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RESUMO

As analises citogenéticas de diversos Falconiformes mostraram que os
acipitrideos tém uma organizagdo cromossOmica atipica na classe Aves, com
um numero dipldide relativamente baixo (média de 2n= 66) e poucos pares de
microcromossomos (4 a 6 pares). Propostas baseadas em citogenética classica
sugeriram que esse fato devia-se a fusdo de microcromossomos presentes no
cariotipo ancestral das Aves. No intuito de contribuir para o esclarecimento das
questdes referentes a evolugdo cromossémica e filogenética dessa familia, trés
espécies da subfamilia Buteoninae (Rupornis magnirostris, Buteogallus
meridionales e Asturina nitida) e duas espécies da subfamilia Harpiinae (Harpia
harpyja e Morphnus guianensis) foram analisados citogeneticamente através
da aplicagdo de técnicas de citogenética classica e molecular. As espécies de
Buteoninae apresentaram cariétipos muito semelhantes, com numero dipldide
igual a 68; o numero de cromossomos de dois bragcos entre 17 e 21, o
cromossomo Z submetacéntrico e o W metacéntrico em R. magnirostris e
submetacéntrico em Asturina nitida. O uso de sondas de 18/28S rDNA mostrou
a localizagao de regides organizadoras de nucléolo em um par submetacéntrico
meédio nas trés espécies, correspondendo ao brago curto do par 7. Sequéncias
teloméricas foram mapeadas ndo sé na regido terminal dos bragos, mas
também em algumas posigdes intersticiais. Sondas de cromossomo inteiro
derivadas dos pares 1 a 10 de Gallus gallus (GGA) produziram o mesmo
numero de sinais nessas trés espécies. A disponibilidade das sondas de
cromossomos totais derivadas de Leucopternis albicollis confirmou a existéncia
de uma assinatura citogenética comum para as espécies de Buteoninae
analisadas por FISH, que se trata da associacdo entre GGA1p e GGAG,
inclusive com um sitio de sequéncia telomérica intersticial reforcando esse fato.
As espécies de Harpiinae analisadas mostraram que o numero dipldide das
espécies de H. harpyja e M. guianensis foi igual a 58 e 54, respectivamente, e
que ambas as espécies apresentam vinte e dois pares de cromossomos de
dois bragos, mesmo Harpia apresentando dois pares a mais. 18/28S rDNA
produziram sinais no braco curto do par 1 em M. guianensis e em dois pares
em H. harpyja (pares 6 e 25). Sequéncias teloméricas intersticiais também
foram observadas em alguns pares. Apesar da similaridade na morfologia
cromossOmica, ndo foram observadas associacbes compartilhadas por essas
duas espécies. As diferentes associagdes observadas em Morphnus e Harpia
mostram que essas espécies sofreram uma reorganizagcdo gendmica
expressiva apos sua separagao em linhagens independentes. Além disso,
auséncia de associacbes semelhantes sugere que houve fissdes nos
macrocromossomos do ancestral em comum desse grupo, e as fusées foram
subsequentes ao seu isolamento como linhagens diferentes. Os resultados
aqui apresentados, somados aqueles publicados anteriormente com outras
espéecies de Accipitridae indicam que os processos de fissbes envolvendo os
macrocromossomos de GGA e fusdes entre esses segmentos e entre esses e
microcromossomos sao rearranjos recorrentes nesse grupo. Apesar dos
Falconidae também apresentarem caridtipos atipicos, € numeros diploides
baixos, os dados globais da citogenética de Accipitridae indicam que, assim
como postulado para as semelhangas morfologicas entre esses dois grupos, 0s
caridtipos rearranjados corresponderiam a homoplasias, do ponto de vista
evolutivo, apoiando que essas duas familias ndo formam um grupo
monofilético.

Palavras-chave: Accipitridae, Buteoninae, FISH, filogenia, cariotipo



ABSTRACT

Cytogenetic analyses of Falconiformes have showed that Accipitridae have
atypical chromosomal organization among birds, with relatively low diploid
numbers (mean of 2n=66) and a few pairs of microchromosomes (4 to 6 pairs).
Proposals based on classical cytogenetics suggested that this fact was a result
of fusions of microchromosomes found in the Avian putative ancestor
karyotype. With the aim of contributing to clarify questions concerning
chromosomal evolution and phylogenetics of this family, we analyzed three
species of subfamily Buteoninae (Rupornis magnirostris, Buteogallus
meridionales e Asturina nitida) and two of subfamily Harpiinae (Harpia harpyja e
Morphnus guianensis) by means of classical and molecular cytogenetics.
Buteoninae species showed karyotypes with diploid number 68 and FN varying
from 100 to 102; the number of biarmed chromosomes varied between 17 and
21, Z chromosome was submetacentric and W chromosome was metacentric in
R. magnirostris and submetacentric in Asturina nitida. 18/28 rDNA probes
showed that nucleolar organizer regions are located in a medium-sized
submetacentric pair, corresponding to the short arm of pair 7. Telomeric
sequences were found not only on terminal region of the chromosomes, but
also on some interstitial regions. Whole-chromosome paints derived from pairs
1 to 11 of Gallus gallus (GGA) produced the same number of signals in these
species. The availability of whole-chromosome probes derived of Leucopternis
albicollis confirmed the presence of a common cytogenetic signature for
Buteoninae species, corresponding to the association between GGA1p and
GGAG. An interstitital telomeric sequence found in this pair reinforces this fact.
Concerning the species of Harpiinae, the conventional staining analyses
showed that H. harpyja and M. guianensis have 2n=58 and 2n=56, respectively.
Both species have 22 pairs of biarmed chromosomes, although H. harpyja has
two more chromosomes than M. guianensis. 18/28S rDNA mapped on the short
arm of pair 1 in M. guianensis and in two pairs in H, harpyja (6 and 25).
Telomeric sequences were found on the terminal regions, but also on interstitial
locations in some chromosomes. Despite the apparent karyotypic similarity, no
common associations were found in these two species. The different
associations observed in Morphnus and Harpia indicate that these species
suffered an extensive genomic reorganization after their separation in two
independent lineages. Moreover, the absence of shared associations suggests
that the fissions of macrochromosomes have occurred in the common ancestor
of this group, and that fusions were subsequent to their isolation as different
lineages. Our results, together with previous reports in other species of
Accipitridae, indicate that the processes of fissions involving the
macrochromosomes of GGA and fusions between these segments and
between them and microchromosomes are recurrent rearrangements in this
group. Although Falconidae species also show atypical karyotypes, with low
diploid numbers, global cytogenetic data of Accipitridae indicate that, similarly to
the morphological traits between these two families, the rearranged karyotypes
would correspond to homoplasies, from the evolutionary point of view,
supporting the idea that these families do not form a monophyletic group.

Key words: Accipitridae, Buteoninae, FISH, phylogeny, Karyotype



1. INTRODUGAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS: ORDEM FALCONIFORMES

Os Falconiformes, também conhecidos como aves de rapina diurnas, séo
formidaveis predadores, armados com garras poderosas, bico em forma de
gancho que lhes permite rasgar a carne de sua presa com facilidade, e viséo
aguda (Figura 1). Geralmente possuem asas largas bem adaptadas para voos
longos. Cagam durante o dia e se alimentam de uma grande variedade de
presas, incluindo peixes, pequenos mamiferos, répteis e carniga. O grupo inclui
aguias, gavides, milhafres, o passaro secretario, falcées e abutres do velho
mundo (SICK, 1997).

Com base nos dados existentes, existem mais de 340 espécies de
Falconiformes. E dificil determinar um nimero exato, pois alguns taxons s&o
considerados espécies por alguns autores, enquanto por outros s&o
classificadas como subespécies ou variagées. No Brasil, segundo o Comité
Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO), existem 75 espécies de
Falconiformes, sendo 48 Accipitrideos (aguias e gavides), 21 Falconideos
(falcbes) e 6 Cathartideos (urubus). A regido neotropical concentra o maior
numero de espécies de rapinantes do mundo (SICK, 1997).

A maioria das aves de rapina apresenta a plumagem com cores
monotonas consistindo principalmente de penas brancas, marrons ou cinzas
que se misturam com a paisagem circundante. Seus olhos estao voltados para
a frente, uma orientacédo que torna mais facil para elas detectar presas. A forma
da sua cauda reflete seu comportamento aéreo. Espécies que exigem maior
capacidade de manobra em voo tém amplas caudas; espécies que dependem

mais da velocidade de manobra tém caudas curtas, e as espécies que



requerem a habilidade de voar em velocidades lentas tém caudas bifurcadas

(Klappenbach, 2013).

Figura 1: As espécies de Falconiformes apresentam caracteristicas em comum ao
grupo, como bico curvo, penas predominantemente das cores branca, cinza ou
marrom, olhos voltados para a frente. (A) Buteogallus meridionallis; (B) Asturina nitida;
(C) Harpia harpyja; (E) Morphnus guianensis; (F) Rupornis magnirostris. (Fonte:
http://www.avesderapinabrasil.com).

A distribuicdo de aves de rapina varia entre os subgrupos. Falcdes,
gavides e aguias estdo entre as aves mais cosmopolitas do grupo, ocorrendo
em todos os continentes, exceto na Antartida. Em contraste, o passaro
secretario habita uma &rea restrita na Africa sub-saariana. Abutres do Novo
Mundo vivem apenas na América do Sul e do Norte. De uma forma abrangente,
as espécies ocupam varios habitats diferentes, incluindo artico, tundra,

florestas, desertos e zonas costeiras (Figura 2) (RANGEL et. al.,2004).



Figura 2: Mapa do mundo, ilustrando padrdes espaciais de diversidade de
Falconiformes para cada dominio considerado endémico. (Fonte: Rangel et al., 2004)

A sistematica da ordem Falconiformes encontra-se entre as mais
problematicas dentre as Aves, e um grande numero de aves de rapina foi
agrupado em uma unica ordem porque, historicamente, as propostas de
classificagdo dependiam principalmente da estrutura das patas e do bico
(FEDUCCIA, 1999) (Figura 3).

Na figura 3 observamos as diferentes propostas de classificagbes ao
longo dos anos, conforme os estudos foram sendo aprofundados. Em todas as
classificagdes, com excecado da ultima, a familia Cathartidae é incluida no
grupo como sendo de origem monofilética. O que hoje é considerado a familia
Accipitridae, durante muito tempo foi agrupado como subfamilia Accipitrinae e

considerado grupo irmdo de Pandioninae. Tanto o monofiletismo como as



relagdes das familias dentro da prépria ordem estdo em questdo. Nao existem
registros fosseis indicando que as diferentes familias originaram-se de um
ancestral comum, permitindo a suposigao por parte de alguns autores de que
os Falconiformes podem ter sido resultado de uma convergéncia evolutiva
entre grupos de origem polifilética, fazendo com que n&o haja nenhuma relagéo
estrita entre as espécies fésseis e as espécies viventes (BROWN & AMADON,

1968; FEDUCCIA, 1980; DEL HOYO et al., 1994).

