi encontrado um individuo em homozigose total no tempo atual (2006) para os locos
analisados.

As informagde levantadas acima correspondem a uma amostragem dos ultimos
40 anos para a Mata Atlantica e oito anos para a Amazoénia, assim, no tempo realmente
atual é possivel que a composi¢cdo da diversidade genética do gavido-real esteja em

pior estado.
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7. CONCLUSAO

Os marcadores moleculares e as analises utilizadas revelaram que um conjunto
de fatores determinou a distribuicdo da variabilidade genética do gavido-real no espago
e no tempo.

O nivel de fluxo génico do gavido-real foi alto entre as regides, sugerindo que
existe uma panmixia na distribuigdo do gavido-real. Entretanto, as analises sugerem
que o fluxo génico entre a Amazdnia e Mata Atlantica ocorre principalmente pelo leste
da Amazoénia. Assim, nao foi possivel rejeitar a hipotese nula de que histérica e/ou
recentemente o corredor de vegetagado ndao é um limitante para fluxo génico do gaviao-
real entre a Amazénia e a Mata Atlantica. Também n&o foi possivel rejeitar a hipotese
nula de que nao existem populagdes diferenciadas de gavido-real na Mata Atlantica.

Os dados sugerem que o Pleistoceno, especialmente a ultima glaciagao,
promoveu um longo periodo de reducédo populacional, seguido por evento de recente
expansao. Esse resultado refuta a hipotese nula de que o Pleistoceno n&o influenciou a
dindmica populacional do gavido-real.

As diferencas nos resultados dos marcadores de DNAmt e microssatélites
sugerem que a distribuicao da variabilidade genética do gaviao-real foi influenciada pelo
padrao de dispersao parcial entre os sexos, sendo que os machos apresentaram maior
dindmica no fluxo génico e equanto as fémeas s&o mais residentes.

A maior dispersdo dos machos e residéncia das fémeas pode explicar
discrepancias entre os tamanhos efetivos dos marcadores de DNAmt e nuclear, mas
para isso sugere que o sistema reprodutivo do gavido-real seja poliginico. Entretanto,
esse topico merece maiores estudos e a genética pode contribuir nesse sentido.

A razdo sexual da amostragem foi aproximadamente de um macho para duas
fémeas, sugerindo que possa existir algum mecanismo de alocagao de recurso a favor
das fémeas ou que as mesmas sdo mais suscetiveis a serem amostradas devido a sua

maior residéncia na sua area de origem. Esse tépico também merece mais estudos.
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A diversidade genética do gavido-real é comparada ao de espécies de aves
ameacadas com tamanhos populacionais reduzidos e de aves que sofreram fortes
efeitos das mudangas climaticas no passado sobre suas populagdes, incluindo
Falconiformes. Houve uma tendéncia forte de diminuicdo da diversidade genética do
gavido-real ao longo do tempo, com grande reducdo da diversidade genética na
comparagao de amostras de tempos diferentes da Mata Atlantica, sugerindo que a
perda acentuada de habitat nessa regiao seja a razao para essa reducao. A diversidade
genética do gavido-real no arco do desmatamento da Amazbnia € reduzida e
comparada a diversidade encontrada atualmente na Mata Atlantica, o que também pode
estar relacionado as altas taxas de perda de habitat e remog¢ao de individuos da
natureza. O fluxo génico do gavido-real entre a Mata Atlantica e a porgao central da
Amazdnia se tornou mais limitado com o tempo, provavelmente devido a diminuigdo das
conexdes de florestas no corredor de vegetagao aberta entre esses dois biomas. Assim,

as ameacas ao gaviao-real se refletem no nivel de sua diversidade genética.

7.1. IMPLICAGOES PARA A CONSERVAGAO DO GAVIAO-REAL

O status de conservacdo do gavido-real tem sido muito discutido e motivo de
controvérsias entre os conservacionistas. Os resultados desse estudo contribuem com
a discussao, revelando sinais de vulnerabilidade do gavido-real. As ameagas
percebidas para o gavido-real podem ser extendidas a toda distribuicdo da espécie,
visto que é resoavél extrapolar a baixa diversidade genética e sua associagdo com
fatores antropicos as outras areas da regiao Neotropical, que em geral possuem piores
condigdes de floresta que o Brasil. O corredor de vegetacao aberta do centro do Brasil
também deve ser incluido na quantificagdo da ameaga ao gavido-real, o mesmo é
importante para a manutengdo da espécie, pois apresenta registros de nidificacoes e
permite o fluxo génico do gaviao-real entre os biomas florestais. O Cerrado, onde se
concentra os registros de gavido-real no centro do Brasil, € um bioma extremamente
ameagado, isso ressalta ainda mais a vulnerabilidade da espécie em termos de sua

distribuicdo e de distribuigdo sua variabilidade genética.

107



As informacbes da presente tese podem ser utilizadas para o refinamento de
estratégias de conservagao da espécie, especialmente no Brasil, onde a distribuicdo da
especie é mais ampla. As estratégias de manejo devem apresentar metas para
preservar essa diversidade genética, visto que os fatores genéticos podem aumentar os
riscos de extincéo, reduzir o potencial adaptativo e potencial reprodutivo das espécies.

A recomendagdo mais urgente para a conservagao do gaviao-real € eliminar as
ameagas, como a perda de habitat e a remogao de individuos da natureza. Quando
possivel, considerando também aspectos ecoldgicos e veterinarios, recomenda-se
devolver os individuos apreendidos apds serem retirados da natureza nas localidades
de onde foram removidos.

Para a manutencdo da diversidade genética e do fluxo génico, as
recomendagades s&o: proteger as localidades onde ha tempos tém sido reportados
registros da espécie, sobretudo de nidificagdo, visando resguardar os individuos mais
velhos da populacédo que podem estar matendo a diversidade genética ao longo do
tempo; ampliar as florestas, restabelecer habitats adequados e proteger as éareas
remanescentes de floresta na Mata Atlantica e no arco do desmatamento da Amazénia;
restabelecer e proteger as conexdes florestais do corredor de vegetacdo aberta
(Cerrado e Caatinga) e do leste da Amazénia. Para as a¢gdes de manejo iniciadas na
Mata Atantica, deve-se tomar cuidado para nao translocar indiscriminadamente
individuos com ancestralidade materna exclusiva da Amazénia (ou de outras regides)
para essa regiao.

O monitoramento continuo do efeito da mudanga negativa da paisagem florestal
sobre diversidade genética do gavido-real, utilizando dados extraidos de uma
quantidade adequada de amostras atuais (que podem ser obtidos de forma nao
invasiva), pode gerar maior conhecimento sobre esse assunto e como se aplica aos
Falconiformes da regido Neotropical. Assim, recomenda-se que esse monitoramento

seja estabelecido tendo o presente trabalho como marco inicial.
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Anexo . Tabela com registros de gaviao-real em localidades no Brasil. Apresenta Bioma, o Estado, a localidade, registros natureza, museus e

de individuos removidos da natureza.

Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
- . . Novaes, 1974: Avistamento (antes
1 Amazénia Amapa Rio Tartarugal de 1974)
Rio Cupixi/Reserva do
- . Desenvolvimento
2 Amazbnia Amapa Sustentavel do Rio IEPA 1160 (5/8/2005)
Iratapuru
Criadouro da RPPN
3 Amazobnia Amapa Estrada para Vila Nova REVECON, Macapa - AP
(2007)
4 Amazébnia Acre Sena Madureira Peres, 1990: avistamento (1989) é‘i);ggﬁzf_hfg I(VIZ%ra(é()es,
5 Amazodnia Acre Senador Guiomard é?;g?;gf_hfg ,(\AZ%B%()%S’
Ninho fotografado pela
6 Amazébnia Amazonas Floresta Nacional Purus  Administragao da Flona Purus,
Boca do Acre - AM (2009)
- Parque Nacional de Registro fotografico de Bierregard
7 Amazbnia Amazonas Anavilhas (2004)
- . Registro fotografico de Robson
8 Amazdnia Amazonas Balbina Czaba (1997)
Reserva de
9 Amazobnia Amazonas Desenvolvimento Olmos et al., 2006:Ninho
Sustentavel Mamiraua
10 Amazébnia Amazonas Parque Nacional do Jau I(?:grg:)s etal., 2000: Avistamento
Individuo apedrejado resgatado e
- . = devolvido na natureza em Novo
11 Amazbnia Amazonas Novo Aripuana . = . i
Aripuana pelo Projeto Gaviao-real
Projeto Gavido-real/INPA (2008)
Individuo machucado resgatado
pelo IBAMA - AM, reabilitado e
12 Amazdnia Amazonas Barreirinha devolvido na natureza em

Barreirinha pelo Projeto Gaviao-
real/INPA (2007 a 2008)




Continuagéo 1

Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
- Ninhos monitorados pelo Projeto
13 Amazobnia Amazonas Lago Cururu/Manacapuru Gavido-real (a partir de 2002)
- -, Ninho monitorado pelo Projeto
14 Amazonia Amazonas - Manaquiri Gavido-real/INPA (a partir de 2004)
Ninhos montiorados pelo Projeto o
Gavido-real/INPA (a partir de Individuo cagado e entregue
15 Amazbnia Amazonas Parintins o INPA 629 (1/6/2004) ao Projeto Gavido-real/INPA
2004); individuo cagado e entregue (2006)
ao Projeto Gaviao-real/INPA (2006)
Ninhos monitorados pelo Projeto
Gavido-real/INPA (a partir de
2001); individuo cagado e penas Individuo cagado e penas
16 Amazébnia Amazonas Reserva Adolpho Duke entregue ao Projeto Gavido- entregue ao Projeto Gavido-
real/INPA (2003); Avistamento pela real/INPA (2003)
Equipe do Projeto Gaviéo-
real/INPA (2007)
Individuo baleado resgatado pelo
IBAMA - AM, reabilitado e
devolvido na natureza em Individuo cacado e entregue
17 Amazobnia Amazonas Nhamunda Nhanunda pelo Projeto Gavido- ao Projeto Gaviao-real/INPA
real/INPA (2006); individuo (2007)
cagado e entregue ao Projeto
Gavido-real/INPA (2007)
18 Amazobnia Amazonas Tefé MNRJ 33547 (1985)
- . INPA 588 (1/11/1986); INPA 630
19 Amazonia Amazonas Itacoatiara (16/08/2000)
Reserva do
20 Amazobnia Amazonas Desenvolvimento INPA 628 (21/2/2004)
Sutentavel Amana
Reserva do
21 Amazbnia Amazonas Desenvolveimento INPA 829 (27/6/1995)
Sutentavel Mamiraua
22 Amazénia Amazonas Reserva PDBFF ZF 2 INPA 830 (1979)
23 Amazobnia Amazonas Km 59, BR174 INPA 828 (03/2001)
24 Amazodnia Amazonas Estirdo do Equador MZJH 0220 (20/2/1961)