Cathartidae Cathartidae
— Accipitrinae — Accipitrinae
—— Pandioninae — Pandioninae
Falconidae Falconidae
Sagittariidae Sagittariidae
Storer 1971 Stresemann and Amadon 1979
Cathartidae — Cathartidae
— Accipitrinae — Ciconiidae
[ L— Falconinae —— Accipitridae
Pandionidae - Pandionidae
b ———— Strigidae Sagittariidae
Sagittariidae Falconidae
Cracraft 1981 Sibley and Ahlquist 1990

Figura 3: Algumas das propostas de classificagao para a ordem Falconiformes.

Os detalhados estudos anatomicos de HUDSON (1948) e JOLLIE (1976,
1977 a-c) corroboram essa idéia. No entanto, o estudo da anatomia comparada
da siringe realizado por GRIFFITHS (1994), concluiu que todas as familias dos

tradicionais Falconiformes representam uma unica linhagem evolutiva. Dessa



forma, segundo FEDUCCIA (1996), a origem monofilética ou polifilética de
Falconiformes figura entre os maiores desafios para a sistematica de Aves.
Outros problemas taxonémicos envolvem as relagdes filogenéticas entre
as familias dentro de cada grupo (MAYR & CLARKE, 2003; HACKET et al.,
2008) e as relagcbes menos inclusivas dentro delas (OLSON, 1985).
Certamente, uma das questdes mais discutidas, refere-se a permanéncia dos
abutres do novo mundo (Cathartidae) na ordem Falconiformes e seu
relacionamento com as cegonhas (Ciconiiformes) (LIGON, 1967; REA, 1983;
SIBLEY & AHLQUIST, 1990) (Figura 4) ou mesmo sua elevagédo ao nivel de

ordem (Cathartiformes) (ALVARENGA, 1985; BRITO, 2008).

Ordem CICONIIFORMES
Subordem Ciconii
Infraordem Falconides
Parvordem Accipitrida
Familia Accipitridae
Subfamilia Pandioninae: Aguias marinhas
Subfamilia Accipitrinae: Falcdes, Aguias, Abutres do velho mundo
Familia Sagittaridae: Passaro Secretario
Parvordem Falconida
Familia Falconidae: Falcées, Carcaras
Infraordem Ciconiides
Parvordem Ciconiida
Superfamilia Cinonioidea
Familia Ciconiidae
Subfamilia Cathartinae: Abutres do novo mundo, Condores
Subfamilia Ciconiinae: Cegonhas

Figura 4: Proposta de SIBLEY & ALHQUIST (1990) para a classificacdo de
Falconiformes, incluindo esse grupo como uma Infraordem dentro de Ciconiiformes.
Observe que Cathartidae foi incluida dentro de outra Infraordem (Ciconiides).

Analises de sequéncias do gene citocromo b (cyt b) (AVISE et al.,1994;
SEIBOLD & HELBIG, 1995; WINK et al.,1998) apoiam a inclusdo de abutres do
Novo Mundo em Cinconiiformes, mas a relagao dessa ordem com respeito aos

Accipitridae e Cathartidae ainda n&o foi resolvida.



1.2 FAMILIA ACCIPITRIDAE

A Familia Accipitridae inclui aves de rapina diurnas e os necrofagos do
Velho Mundo, unidas por certos caracteres relacionados a predacdo, como o
bico curto e afiado, em forma de gancho, com uma massa macia em sua base
superior, chamado de cera, sendo o local por onde passam suas narinas. As
patas apresentam-se fortes e com garras longas e curvadas e com um dedo
oposto (FEDUCCIA, 1999).

Os jovens tem um rapido crescimento de sua plumagem primaria,
seguido de seis a oito semanas de cuidados no ninho para realizar o seu
primeiro voo. E no periodo de um a trés anos de idade s&do considerados
adultos ainda sexualmente imaturos. Macho e fémea distinguem-se geralmente
pelo tamanho, sendo frequentemente a fémea maior, podendo chegar a ser um
tergco maior que seu companheiro (SICK, 1997).

E a mais numerosa dentre os Falconiformes, incluindo gavides, aguias e
abutres do Velho Mundo, ocorrendo em todo o globo com excegdo do
continente Antartico e algumas ilhas oceanicas. Ocupam diversos habitats,
desde desertos e tundras as florestas tropicais, sendo que alguns géneros e
espécies apresentam diferentes padrdes de distribuigdo como, por exemplo, os
abutres e as aguias cobreiras (género Circaetus) que ocorrem exclusivamente
no Velho Mundo e a maioria dos representantes do género Bufeo que sao mais
abundantes e diversificados na regido Neotropical (MIGOTTO, 2008).

O numero de espécies reconhecidas para a familia varia na literatura,
oscilando entre 237 (THIOLLAY, 1994) e 276 (FERGUSSON-LEES &
CHRISTIE, 2001). Estas espécies s&o alocadas em aproximadamente 64

géneros, dos quais 38 sdo monotipicos; o0s géneros mais ricamente



representados sao Buteo e Accipiter com 28 e 50 espécies, respectivamente
(THIOLLAY, 1994).

O monofiletismo dos Accipitridae ndo é questionado na literatura. Em
contrapartida, o arranjo taxondmico dentro da familia, dividindo-a em
subgrupos, constitui-se em um problema de extrema controvérsia (AMARAL et
al., 2006).

Alguns autores reconhecem a necessidade de dividir essa familia em
subfamilias, enquanto outros estabelecem apenas agrupamentos
intrafamiliares informais, ausentes de critérios filogenéticos bem definidos
(PETERS, 1931; HELLMAYR & CONOVER, 1949; AMADON & BULL, 1988).
Estes tipos de arranjos baseiam-se, principalmente, em similaridades
morfolégicas externas e em dados comportamentais, como forma de
nidificagao, alimentacao e exibicdo de voo.

Outros autores propdem divisdes da familia Accipitridae, utilizando-se de
caracteres anatdmicos diversos e, mais recentemente, de sequéncias de DNA
(JOLLIE et al., 1977 a-c; BED’HOM et al., 1999). Com a incorporagdo das
metodologias cladisticas as analises de caracteres morfoldgicos e moleculares,
as classificagbes propostas atualmente tendem a ser filogeneticamente mais
informativas. A figura 5 ilustra algumas diferentes propostas classificatorias.

Com o desenvolvimento da biologia molecular e das técnicas de extragao
e sequénciamento de DNA, foi realizada uma série de estudos utilizando
conjuntos genéticos diversos. Os trabalhos de HARING et al. (2001), RIESING
et al. (2003), KRUCKENHAUSER et al. (2004), WINK & SAUER-GURTH
(2004), HELBIG et al. (2005), LERNER & MINDELL (2005), GRIFFITHS et al.

(2007), LERNER et al. (2008), AMARAL et al. (2006) e AMARAL (2008)



trouxeram importantes contribuicbes para a compreensdo dos processos
evolutivos, relagdes filogenéticas e relagdes menos inclusivas na familia
Accipitridae.

Nesse contexto, LERNER & MINDELL (2005) sugerem que as
subdivisbes ou subfamilias propostas previamente para os Accipitridae nao
correspondem a grupos monofiléticos, proposta apoiada por GRIFFITHS et al.
(2007). Dessa maneira, os primeiros autores, com base em marcadores
nucleares e mitocondriais, reconfiguraram parte das subfamilias ja propostas
na literatura, propondo duas novas subfamilias as doze previamente sugeridas.

Apesar das diferentes propostas, o grupo Buteoninae (Buteo e outros
géneros sub-buteoninae) € reconhecido na maioria das classificagdes
sugeridas. Da mesma forma, a subfamilia Harpiinae €& geralmente mantida
como um grupo no nivel de subfamilia, apesar de HELLMAYR & CONOVER
(1949) e HOLDOWAY (1984) incluir suas espécies em Buteoninae. Esse grupo
apresenta ampla distribuigdo geografica na regidao Neotropical, apesar de haver

espécies em outros continentes.

1.2.1 Subfamilia Buteoninae
Um dos maiores grupos da familia Acipitridae, a subfamilia buteoninae
inclui 24 espécies de “sub-buteoninos” (AMADON 1982), dos géneros:
Parabuteo, Buteogallus, Leucopternis,  Geranoaetus, Harpyhaliaetus,
Heterospizias e Busarellus; dois géneros de milhafres (LERNER& MINDELL,
2005), e 25 a 28 espécies do género Buteo (FERGUSON-LEES e CHRISTIE,

2001; DICKINSON, 2003).



Pycraft (1902)

Peters (1931)

1 - ELANINAE (Elanus)

2 - MILVINAE (Haliaeetus, Ictinia, Rosthramus)
3 - PERNINAE (Leptodon, Pandion)

4 - AQUILINAE (Aguila, Spizaetus)

5- VULTURINAE (Gyps, Necrosyrtes)

6 - CIRCAETINAE (Gircaetus)

7 - CIRCINAE (Circus, Geranospiza)

8 - THRASAETINAE (Harpia, Monphnus)
9 - URUBITINGINAE (Buteogallus)

10 - BUTEONINAE (Busarelius, Buteo,
Geranoaetus, Leucopternis, Parabutes)

11 - ACCIPITRINAE (Accipiter)

1 - PANDIONINAE (Pandion)

2 - ELANINAE (Elanus, Chelictinia)

3 - MILVINAE (Harpagus, Ictinia, Rosthramus,)
4 - PERNINAE (Elanoides, Leptodon)

5 - AEGYPIINAE (Gyps, Necrosyrtes)

6 - CIRCAETINAE (Circaetus)

7 - CIRCINAE (Circus, Geranospiza)

8 - BUTEONINAE (Busarellus, Buteo, Buteogallus,
Gerancaetus, Harpybaliaetus, Leucoprernis, Parabuteo,
Harpia, Haliaeetus, Aquila, Spigaetus)

9 - ACCIPITRINAE (Accipiter, Heterospizias)

Hellmayr & Conover (1949)

Amadon & Bull (1988)

1 - PANDIONINAE (Pandion)

2 - ELANINAE (Elanus)

3 - MILVINAE (Harpagus, Rosthramus, Ictinia)
4 - PERNINAE (Elanoides, Ieptodon)

5 - CIRCINAE (Circus, Geranospiza)

6 - BUTEONINAE (Busarelius, Buteo, Butesgallus

Harpyhaliaetus, Parabuteo, Leucopternis, Morphnus
Harpia, Haliaeetus, Aquila, Spizaetus)
7 - ACCIPITRINAE (Accipiter, Heterospizias)

1 - ELANINAE (Gampsonyx, Elanus)

2 - MILVINAE (Harpagus, Ictinia, Rosthramus)
3 - PERNINAE (Elanoides, Leptodon,)

4 - AEGYPIINAE (Gyps, Necrosyrees)

5 - CIRCAETINAE (Circaetus)

6 - “SEA EAGLES” (Haliaeetus)

7 - “HARPY EAGLES” (Harpia)

8 - AQUILINAE (Aguila, Spizaetus)

9 - SUB-BUTEQS (Busarellus, Buteo, Buteogallus,
Geransaetus, Harpybaliaetus, Heterospizias,
Leucoprernis, Parabuteo, Geranospiza)

10 - ACCIPITRINAE (Accipiter)

Holdaway (1994)

Lerner & Mindell (2005)

1 - ELANOIDINAE (E/anoides)
2 - ELANINAE (Elanus, Gampsonyx)

3 - GYPAETINAE (Pernis, Gypaetus, Necrosyrtes,

Aegypius, Gyps, Polyborvides, Circaetus)
4 - CIRCINAE (Circus, Geranaospiza)

5 - MACHAERHAMPHINAE (Machaerhamphus)

6 - MILVINAE (Buteogalius, Milvus, Haliastur,
Haliaeetus, lchthyophaga)

7 - ACCIPITRINAE (Busarellus, Buteo,
Geranoaetus, Heterospizias, Leucopternis, Parabuteo,
Harpagus, Ictinia, Harpia, Morphnus, Aquila,
Spizaetus, Melierax, Accipiter)

1 - ELANINAE (Elanus)

2 - MILVINAE (Milvus)

3 - PERNINAE (Leptodon)

4 - MELIERAXINAE (Melierax)

5 - AEGYPIINAE (Gyps, Necrosyrtes)

6 - GYPAETINAE (Gypaerus)

7 - CIRCAETINAE (Circaerus)

8 - CIRCINAE (Circus)

9 - POLYBOROIDINAE (Polyboroides)
10 - HALIAEETINAE (Haliaeetus)

11 - HARPIINAE (Harpia)

12 - AQUILINAE (Aguila, Spizaetus)
13 - BUTEONINAE (Busarelius, Buteo,
Bureogallus, Geranoaetus, Harpyhaliaetus,
Heterospizias, Leucoprernis, Parabuteo, Geranospiza,
Ictinia, Rosthramus)

14 - ACCIPITRINAE (Awipiter)

Figura 5: Diferentes propostas de subdivisées da familia Accipitridae com a respectiva
nomenclatura adotada pelos autores e parte dos génerosinclusos nos agrupamentos.
FONTE: MIGOTTO, 2008.