Continuagéo 2

Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
. Individuo cagado e penas
25 Amazédnia Amazonas Manaus ;90%857532& ??SZ{XCLABMC entregue ao Projeto Gavido-
- €q ’ real/INPA (2009)
Zooloégico do Centro
26 Amazébnia Amazonas Labrea Integrado de Guerra na
Selva CIGS, Manaus - AM
Individuo cagado e unhas da
garra entreguem a
27 Amazénia Amazonas Estaggo Eco[oglca Admlr)lstragap da Estagéo
Juami-Japura Juami-Japura, repassado ao
Projeto Gavido-real/INPA
(2007 - 2008)
Individuo cagado e penas
- S entregue ao Projeto Gavido-
28 Amazonia Amazonas Manicoré real/INPA, Manaus - AM
(2005)
Individuo cagado e garra
29 Amazbnia Amazonas Presidente Figueiredo entregue ao Projeto Gaviéo-
real/INPA (1995-2000)
. = Ferrari & Carvalho, 2003:
30 Amazdnia Maranhdo Esplanada avistamento (2003)
31 Amazébnia/Cerrado Maranhdo Alto Parnaiba ?12'88%3 monitorados pela Nordesta
Ninho na Pousada Curupira (Barra
- Mato do Bugre - MT) monitorado pelo
32 Amazonia/Cerrado Grosso Barra do Bugre Projeto Gavido-real/INPA (a partir
de 2004)
Mato Ninho registrado pela
33 Amazobnia G RPPN Cristalino Administragdo da RPPN Cristalino
rosso
(2006)
. Mato Vila Bela da Santissima  Silveira e D’Horta, 2002:
34 Amazédnia/Cerrado . :
Grosso Trindade avistamento
Mato Sick, 1997: Individuo
35 Amazdnia Grosso Xingu Sick, 1997: Relato de ocorréncia mantido preso por Tribo

Indigena (1947 - 1957)
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
P Mato L
36 Amazonia G Rio Xingu AMNH 29102 (1931)
rosso
- Mato .
37 Amazébnia/Cerrado G Araguaiana MZJH 0221 (1952)
rosso
38 Amazénia Mato Juruena Trinca et al., 2007: Individuo
Grosso cagado (2000-2007)
Mato Trinca et al., 2007: Trés
39 Amazobnia Nova Bandeirantes individuo cagados (2000~
Grosso
2007)
Trinca et al., 2007: Sete
Mato individuos cagados (2000-
40 Amazobnia Grosso Alta Floresta 2007); Zooldgico da
Universidade do Mato
Grosso, Cuiaba - MT
- Mato Trinca et al., 2007: Individuo
41 Amazobnia Grosso Nova Monte Verde cacado (2000-2007)
Mato Individuo cagado e penas
42 Amazbnia Grosso Aripuana entregue ao SOS
Falconiformes (2007 - 2008)
Mato Zoolégico da Universidade
43 Amazobnia Grosso Guaranta do Norte Federal do Mato Grasso
UFMT, Cuiaba - MT
44 Amazénia/Cerrado Mato Sinop ZOOIO.Q'CO de Americana,
Grosso Americana - SP
Sick, 1997: Relato de ocorréncia;
45 Amazonia Para Rio Tocantins Schubart, 1965: Avistamento
(1938)
46 Amazonia Para Rio Cururu Sick, 1997: Relato de ocorréncia
Floresta Nacional Ninhos monitorados pelo Projeto
47 Amazbnia Para Tapaios Gavido-real/INPA (a partir de
pa) 2004);Henriques et al., 2003
Ninhos monitorados pelo Projeto
Floresta Nacional de Gavido-real/INPA (a partir de
48 Amazobnia Para 2007); individuo resgatado e

Carajas

devolvido a natureza pelo IBAMA -
PA (2006)
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
49 Amazénia Para Goinésia Ninho monitorado pelo Projeto Fundagao Zoobotéanica de
Gavido-real (a partir de 2004) Maraba, Maraba — PA
Ninho monitorado pelo Projeto
50 Amazbnia Para Faro Gay|go-rea| (a partir de 2004);
Individuo cagado e entregue ao
Projeto Gavido-real/INPA (2004)
Ninho monitorado pelo Projeto Criadouro Conservacionista
51 Amazobnia Para Tailandia Gavido-real (a partir de 2004); Tibagi, Serra Guaramiranga -
Olmos et al., 2006: avistamento CE (2006)
A . . Ninho monitorado pelo Projeto
52 Amazobnia Para Altamira Gavido-real (2009)
Estrada Aguas . ran
53 Amazbnia Para Claras/Serra dos Pacr)e_co, etal. 2007: registro
- fografico
Carajas/Paraupebas
. . Sete Individuos do
54 Amazbnia Para Paragominas G_a!e_ttl &~Carvalho, 2000: Bioparque Amazonia, Belém
nidificagao _PA
55 Amazénia Para Rio Trombetas OImos et al., 2006: avistamento
Estacao Cientifica
56 Amazébnia Para Ferreira . Martins et al. 2005: avistamento
Penna/Floresta Nacional
do Caxiuana/Melgago
57 Amazdnia Para Rese_ry a Extrgtlwsta Peres et al., 2003
Tapajos Arapiuns
58 Amazbnia Para Rio Guama MPEG 3445 (1904)
59 Amazobnia Para Braganca Bond, 1927: nidificagéo (1926) WFVZ 15967, ovos (1926)
60 Amazobnia Para Capim MZUSP 43864 (1959)
61 Amazbnia Para Curuca MPEG A08643
62 Amazobnia Para Rio Tapajés MHNT 6721 (1997)
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Identificagao

Bioma

Estado

Localidade

Natureza (Data)

Museu (Data)

Individuos removidos
(Data)

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

Amazonia

Amazébnia

Amazonia

Amazébnia

Amazonia

Amazonia

Amazonia

Amazébnia

Amazébnia

Amazébnia

Amazobnia

Para

Para

Para

Para

Para

Para

Para

Para

Para

Ronddnia

Rondoénia

Rondon do Para

Curionépolis

Tomé Agu

Santarém

Serra
Pelada/Parauapebas

Jacunda

Area Indigena Xikrins

Capitao Pogo

Tucurui

Seringueira

Vilhena

Dois individuos do Criadouro
CRAX Sociedade de
Pesquisa do Manejo e
Conservagao da Fauna
Silvestre, Contagem — MG

Individuo resgatado pelo
IBAMA - PA (2009)

Individuo resgatado pelo
IBAMA - PA (2009)

Quatro Individuos do
Zoolégico das Faculdades
Integradas Tapajos,
Santarém — PA

Parque das Aves, Foz do
Iguacu — PR

Zoolégico de Carajas,
Carajas — PA

Zoolégico de Carajas,
Carajas — PA

Zoolégico de Sao Paulo, Sao
Paulo — SP

Individuo cagado e penas
entregues ao Projeto
Gavido-real/INPA (2006);
Dois individuos resgatados
pelo IBAMA - PA (2006)

Individuo morreu
eletrecutado em cabo de
transmisséo de alta tenséo e
a garra foi entregue ao
Projeto Gavido-real/INPA
(2000 - 2005)

Dois individuos do Criadouro
Parque Dois Irmaos, Recife
-PE
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
74 Amazobnia Rondénia  Costa Marques Exemplar, IBAMA - RO (1995)
75 Amazébnia Rondénia  Rio Jamary MNRJ 9264 (1909 -1914)
76 Amazébnia Rondénia  Rio Ji-Parana MNRJ 9265 (1909 -1914)
Reserva Biolégica do Asa encontrada pelo IBAMA - RO e
77 Amazobnia Rondénia Jaru 9 entregue ao Projeto Gavido-
real/INPA (2007)
Avistamamento e penas
78 Amazénia Rondénia  Chuoinguaia encontradas pela Equipe do
Projeto Gavido-real/INPA (2007)
Paraue Natural Municioal Avistamento e ninho registrado por
79 Amazdbnia Rondénia de gimenta Bueno P Almério Alcantara, dados sendo
trabalhados para publicagao (2008)
- - Ninho monitorado pelo Projeto
80 Amazbnia Rondbénia  Campo Novo Gavido-real/INPA (2006)
Ninho relatado pelo Administragéo
81 Amazobnia Rondénia  Parque Pacas Novos do Parque Pacas Novos - RO
(2008)
Pena de Flexa Indigena:
82 Amazbnia Rondbnia  Porto Velho Projeto Gavido-real (2000-
2007)
83 Amazbnia Roraima Boa Vista MZ‘J.H 1013 (1968)5 Museu
Regional de Boa Vista
- . . . Registro fotografico pela ONG
84 Amazébnia Roraima Boca do Rio Joaperi Vitéria Amazonia (Manaus - AM)
85 Amazobnia Roraima Rio Mucajai Pinto, 1966: Individuo

capturado no ninho
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
Paraue Nacional da Registro Fotografico realizado pela
86 Amazébnia Roraima q } Administragdo do Parque Nacional
Serra da Mocidade .
da Serra da Mocidade
87 Amazénia Roraima Parque Nacional do Virua Ninho relatado _pela Adml_nls’trag:ao
do Parque Nacional do Virua
Estacdo Ecoléaica do Avistamento relatado pela
88 Amazbnia Roraima M o 9 Administracdo Estacédo Ecolégica
araca i
do Maraca
- . Ninho monitorado pelo Projeto
89 Mata Atlantica Bahia Porto Seguro Gaviao-real/INPA (a partir de 2004)
. _Avistamento realizado pela Equipe
90 Mata Atlantica Bahia gfggi‘fe Nacional do Pau- 4 'p/ 610 Gavido-real/INPA (a
partir de 2008)
A . Estagéo Experimental Galetti et al. 1997: Avistamento
91 Mata Atlantica Bahia Pau-Brasil/ Porto Seguro  (1991)
92 Mata Atlantica Bahia Serra das Lontras Silveira et al. 2005: Avistamento
(2000)
Individuo resgatado pelo IBAMA -
BA, reabilitado e devolvido na
93 Mata Atlantica Bahia Itagimirim natureza no PARNA Pau Brasil -
BA pelo Projeto Gavido-real/INPA
(2008)
94 Mata Atlantica Bahia Jequié Pinto, 1935: Relato (antes de 1935)
95 Mata Atlantica Bahia Amargosa Pinto, 1935: Relato (antes de 1935)
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Identificagao

Bioma

Estado

Localidade

Individuos removidos

Natureza (Data) Museu (Data)

(Data)
Pinto, 1935: Relato de recebiemnto
96 Mata Atlantica Bahia Porto Seguro ?:nltJerr;a dgag%g;? rrécr)i;ré)cf)ilrg%gaga
RPPN Veracel, Porto Seguro - BA
Mata Garra depositada no Museu do
97 Atlantica/Caatinga/Cerrado Bahia Mundo Novo Mosteiro Jequitiba, Mundo Novo -
BA (1955-1965)
98 Mata Atlantica Bahia Tancredo Neves Zooldgico de Salvador,
Salvador — BA
99 Mata Atlantica Bahia Eunapolis Criadouro de Aguia Branca,
Aguia Branca — ES
100 Mata Atlantica Bahia Monte Pascoal Zooldgico de Sao Paulo, Sao
Paulo — SP
Pacheco et al. 2003: Avistamento
101 Mata Atiantica Espirito Reserva Natural Vale do (1985, 1992, 2000 e 2002); Srbek-
Santo Rio Doce, Linhares Araujo & Chiarello, 2006:
Avistamento (2005)
102 Mata Atlantica Espirito Pedro Canério Pacheco et al. 2003: Avistamento
Santo (1986)
Espirito Reserva Biologica Pacheco et al. 2003: Avistamento
103 Mata Atlantica Augusto Ruschi, Santa ' ’
Santo (1990)