LERNER& MINDELL (2005), com dados moleculares, validaram a
subfamilia Buteoninae e nela incluiram os géneros Buteo, Geranoaetus,

Parabuteo, Buteogallus, Harpyaliaetus, Leucopternis, Ictinia, Rostrhamus,
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Geranospiza, Busarellus e Heteropzias; embora sem amostrar os dois ultimos.
A proposta filogenética de HOLDAWAY (1994), com base em osteologia,
mostra-se neste aspecto, extremamente discordante dos dados moleculares.
Os gavides buteoninos aparecem em um clado extremamente diverso
(nomeado pelo autor como Accipitrinae), o qual inclui outros géneros de
Accipitridae, representantes de outros subgrupos (Milvinae, Aquilinae). Em

nossas analises serdo incluidas trés espécies dessa subfamilia:

1.2.1.1 Asturina nitida - Gaviao-Pedrés
O Gavido-pedrés é uma ave também conhecido como gavido-cinza.
Mede cerca de 43 cm de comprimento, pesando de 378 a 660 gramas. Tem
uma envergadura de asas de até 98 cm. Possui as partes superiores cinza-
claras, partes inferiores finamente barradas de cinza e branco, cauda
atravessada por uma faixa branca. Os jovens imaturos tem as bases primarias

amareladas (Figura 6).

Figura 6: Exemplares de gavido-pedrez (Asturina nitida), jovem (a direita) e adulto (a
esquerda) (Fonte: www.wikiaves.com)
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Alimentam-se de aves, répteis e insetos. E rapido e agil podendo
perseguir suas presas por manobras entre as arvores. Caga também a partir de
poleiros e gosta de planar a procura de presas (GLINSKI, 1988; SICK, 1997).

Faz o ninho com galhos secos no alto das arvores, pondo de dois a trés
ovos. Os filhotes permanecem no ninho por cerca de 6 semanas. O periodo de
incubacado é de aproximadamente 32 dias e € realizado por ambos os pais
(Figura 7). Aos 2 anos de idade os individuos atingem a maturidade sexual. O
macho fornece com maior frequéncia o alimento para a fémea nas duas
primeiras semanas de pdés-incubacido, apos esse periodo a fémea também

ajuda na cacga (GLINSKI, 1988; SICK, 1997).

Figura 7:Casal de Gavido Pedrés, ninho da ave e um exemplar jovem,
respectivamente. FONTE: http://www.wikiaves.com

Vive na borda de matas, campos, cerrados e florestas. Ave rapida e agil
bate asas e plana por pouco tempo para arrebatar a presa. No voo, usa as
correntes de ar quente para adquirir altura. Ocorre desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina e no Brasil setentrional e leste-meridional até Sdo Paulo

(GLINSKI, 1988; SICK, 1997) (Figura 8).
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Figura 8: Distribuicdo geografica do gavido-pedrez em territério brasileiro, em
verde. (Fonte: http://www.avesrapinabrasil.com).

1.2.1.2 Buteogallus meridionalis - Gaviao-Caboclo

O gavido-caboclo, também conhecido pelos nomes de gavido-casaca-
de-couro, gavido-telha (S&o Paulo), gavido-fumaca (Mato Grosso) e gavido-
tinga (Para), € uma espécie comum em campos, pastagens, borda de
alagados, manguezais e no cerrado. A espécie mede cerca de 55 centimetros
de comprimento, com plumagem ferruginea. O adulto €& todo marrom
avermelhado, com a ponta das asas e cauda negras e penas longas. Possui
uma faixa branca, estreita, na cauda. Pernas e pele das narinas sdo amarelas.
Bico negro e olho marrom avermelhado. A cauda é creme, com finas listras
escuras. Faixa larga subterminal negra. Penas longas das asas com listras

finas e ponta negra (ANTAS,2005; SICK, 1997 )(Figura 9).
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Figura 9: Gavido Caboclo adulto e jovem, respectivam;ante. FONTE:
http://www.wikiaves.com

E um gavido de areas abertas, campos e cerrados, onde se alimenta de
varias presas, como pequenos mamiferos, aves, cobras, lagartos, ras, sapos e
grandes insetos. Na baixa das aguas, apanha caranguejos. Reproduz-se de
julho a novembro (Figura 10). Faz ninho a pouca altura, sobre arvores baixas
ou palmeiras. P6em um ou, raramente, 2 ovos brancos (ANTAS,2005; SICK,

1997).

Figura 10: Casal de gavides-caboclos e filhote em ninho (FONTE:
www.wikiaves.com).

Presente em quase todo o Brasil, com excecédo de areas densamente
florestadas. Encontrado também do Panama a Argentina (ANTAS,2005; SICK,

1997) (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo geografica do gavido-pedrez em territério brasileiro, em verde.
(Fonte: http://www.avesrapinabrasil.com).

1.2.1.3 Rupornis magnirostris - Gavido-Carijé

O gavido-carij6 é encontrado em diferentes ambientes, ocorrendo do
México & Argentina e em todo o Brasil. E a espécie predominante no Brasil.
Pesa de 250 a 300 gramas, e mede de 31 a 41 centimetros, sendo os machos
20% menores que as fémeas. Ha grande diferenga entre os adultos e os
imaturos, sendo que os ultimos podem ser confundidos com varios outros
gaviodes, pois apresentam a coloragdo marrom-carijo. Ja os adultos apresentam
a ponta do bico negra com a base amarelada, a cabega e a parte superior das
asas sado amarronzadas, mas tornam-se cinzas a medida que a ave
amadurece. O peito é ferruginoso, a barriga e as pernas s&o brancas e
finamente barradas com listras ferrugineas. A base da cauda € branca, mas vai
se tornando barrada em direcdo a extremidade. Existem duas listras negras
bem visiveis na extremidade da cauda. Quando em vbo suas asas sao largas e

de comprimento médio. A colorag&o basica da parte inferior das asas € o bege

estriado com finas listras escuras (SICK, 1997 ) (Figura 12).
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Figura 12: Gavido carij6 adulto (esquerda) e jovem (direita). (Fonte:
http://www.wikiaves.com)

s

O gavido-carijo vive em casais que constroem um ninho de gravetos
revestido por folhas com cerca de meio metro de didmetro, geralmente no topo
de uma arvore grande (Figura 13). As fémeas apresentam os dois ovarios
desenvolvidos em vez de apenas o0 esquerdo como nas outras aves. A postura
de em média 2 ovos é depositada sobre um revestimento de folhas secas e
incubada pela fémea. Durante este periodo de cerca de um més, a fémea é
alimentada pelo macho. Os ovos s&o geralmente manchados, de cor muito
variavel, até dentro de uma mesma postura. Quando esta reproduzindo pode
tornar-se agressivo, atacando até mesmo seres humanos que se aproximem
de seu ninho (SICK, 1997).

E uma das espécies mais comuns de nosso pais (Figura 14), ocorre em
todos os estados, habitando os mais variados ambientes: campos, bordas de

mata, areas urbanas, etc., sendo mais raro em areas densamente florestadas

(SICK, 1997).
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Figura 13: Gaviao carijo: casal, ninho e filhote. (Fonte: http://www.wikiaves.com)

Nas ultimas décadas este gavido passou a se tornar mais comum nos
centros urbanos, se adaptando com sucesso a este ambiente, pois nas cidades
a oferta de presas € maior e os seus predadores naturais (outras aves de

rapina maiores) sao escassos.

Figura 14: A cor verde indica que o gaviao carijé6 é encontrado em todo o territério
nacional. (Fonte: http://www.avesrapinabrasil.com).

1.2.2 Subfamilia Harpiinae
As quatro espécies e géneros das chamadas Aguias Harpias que
constituem a subfamilia Harpiinae estdo entre os maiores raptores e sao
encontrados nas florestas equatoriais e tropicais das Américas, nas Filipinas e

na Nova Guiné. Este grupo é geralmente considerado monofilético devido ao
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seu grande tamanho, falta e penas no tarso e similaridades no comportamento
(BROWN AND AMADON, 1968; THIOLLAY, 1994); no entanto,alguns autores
tém sugerido que as espécies do novo mundo ndo sdo irmas das espécies do
velho mundo (JOLLIE, 1977b). As duas espécies neotropicais seréo incluidas

no presente trabalho: Morphnus guianensis e Harpia harpyja.

1.2.2.1Morphnus guianensis - Uiragu-Falso

O uiragu-falso € conhecido também como gavido-real-falso. Segundo a
Lista Vermelha de Espécies Ameagadas da IUCN, M. guianensis tem o status
de “quase ameacada” (NT - Near Threatened). Mede de 81 a 91 cm de
comprimento, sendo as fémeas maiores e mais robustas que os machos, fato
comum aos Accipitridae. Na cabeca, apresentam penacho escuro, com uma
unica pena negra medial maior, diferenciando-o do gavido-real, com duas
penas. Pode apresentar-se tanto em fase clara como escura. Na fase clara,
mais comum, o ventre &€ predominantemente branco, com estrias bege-claro, a
partir do peito acinzentado. A cauda apresenta padrdo barrado. Em vista
dorsal, as asas sao negras. O padrdo escuro, pouco comum, foi primeiramente
descrito como espécie distinta. E quase totalmente negro, ponteado de branco,

e estrias brancas no ventre (SICK, 1997) (Figura 15).

A )
I 3
1
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\

Figura 5: Falso Uiragi adulto e jovem, respectivamente. (FONTE:
http://www.wikiaves.com).
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Caca outras aves como jacus e jacamins, embaixo de fruteiras (SICK,
1997). Geralmente sdo produzidos dois ovos. Os ninhos sdo construidos a
cerca de 30 m do solo e podem ser reutilizados por varios ciclos reprodutivos

(Figura 16) e o periodo de incubac&o dos ovos é de 40 a 50 dias.

Figura 16: Ninho e filhote de Uiracu Falso. (Fonte: http://www.wikiaves.com).

Podemos encontrar o gavido-real falso em florestas conservadas ou com
pouca alteragdo, chamadas de primarias e secundarias. Esse gavido vive em
altitudes que vao desde o nivel do mar até acima dos mil metros. Vive sozinho
ou em pares, passando boa parte do tempo imdvel, oculto em um poleiro alto
de onde procura suas presas. Existia em grande parte do Brasil (Figura 17).
Podia ser encontrado nas Florestas Amazbnica e Atlantica, mas com a
eliminagcdo da vegetacado, principalmente na porgao leste do Brasil, tem se
reduzido consideravelmente. Atualmente tornou-se bastante raro, ocorrendo
principalmente na Amazobnia, onde ha grandes areas continuas de florestas

umidas (SICK, 1997; FERGUSON-LESS & CHRISTIE, 2001).
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Figura 17: Distribuicdo geografica do Falso Uiragu em territorio brasileiro. (Fonte:
http://www.avesrapinabrasil.com)

1.2.2.2 Harpia harpyja - Gavido-Real

O Gaviao-real € conhecido também como Gavido-de-penacho, Guiragu
(uira, guira = ave, agu = grande), Harpia e Uiragu. Embora n&o seja a maior das
aves predadoras do planeta, é tida como a mais forte. E considerada a maior
aguia brasileira. Possui bico potente e suas garras sdo maiores que as do urso
pardo americano, suas pernas tem a grossura de um punho de um homem
(SICK, 1997).

Tem um crescimento populacional muito lento. Este fato, associado a
destruicdo de grandes areas florestais e a caga indiscriminada, torna a espécie
ameacada de extingcdo em nosso pais. Mede cerca de 105 cm de comprimento
e até 220 cm de envergadura. O macho mede cerca 57 cm de altura e pesa 4,8
kg. A fémea mede cerca de 90 cm de altura e pesa até 9 kg (SICK, 1997)

(Figura 18).
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Figura 18: Gavido Real macho, fémea e jovem, respectivamente. (Fonte:
http://www.wikiaves.com )

Alimenta-se de animais grandes, como a preguica-real, mutuns, coatas,
macacos-prego e guaribas, filhotes de veados, araras-azuis, seriemas, tatus,
cachorro-do-mato, iguanas e cobras. Faz ninho no alto das arvores maiores,
como samaumeiras e castanheiras, de onde observa tudo ao redor. O ninho,
tdo grande quanto o de um tuiuiu, é construido com pilhas de galhos. Pde 2
ovos cinza-esbranquicados entre setembro e novembro, os quais pesam em
torno de 110 g e tem periodo de incubacéo de 52 dias. Geralmente apenas um
filnote sobrevive, levando cerca de 5 meses para voar, e de 2 a 3 anos para se
tornar adulto, dependendo dos cuidados dos pais por um ano ou mais (Figura
19). A espécie ndo se reproduz todos os anos, pois necessita de mais de um

ano para completar o periodo reprodutivo (OLIVEIRA & SILVA, 2006).

T \ .
Figura 19: Casal de Gavido Real, ninho da espécie e
respectivamente. (Fonte: http://www.wikiaves.com).

individuo filhote,
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Espécie rara, habita florestas primarias densas e florestas de galeria. Vive
solitario ou aos pares na copa das arvores. Apesar do seu tamanho, € bastante
agil e dificil de ser visto. Presente no Brasil em regides florestais remotas,
sobretudo na Amazdnia, ou em areas protegidas, como reservas de Mata
Atlantica (Figura 20). Eles migram em algumas épocas do ano para o estado
de S&o Paulo. Encontrado também do México a Argentina (OLIVEIRA & SILVA,

2006).

Figura 20: Distribuigdo geografica do Gaviao Real em territorio brasileiro. (Fonte:
http://www.avesrapinabrasil.com).
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1.3 CITOGENETICA DE AVES

Mesmo sendo estudada desde a década de 1960, estima-se que menos
de 14% das espécies de aves brasileiras tiveram seus cariétipos conhecidos
até 2006 (DE LUCCA & ROCHA, 1992; SANTOS & GUNSKI, 2006). Em
comparagao com outros grupos, como peixes e mamiferos, o estudo cariotipico
das Aves apresenta-se em defasagem (DE OLIVEIRA & JORGE, 2000).

As duas principais caracteristicas do cariétipo das Aves sdo: um numero
dipléide elevado e a presenca de muitos cromossomos de tamanho diminuto,
denominados microcromossomos (DE OLIVEIRA & JORGE, 2000). Um
cariotipo tipico das aves apresenta de 6 a 10 pares de macrocromossomos e
cerca de 30 pares de microcromossomos, totalizando aproximadamente 80
cromossomos. Entretanto, algumas espécies apresentam numero de
cromossomos abaixo dessa meédia, como alguns Falconidae, nos quais o
numero diploide pode estar reduzido a 50 (DE OLIVEIRA & JORGE, 2000). No
galo (Gallusgallus), aproximadamente 55% do genoma esta contido nos cinco
primeiros pares, 20% nos cromossomos de 6 a 10 e os 25% restantes nos
microcromossomos (BLOOM et al.,1993).0s cromossomos sexuais de aves
sdo do tipo ZZ/ZW, o que significa que a fémea apresenta o par sexual
heteromorfico. Devido ao reduzido tamanho do genoma das aves, a
heterocromatina constitutiva, regido rica em sequéncias repetitivas, esta
localizada na maioria das vezes somente no W e na regido pericentromérica
dos macrocromossomos (BLOOM et al., 1993).

Em 1976, DE BOER na publicacdo onde descrevia caridtipos de 16
espécies da ordem Falconiformes ja afirmava que a variagdo nas estruturas

cariotipicas encontradas em Falconiformes é muito maior do que a encontrada
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em outros grupos de aves. No entanto, ela instiga uma questdo ainda né&o
respondida, que se fundamenta na duvida se essa heterogeneidade cariotipica
ocorre devido a origem polifilética dessas aves de rapina diurnas, ou se a
variagao ocorreu em ramificacdes a partir e um ancestral comum. Dessa forma,
a aplicagdo de técnicas que refinem os dados ja obtidos por estudos de
citogenética classica, possibilitaria a analise da presenca de sinapomorfias

para reforgar o monofiletismo ou o polifiletismo desse grupo.

1.3.1 Citogenética Molecular

O desenvolvimento de novas metodologias em sequénciamento de DNA,
mapeamento génico e analise cromossémica permitiram um grande avango na
compreensdo da organizagdo, estrutura e evolugdo do complemento
cromossOmico. As técnicas de hibridizagao in situ proporcionaram uma ligagéo
entre os dados moleculares de sequéncias de DNA e a citogenética, podendo
ser utilizadas no mapeamento fisico dessas sequéncias e na identificacédo e
caracterizacdo de  cromossomos ou  segmentos  cromossOmicos
(SCHWARZACHER e HESLOP-HARRISON, 2000).

Através da comparacdo da ordem e sequéncia de genes em diferentes
genomas, é possivel tracar os caminhos evolutivos tomados pelo ancestral
desses grupos. O potencial dessas metodologias € bem ilustrado em trabalhos
publicados principalmente em mamiferos (revisdo em CHOWDHARY &
RAUDSEPP, 2001), dentre os quais podemos destacar as analises em
primatas neotropicais, que ja incluem um grande numero de espécies

analisadas (revisdo em DE OLIVEIRA et al., 2012).
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Uma das técnicas mais importantes € a pintura cromossdmica
comparativa (ZOO-FISH). Essa técnica consiste na separacdo individual de
cromossomos por citometria de fluxo ou microdisseccédo e posterior producao
de sondas marcadas por fluorocromos. As sondas sao utilizadas em
experimentos de hibridizagdo in situ em cromossomos metafasicos de outras
espécies, permitindo a identificagdo exata de cromossomos ou segmentos
cromossOmicos entre espécies filogeneticamente distantes. Os experimentos
podem utilizar uma unica sonda, ou diversas sondas marcadas com
fluorocromos diferentes, e que serdo distinguidas pelas suas cores

(SCHWARZACHER e HESLOP-HARRISON, 2000).

1.3.2 Pintura Cromoss6mica em Aves
A pintura cromossdémica comparativa em Aves vem superando as
limitacbes impostas pelas caracteristicas do seu caridtipo, pois, devido ao seu
pequeno tamanho, um grande numero de microcromossomos nao apresenta
padroes de bandeamento que permitam a comparagcdo e analise de
homologias. Varios artigos com aplicagdo de sondas cromossomo-especificas
em aves foram publicados nos ultimos anos, explorando diferentes abordagens
como mecanismos de diversificagdo cromossémica (SHETTYet al, 1999; DE
OLIVEIRAet al., 2005), filogenia (SHIBUSAWAet al., 2004 a, b), diferenciagdo
dos cromossomos sexuais (GRAVES,2001), e mapeamento cromossdmico
(MASABANDA et al., 2004, NISHIDA et al., 2007; NIE et al., 2009; DE
OLIVEIRA et al., 2010; TAGLIARINI et al., 2011), entre outros.
Até o momento, foram utilizadas sondas de apenas duas espécies

(Gallus gallus e Leucopternis albicollis) nas comparagdes cromossémicas entre
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espécies de Falconiformes (DE OLIVEIRA et al., 2010). Entre as espécies de
Aves, Gallus gallus € a que apresenta o mapeamento génico melhor
desenvolvido. A aplicacdo de sondas cromossomo-especificas dos
macrocromossomos de Gallus em emu (Dromaius novaehollandiae), duas
espécies separadas por 80 milhdes de anos, revelou apenas um rearranjo
cromossOmico, ja que o cromossomo GGA 4 marcou um macrocromossomo e
um microcromossomo em Dromaius (SHETTYet al., 1999). Posteriormente, o
mesmo resultado foi obtido no condor da Califérnia (Gymnogyps californianus),
pombo (Columba livia), tentilhdo (Fringilla coelebs), tordo (Turdus iliacus) e trés
espécies de faisédo, entre outras (RAUDSEPP et al., 2002; GUTTENBACH et
al., 2003; DERJUSHEVA et al., 2004), sugerindo que o cromossomo GGA 4
representaria um estado apomorfico em relacdo ao caridtipo ancestral das
Aves. O mesmo resultado foi observado em espécies de Falconiformes como
Harpya (Harpia harpyja), Urubu de cabeca vermelha (Cathartes aura), Abutres
do velho mundo (Gyps rueppelli, Gyps fulvus e Gypaetus barbatus), (DE
OLIVEIRA et al., 2005; TAGLIARINI et al., 2011; NANDA et al., 2006) e
Strigiformes, como a coruja murucututu (Pulsatrix perspicillata) (DE OLIVEIRA
et al.,, 2008). Pode-se dizer que a analise de espécies que apresentam o
cariotipo formado por um grupo de macrocromossomos (aproximadamente 8-
10 pares) e muitos pares de microcromossomos revelou uma grande
constancia cariotipica, com a maioria dos grupos sinténicos mantendo-se
inalterada. Esse cariétipo basico deve ser semelhante ao cariétipo ancestral
das Aves, ja que alguns répteis apresentam o cariétipo bimodal e as analises
de mapeamento génico identificaram uma ordem semelhante aquela observada

em Gallus (RODIONOV, 1997, DERJUSHEVA et al., 2004).
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Os primeiros resultados desses estudos em aves de rapina foram com
sondas cromossomo-especificas de Gallus em experimentos de hibridizacéo in
situ no caridtipo da harpia (Harpia harpyja) (DE OLIVEIRA et al., 2005). Como
outras aves de rapina, a harpia apresenta um numero dipléide relativamente
baixo, 2n=58, e poucos pares de microcromossomos. O trabalho foi realizado
com a utilizacdo de sondas referentes aos seis primeiros pares de Gallus mais
0 cromossomo Z, reunidos em um pool de sete cores, mais um pool contendo
dezoito pares de microcromossomos, todos marcados com a mesma cor e
revelou uma completa reorganizagdo genémica na harpia, com a ocorréncia de
fusdes, translocagodes e fissdes (Figura 21). Esses dados mostram a ocorréncia
de uma drastica reorganizagdo gendémica na harpia, que pode ser estendida

para outras aves de rapina com cariotipos similares.