Teresa
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
AL Espirito Reserva Bioldgica de Pacheco et al. 2003: Avistamento
104 Mata Atlantica Santo Sooretama, Sooretama (1996)
- . Registro Fotografico realizado pela
105 Mata Atlantica Espirito Floresta Nacional de Administragdo da Floresta Nacional
Santo Goytacazes
de Goytacazes
AL Espirito Reserva Bioldgica do Ruschi, 1979: Avistamento (antes
106 Mata Atlantica Santo Corrego do Viado de 1950)
MNRJ 39629 (10/06/1941); No
424, Museu Regional da Fauna e
Espirito Flora, ltatiaia - RJ, transferido
107 Mata Atlantica S P Colatina Sick, 1997: Ninho (1937) para MNRJ (1953); No 0361,
anto S
Museu Lorenzutti, Linhares - ES
(1958); Exemplar, Falculdade de
Colatina
coptc NBML 676112131070 0350, ST O Socedce
108 Mata Atlantica P Linhares Ruschi, 1979: Ninho (1944) Museu Lorenzutti, Linhares - ES quise !
Santo . Conservagao da Fauna
(1999); AMNH 7240 (1929) )
Silvestre, Contagem — MG
109 Mata Atlantica Espirito Santa Teresa MBML. 2097 (1945); MBML 6762
Santo (1949)
Espirito Ruschi, 1979: Individuo
110 Mata Atléantica s P Sao Gabriel da Palha resgatado apds cair do ninho
anto
(antes de 1950)
A4 Espirito . Ruschi, 1979: Individuo
111 Mata Atlantica Santo Rio Claro/luna capturado (antes de 1950)
Mato
112 Mata Atlantica/Cerrado Grossodo  Bonito Pereira & Salzo, 2006: Nidificagdo

Sul
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
Pereira & Salzo, 2006:
Mato Parque Nacional da avistamento; Pena encontrada na
113 Mata Atlantica/Cerrado Grosso do q natureza pela Administragdo do
Serra da Bodoquena .
Sul Parque Nacional da Serra do
Bodoguena, Bonito - MS (2007)
Mato
114 Mata Atlantica/Cerrado Grossodo Serra da Bodoquena Pivatto et al., 2006: avistamento
Sul
AL Minas RPPN Serra do Registro fotografico divulgado pela
15 Mata Atlantica Gerais Relégio/Descoberto RPPN Serra do Relégio
o Minas Oliveira & Silva, 2006: relato de
116 Mata Atlantica Gerais Cataguases registro fotografico (1996)
117 Mata Atlantica/Cerrado Mmag Tapira Ollvelr'a.& Silva, 2006: registro
Gerais fotografico
Minas Rodrigues, 2008: coleta de
118 Mata Atlantica/Cerrado Gerai Lagoa Santa exemplar por J.T. Reinhardt (1847-
erais
1855)
A Minas . .
119 Mata Atlantica Gerai Rio Mucuri MNRJ 32531 (1920-1940)
erais
120 Mata Atlantica Parana Bahia de Guaratuba therer-Neto & Ribas, 2004:
avistamento (2003)
Registro realizado Luciano Pizzatto
121 Mata Atlantica Parana General Carneiro e divulgado pelo Instituto
ECOPLAN
122 Mata Atlantica Parana Laranjeiras do Sul MHNCI 2893 (30/8/1964)
123 Mata Atlantica Parana Céu Azul MHNCI 2918 (1982 -1983)
124 Mata Atlantica Parana Palmas MZUSP 11187 (1925); MHNCI

2006
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (Data)
Microchip 00-01BE-F5BA,
A . Refugio Bioldgico Bela
125 Mata Atlantica Parana Foz do Iguagu Vistal/ltaipu Binacional, Foz
do Iguagu — PR
Straube, 2005: relato de
126 Mata Atlantica Parana Londrina individuo cagado (década de
1930)
127 Mata Atlantica ('?c')osilra”de Gravatai Sick, 1997: Relato (antes de 1958) MAO 151 (13/7/1938)
J— Rio Grande - Exemplar, Museu Regional Olivio
128 Mata Atlantica do Sul Getulio Vargas Otto, Carazinho - RS (1939)
AL Rio Grande N . Exemplar, Museu Frei Miguel,
129 Mata Atlantica do sul Trés Arroios Luzerna - SC (4/9/1927)
— Rio Grande Museu do Colégio La Salle Dores,
130 Mata Atlantica do Sul Tapera/Selbach Porto Alegre - RS (1940)
131 Mata Atiantica Rio Stande  pistrito Garibaldi/Taquara MCN 072 (1923)
AL Rio Grande
132 Mata Atlantica do Sul Passo Fundo MCN 088 (1940 - 1950)
A Rio de Imediagbes da BR- Pacheco et al. 2003: avistamento
133 e Janeiro 116/Serra dos Orgéos (1980)
A Rio de Parque Nacional do Pacheco et al. 2003: avistamento
134 Mata Atiantica Janeiro ltatiaia (1984 & 2000)
A Rio de . . A
135 Mata Atlantica Janei Itatiaia Sick, 1997:Avistamento (1973)
aneiro
AL Rio de Pacheco et al. 2003: avistamento
136 Mata Atlantica Janeiro Paraty (1997)
Ay Rio de
137 Mata Atlantica Itaperuna MF 470, MNRJ (6/9/1943)

Janeiro
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Individuos removidos

Identificagdo Bioma Estado Localidade Natureza (Data) Museu (Data) (data)
— Santa s Albuquerque 1995: avistamento
138 Mata Atlantica Catarina Pildes (1980)
AL Santa - Sick, 1997: Relato de ocorréncia
139 Mata Atlantica Catarina Guaramirim (1948 - 1950)
AL Santa Sick, 1997: Relato de ocorréncia
140 Mata Atlantica Catarina Mafra (1948 - 1950)
A Santa . . Sick, 1997: Relato de ocorréncia
141 Mata Atlantica Catarina Rio Peixe (1968)
Parque Estadual da
A Santa Serra do Albuquerque 1995: avistamento
142 Mata Atiantica Catarina  Tabuleiro/Caldas da (década de 1990)
Imperatriz
Museu do Homem do Sambaqui
o Santa . "Pe Jodo Alfredo Rohr,
143 Mata Atlantica Catarina Rancho Queimado S.J."/Colégio Catarinense
(27/05/1962)
A = . Galetti et al. 1997: avistamento
144 Mata Atlantica Sao Paulo Cananéia (1989, 1991 e 1993)
145 Mata Atlantica Sao Paulo  Ariri Galetti et al. 1997: avistamento
(1990)
Exemplar, Museu Didatico Luiz
146 Mata Atlantica/Cerrado Sado Paulo Palestina Dino Vizotto, Uniesp, Sao José
Rio Preto - SP (1970 -1973)
147 Mata Atlantica/Cerrado Sao Paulo  ltuverava MZUSP 8261 (1911)
148 Mata Atlantica Séo Paulo  Poruba/Ubatuba MHNT 6720 (1967)

AMNH - American Museum of Natural History; IEPA - Instituto Estadual de Pesquisa do Amapa; MBML - Museu de Biologia Professor Mello Leitdo; MPEG - Museu Paraense Emilio Goeldi;
WFVZ - Western Foundation of Vertebrate Zoology; MZUSP - Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo; MHNCI - Museu de Histéria Natural Cap&do da Imbuia; MCN - Museu

Anchieta de Ciéncias Naturais; MZJH - Museu de Zoologia Professor José Hidasi.



Anexo Il. Tabela de amostras obtidas na natureza, de museus e de criadouros. Traz informagao sobre a fonte da amostra, a Organizagao
cedente, o bioma, a localidade, o Municipio, o Estado, a data, o sexo determinado ou confirmado. A auséncia de dado é identificado por (?).

Identificagao Sexo Confirmado ou Céd_igo do
da Amostra Fonte da Amostra - Organizagdo Cedente Regido (Bioma) Localidade - Municipio Estado Data Determinado neste g:eieétg-real &
Natureza Estudo LEGAL

1 Ninho/Penas - Projeto Gaviao-real Amazébnia Vila Amazénia - Parintins Amazonas 2004 ? H2

2 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazdnia Vila Amazénia - Parintins Amazonas 2004 Fémea H15

3 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazénia Vila Amazénia - Parintins Amazonas 2004 Fémea H16

4 Ninho/Penas - Projeto Gaviao-real Amazobnia Vila Amazdnia - Parintins Amazonas 2004 Fémea H19

5 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazébnia Vila Amazdnia - Parintins Amazonas 2005 ? H20

6 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazobnia Vila Amazénia - Parintins Amazonas 2007 Fémea H162

7 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazbnia Parintins Amazonas 2008 Fémea H178

8 Ninho/Penas - Projeto Gaviédo-real Amazbnia Lago Cururu - Manacapuru  Amazonas 2005 ? HA1

9 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazobnia Lago Cururu - Manacapuru  Amazonas 2002 Fémea H23

10 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazobnia Reserva Duke - Manaus Amazonas 2001 Fémea H3

11 Ninho/Penas - Projeto Gaviéo-real Amazébnia Manaquiri Amazonas 2004 Macho H18

12 Ninho/Penas - Projeto Gaviao-real Amazobnia Floresta Nacional Tapajés Para 2004 Macho H6

13 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazdnia Floresta Nacional Tapajés Para 2004 ? H21

14 Ninho/Penas - Projeto Gaviédo-real Amazoénia Tailandia Para 2004 Fémea H5
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. Codigo do

Identificagao Sexo Confirmado ou Projeto

Fonte da Amostra - Organizacdo Cedente Regido (Bioma) Localidade - Municipio Estado Data Determinado neste o
da Amostra Gavido-real &

Estudo
LEGAL
15 Ninho/Penas - Projeto Gaviao-real Amazobnia Goinésia Para 2004 Fémea H17
16 Ninho/Penas - Projeto Gavido-real Amazdnia Campo Novo Rondénia 2006 Fémea H125
17 Avistamento/Penas - Projeto Gavigo-real Amazénia Faze’.‘da Irr_laculada ) Rondénia 2007 Macho H124
Chuoinguaia

18 N|nhe/Penas - Pousada Curupira/MT e Projeto Amazénia Barra do Bugre Mato 2004 Fémea H127

Gavigo-real Grosso

Ninho/Penas - Parque Nacional da Serra do Cerrado/Mata Mato
19 . T~ A 4 Bonito Grosso do 2005 Fémea H30

Bodoguena e Projeto Gavido-real Atlantica Sul
20 Ninho/Penas - Nordesta (Maranhdo/MA) Cerrado/Amazénia  Alto Parnaiba Maranhao 2007 Fémea H149
21 Ninho/Penas - Nordesta (Maranhdo/MA) Cerrado/Amazénia  Alto Parnaiba Maranhao 2007 Fémea H168
22 Ninho/Pena - Projeto Gavido-real Amazodnia Parintins Amazonas 2005 ? H215
23 Ninho/Pena - Projeto Gaviao-real Amazédnia Itacoatiara Amazonas 2001 ? H201
24 Ninho/Pena - Projeto Gavido-real Amazonia E':rr;zt: Nacional de Para 2008 Macho H212

. . . Mato

Avistamento/Penas - Parque Nacional da Serra  Cerrado/Mata Parque Nacional da Serra .
25 do Bodoquena (Bonito-AM) Atlantica do Bodoquena - Bonito gl:zlasso do 2007 Fémea H9
26 'r\gglrm/ Pena de Flexa Indigena - Projeto Gavido-  »ma545i0 Porto Velho Rondénia 2 Fémea H202
27 Morto/Garra - LEGAL e Projeto Gaviao-real Amazébnia Seringueira Rondénia 2000-2005 7 H187
28 Caga/Tecido - Projeto Gaviao-real Amazobnia Floresta Nacional Tapajos Para 2007 Fémea H169
29 Cacga/Tecido - Projeto Gaviao-real Amazobnia Faro Para 2004 ? H150
30 Caca/Penas - Projeto Gavido-real Amazénia Reserva Duke - Manaus Amazonas 2003 Fémea H22
31 Caca/Penas - Projeto Gavido-real Amazbnia Manicoré Amazonas 2005 Fémea H24
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da Amostra Gavido-real &
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LEGAL