Ancestral Hipotético das Gallus Harpia
Aves, com 2n=80 2n=78 2n=58
macrocromossomos de 1-5
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Figura 21: Rearranjos cromossémicos observados na comparagao entre o cariétipo da
harpia com aquele de Gallus gallus e do ancestral hipotético das Aves. Os pares
GGA1-6 aparecem identificados pelo numero no circulo. O par sexual ndo esta
representado no esquema (Adaptado de de Oliveira et al., 2006).
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1.4 DADOS CITOGENETICOS DA FAMILIA ACCIPITRIDAE

Accipitridae (Aves, Falconiformes) é a quarta maior familia n&o-
passerinae (aproximadamente 240 espécies) e encontra-se entre os grupos de
aves com O maior numero de espécies analisadas citogeneticamente
(BED’HOM, 1999, AMARAL & JORGE, 2003), devido principalmente a atraente
diversidade cariotipica observada, incomum para a maioria de ordens de aves,
que conservam um cariotipo muito semelhante entre si, sem grandes variagdes
no numero ou férmula cromossdémica. A analise dessa variagdo cromossdmica
vem revelando importantes caracteres para analises filogenéticas (DE
OLIVEIRA et al., 2006; NANDA et al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2010).

As aves de rapina diurnas apresentam numeros cromossémicos
relativamente baixos, entre 50-70, e poucos pares de microcromossomos. De
fato, os cromossomos diminuem de tamanho gradativamente entrando num
grupo de quatro a oito pares de microcromossomos, distintos dos restantes
pelo seu tamanho diminuto (BED’HOM, 1999).

Ha alguns anos atras, foram publicados resultados utilizando sondas
cromossomo-especificas de Gallus em experimentos de hibridizagcao in situ no
caritipo da harpia (Harpia harpyja) a aguia mais possante do mundo,
pertencente a subfamilia Harpiinae (DE OLIVEIRA et al. 2005), nos abutres do
velho mundo, pertencentes a subfamilia Aegypiinae (NANDA et al., 2006) e em
Leucopternis albicollis, da subfamilia Buteoninae (DE OLIVEIRA et al., 2010).
De modo geral, diversos rearranjos foram detectados, mostrando que as
diferentes linhagens de Accipitrideos sofreram muitos rearranjos

cromossémicos.
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Assim como na harpia (Figura 21), o citado estudo de NANDA et al.
(2006) com pintura cromossémica em abutres do Velho Mundo revelou extensa
reorganizagao cariotipica nesse grupo. Os cromossomos de 1 a 5 de Gallus
também hibridizaram em mais de um par de cromossomos (entre trés e cinco)
nas diferentes espécies analisadas, que também apresentam baixo numero
dipldide e poucos pares de microcromossomos. A mesma organizagao foi
observada nas hibridiza¢des feitas de GGA em Leucopternis albicollis. Ja na
hibridizagao reversa feito com sondas de Leucopternis albicollis (LAL) em GGA,
foi observado que varias sondas de LAL se comportavam como sondas regiao-

especificas (DE OLIVEIRA et al., 2010).

1.5 PINTURA CROMOSSOMICA EM ANALISES FILOGENETICAS

Sondas cromossomo-especificas de uma espécie podem ser hibridizadas
in situ em uma metafase de outra espécie, detectando homologias entre as
duas espécies. Muitas vezes a sonda pode hibridizar em apenas um
cromossomo, indicando que o cromossomo inteiro encontra-se conservado.
Outras vezes, varios cromossomos ou segmentos de diferentes cromossomos
sdo marcados, indicando que rearranjos intercromossémicos ocorreram
durante a divergéncia das espécies. A utilizagdo da técnica de FISH reversa,
por exemplo, auxilia em uma identificacdo mais detalhada de homologias entre
diferentes espécies. Uma importante aplicagcado desta técnica € no estudo da
evolugdo cariotipica, tanto para determinar mecanismos de mudancgas
cromossémicas ocorridas, no decorrer da histéria evolutiva do grupo, como na

determinacao das relagdes filogenéticas (GRIFFIN et al., 2007).
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Em Accipitridae, o poder dessa metodologia ficou bem ilustrado nos
resultados da comparagao entre Gallus e harpia (DE OLIVEIRA et al., 2005),
de Gallus e abutres do velho mundo (NANDA et al., 2006) e de Gallus e gaviédo
branco (DE OLIVEIRA et al., 2010). Um numero maior de espécies analisadas
por essa técnica permitira a identificacdo de rearranjos cromossémicos comuns
a diferentes grupos de espécies, que em uma analise filogenética funcionariam
como sinapomorfias na resolucdo de filogenias ainda controversas. E
importante observar que o0s rearranjos cromossOmicos sao altamente
especificos. O grande numero de rearranjos cromossémicos observados nas
espécies de Accipitridae analisadas até o momento sugere a existéncia de
grupos de rearranjos que podem ser exclusivos de ramificacbes dentro do
clado das aves de rapina, que podem ser explorados em analises filogenéticas
minuciosas.

Mesmo em aves com aparente conservagao cromossdmica, dados
interessantes podem ser obtidos com técnicas variantes da pintura
cromossOmica. Sondas construidas a partir de segmentos de DNA, como os
clones de cDNA permitem também a analise do mapeamento génico dessas
espécies, 0 que pode revelar rearranjos intracromossémicos nao detectados
pela aplicacdo de sondas cromossomo-especificas. Um exemplo interessante é
a comparacdo entre oito espécies pertencentes a ordem Galiformes
(SHIBUSAWA et al., 2004a). Esses autores detectaram varios rearranjos
intracromossémicos nao revelados pelo uso de sondas cromossomo-
especificas: varias inversdes ocorreram em diferentes macrocromossomos, e

as relagdes filogenéticas entre essas espécies, propostas a partir do uso dos
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dados cromossOmicos, apresentaram uma grande semelhanga com propostas
anteriores construidas a partir de dados moleculares.

Os exemplos citados anteriormente indicam que a filogendmica a partir do
uso de sondas cromossomo-especificas ou segmento-especificas € uma
poderosa ferramenta filogenética, e sua aplicagdo podera trazer ndo s6 o
esclarecimento nas relagbes de parentesco entre diferentes grupos de aves,
mas também sobre os mecanismos de reorganizagdo genémica que ocorreram

nessa classe.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar as homologias cromossémicas entre cinco espécies de
Accipitrideos neotropicais (Harpia harpyja e Morphnus guianensis, Rupornis
magnirostris, Asturina nitida e Buteogallus meridionallis), por técnica de
hibridizagado por fluorescéncia in situ (FISH) usando sondas teloméricas, de

rDNA, e de cromossomo total derivadas de Gallus gallus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir homologias cromossémicas entre Harpia harpyja e Gallus
gallus;

- Definir homologias cromossémicas entre Morphnus guianensis e
Gallus gallus;

- Comparar as homologias cromossémicas entre H. harpyja, M.
guianensis e inferir sobre os padrbes de evolugcdo cariotipica em
Harpiinae Neotropicais.

- Definir homologias cromossémicas entre Buteogallus meridionalis
e Gallus gallus;

- Definir homologias cromossémicas entre Rupornis magnirostris e
Gallus gallus;

- Definir homologias cromossémicas entre Asturina nitida e Gallus

gallus;
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- Comparar as homologias cromossdmicas entre B. meridionalis,
R.magnirostris e A. nitida e inferir sobre os padrboes de evolugao
cariotipica em Buteoninae Neotropicais.

- Comparar os dados obtidos com outros Accipitridae previamente
analisados, e inferir sobre os padrdes de evolugdo cariotipica nessa

familia.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE AMOSTRAS
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O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal do Para (CEPAE UFPA 170/13). Foram coletadas

amostras de cinco espécies pertencentes a duas subfamilias distintas de

Accipitridae (Harpiinae e Buteoninae), mantidas em cativeiro no Parque Mangal

das Gargas e no Criadouro Gavido Real (tabela |). De cada individuo, foram

coletados bulbos de penas jovens, ou bidpsias de pele. Para transporte, essas

amostras foram colocadas em tubos de centrifuga contendo meio DMEM com

antibioticos e fungicidas. Os procedimentos de coleta foram acompanhados

pelos médicos veterinarios das instituicdes responsaveis pelos animais.

Tabela | — Espécies analisadas no presente trabalho

Nome Cientifico Nome Vulgar Sexo Procedéncia

. Fémea CGR

Morphnus guianensis Uiracu Falso
Macho CGR
Haroia h ) Haroi Fémea CGR

arpia harpyja arpia

P el P Macho CGR
Asturina nitida Gaviao Pedrés Fémea CGR
CGR
Buteogallus meridionalis Gaviao Caboclo Macho CGR
Rupornis magnirostris Gaviao Carij6 Fémea PMG

Legenda: CGR= Criadouro Gavido Real — Capitdo Poc¢o/PA; PMG= Parque Mangal

das Gargas — Belém/PA.
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3.2 CULTURA DE FIBROBLASTOS
Foi utilizada a técnica de desagregacao enzimatica de polpa de pena
segundo MARTINS (1988) para cultura de fibroblastos, ambas com
modificacdes:

1. Em uma camara de fluxo laminar, o bulbo da pena foi colocado em uma
placa de Petri estéril e, com o auxilio de tesoura (ou bisturi) e pingas estéreis,
foi aberto para que sua polpa fosse retirada;

2. O tecido limpo foi transferido para uma segunda placa de Petri,
contendo 3 mL de colagenase tipo IV a 0,1%, e entdo foi seccionado em
pequenos fragmentos.

3. O material foi ressuspendido com pipeta Pasteur e incubado por 30
minutos, em estufa a 37°C.

4. Foram adicionados 2 mL de meio de cultura a temperatura ambiente
com 10% de soro bovino fetal.

5. O material foi novamente ressuspendido, e entido foi transferido para
um tubo de centrifuga, sendo centrifugado por 10 minutos, a 800 rpm.

6. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, e foram
adicionados ao tubo 5 mL de meio completo (contendo 10% de soro bovino
fetal, 1% de antibidticos, 0,5% de fungizone e 1% de L-glutamina) para que o
material pudesse ser ressuspendido novamente e transferido para uma garrafa
de cultura (Corning 25 cm?).

7. A garrafa foi incubada a temperatura de 37°C a 40°C, dando inicio

desta maneira a cultura primaria.
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8. As garrafas foram repicadas e os cromossomos foram obtidos a partir
da segunda passagem, sendo mantidas algumas garrafas nas primeiras

passagens para criopreservagao.

3.3 OBTENCAO DE CROMOSSOMOS METAFASICOS

Quando as garrafas apresentavam-se com um grande numero de
células em divisdo, detectadas através de analise em invertoscépio, procedia-
se com a obtencdo de cromossomos metafasicos, utilizando-se o método
padrédo, como proposto por MARTINS (1988).

1. Foram adicionados 100 uL de colchicina a garrafa de cultura, que foi
devolvida a estufa e incubada por 1 hora;

2. Terminado o tempo, a garrafa foi submetida a agcéo da tripsina para
que ocorresse 0 descolamento das células da superficie plastica do recipiente
de cultura;

3. O material foi transferido para um tubo de fundo cbnico, e foi
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado.

4. Foram adicionados 10 mL de solugédo de cloreto de potassio (KClI)
0,075M a 37°C. O material foi ressuspendido utilizando pipeta Pasteur, e
deixado na estufa por mais 1 hora. Passado esse tempo, foi acrescentado 1 mL
de fixador Carnoy (numa proporcédo de 3:1 de metanol e acido acético),
ressuspendido mais uma vez e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm.

5. O sobrenadante foi descartado, e foram acrescentados 5 mL de
fixador Carnoy gelado e recém preparado. O material foi ressuspendido e

centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm. Esse processo foi repetido por mais
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trés vezes e na ultima lavagem, foram adicionados cerca de 2 mL, e o material

foi acondicionado em geladeira.

3.4 PREPARACAO DAS LAMINAS

Antes de sua utilizagdo, as laminas foram rigorosamente lavadas
com detergente neutro, colocadas em um recipiente com agua destilada e
guardadas na geladeira. Como procedimento geral:

1. No momento de serem utilizadas, as laminas foram retiradas do
recipiente contendo agua destilada, e secas com lengo de papel.

2. A lamina foi deixada por alguns minutos em uma caixa de aluminio
em banho-maria a aproximadamente 50°C;

3. A suspensdo cromossOmica condicionada em tubo de centrifuga
foi devidamente ressuspendida com pipeta Pasteur e com uma micropipeta,
20puL desse material foi gotejado na Iamina.

4. Apds alguns minutos, a ldmina foi retirada da caixa, e guardada

para aplicacdo das técnicas de pintura cromossémica, ou corada para analise.

3.5 TECNICA DE COLORACAO CONVENCIONAL

Esse tipo de coloragdo foi utilizada para analise do numero e
morfologia dos cromossomos. Para esse tipo de analise, as laminas foram
coradas com Giemsa.

1. 0,5 mL de corante foi diluido em 10 mL de tampao fosfato pH 6,8,
obtendo-se assim uma solu¢do a 5%. A solugéo foi despejada sobre a lamina,
permanecendo por 10 minutos.

2. Logo depois a lamina foi lavada com agua destilada, e secada a

temperatura ambiente.
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3.6 HIBRIDIZACAO IN SITU COM FLUORESCENCIA (FISH)
Foram utilizadas sondas cromossomo-especificas de Gallus gallus
(pares 1-11 e Z), obtidas por citometria de fluxo e desenvolvidas no Cambridge
Resource Centre for Comparative Genomics (Cambridge, Reino Unido). Além
dessas, foram utilizadas sondas de rDNA e teloméricas, amplificadas e
marcadas a partir de iniciadores adquiridos especificamente para essas

sequéncias.

3.6.1 Hibridacao fluorescente in situ (FISH) com sonda de

rDNA18S/28S e sonda Telomérica

3.6.1.1 Preparacao e marcacao da sonda de rDNA
A sonda de DNAr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a
partir do DNA total de Leucopternis albicollis, usando os primers 18S F(5’' CCG
CTT TGG TGA CTC TTG AT 3’) e 18S R (5 CCG AGG ACC TCA CTA AAC
CA 3’). Os parémetros para marcagédo foram: 31uL de agua Milli-Q, 5uL de
tampéao da enzima Taq polimerase (10X), SyL de MgCl; (25mM), 1uL de dATP,
dCTP, dGTP e dTTP (2mM cada), 1uL de cada primer (10mM), 0,5uL de Taq
polimerase (5U/pL) e 2uL de DNA molde. Total da reagao: 50uL.
O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢des:
1-94°C -» 2
~
2-94°C — 45”

3-52°C 45" > 35X

4-72°C — 1'30”
_/

5-72°C - 5"
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Apos verificagdo do resultado da PCR em gel, as sondas foram
marcadas com biotina pela técnica de Nick Translation, utilizando-se o kit “Nick
Translation” da Roche, segundo as especificagdes do fabricante, e mantidas

em freezer até o momento do uso.

3.6.1.2 Preparacao e marcacao da sonda telomérica
A sonda utilizada para deteccéo de sequéncias teloméricas foi amplificada
e marcada por PCR, sendo digoxigenina 11-dUTP (Roche AppliedScience).
Foram usados primers (TTAGGG)S e (CCCTAA)S e os parametros para
marcagao foram: 33,9uL de agua Milli-Q , 5uL de tampdo de enzima Taq
polimerase (10X), 2uL de MgCl; (25mM), 1uL de dATP, dCTP e dGTP, e 0,7puL
de dTTP (2mM cada), 1 yL de Biotina-11-dUTP, 1,5uL de cada primer (10mM),
0,4uL de Taq polimerase (5U/uL) e 1uL de DNA molde. Total da reagao: 50uL.
O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢des:
1-95°C -2
2-94°C — 45”\

3 -50°C — 45” > 35 X

4 - 66°C — 1’30”
_/
5-72°C - 5"

3.6.1.3 Preparacao das laminas para hibridizagao com sondas de rDNA
As laminas foram preparadas como no item 3.3, e imediatamente
apos sua secagem, foram observadas ao microscopio com contraste de fase,

para avaliacdo de sua qualidade. Constatada uma boa qualidade, as laminas
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com as preparagdes cromossdmicas foram tratadas com RNAse e
desidratadas, seguindo as etapas abaixo:

1. As laminas foram incubadas com uma solucdo de RNase diluida
em 4xSSC/T (100 pg/ml) por 20 minutos, a 37°C.

2. ApOs esse periodo, as laminas foram incubadas em 2xSSC por 5
minutos, por duas vezes.

3. As laminas foram ent&do desidratadas em uma série de etandis a
70% (2x), 90% (2x) e 100%, 5 minutos em cada banho.

4. Depois disso, as laminas foram incubadas por duas horas em

estufa a 65°C.

3.6.2 Hibridagao fluorescente in situ (FISH) com sonda cromossomo-
especificas de Gallus gallus e de Leucopternis albicollis

Foram utilizadas sondas correspondentes aos autossomos de 1 a 10 mais
o0 Z de Gallus gallus (GGA). Em Harpia harpyja e Morphnus guianensis,
utilizamos a sonda GGA11 em experimentos extras, assim como a sonda de
Leucopternis albicollis (LAL) correspondente ao autossomos 3 nas espécies de
Buteoninae, para confirmar a fusdo entre os segmentos correspondentes a

GGA1p e GGAG.

3.6.2.1 Preparacao das laminas
As laminas foram preparadas como no item 3.3, e imediatamente
apos sua secagem, foram observadas ao microscopio com contraste de fase,

para avaliacdo de sua qualidade. Constatada uma boa qualidade, as laminas
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com as preparagdes cromossdémicas seguiram para desidratagdo na série de

etandis e incubadas a 65°C por duas horas.

3.6.2.2 Desnaturacdo das Sondas de DNA e dos Cromossomos

Metafasicos

Antes de sua utilizagdo, as sondas foram adicionadas a solugdo de
hibridizacdo, em uma proporcao de 2 L de sondas para 13 uL de solugdo, em
um tubo de microcentrifuga. Foi feita a desnaturagdo das sondas, mantendo o
tubo a 75°C por 10 minutos em banho-maria. No caso das sondas
cromossomo-especificas, o material permaneceu a 75°C por 10 minutos, e
depois foi mantido a 37°C por 30 minutos antes do uso, permitindo assim que
as sequéncias repetitivas de DNA se reassociassem.

Da mesma forma, as l|édminas seguiram para o processo de
desnaturagdo dos cromossomos metafasicos, seguindo os seguintes passos:

1. As laminas foram incubadas por 90 segundos em formamida
70%/2xSSC a 73°C.

2. Imediatamente apdés a desnaturagdo, as laminas foram
mergulhadas em etanol a 70%, gelado, e incubadas por 4 minutos.

3. As laminas foram desidratadas em uma série de etanois a 70%

(1x), 90% (2x) e 100% (1x), 2 minutos em cada banho.

3.6.2.3 Hibridagao e deteccao dos sinais correspondentes
Apds as sondas serem desnaturadas, em solugcado de hibridizagao, foram
aplicados 15 pL de solugédo de hibridizagdo contendo as sondas, de acordo

COm 0S passos a seguir:
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1. As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C por 24
horas (rDNA e teloméricas) ou 72 horas (no caso das sondas cromossomo-
especificas).

2. Foi feita a lavagem de estringéncia, incubando-se as laminas com
solucao de formamida 50% em 2xSSC pH 7,0 por 5 minutos, a 40°C, duas
vezes;

3. As laminas foram lavadas com 2xSSC a 40°C, por 5 minutos;

4. Cerca de 200 uL de solugao de detecgao foram colocados sobre
cada lamina, e as mesmas foram incubadas por 20 minutos, a 37°C.

5. Depois disso, as laminas foram lavadas por trés vezes com 4xSST
a 38°C, 5 minutos cada.

6. ApOs escorrer 0 excesso de 4xSST, colocou-se cada lamina sobre
uma laminula contendo duas gotas de meio de montagem (antifade e DAPI).

7. O excesso de meio de montagem foi retirado em um bloco de

papel filtro, e a laminula foi selada com o uso de esmalte incolor.

3.7 ANALISE CARIOTIPICA

3.7.1 Citogenética Classica
As laminas em coloracdo convencional foram analisadas em
microscopio optico Leica D-1000, com objetiva de imersdo com 100 vezes de
aumento e ocular com 10 vezes de aumento. As localizagbes das melhores
metafases foram registradas em uma lamina branca, para posterior captura em
sistema digital. De cada animal, pelo menos 20 metafases em coloragéo
convencional foram utilizadas para a definigdo do numero diploide e morfologia

cromossomica.
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3.7.2 Experimentos de FISH e Captura de Imagens

As laminas com coloracdo fluorescente foram analisadas em
fotomicroscopio de fluorescéncia Zeiss Axiophot Il, com objetiva de 63x e
ocular com aumento de 10x. O optovar foi de 1,6, e os filtros utilizados foram
Zeiss BP 436, FT 460 e LP 470.