32 Cacga/Garra - Projeto Gavido-real Amazobnia Presidente Figueiredo Amazonas 1995-2000 *? H151

33 Caca/Penas - LEGAL e Projeto Gaviéo -real Amazobnia Tucurui Para 2006 Fémea H122

34 Cacga/Tecido - IBAMA/AM e Projeto Gavido-real Amazbnia Vila Amazénia - Parintins Amazonas 2007 Macho H159

35 Caca/Tecido - IBAMA/AM e Projeto Gavido-real ~Amazonia Comunlda’de Santa Me}na Amazonas 2007 Macho H158

do Aduaca - Nhanunda

36 Caga/’Unha do garra - Estagéo Ecolégica Juami Amazénia Estage}o Ecologica Juami Amazonas 2007-2008 Fémea H180
Japura Japura

37 Caca/Penas - SOS Falconiformes (Belo Amazénia Aripuana Mato 2007-2008 Fémea H177
Horizonte/MG) Grosso

38 Caca/Asa - Reserva Biologica do Jaru e Amazobnia Reserva Biolégica do Jaru Rondénia 2007 Macho H152
IBAMA/RO

39 Cacgal/Asa - Projeto Gaviao-real Amazébnia ? Amazonas 2006 ? H14

40 Regbilitado g_solto/Sangue - IBAMA/AM & Amazbnia Nhanunda Amazonas 2006 Fémea H126
Projeto Gaviao-real

41 Rea_bilitado _e~so|to/Sangue - IBAMA/AM & Amazébnia Barreirinha Amazonas 2008 Fémea H161
Projeto Gaviao-real

42 Reqbllltado g_solto/Sangue - IBAMA/AM & Amazbnia Novo Aripuana Amazonas 2008 Fémea H184
Projeto Gaviao-real
Resgatado e solto/Sangue - RPPN Veracel/BA, Ay A . R

43 IBAMA/BA e Projeto Gavido-real Mata Atlantica Itagimirim - BA Bahia 2008 Fémea H147

44 Resgatado e solto/Sangue - IBAMA/PA Amazonia E';’rr;zt: Nacional de Para 2006 Macho H163

Museu

45 MNRJ 9264 - Museu Nacional do Rio de Janeiro  »q,.;455 Rio Jamary - Jamary Rondénia  1909-1914 2 H45
(Rio de Janeiro/RJ)

46 MNRJ 9265 - Museu Nacional do Rio de Janeiro 5061 Rio Ji-Parana - Ji-Parana  Rondénia  1909-1914 Fémea H46
(Rio de Janeiro/RJ)

47 MNR\J 33547 - Museu Nacional do Rio de Amazénia Tefé Amazonas 1985 Macho H49
Janeiro (Rio de Janeiro/RJ)

48 MNRJ 39629 - Museu Nacional do Rio de Mata Atlantica Colatina Espirito 10/6/1941 2 H50
Janeiro (Rio de Janeiro/RJ) Santo

49 MF 470.' Museu Nacional do Rio de Janeiro (Rio Mata Atlantica Itaperuna Rio d_e 6/9/1943 Fémea H51
de Janeiro/RJ) Janeiro
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50 MNRJ 32531 - Museu Nacional do Rio de Mata Atlantica Rio Mucuri Minas 1920-1940 Fémea H48
Janeiro (Rio de Janeiro/RJ) Gerais
51 MNRJ 26353 - Museu Nacional (Rio de " ” " " ” H52
Janeiro/RJ)
MNRJ 22382 - Museu Nacional do Rio de o
? ? ? ?
52 Janeiro (Rio de Janeiro/RJ) ’ ’ ’ ’ Fémea H47
N° 424 - Museu Regional da Fauna e Flora - A . Espirito A
53 Parque Nacional de ltatiaia (Rio de Janeiro/RJ) Mata Atlantica Colatina Santo 1953 Fémea Ha4
INPA 588 - Colegao de Aves do Instituto
54 Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA Amazobnia Itacuatiara Amazonas 1/11/1986  ? H55
(Manaus/AM)
INPA 628 - Colegao de Aves do Instituto Reserva do
55 Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA Amazénia Desenvolveimento Amazonas 21/2/2004  Fémea H53
(Manaus/AM) Sutentavel Amana
INPA 629- Colecao de Aves do Instituto Nacional - L
56 de Pesquisas da Amazénia - INPA (Manaus/AM) Amazobnia Parintins Amazonas 1/6/2004 Macho H56
INPA 829 - Colegao de Aves do Instituto Reserva do
57 Nacional de Pesquisas da Amazénia - INPA Amazonia Desenvolveimento Amazonas 27/6/1995 Fémea H57
(Manaus/AM) Sutentavel Mamiraua
INPA 830 - Colegao de Aves do Instituto
58 Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA Amazobnia Reserva PDBFF ZF 2 Amazonas 1979 Fémea H59
(Manaus/AM)
INPA 828 - Colegao de Aves do Instituto
59 Nacional de Pesquisas da Amazdnia - INPA Amazbnia Km 59 BR174 Amazonas 2001 Macho H58
(Manaus/AM)
INPA 630 - Colegao de Aves do Instituto
60 Nacional de Pesquisas da Amazénia - INPA Amazénia Itacuatiara Amazonas 16/8/2000 Fémea H54
(Manaus/AM)
MHNCI 2006 - Museu de Histéria Natural Capéo A L . N R
61 do Imbuia (Curitiba/PR) Mata Atlantica Palmas Parana ? Fémea H171
MHNCI 2918 - Museu de Histéria Natural Capao A . . 1982 - .
62 do Imbuia (Curitiba/PR) Mata Atlantica Céu Azul Parana 1983 Fémea H28
63 MHNCI 2893 - Museu de Historia Natural Capdo ;... aantica Laranjeiras do Sul Parané 30/8/1964  Macho H170

do Imbuia (Curitiba/PR)
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MHNCI 2894 - Museu de Histéria Natural Capéo AL 5 . 5 N
64 do Imbuia (Curitiba/PR) Mata Atlantica ? Parana ? Fémea H172
MHNCI 4615 - Museu de Histéria Natural Capao 5 " 2
65 do Imbuia (Curitiba/PR) ' ' ' ' Macho He1
MHNCI 4616 - Museu de Historia Natural Capéao 5 5 > s
66 do Imbuia (Curitiba/PR) ' : ' ' ' H62
MHNCI 5462 - Museu de Histéria Natural Capao 5 s 2
67 do Imbuia (Curitiba - PR) ’ ’ ’ ’ Macho H63
MHNCI 0760/2895 - Museu de Histéria Natural
? ? ? ?
68 Capéo do Imbuia (Curitiba/PR) ' ' ' ' Macho H60
MHNT 6721 - Museu de Historia Natural de - . - .
69 Taubaté (Taubaté/SP) Amazénia Rio Tapajos Para 1997 Macho H174
70 MHNT 6720 - Museu de Historia Natural de Mata Atiantica Sertéo do Poruba - Ubatuba Sao Paulo 1967 Fémea H173
Taubaté (Taubaté/SP)
MHNT 4824 - Museu de Histéria Natural de
? ? ? ?
4 Taubaté (Taubaté/SP) ' ' ' : Macho H175
MHNT 1862 - Museu de Historia Natural de N
? ? ? ?
C Taubaté (Taubaté/SP) ' : ' ' Fémea H176
MZUSP 11187 - Museu de Zoologia da
73 Universidade de Sao Paulo - USP (Sao Mata Atlantica Palmas Parana 1925 ? H29
Paulo/SP)
MZUSP 43864 - Museu de Zoologia da - . . .
74 Universidade de S&o Paulo/USP (Sao Paulo/SP) Amazonia Capim Para 1959 Fémea H25
MZUSP 8261 - Museu de Zoologia da A L = N
75 Universidade de S&o Paulo/USP (S&o Paulo/SP) Mata Atlantica ltuverava Séo Paulo 1911 Fémea H31
76 MBML 6761 - Museu de Biologia Professor Mello ;. Ayantica Linhares Espirito 12/3/1970  Fémea H35
Leitdo (Santa Teresa/ES) Santo
MBML 2097 - Museu de Biologia Professor Mello AL Espirito 2
77 Leitdo (Santa Teresal ES) Mata Atlantica Santa Teresa Santo 1945 ? H34
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78 MBI\!IL 6762 - Museu de Biologia Professor Mello Mata Atlantica Santa Teresa Espirito 1949 " H36
Leitdo (Santa Teresa/ES) Santo
79 MPEG 3445 - Museu Paraense Emilio Goeld 517611 Rio Guama Para 1904 ? H26
(Belém - PA)
80 MPEG A08643 - Museu Paraense Emilio Goeld Amazénia Curuca Para ” ” H167
(Belém/PA)
MCN 072 - Museu de Ciéncias Naturais da A Rio Grande A
81 FZBRS (Porto Alegre - RS) Mata Atlantica Taquara do Sul 1923 Fémea H40
MCN 088 - Museu de Ciéncias Naturais da Rio Grande 1940 -
82 Fundagao Zoobotanica do Rio Grande do Sul Mata Atlantica Passo Fundo Fémea H41
do Sul 1950
(Porto Alegre/RS)
83 N° 0361 - Museu Lorenzutti (Linhares/ES) Mata Atlantica Idependencia - Colatina g:mto 1958 ? H42
84 N° 0353 - Museu Lorenzutti (Linhares/ES) Mata Atlantica Rancho Alto - Linhares g:mto 1999 Fémea H43
85 M2JH 0220 - Museu de Zoologia Professor José - Amazsnia Estirso do Equador Amazonas  20/2/1961 ? H208
86 M2JH 1013 - Museu de Zoologia Professor José - Amazsnia Boa Vista Roraima 1968 Macho H206
FMO 72 - Museu de Zoologia Instituto José 5 5 5 2 N
87 Hidasi (Goiania/GO) ' : ' : Fémea H146
88 FMO 8213 - Museu de Zoologia Instituto José ” ” " Fémea H145

Hidasi (Goiania/GO)
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89 N°. OQ1 - Mugeu de Hi's.tc'Jria Na}tqral Mozart de " ” " ” " H67
Oliveira Vallim (Cornélio Procopio/PR)
N°001/1 - Museu de Histéria Natural Mozart de
? ? ? ?
90 Oliveira Vallim (Comélio Procopio/PR) ' : ' ' Macho He8
91 MAO 151 - Museu Anchieta de Ciéncias Naturais Mata Atiantica Gravatai Rio Grande 13/7/1938  Fémea H39
(Porto Alegre - RS) do Sul
IEPA 1160 - Colegdes Cientificas Fauna do UC Reserva de
Amapd/Instituto de Pesquisas Cientificas e - Desenvolvimento .
92 Tecndlogicas do Estado do Amapa - IEPA Amazonia Sustentavel do Rio Amapa 5/8/2005 Macho H181
(Macapa/AP) Iratapuru
N°132 - Museu Regional Olivio Otto Ay - Rio Grande R
93 (Carazinho/RS) Mata Atlantica Getulio Vargas do Sul ? Fémea H33
04 A7 - Museu do Colégio La Salle Dores (Porto Mata Atlantica Tapera/Selbach Rio Grande 1940 ” H38
Alegre/RS) do Sul
Exemplar - Museu Didatico Luiz Dino A . = 2
95 Vizotto/Unesp/IBILCE (S&o José Rio Preto/SP) Mata Atlantica Palestina Sao Paulo 1970-1973 7 H10
96 Exemplar - IBAMA/RO (Porto Velho/RO) Amazobnia Costa Marques Rondénia 1995 ? H7
97 Exemplar - Museu Frei Miguel (Luzerna/SC) Mata Atlantica Trés Arroios Rlorande  4i911927  Femea H37
98 Garra - Museu do Mosteiro Jequitiba (Mundo 145 atiantica Mundo Novo Bahia 1955-1965 Fémea H179
Novo/BA)
99 Exemplar - Museus Historico de Boa Vista (Boa Amazébnia Boa Vista Roraima ? Fémea H209

Vista/RR)
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F 15 - Museu de Zoologia da Universidade de " 5 " 2 N
100 Brasilia (Brasilia/DF) ' ' ' ' Fémea H144
101 FAPEC 0500 - Museu Dom Bosco (Campo " ” " " ” HE5
Grande/MS)
Exempar - Museu de Histéria Natural PUC Minas 5 s 2 N
102 (Belo Horizonte/MG) ’ ’ ’ ’ Fémea H32
103 Exemplar - Parque Santur (Balneario Mata Atiantica ? Santa ? Fémea H123
CamburiaSC) Catarina
Exemplar - Museu Histdrico Didatico Pedagogico 5 " 2 N
104 D. Jodo VIl (Sao José do Rio Preto/SP) ' ' ' ' Fémea H66
Criadouro
Individuo - Criadouro CRAX Sociedade de Espirito
105 Pesquisa do Manejo e Conservagao da Fauna Mata Atlantica ? P 2000-2004 Macho H111
) Santo
Silvestre (Contagem/MG)
Individuo do Casal 1 - CRAX Sociedade de
106 Pesquisa do Manejo e Conservagao da Fauna ? ? ? ? Macho H97
Silvestre (Contagem/MG)
Individuo do Casal 1 - Criadouro CRAX
107 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Amazénia Rondon do Para Para 1990-2000 Fémea Ho8
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
Individuo do Casal 2 - Criadouro CRAX
108 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Mata Atiantica 2 Bahia 1990 -1997 Fémea H100
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
Individuo do Casal 2 - Criadouro CRAX
109 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Amazonia Rondon do Paréa Para 1990-2001 Macho Ho9

Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
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Individuo do Casal 3 - CRAX Sociedade de
110 Pesquisa do Manejo e Conservagao da Fauna ? ? ? ? Fémea H102
Silvestre (Contagem/MG)
Individuo do Casal 4 - Criadouro CRAX
111 Sacledade de Pesquisa do Manejo & Amazénia 2 Rondénia 1996 Femea H104
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
Individuo do Casal 5 - Criadouro CRAX
112 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Amazénia 2 Rondénia 2 Famea H106
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
Individuo do Casal 6 - Criadouro CRAX
113 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Amazénia Rondon do Para Para 1990-2000 Macho H107
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
Individuo do Casal 6 - Criadouro CRAX
114 Sociedade de Pesquisa do Manejo e Amazénia 2 Rondénia 2002 Femea H108
Conservagao da Fauna Silvestre
(Contagem/MG)
115 Individuo - Bioparque Amazbdnia (Belém/PA) Amazbnia ? Para ? Fémea H71
116 |ndIV'IdUO do Casal 1 - Bioparque Amazonia Amazébnia Paragominas Para ? Fémea H73
(Belém/PA)
117 |ndIV'IdUO do Casal 2 - Bioparque Amazonia Amazébnia Paragominas Para ? Fémea H75
(Belém/PA)
118 |ndIV’IdU0 do Casal 3 - Bioparque Amazonia Amazbnia Paragominas Para ? Macho H76
(Belém/PA)
119 |ndIV'IdU0 do Casal 3 - Bioparque Amazonia Amazbnia Paragominas Para ? Fémea H77
(Belém/PA)
Individuo do Casal - Zooldgico das Faculdades - . . 1995 -
120 Integradas Tapajos (Santarém/PA) Amazébnia Santarém Para 2000 Macho H130
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Individuo do Casal - Zooldgico das Faculdades - . . 1995 - N
121 Integradas Tapajés (Santarém/PA) Amazobnia Santarém Para 2000 Fémea H131
Individuo do Casal Cativeiro Alter do Chéo - 1995 -
122 Zooldgico das Faculdades Integradas Tapajos Amazébnia Santarém Para Macho H132
X 2000
(Santarém/PA)
Individuo do CasalCasal Cativeiro Alter do Chao 1995 -
123 - Zoolégico das Faculdades Integradas Tapajés ~ Amazonia Santarém Para Fémea H133
A 2000
(Santarém /PA)
Individuo do Casal - Zooldgico de Belo Horizonte 5 5 2 N
124 (Belo Horizonte/MG) ' : ' ' Fémea He8
Individuo do Casal em Exposigao - Zooldgico de - 5 . 2
125 Belo Horizonte (Belo Horizonte/MG) Amazonia ’ Rondonia ’ Macho H85
Individuo do Casal em Exposigéo - Zooldgico de - > - 5 N
126 Belo Horizonte (Belo Horizonte/MG) Amazonia ’ Rondonia ’ Fémea Hg6
127 Indivigyo do Casal Goeld - Criadouro Eurico Amazénia " Para ” Macho H134
(Brasilia/DF)
128 Indivi('j_uo do Casal Goeld - Criadouro Eurico Amazénia 2 Para ” Fémea H135
(Brasilia/DF)
129 individuo do Gasal CIGS - Criadouro Eurico A maz6nia ? Amazonas  >2000  Macho H136
(Brasilia/DF)
130 Individuo do Casal - Zooldgico de Carajas Amazénia Jacundé Para 2006 Macho H164
(Carajas/PA)
131 Inlelc_i}Jo do Casal - Zooldgico de Carajas Amazénia Area_llndlgena Xikrins - Para 1990 Fémea H165
(Carajas/PA) Carajas
Individuo do Casal - Zooldgico de Curitiba 5 5 5 5 N
132 (Curitiba/PR) ? ? ? 7 Fémea H81
Individuo do Casal - Zoologico de Curitiba - PR 5 " N
133 (Curitiba/PR) ? ? ? ? Macho H80
134 Individuo do Casal - Criadouro Conservacionista Amazénia ” Amazonas 1998-2000 Macho Ho5

Tibagi (Serra Guaramiranga/CE)
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135 In_lelc_iuo do Casal - C_rladouro Conservacionista Amazénia ” Para 2004 Fémea H96
Tibagi (Serra Guaramiranga/CE)
Individuo do Casal - Bosque Municipal S&o José - " . 5 .
136 do Rio Preto (S0 José do Rio Preto/SP) Amazonia ' Para : Fémea 121
Individuo do Casal - Bosque Municipal S&o José 5 5 2
137 do Rio Preto (S&o José do Rio Preto/SP) ' ' ' ' Macho H13
Individuo do Casal - Zoolégico Municipal 5 5 5 ” o
138 Quinzinho de Barros (Sorocaba/SP) ’ ’ ’ ’ Fémea H83
Individuo do Casal - Zooldgico Municipal ” 5 " 2
139 Quinzinho de Barros (Sorocaba/SP) ’ ’ ’ ’ Macho H82
140 Individuo 1 Recinto Extra - Criadouro Parque 5 . 5100 Vilhena Rondonia 2 Femea H115
Dois Irmaos (Recife/PE)
141 Individuo 2 Recinto Extra - Criadouro Parque 5 501 Vilhena Rondonia 2 Femea H116
Dois Irmaos (Recife/PE)
Individuo do Casal - Zooldgico da Universidade - = Mato N
142 Federal do Mato Grasso (Cuiaba/MT) Amazbnia Guaranta do Norte Grosso 2000-2004 Fémea H8
Individuo do Casal - Zoolégico da Universidade - Mato
143 do Federal Mato Grosso (Cuiaba/MT) Amazénia Alta Floresta Grosso 2000-2004 Macho H120
144 Individuo - Zooldgico de Salvador (Salvador/BA)  Mata Atlantica Tancredo Neves Bahia 1995-1998 Fémea H91
145 Individuo do Casal - Zooldgico de Salvador Amazénia ” Para 1999 Fémea H90
(Salvador/BA)
146 Individuo - Zooldgico de Goiania (Goania/GO) Amazédnia ? gfc:gso ? Fémea H128
Inviduo Morto - Zooldégico de Goiania " 5 " 2 "
147 (Goania/GO) ? ? ? ? ? H129
148 Individuo do Casal - Criadouro Conservacionista .1, atiantica ? Bahia 1990-2000 Fémea H141
Fazenda Séo José (ltirapina/SP)
149 |nd|V|du’o - Fundagéo Zoobotanica de Maraba Amazénia Goinésia Para ” 2 H166
(Maraba/PA)
150 Individuo do Casal - Parque das Aves (Foz do Amazbnia Serra Pelada - Carajas Para ? Fémea H70
Iguacu/PR)
Individuo do Casal - Zoolégico do Museu - > . 5 o
151 Paraense Emilio Goeld (Belém/PA) Amazonia ’ Para ’ Fémea H79
152 Individuo - Criadouro Eunicio (Brasilia/DF) Amazbnia ? Para ? Macho H185
153 Indmdyo - Zooloégico de Americana - SP Amazénia Sinop Mato 2004 Fémea Ha4
(Americana/SP) Grosso

154 Individuo - (Aguia Branca/ES) Mata Atlantica Eunapolis Bahia 1990-2000 Fémea H11
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Individuo - Reserva Particular do Patrimdnio A . R

155 Natural Estacdo Veracel (Porto Seguro/BA) Mata Atlantica Porto Seguro Bahia 1997 Fémea H12

156 Individuo - Zoolégico Chico Mendes (Acre/AC) Amazobnia Senador Guiomar Acre 2006 Fémea H148

157 Individuo - Zoolégico Chico Mendes (Acre/AC) Amazobnia Sena Madureira Acre 2008 Fémea H213
Individuo - Reserva Particular do Patriménio - ) . R

158 Natural REVECON (Macap&/AP) Amazébnia Estrada de Vila Nova Amapa 06/01/2007 Fémea H183
Individuo - Zoolégico do Centro Integrado de - 5 N

159 Guerra na Selva CIGS (Manaus/AM) Amazbnia Labrea Amazonas ? Fémea H4
Individuo do Casal - Parque Ecolégico de Sao 5 5 5 2

160 Paulo (S&o Carlos/SP) ' : ' : Macho H142
Individuo do Casal Extra - Zooparque ltatiba 5 5 s 2

161 (Itatiba/SP) ? ? ? ? Macho H138
Individuo do Casal - Zooloégico de Sapucaia do 5 5 s >

162 Sul (Rio Grande do Sul/RS) ’ ’ ’ ’ Macho H92
N° 00-0610-D1F7 - Reflgio Bioldgico Bela " ” " " R

163 Vista/ltaipu Binacional (Foz do Iguagu/PR) ’ ’ ’ ’ Fémea He4

164 Refugio Biologico Bela Vista/ltaipu Binacional -\, atiantica Foz do Iguacu Parané 2005 Macho H204
(Foz do Iguagu/PR)

165 Indivi('j_uo do Casal - Criadouro Eunicio Amazénia 2 Para ” Fémea H216
(Brasilia/DF)

166 Individuo do Casal - Criadouro Eunicio Amazénia " Para ” Macho H214

(Brasilia/DF)
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Abstract

We report the characterization and optimization of 45 heterologous microsatellite loci, and the development of a new
set of molecular sex markers for the conservation and management of the Neotropical harpy eagle (Harpia harpyja L.
1758). Of the 45 microsatellites tested, 24 were polymorphic, six monomorphic, 10 uncharacterizable due to multiple
bands and five did not amplify. The observed gene diversity of the analyzed sample of H. harpyja was low and similar
to that of other threatened Falconiformes. While a high proportion of the microsatellite markers were highly variable,
individuals of H. harpyja could be differentiated by a joint analysis of just three (p = 2.79 x 10*) or four markers
(p = 2.89 x 10°). Paternity could be rejected with 95.23% and 97.83% probabilities using the same three and four
markers, respectively. The sex determination markers easily and consistently differentiated males from females
even with highly degraded DNA extracted from naturally shed feathers. The markers reported in this study potentially
provide an excellent set of molecular tools for the conservation and management of wild and captive H. harpyja and
they may also prove useful for the enigmatic Neotropical crested eagle (Morphnus guianensis Daudin 1800).