As imagens foram capturadas digitalmente com o auxilio de camera
Zeiss AxioCam MRm, por meio do programa AxioVision 3.1 (controlador da
camera de video e de captura digital de imagens). No caso da preparagdo com
fluorescéncia, foi feito uma pseudo-coloragao das imagens no proprio programa
AxioVision. Na edicdo final das imagens, utilizamos o programa Adobe

Photoshop 7.1.
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4. RESULTADOS
4.1. O CARIOTIPO DAS ESPECIES DA SUBFAMILIA BUTEONINAE
As espécies dessa subfamilia, analisadas no presente trabalho
apresentaram constituicdes cariotipicas bastante semelhantes, com o0 mesmo
nuamero cromossdmico (2n=68). Entretanto, pequenas diferencas foram

observadas na morfologia, afetando o comprimento dos bragos.

4.1.1. Rupornis magnirostris
Foi analisado uma fémea dessa espécie, que apresentou 2n=68. O
cariotipo mostrou dezessete pares grandes e médios de dois bragos (1-17);
doze pares pequenos, dos quais sete s&o acrocéntricos (18-22, 25) e quatro
sdo de dois bragos (23-24, 26-27); e seis pares menores, correspondendo a
microcromossomos (28-33). O cromossomo Z é um submetacéntrico grande, e

o W um metacéntrico pequeno (Figura 22A).

4.1.2. Buteogallus meridionalis
Os dois espécimes analisados, ambos machos, apresentaram
2n=68. O caridtipo apresentou oito pares de submetacéntricos grandes, onze
pares de cromossomos metacéntricos (cinco pares de cromossomos medios e
sete pares de cromossomos pequenos) e quatorze pares acrocéntricos,

incluindo seis pares de microcromossomos (Figura 22B).
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4.1.3. Asturina nitida
Foi estudado um individuo do sexo feminino que apresentou 2n=68,
com dez pares de cromossomos submetacéntricos (cinco pares grandes e
cinco pares medios), sete metacéntricos e dez pares acrocéntricos e seis pares
de microcromossomos. O cromossomo Z é um submetacéntrico médio,e o W é

um submetacéntrico pequeno (Figura 22C).

4.2. O CARIOTIPO DAS ESPECIES DA SUBFAMILIA HARPIINAE

As espécies da Subfamilia Harpiinae apresentaram os numeros dipldides
mais baixos para a familia Accipitridae, com 2n=58 em Harpia harpyja e 2n=54
em Morphnus guianensis, ambos caracterizados por uma maior quantidade de

pares de dois bragos em relagdo aos acrocéntricos.

4.2.1. Harpia harpyja

Foram analisados dois exemplares, um macho e uma fémea, que
apresentaram 58 cromossomos, sendo que desses, dezoito pares sao de dois
bracos e dez pares sdo autossbmicos acrocéntricos, sendo os trés ultimos
pares microcromossomos. O cromossomo sexual Z € um submetacéntrico

grande, enquanto o W & um submetacéntrico de tamanho médio (Figura 23A).
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Figura 22: A: Cariétipo do gavido carijé (Rupornis magnirostris) em coloragéao
convencional, com 2n = 68; B: Caridtipo do gavido caboclo (Buteogallus meridionalis)
em coloragdo convencional, com 2n = 68; C: Cariétipo do gavido pedrés (Asturina
nitida) em coloragé&o convencional, com 2n = 68.
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4.2.2 Morphnus guianensis

Um macho e uma fémea dessa espécie foram estudados apresentando
um caridétipo com 2n=54 cromossomos. O complemento cromossdémico
apresentou quinze pares grandes e médios de dois bragos (1-15); seis pares
pequenos de dois bragos (17-20, 22-23) sendo que o par 21 € acrocéntrico e os
3 ultimos pares sdo microcromossomos (24-26). O cromossomo Z € um
submetacéntrico grande, equivalente em tamanho ao par 1 e o W €& um
submetacéntrico pequeno comparado em tamanho ao par 22 ou 23 (Figura

24B).
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Figura 23: A: Caridtipo de uma fémea do Gaviao Real (Harpia harpyja) em
coloragao convencional, com 2n= 58. B: Cariétipo de uma fémea de Falso
uiragu (Morphnus guianensis) em coloragao convencional, com 2n= 54.
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4.3 EXPERIMENTOS DE HIBRIDIZACAO IN SITU
4.3.1 Subfamilia Buteoninae
As hibridizagbes com sondas teloméricas mostraram resultados
similares nas trés espécies, marcando n&o apenas as regides terminais da
maioria dos cromossomos, mas também em regides intersticiais (Figura 26 B,
D e F). Sinais encontrados em microcromossomos tenderam a ser mais
brilhantes que os encontrados nos macrocromossomos.

As sondas correspondentes a por¢cao 18S/28S dos genes derDNA
mostraram que essas sequéncias estdo presentes em apenas um par de
cromossomos (Figura 24), correspondendo ao brago curto do par 7, onde é
possivel visualizar uma constricdo secundaria, por coloracdo convencional

(Figura 25 A, C e E).

Figura 24: Metafase de Rupornis magnirostris em coloragado convencional, mostrando
uma constrigdo secundaria no brago curto do par 7 (setas), portador da regido
organizadora de nucléolo (genes 18S e 28S)



Figura 25: Resultados de FISH com sondas de rDNA (esquerda)
(direita) em metafases de Rupornis magnirostris (A e B),
meridionalis (C e D) e Asturina nitida (E e F).

e teloméricas
Buteogallus

48
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As sondas de cromossomo total de Gallus gallus mostraram que B.
meridionallis, A. nitida e R. magnirostris compartiham os mesmos grupos
sinténicos, com GGA 1 a GGA 10 hibridizando de 1 a 5 pares diferentes

(Tabela Il e Figura 26 A-D). O mapa de homologia € mostrado na figura 27.

Tabela Ill: Correspondéncia entre os cromossomos de Gallus gallus e as
espécies de Buteoninae

Sondas de Gallus gallus Cromossomos de
(pares) Buteoninae
1 3p,6,7,15e 18
2 2,4
3 9,13,1e 26
4 1e16
5 5, 14q
6 3q
7 8q
8 10
9 12
10 19
Z Z
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BME + GGA3 ANI + GGA4

C D)

ANI + GGAS RMA + GGA6

Figura 26: Imagem representativa com algumas hibridizagdes com sonda

de Gallus gallus em Buteogallus meridionalis, Asturina nitida e Rupornis
magnirostris.
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Figura 27: Mapa de homologia entre Gallus gallus e Asturina nitida.
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4.3.2. Subfamilia Harpiinae

As sondas teloméricas foram aplicadas em metafases de Morphnus
guianensis. Observaram-se marcag¢des nas regides teloméricas de todos os
pares, e também intersticiais em alguns cromossomos de tamanho médio,
ocorrendo na regido centromérica ou na regido mediana do braco longo.

(Figura 28).

Figura 28: Hibridizagdo de sondas teloméricas em metafase de
Morphnusguianensis evidenciando marcacgdes nas regides teloméricas de todos os
pares, e também intersticiais em alguns cromossomos de tamanho médio,
ocorrendo na regido centromérica ou na regido mediana do braco longo (setas).

As sondas de 18/28S rDNA hibridizaram em um par de
macrocromossomos em M. guianensis (par 1), no brago curto, em regido com

constrigdo secundaria (Figura 29A). Em Harpia harpyja essa sonda hibridizou
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em dois pares distintos, sendo um o par 6, no brago curto, e outra em um par

de cromossomos pequenos (provavelmente par 25) (Figura 29B).

Figura 29: Experimentos de FISH com sondas 18/28S rDNA em Morphnus guianensis
(A), evidenciando marcagdo em um par de macrocromossomos (par 1), e em Harpia
harpija (B), que apresentou dois pares marcados (par 6, que apresentou uma
constricdoo secundaria, e outro par pequeno, provavelmente 25).

As sondas cromossomo-especificas derivadas de Gallus gallus foram
aplicadas em cromossomos metafasicos de Harpia harpyja e revelaram que
todos os pares de macrocromossomos de 1 a 5 de GGA encontram-se
fragmentados em varios pares distintos em harpia. J& os cromossomos
correspondentes a GGA 6, 7, 8, 9 e 10 marcaram um cromossomo ou brago
cromossOmico cada. O cromossomo GGA 11 apresentou uma localizagéo
inusitada, marcando a porgao proximal do brago curto do cromossomo 1 de
HHA. Esses resultados estdo apresentados na tabela lll, enquanto alguns

resultados representativos desses experimentos estao ilustrados na figura 30 e
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31. Na figura 32 podemos observar o mapa de homologia entre as espécies de

Harpia harpyja e Gallus gallus.

Tabela Illl: Correspondéncia entre os cromossomos de Gallus gallus e as
espécies de Harpiinae
Sondas de Gallus gallus Cromossomos de Harpiinae
HHA* MGU**
1 6, 19, 4p, 21 2p, 3,8,13
2 1,3 5p, 11q, 20q
3 2p, 10, 23 1, 2q, 69, 9
4 5,14 4, 14q
5 2q, 15¢ 5q, 179
6 7q 7
7 4q 6p
8 8q 10
9 12q 16
10 9q 18q
11 Parte 1p 19q

* HHA: Harpia harpyja
** MGU: Morphnus guianensis
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Figura 30: Experimentos de FISH utilizando sondas cromossomo-especificas de
macrocromossomos de Gallus gallus em metafases de Harpia: A: GGA1 (verde) e
GGA 5 (vermelho); B: GGA3 (verde) e GGA5 (vermelho); C: GGA6 (vermelho) e D:
GGA4 (vermelho).
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HHA+*GGA11

HHA+GGA2

Figura 31: Resultados da hibridizagdo de sondas de Gallus
correspondentes ao par 11(A) e ao par 2 (B). As setas indicam a
posicdo do cromossomo 11, que preenche um gap observado na
hibridizagdo com GGA2 (B).
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Figura 32: Mapa de homologia entre Harpia harpyja e Gallus gallus.

Morphnus guianensis apresentou um resultado similar a harpia no que se
refere a marcacdo de mais de um par cromossdmico por sondas cromossomo-
especificas de Gallus gallus. Da mesma forma, as sondas referentes aos pares
GGA 7 a 10 corresponderam a um unico par cromossdmico ou braco
cromossémico, cada. J& GGA 11 marcou o brago longo do par 19. Alguns
experimentos representativos sdo mostrados na figura 33, enquanto na figura

34 apresentamos o0 mapa de homologia entre MGU e GGA.
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Figura 33: Resultados da hibridizacdo de sondas de Gallus gallus em Morphnus
guianensis correspondentes ao par GGA1 (A), GGA2 (B), GGA4 (C), e GG5 em vermelho
e GGAG6 em verde (D).
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Figura 34: Mapa de homologia entre Morphnus guianensis e Gallus gallus
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5. DISCUSSAO

As espécies agrupadas na ordem Falconiformes apresentam em
conjunto uma das maiores variagdes cariotipicas dentre as diferentes ordens
da classe Aves. Essa variagdo cromossémica foi um dos atrativos que fez
dessa ordem uma das mais estudadas citogeneticamente dentre as Aves.
Mesmo assim, segundo AMARAL & JORGE (2003), entre 1966 e 2001 foram
estudadas apenas 66 espécies, numero que corresponde a aproximadamente
20% de todas as espécies da ordem. Esse numero sofreu pouca modificacdo
nos ultimos anos, e se considerarmos as analises por técnicas de citogenética
molecular, esse numero cai para menos de 10 espécies.