Key words: conservation genetics, Harpia harpyja, microsatellites, raptors, sex markers.
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Introduction

The Neotropical harpy eagle (Harpia harpyja L.
1758, Falconiformes, Accipitridae) is the largest eagle in
the Americas and is considered the most powerful bird of
prey in the world (Collar, 1989; Sick, 1997). This species
inhabits the upper stratum of New World forests from
southern Mexico to northeastern Argentina but is compara-
tively rare throughout its distribution. The main threats to
the conservation of H. harpyja is habitat fragmentation,
hunting and trade in live birds (Vargas G ef al., 2006). The
slow reproductive rate and low population densities of H.
harpyja make these threats significant throughout its distri-
bution. Harpia harpyja is classified as near threatened by
the International Union for the Conservation of Nature
(IUCN) and is cited in Appendix I of the Convention on the
International Trade of Threatened Species of Fauna and
Flora (CITES). While active conservation programs exist

Send correspondence to Izeni Pires Farias. Laboratério de Evolu-
¢ao e Genética Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Univer-
sidade Federal do Amazonas, 69077-000 Manaus, AM, Brazil.
E-mail: izeni_farias @ufam.edu.br.

in several countries where this eagle occurs, implementa-
tion of conservation programs is challenging and conserva-
tion success is difficult to assess due to the difficulty of
obtaining ecological data. Molecular markers often allow
indirect estimates of many ecologically important parame-
ters, and if available would greatly facilitate the conserva-
tion and management of H. harpyja.

The knowledge of biology of threatened species is of
indispensable interest for conservation. However, as in the
case for many threatened raptors, H. harpyja is difficult to
study because adults are very difficult to capture and mark,
individual birds may move over great distances and while
slight size dimorphism exists, there is no sexual dimor-
phism in plumage making males and females difficult-to-
distinguish. However, molecular tools may overcome
many of these challenges (e.g. Frankham et al., 2002;
Allendorf and Luikart, 2006), especially since such meth-
ods can use non-invasive sampling techniques based on
DNA extraction from feathers (e.g. Pearce et al., 1997,
Segelbacher, 2002; Horvath et al., 2005; Rudnick et al.,
2005). Understanding the genetic characteristics of a spe-
cies is also extremely important for the success of in situ
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and ex sifu conservation programs because this information
allows definition of management units needed to minimize
the loss of genetic diversity while at the same time preserv-
ing the existing genetic structure of the species (Haig, 1998;
Hedrick, 2001).

Of'the various types of molecular markers used today,
microsatellites have many positive attributes, including
hypervariability, co-dominance, abundance and tolerance
to variation in DNA quality and quantity (Selkoe and To-
onen, 2006). Additionally, due to our reasonably good un-
derstanding of molecular evolution and the development of
robust computational methods, microsatellites are well-
suited to answer questions related to effective population
size, population structure, migration and colonization rates,
and reproductive system, thus providing essential data for
conservation. The need to characterize species-specific loci
by expensive and laborious isolation and characterization
procedures is the primary limitation to the more wide-
spread use of microsatellites. Although mutations in the
flanking regions of microsatellite loci may prevent amplifi-
cation, many studies have shown that microsatellites iso-
lated from one species can amplify homologous products in
related species (e.g. Martinez-Cruz et al., 2002; Busch et
al., 2005), a characteristic known as transferability or
cross-species amplification (Selkoe and Toonen, 2006).

Other important molecular markers for conservation
are those for sex determination, mainly for species that do
not possess apparent sexual dimorphism, whether at the ju-
venile or adult stage, as is the case of for H. harpyja. In all
neognath birds, the female is the heterogametic (WZ) and
the male homogametic (ZZ) sex. Molecular methods of sex
determination are based on the amplification of paralogous
copies of the Chromo helicase DNA binding protein gene
(CHD1) present on chromosomes W and Z using mismatch
primers, i.e. while the forward primer amplifies CHD1 cop-
ies on both W and Z chromosomes, the reverse primers are
designed to anneal to either W or Z chromosome and am-
plify different sized products. Molecular sex markers
developed for birds (Griffiths ef al., 1998) have limited ap-
plicability in Falconiformes due to the fact that the differen-
tiation of amplified CHDIW and CHDIZ fragments is
unreliable because both fragments are large and similar in
size. Recent publication by Ito ez al. (2003) presents a solu-
tion that appears to be applicable to all Falconiformes by in-
creasing the size difference of the CHDIW and CHDIZ
amplified fragments. However, the relatively large size of
these fragments makes PCR amplification from forensic
samples difficult.

In this study we present the results of an amplification
test of 45 microsatellite loci, isolated and characterized by
other authors in various other accipitrid raptors, the charac-
terization and optimization of 30 of these microsatellites
and the development of a new set of molecular sex markers
for H. harpyja. In addition, we also present a preliminary
characterization of genetic diversity of H. harpyja and

147

comment on the usefulness of a subset of these
microsatellite markers for assessing the joint probability of
the identity of any two samples and of paternity exclusion.
We conclude that a carefully chosen subset of
microsatellite markers optimized for multiplexing and the
newly developed molecular sex markers provide highly
valuable and simple-to-use set of molecular tools to assist
in the formulation of conservation and management strate-
gies for this threatened raptor.

Material and Methods

Specimens

Molted feathers were collected from individual harpy
eagle (Harpia harpyja L. 1758 Falconiformes,
Accipitridae) specimens from three main Brazilian biomes:
the Amazonian rainforest, the Atlantic rainforest and the
Pantanal wetland. Some feather samples were collected
from nests in the wild while other samples came from zoos
and museums; however, in all cases samples of feather
originated from wild-born individuals (Table 1).

Microsatellite loci

There are approximately 100 microsatellite loci iso-
lated and characterized for Falconiformes, some of these
being published after we commenced our study. For testing
in H. harpyja we chose 45 based in the following criteria: 1)
loci were isolated from related falconiform species, 2) loci
had at least five alleles in the species for which they were
developed, and had preferentially a perfect repeat motif,
and 3) when cross-species amplification tests were made,
the loci were polymorphic in phylogenetically distantly re-
lated taxa. The tested microsatellite loci were taken from
six microsatellite panels described by the following au-
thors: Nesje and Reed (2000); Martinez-Cruz et al. (2002);
Busch et al. (2005); Hailer et al. (2005); Johnson et al.
(2005); Mira et al. (2005); a complete list of loci is pre-
sented in Table 2. Preliminary screening was done using
two captive H. harpyja specimens for which sufficient
quantities of good quality DNA could be extracted. For this
preliminary screening and for characterization of speci-
mens in Table 1, total genomic DNA was extracted from a
blood clot in the superior umbilicus (a small opening at the
proximal tip of the calamus or quill) as recommended by
Horvath ef al., (2005) using the Qiagen® DNA extraction
kit (Valencia, CA, USA). Polymerase chain reactions
(PCR) were carried out a total volume of 10 UL consisting
of 1 uL of sample DNA (~10 ng), 1 uL each of forward and
reverse primer (2 uM), 1 pL of 10X Buffer (200 mM
Tris-KCI, pH 8.5), 0.7 uL of MgCl, (25 mM), 0.8 uL of
dNTP (10 mM), 0.2 uL. Tag DNA polymerase (5 units/uL;
Biotools, Spain) and 4.3 puL of water. All primers were pur-
chased from IDT, Coralville, IA, USA (www.idtdna.com),
and dNTPs were purchased from Fermentas, Glen Burnie,
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Table 1 - Demographic information for the harpy eagles (Harpia harpyja) subjected to microsatellite primer characterization. All birds originated in the

wild.

Original source location Specimen code

(biome, municipality and state)

Specimen origin  Institution providing the sample’

Amazon

Parintins, Amazonas H2 Nature INPA Gavido-real Project

Manaus, Amazonas H3 Nature INPA Gavido-real Project

Amazonas H14 Nature INPA Gavido-real Project

Tailandia, Para H5 Nature INPA Gavido-real Project

Belterra, Para H6 Nature INPA Gavido-real Project

Labrea, Amazonas H4 Captive CIGS Zoo

Amazonas Hh1 Captive CIGS Zoo

Amazonas Hh2 Captive CIGS Zoo

Amazonas Hh3 Captive CIGS Zoo

Amazonas Hh4 Captive CIGS Zoo

Amazonas Hh5 Captive CIGS Zoo

Costa Marques, Rodonia H7 Museum IBAMA Museum, Costa Marques, Rondénia
Atlantic forest

Eunapolis, Bahia H11 Captive Breeder, Aguia Branca, Espirito Santo state

Bahia H12 Captive Estacao Vera Cruz/Veracel, Porto Seguro, Bahia
Foz do Iguagu, Parana H27 Captive Bela Vista Biological refuge, Foz do Iguacu, Parana
Cascavél, Parana H28 Museum ~ Natural History Museum, Capao do Imbuia, Curitiba, Parana
Pantanal

Bonito, Mato Grosso do Sul H30 Nature Gerencia do PARNA da Serra Bodoquena

fINPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia, Manaus, AM; CIGS = Centro Integrado de Guerra na Selva, Manaus, AM; IBAMA = Instituto

Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis.
“Accession number MHNCI 2918.

MD, USA (www.fermentas.com). Amplification consisted
of 35 cycles of denaturation at 93 °C for 15 s, annealing be-
tween 50 °C and 55 °C for 30 s and extension at 68 °C for
30 s, and a final seven minute extension at 68 °C was added
after the last cycle. For the microsatellite loci that amplified
we re-synthesized the forward primer by adding an M13
tail to its 5’ end to allow for dynamic fluorescent labeling
with FAM-6 labeled M 13 primer following the protocol de-
scribed by Schuelke (2000). Genotyping PCR was per-
formed in a total volume of 10 puL containing 1 pL of
reverse primer (0.2 uM), 0.5 uL. of M13 labeled forward
primer (0.2 uM), 0.5 uL of FAM-6 labeled M13 primer
(0.2 uM) and the other reagents described above. Amplifi-
cation was carried out in a Hybaid PCR thermocycler
(Thermo Scientific, USA) and had two main cycling steps
(modified from Schuelke, 2000), consisting of an initial de-
naturation step of 1 min at 93 °C followed by 30 cycles of
30sat93 °C,30sat55°C and 30 s at 68 °C then 20 cycles
of 30 s at 93 °C, 30 s at 50 °C, and 30 s at 68 °C. The reac-
tion was completed by a final extension for 30 min at 68 °C
to minimize stutter due to non-specific incorporation of ad-
enine (Brownstein ef al., 1996). The PCR product was visu-
alized using a MegaBACE1000 (GE Healthcare, United
Kingdom) and analyzed with the software Fragment Pro-
filer v1.2 (GE Healthcare, United Kingdom) following the

manufacturer’s recommendations. For each microsatellite
marker we genotyped 10 to 17 (average 15) specimens of
H. harpyja originating from all three main Brazilian biomes
(Table 1). The variable number of specimens analyzed per
microsatellite locus was due to failures in genotyping and
the limited quantity of DNA available for repeat analyses, a
common problem with forensic samples such as naturally
shed feathers (Segelbacher, 2002).

The characterization of each microsatellite locus was
based on number of alleles and gene diversity (Nei, 1978),
expected (Hg) and observed (Hp) heterozygosity (Weir,
1996), deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) and linkage disequilibrium between all pairs of
loci. All the analyses were performed using the program
Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2005), with significance
levels for multiple tests being adjusted using the sequential
Bonferroni correction (Rice, 1989). To evaluate the poten-
tial use of the microsatellite loci for relatedness analyses,
we also estimated the probability of paternity exclusion at
an individual locus (Q or Py;), and the joint probability of
paternity exclusion at all loci (QC or P.) following Weir
(1996). Additionally, we estimated the probability of ge-
netic identity at an individual locus (/) and the joint proba-
bility of genetic identity at all loci (/C) according to
Paetkau et al. (1995).
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Table 2 - Characterization of 45 microsatellite loci for the harpy eagle (Harpia harpyja) originally isolated from other raptor species by the authors cited.
Loci which failed to amplify are underlined and a dash (-) indicates loci that failed to genotype. Table shows the following: number of eagles tested (N);
number of alleles per locus, with the range of allele sizes in base pairs in parentheses (A); observed heterozygosity (Hp); expected heterozygosity (Hg);
significance of the difference between Hy, and Hj (only the microsatellite BBU46 showed significant deviation after Bonferroni correction for multiple
comparisons) (p); probability of paternity exclusion (Q); and probability of genetic identity (/).

Author GenBank Repeat H. harpyja

and locus numbers motif N A H, H » 0 I
Nesje and Reed, 2000

NVHfr142 AF200201 (GT);» - - - - - - -
NVHfr144-2  AF200202 (CA);s - - - - - - -
NVHfr190-2  AF200204 (CA), - - - - - - -
NVHfr195-2  AF200205 (CA)6 15 2(154-160)  0.07143 0.07143 1.00000 0.03383 0.86941
NVH{r206 AF200207 (CA)14 17 7(156-166)  0.66666 0.76782 0.57515 0.54547 0.10344
Martinez-Cruz et al., 2002

Aall AF469497 (CA), 13 3(244-248) 0.38462 0.33354 1.00000 0.16622 0.49190
Aal2 AF469498 (GT)12 - - - - - - -
Aa26 AF469501 (AC)4 15 2(133-135)  0.20000 0.18621 1.00000 0.08595 0.68860
Aa27 AF469502 (CA), 17 1(87) - - - - -
Aa36 AF469504 (AC)6 16 4(93-119) 0.53333 0.66322 0.12511 0.37763 0.21334
Aa43 AF469508 (AC) 4 16 7(101-115) 0.93333 0.76552 0.21817 0.53864 0.10823
Aa49 AF469509 (AQ)12 11 1 (146) - - - - -
Aa57 AF469514 (TG)12 16 5(120-130)  0.80000 0.66437 0.42135 0.42738 0.17271

Busch et al., 2005
IEAAAGO4  AY631063  (AAAG)s(AAAC)4(AAAG) 13 7(216-244) 0.61538 0.81538 0.00655 0.60251 0.07861

IEAAAGO5  AY631064 (AAAG), 11 1(108) - - - - -
IEAAAGI1  AY631066 (AAAG)y - - - - - - -
IEAAAGI2  AY631067 (AAAG)o(GAAG)(AAAG)s - - - - - - -
IEAAAG14  AY631069 (AAAG);5 - - - - - - -
IEAAAGI5  AY631070 (AAAG), 17 11 (136-176)  1.00000 0.89425 0.01247 0.74009 0.03279
Hailer et al., 2005

HALO1 AY817040 (GT)17 15 2(116-118)  0.06667 0.18621 0.10360 0.08595 0.68860
HALO3 AY817042 (CAAA) 15 2(141-145) 0.85714 0.50794 0.02233 0.21491 0.38025
HALO04 AY 817043 (CA)LAA(CA),CG(CA), 16  2(156-158)  0.06667 0.06667 1.00000 0.03170 0.87735
HALO09 AY817048 (AC)y, 16 4(131-137)  0.73333 0.57241 0.28994 0.29392 0.29251
HALI10 AY817049 (CA)p, 17 3(217-221)  0.33333 0.29655 1.00000 0.14708 0.53511
HALI13 AY817052 (CA)y, - - - - - - -
Johnson et al., 2005

BBU42 AJ715912 (GGGT)s5(GA)s 15 2(204-206) 0.07143 0.07143 1.00000 0.03383 0.86941
BBU46 AJ715916 (AQ)p, 16  4(147-153)  1.00000 0.54943 0.00030 0.25831 0.32979
BBU06 AJ715878 (AC)o 10 1(97) - - - - -
BBU33 AJ715903 GT), - - - - - - -
BBU34 AJ715904 (AQ); - - - - - - -
BBUS51 AJ715921 (AC)y, 14 3(150-154) 0.35714 0.31481 1.00000 0.15609 0.51429
BBUS59 AJ715928 (CA)s 16 1(132) - - - - -
Mira et al., 2005

HF-C1D2 AY823594 (AG)y 16 7(167-179)  0.93333 0.71724 0.00632 0.48810 0.13549
HF-C1D10 AY823588 (GAA)9 - - - - - - -
HF-CI1E6 AY 823586 (GAA);sGAG(GAA)6 10 3(167-185)  0.30000 0.48947 0.00217 0.26298 0.33134
HF-C1ES8 AY823587 (GAA) 17 5(216-231)  0.73333 0.68046 0.16898 0.42061 0.18058
HF-C2D4 AY823595 (GA);5 - - - - - - -
HF-C3F2 AY 823596 (CT)yo 13 4(165-171)  0.38462 0.67385 0.01486 0.41819 0.17951
HF-C4G1 AY823589 (AG)y - - - - - - -
HF-C5D4 AY 823597 (GA) g 16 5(168-176)  0.53333 0.48276 0.65557 0.27000 0.32718
HF-C6C4 AY823591 (GA)as 15 1(134) - - - - -
HF-C7El AY823592 (GA)» 14 2(144-146)  0.23077 0.21231 1.00000 0.09686 0.65424
HF-C7G4 AY823598 (GA)1 TA(GA), 16 3(115-139)  0.33333 0.38391 0.60033 0.18736 0.44392
HF-C8F4 AY823599 GA)iy - - - - - - -

HF-PIAI0  AY823584 (GT)14(GA) - - - ; . - }




150

Sex determination markers in H. harpyja

For the characterization of sex markers we used the
primers developed by Ito et al. (2003). Tests were per-
formed on 10 specimens of H. harpyja collected from mu-
seums, zoos and nature (Table 3), of which two samples
were of know sex while the other samples were of unknown
sex. The PCR reactions for the sex markers were carried out
in a total volume of 25 uL containing 1 pL of DNA
(~10ng), 2.5 uL of NP primer (2 uM) 1.3 uL of MP primer
(2 uM), 1.3 uL of P2 primer (2 uM), 2.5 puL of 10X Buffer
(200 mM Tris-KCl, pH 8.5), 2.5 pL of MgCl, (25 mM),
2.0 uL of ANTP (10 mM), 0.2 uL. Tag DNA polymerase
(5 units/uL; Biotools, Spain) and 11.8 UL of deionized wa-
ter. All primers were purchased from IDT, Coralville, IA,
USA (www.idtdna.com), and dNTPs were purchased from
Fermentas, Glen Burnie, MD, USA (www.fermentas.com).
The thermocycling profile consisted of 1 min denaturation
at 93 °C, followed by 35 cycles of denaturation at 93 °C for
10 s, annealing at 52 °C for 35 s and extension at 68 °C for
30 s. The reaction was completed by a final extension for
seven minutes at 68 °C. The PCR products were separated
on a 3% (w/v) agarose gel. To assess the consistency of the
results we repeated each PCR three times for each speci-
men. The CDH1Z and CDH1W gene fragments of a number
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of the specimens did not amplify, most likely due to a high
degree of DNA degradation; therefore we designed two
primers, CHDIWr (5’-GCTGATCTGGTTTCAGAT
TAA-3’) and CHD1Zr (5’-AGTCACTATCAGATCCAG
AG-3’) as substitutes for primers MP (Ito et al., 2003) and
P2 (Griffiths et al., 1998) respectively (Table 4). Our new
primer set reduced the size of amplicons by nearly 100 bp
and using this strategy we were able to sex the remaining
specimens of unknown sex.

Results and Discussion

Transferability and characterization of the
microsatellites in H. harpyja

Of the 45 microsatellite loci tested in our sample of H.
harpyja, 40 amplified successfully but only 30 could be
genotyped unambiguously. All 30 loci amplified at 55 °C
and produced unambiguous genotypes, thus all PCR reac-
tions were standardized to this annealing temperature. A to-
tal of 24 microsatellites loci were polymorphic and the
number of alleles per locus ranged from 2 to 11 (Table 4).
After sequential Bonferroni correction for multiple com-
parisons (Rice, 1989), a significant departure from HWE
was observed only in the locus BBU46. This and six addi-
tional loci that showed HWE deviations before Bonforroni

Table 3 - Harpy eagle individuals (Harpia harpyja) subjected in the sex-determination.

Specimen code Specimen origin Institution providing the sample’ Sex
1=H8 Captive UFMT Zoo female
2=HI21 Captive Bosque Municipal de Sdo José¢ do Rio Preto, Sdo Paulo female
3 =H56* Museum” INPA Colegao de Aves male
4 =H57* Museum INPA Colegao de Aves female
5=H71 Captive Foz Tropicana Parque das Aves, Foz do Iguacu, Parana female
6=H75 Captive Bioparque Amazonia Crocodilo Safari Zoo, Belém, Para female
7=HT76 Captive Bioparque Amazoénia Crocodilo Safari Zoo, Belém, Para male
8§ =H79 Captive Parque Zoobotanico do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para female
9=H96 Captive Criadouro Conservacionista Sitio Tibagi, Serra Guaramiranga, Ceara female
10=H120 Captive UFMT Zoo male

"INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, AM; UFMT = Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiaba, MT.
*Control individuals of known sex. "Accession number INPA 629. — Accession number INPA 829.

Table 4 - Primers used for molecular sex determination of the harpy eagle (Harpia harpyja).

Primer 5’ - 37 primer sequence Author

P2 (anneals to CHD1W/Z) TCTGCATCGCTAAATCCTTT (Griftiths et al., 1998)
MP (anneals to CHD1W) AGTCACTATCAGATCCAGAA (Ito et al., 2003)"
NP (anneals to CHD1W/Z) GAGAAACTGTGCAAAACAG (Ito et al., 2003)
CHD1Wr (anneals to CHD1W) GCTGATCTGGTTTCAGATTAA This study
CHDI1Zr (anneals to CHD1Z) AGTCACTATCAGATCCAGAG This study

*Ito et al. (2003) report the sequence of the primer MP as 5~ AGTCACTATCAGATCCGGAA-3’; however this clearly is a mistake as can be seen from

Figure 2 of their paper and GenBank sequences AB096141-AB096156.
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correction were re-scored from original electrophoregrams
to eliminate potential scoring biases. The observed and ex-
pected gene diversity (Nei, 1978) over all loci was 0.50580
and 0.47242, respectively. We found less than 5% of pairs
with significant linkage disequilibrium across all pairs of
loci. Indexes of joint probability of paternity exclusion
(p=0.99596) and genetic identity (p=1.04221 x 10™) were
highly robust.

The high rate of cross-species amplification (40 out of
45 loci) and characterizability (30 out of 45 loci) was attrib-
utable to our initial choice of loci. Five of the six micro-
satellite panels were developed for other Accipitrid species,
the same family as the H. harpyja. The transferability of
microsatellite primers between species is directly related to
the genetic divergence of the species concerned; the greater
the genetic divergence, the greater the probability of muta-
tions at priming sites, and thus lower the probability of suc-
cessful annealing of primers. Although we chose only
polymorphic loci, the rates of polymorphism characterized
for H. harpyja did not reflect the polymorphism observed in
the original studies (reg. R = 0.035, p = 0.402). Levels of
polymorphism depend on the sample analyzed, and there is
also no expectation of transferability of the degree of poly-
morphism (Ellegren et al., 1995).

The 24 polymorphic loci appeared to present an ex-
cellent panel for populational analyses of H. harpyja. They
were also robust markers for estimating kinship and pater-
nity relations (Weir, 1996) and to identify individuals
(Paetkau and Strobeck, 1995). However, statistically sig-
nificant levels of paternity exclusion and genetic identity
can be obtained with a panel of only three or four loci. Pa-
ternity can be excluded at the p =0.95233 and genetic iden-
tity rejected at the p = 0.00028 levels using just the loci
IEAAAGI15, IEAAAGO4 and Aa43. The addition of the
NVH{r206 locus would increase these probabilities to
p = 0.97834 and p = 0.00003 levels, respectively. The
allelic classes produced by the loci IEAAAGIS,
IEAAAGO4 and Aa43 are non-overlapping, and thus con-
ducive to multiplexing even with one dye set and dynamic
fluorescent labeling of alleles (Schuelke, 2000). Inclusion
of the locus NVH{r206 would require the use of a second
fluorescent dye since its allele sizes overlap with those of
the locus IEAAAGIS5. Dynamic multiplexing with the first
three loci would result in a statistically significant estimate
of paternity exclusion and/or genetic identity at less than
USS$ 1 per sample analyzed.

Genetic diversity of H. harpyja

For the [UCN near-threatened H. harpyja the average
Hy calculated by us was 0.506, similar to that for the re-
cently surveyed accipitrid species Aquila adalberti (the
Spanish imperial eagle; Hy = 0.516) and Aquila heliaca
(the eastern imperial eagle; Hp = 0.563) listed as vulnerable
by IUCN (Martinez-Cruz et al., 2004). Genetic diversity is
necessary for populations and species to adapt to environ-
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mental change and reflects their evolutionary potential
(Frankham et al., 2002), low genetic diversity therefore be-
ing viewed as an indirect measure of extinction threat. It
may also be that A. harpyja presents the signature of a ge-
netic bottleneck. Garza and Williamson (2001) have dem-
onstrated that for a population sample of microsatellite loci
the mean ratio of the number of alleles to the range in allele
size, the M parameter, can be used to detect reductions in
population size. The average value of M for the 24 micro-
satellite loci was 0.84, a value significantly lower than that
obtained under simulation of a pre-bottleneck population
size (p = 0.026 using the genetic parameter 0 0f 2.24). 6 is a
summary statistic representing four times the product of the
effective population size and the mutation rate (Hartl and
Clark, 1997). We derived 6 from estimated census sizes of
10* to 10° harpy eagle individuals (Ferguson-Lee, 2001;
Vargas G et al., 2006) assuming that the effective number
of individuals is equivalent to 1/10 the census size (Fran-
kham et al., 2002), and that microsatellite mutation rate (L)
estimates range from 2.5 x 10~ to 5.6 x 10* (e.g. Dallas,
1992; Weber and Wong, 1993; Brinkmann et al., 1998;
Sajantila et al., 1999; Kayser and Sajantila, 2001; Hrbek et
al., 2006). Using the most conservative parameter esti-
mates (0=2.24,u=5.6x 10*) a value of M= 0.84 reflects a
significant reduction in population size (p = 0.026). When
the parameter 6 was estimated directly from the micro-
satellite data (6 = 1.50), the M value was not significant
(p=0.101). However, the 0 calculated from the data itself'is
necessarily a lower bound estimate if H. harpyja shows any
population structure. Although there is a possibility that H.
harpyja has experienced a genetic bottleneck, a more defin-
itive inference can only be made with more extensive sam-
pling, and the determination of any existing population
structuring.

Although we cannot extend the perceived threat to the
entire distribution of H. harpyja, it seems reasonable to
extrapolate low genetic diversity and associated threat po-
tential to other Neotropical regions which are often anthro-
pogenically impacted and near the periphery of the natural
distribution of this raptor. Within Brazil, H. harpyja pos-
sesses its core and broadest area of distribution and, at least
within the Amazon basin, it appears to have suffered lim-
ited anthropogenic impact. Yet, the genetic diversity of H.
harpyja is lower than that of other accipitrid raptors listed
by IUCN in categories which indicate a greater risk of ex-
tinction. Furthermore, H. harpyja is not even on the official
list of threatened species of the Brazilian Environmental
Agency (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA). Although our
preliminary data clearly bring into question the current
classification status by [UCN and IBAMA, in order to facil-
itate adequate management and conservation policies, a
denser sampling throughout the distribution of H. harpyja
is necessary to find out how genetic diversity is distributed
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over geographic landscape, how genetically diverse is H.
harpyja throughout the areas of its distribution, and if it has
suffered a genetic bottleneck.

Molecular sex markers

Using the primers from Ito ef al. (2003) we were able
to confirm the sex of the two H. harpyja specimens of
known sex, a male (specimen 3) and a female (specimen 4)
(Figure 1). The PCR pattern of males is characterized by a
single band and that of females by two bands, with 100 base
pairs difference between the two bands. The other eight H.
harpyja specimens of differing DNA qualities and concen-
trations were characterized as two males (specimens 7 and
10) and six females (specimens 1, 2, 5, 6, 8 and 9). Molecu-
lar sex determination was repeated three times, each time
resulting in the same pattern. The primer set of Ito et al.
(2003) minimizes false positive identifications since the fe-
male-specific CHD1W gene product is the smaller product.
Theoretically even in the case when highly degraded DNA
is used and only the smaller CHD W gene fragment is am-
plified, this fragment will 100 bp smaller than the CHDI1Z
gene fragment and therefore this specimen will be easily
identifiable as a female. However, some of our specimens
showed no amplification of the molecular sex markers,
most probably due to the very high levels of DNA degrada-
tion common in feathers, which apparently do not allow
amplification of the ~300 to 400 bp fragments generated by
the markers from Ito ef al. (2003). Therefore we designed
primers CHD1Wr and CHD1Zr to substitutes for primers
MP (Ito et al., 2003) and P2 (Griffiths ef al., 1998), respec-
tively in our PCR reactions. The new primer combination
NP/CHD1Wr produced a 250 bp fragment while
NP/CHD1Zr produced a 300 bp fragment. Primers to ob-
tain even shorter products could not be designed, since the
regions amplified span a size variable intron lacking suit-
ably conserved regions. With these new primer combina-
tions we were able to sex our remaining specimens.

Molecular tools for the conservation of the harpy
eagle

We have characterized a set of molecular tools useful
for in situ and ex situ conservation and management of H.
harpyja. The loci IEAAAG1S, IEAAAGO04 and Aa43 to-
gether with sex markers provide powerful and cost effec-
tive tools for identifying best potential mates in captive
breeding programs. The correct identification of the sex of
individual birds in conservation programs, currently a diffi-
cult invasive procedure, is clearly fundamental for the suc-
cess of any breeding program. If the goal of the breeding
program is to minimize pedigree inbreeding and maximize
genetic diversity, microsatellite markers in addition to the
three presented above will need to be used. Captive breed-
ing decisions must be made in light of any potential natural
population genetic structuring which, although at present
unknown, will be easily determinable with the presented set
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Figure 1 - Molecular discrimination of Harpia harpyja specimens of
known and unknown sex. Individuals 3 and 4 are male and female, respec-
tively. Females show two bands separated by approximately 100 bp while
males show only a single band. The size standard (L) is the GeneRuler
100 bp DNA ladder (Fermentas, Hanover, MD, USA). Negative control is
labeled as NC.

of 24 polymorphic microsatellite markers once sufficient
sampling data are obtained. The existence, or absence, of
population structure is also critical for ex sifu management
and reintroduction programs. With few exceptions,
H. harpyja is effectively extinct in the Brazilian Atlantic
rainforest and IBAMA has approved a plan presented by
the CRAX Society (Sociedade de Pesquisa do Mangjo ¢
Reproducao da Fauna Silvestre, MG, Brazil) to reintroduce
H. harpyja into the Atlantic Rainforest from a captive pop-
ulation maintained and bred by the CRAX Society. The
captive population consists of birds from various biomes,
confiscated animals of unknown origin and the hybrid off-
spring of these animals (Nemésio et al., 2000). The pro-
gram is currently stalled as specific areas of introduction
and financial sponsors have yet to be identified. Even more
critically, no data currently exist on whether H. harpyja
from the Amazon rainforest and the Atlantic rainforest
form one large population and are genetically and demo-
graphically interchangeable, or if they represent two differ-
entiated populations. The introduction of inappropriate
birds could have serious negative conservation conse-
quences, potentially even leading to the extinction of the
remnant Atlantic rainforest populations of H. harpyja
(Frankham et al., 2002; Hedrick, 2005; Allendorf and Lui-
kart, 2006). If, however, introductions are scientifically
justified, they would be of great benefit in helping to rescue
the highly threatened Atlantic rainforest population. There-
fore a molecular study of representative specimens from
the Amazon and Atlantic rainforests is urgently needed,
and the markers reported in this study will greatly facilitate
these conservation efforts. Last, but not least, if H. harpyja
shows a signal of strong population structuring, these
microsatellites could further be used to identify the origin
of seized specimens from illegal animal traders and clan-
destine breeding units. In Brazil, for instance, confiscated
specimens of H. harpyja are generally destined for zoos and
legalized breeding units (Efe et al., 2006), the principal rea-
son for this bureaucratic decision being the lack of knowl-
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edge of the region in which the individuals were clandes-
tinely captured. The assignment of confiscated specimens
to their regions of origin could be accomplished with the
use of molecular methods, and the confiscated birds could
be repatriated to their areas of origin. However, in the case
that H. harpyja comprises a panmitic population there will
be no restrictions on seized specimens being released in any
region within the distribution of H. harpyja and these speci-
mens may be used to augment the severely depleted Atlan-
tic rainforest population. The caveat of these inferences is
that they are based on neutral genetic markers. It is possible
that H. harpyja from different areas of its distribution may
show adaptive differences even if differentiation among re-
gions is not observed at the level of neutral genetic markers,
and therefore management and conservation strategies
should not solely rely on conclusions drawn from puta-
tively neutral microsatellite markers. In spite of this cau-
tionary note, we believe that the markers reported in this
study will prove to be excellent tools for the conservation
and management of H. harpyja throughout its geographic
distribution, and we also presume that they can be utilized
for studies of other raptor species such as the enigmatic spe-
cies of the genus Morphnus.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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