Os numeros dipldides variam de 2n=40 em algumas espécies do género
Falco, a 2n=92 em Caracara e Milvago, todos da familia Falconidae (AMARAL
& JORGE, 2003; TAGLIARINI et al., 2007). Na familia Accipitridae, essa
variagdo apresenta intervalos mais préoximos entre si, indo de 2n=54,
observado em Morphnus guianensis, a 2n=82, em Aquila alberti (WILLIAMS &
BERNISKE, 1976; PADILLA et al., 1999). Mesmo assim, a variagdo numerica e
morfologica entre os caridtipos de suas diferentes espécies é surpreendente, e
o entendimento do processo de evolugdo cromossdmica nesse grupo vem
sendo alvo de estudos desde as décadas de 60/70, inicio dos estudos
citogenéticos em Aves (DE BOER, 1976). Por essa raz&o, também, varias
espécies de Accipitridae ja foram analisadas por citogenética molecular: a
harpia (Harpia harpyja), trés espécies de abutres do Velho Mundo (Gyps
rueppelli, Gyps fulvus , Gypaetus barbatus) e o gavido branco (Leucopternis
albicollis) (DE OLIVEIRA et al., 2005; NANDA et al., 2006; DE OLIVEIRA et al.,

2010), Além disso, € uma das poucas ordens de Aves com sondas
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cromossomo-especificas desenvolvidas a partir de uma de suas espécies:
Leucopternis albicollis (DE OLIVEIRA et al., 2010).

Apesar das primeiras propostas para a explicacdo do baixo numero
diploide terem considerado fusdes entre os microcromossomos como principal
tipo de rearranjo envolvido (DE BOER, 1976), os dados de pintura
cromossOmica mostraram que, ao contrario do que se pensava, houve um
grande numero de fissbes envolvendo os macrocromossomos durante a
evolugdo cariotipica do grupo, além de fusdes envolvendo n&o sé os
microcromossomos, mas também os cromossomos de maior tamanho (DE
OLIVEIRA et al., 2005, 2010; NANDA et al., 2006). O elevado numero de
rearranjos cromossOmicos diferentes observados nas espécies analisadas até
o momento nos levou a fazer uma anadlise em outras espécies,
filogeneticamente préximas, pertencentes a duas subfamilias de Accipitridae,
na tentativa de entender o processo de evolugio cariotipica, mas também de
encontrar assinaturas cromossOmicas que apoiem ou nao sua proximidade

filogenética.

5.1 SUBFAMILIA BUTEONINAE

As espécies de Buteoninae tem mostrado um numero dipldide de 66 a 68
cromossomos (SCHMUTZ et al., 1993; SKINNER & GRIFFIN, 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2010). A analise dos cariotipos de dez diferentes espécies de
buteoninos por Schmutz et al. (1993) levou os autores a dividi-los em 3 grupos
baseados na morfologia dos cromossomos, com 15, 19 ou 20 pares de
autossomos de 2 bragos. No entanto, Asturina nitida e Rupornis magnirostris

foram incluidos no grupo com 19 cromossomos de 2 bragos, enquanto nos
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nossos resultados, essas espécies mostraram 20 cromossomos de dois
bracos.

Concordando com nossos resultados, esses autores encontraram um par
de cromossomos portadores de NOR. Experimentos de pintura cromossdmica
mostraram que esse par portador da NOR corresponde a uma associagao
entre GGA7 e um par de microcromossomos, ja que GGA7 hibridizou todo o
braco longo desse par e nenhuma outra sonda de macrocromossomo produziu
sinal no brago curto. O local da NOR associada ao GGA7 é também diferente
do resultado encontrado na harpia, em que cada NOR foi observada no braco
curto do par 8 (uma associagdo entre GGA6 e um microcromossomo) (DE
OLIVEIRA et al., 2005). Nao existem dados relativos a posicdo da NOR em
outras espécies de Accipitridae usando analises por FISH.

Sondas de cromossomo inteiro derivadas dos primeiros dez pares de
Gallus (GGA1-10) produziram o mesmo numero de sinais nas trés espécies
desta subfamilia analisadas neste trabalho, correspondendo aos resultados
encontrados em Leucopternis albicollis (DE OLIVEIRA et al., 2010). Assim,
pode ser discutido que as diferencas encontradas no numero de cromossomos
de dois bragos foram resultado de rearranjos intracromossémicos (inverséo
pericéntrica ou troca centromérica) ou ainda fusdes envolvendo dois
microcromossomos no caso de L. albicollis, diminuindo assim, nessa ultima
espécie, o numero diploide de 2n=68 para 2n=66.

A disponibilidade das sondas de cromossomos totais derivadas de
Buteoninae (Leucopternis albicollis) permitiram uma pintura cromossdmica
reciproca com Gallus gallus, e confirmaram que os cariétipos de aves de rapina

sdo rearranjados devido a uma fragmentacdo de alguns pares de
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macrocromossomos e fusdes desses fragmentos com microcromossomos (DE
OLIVEIRA et al., 2010). Nossos experimentos revelaram a existéncia de uma
assinatura citogenética comum para as espécies de Buteoninae analisadas por
FISH, que se trata da associagdo GGA1/GGA6. Apds essa constatacdo, um
experimento extra utilizando a sonda do par 3 de L. albicollis (LAL3),
correspondente a associacdo GGA1p/GGAG6, confirmou nosso achado, visto
que hibridizou em um par submetacéntrico nas trés espécies analisadas,
enquanto em Gallus gallus hibridizou no brago curto de GGA1 e em todo GGAG6

(Figura 35).

Figura 35: Experimento extra utilizando sonda correspondente a associacéo
GGA1p/GGA6 de L. albicollis (LAL3) em BME, ANI e RMA, respectivamente,
confirma a assinatura citogenética comum para as espécies de Buteoninae
analisadas por FISH.

Este fato apodia a relagao filogenética proxima das espécies de buteoninos
sul americanas, considerando que essa associacdo ndo foi observada em
outros grupos de Accipitrideos até o momento (DE OLIVEIRA et al., 2005;
NANDA et al., 2006). Em adicdo, a similaridade aparente encontrada nas
espécies analisadas em SCHMUTZ et al. (1993) da América do norte, e n&o
incluidas neste estudo, nos levam a estender esses resultados a outras

espécies do género Buteo. Assim, os géneros Leucopternis, Buteogallus,
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Asturina, Rupornis e Buteo, apresentam-se filogeneticamente proximoa,
provavelmente compartilhando a associagdo GGA1p/GGAG, nao encontrada,
por exemplo, na aguia harpia, que as vezes € incluida na mesma subfamilia.
Os dados obtidos no presente estudo revelaram um importante marcador
citotaxondmico para Buteoninos, mostrando uma exclusiva sinapomorfia
cromossOmica, e também levantou questdes importantes que abrangem a
distribuicdo, ativagdo e inativagdo centromérica. Adicionalmente, os achados
apoiam a idéia de que Buteoninae deveria ser tratado como um grupo
monofilético dentro de Accipitridae, incluindo n&o apenas Buteo, mas também
os chamados de gavides sub-buteoninos (Asturina, Rupornis e Leucopternis). A
analise das espécies holarticas de Buteoninae ira esclarecer a relagéo entre as

espécies desse taxon.

5.2 SUBFAMILIA HARPIINAE

Esta subfamilia € formada por quatro espécies: Morphnus guianensis e
Harpia harpyja, sao os representantes Neotropicais da subfamilia e, no Velho
Mundo, encontramos a harpia da Nova-Guiné (Harpyopsis novaeguineae) e a
aguia-filipina (Pithecophaga jeoffreyi). Em estudos baseados em DNA nuclear e
mitocondrial, as trés primeiras espécies sdo consideradas altamente similares
formando um clado com alto suporte. A quarta espécie, entretanto, foi
considerada mais proxima de um grupo irmao chamado de Circaetinae
(LERNER & MINDELL, 2005)

As analises por coloracdo convencional mostraram que o numero diploide
das espécies de Harpia harpyja e Morphnus guianensis foi igual a 58 e 54,

respectivamente, e que ambas as espécies apresentam vinte e dois pares de
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cromossomos de dois bragos, apesar da harpia apresentar dois pares a mais.
Levando em consideragdo apenas esta caracteristica, pode ser sugerida uma
fusdo de microcromossomos para formar cromossomos de dois bragos em
Morphnus, ou até a quebra de um par de cromossomos de dois bracos em
Harpia, ja que o par 16 de Harpia € acrocéntrico enquanto que o de Morphnus
€ de dois bragos.

A comparacgao da harpia com dados publicados anteriormente mostra que
a maioria das homologias encontradas foi similar ao trabalho prévio (DE
OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, alguns experimentos mostraram resultados
diferentes, como no caso das homologias com os pares 1, 3 e 4, como pode

ser visto no esquema apresentado na figura 36.
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36: Mapa de homologia entre a harpia e Gallus gallus. As homologias encontradas em
nossos experimentos sdo indicadas com as cores nos cromossomos. Segmentos em
preto sdo segmentos n&o hibridizados com as sondas 1-11. As linhas ao lado direito
de cada par mostram as homologias propostas em DE OLIVEIRA et al. (2005).
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Um dos motivos para as diferencas entre os resultados da harpia pode
ser o fato de que no trabalho publicado anteriormente foi utilizado um pool de
sete cores, contendo os pares 1-6 e Z. Devido a distancia filogenética entre
essas espécies, as sete cores ndo foram diferenciadas com muita clareza. Nos
nossos experimentos foram utilizadas hibridizagbes individuais ou de duas
cores, e as quantidades de sondas aplicadas puderam ser melhor controladas
de acordo com a qualidade dos experimentos, sendo repetidas com uma
concentracido maior no caso de sinais fracos ou duvidosos.

Os resultados das homologias de harpia com as sondas GGA7 a GGA11
s&o inéditas. Observamos a insercdo de um microcromossomo (GGA11) na
porcado proximal do bragco curto do cromossomo 1 de harpia. Esse fato talvez
possa ser explicado pela ocorréncia de uma fusdo, seguida de inversédo. As
hibridizagcdes com as sondas GGA2 mostram um gap no local de insercdo de
GGA11 (figura 31).

O par 4 de harpia mostrou ser composto por uma associagao entre um
segmento de GGA1 e o cromossomo GGA7Y. Essa associagdo ainda nao havia
sido descrita em nenhuma espécie de aves. A aplicagdo de sondas em
Morphnus guianensis, confirma que essa associagdo € uma autapomorfia, ja
que em MGU a unica associacdo observada do cromossomo 1 de Gallus, é
com o GGAS.

Assim como em HHA, a sonda correspondente ao cromossomo 1 de GGA
marcou 4 pares em MGU. Porém as sondas GGA2 e GGA3 apresentaram uma
marcagao a mais em MGU do que em HHA (GGA2 marcou 3 pares em MGU
enquanto marcou 2 em HHA, e GGA3 marcou 4 pares em MGU, ao passo que

em HHA, marcou em 3). As sondas restantes apresentaram a mesma
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quantidade de sinais nas duas espécies. A fragmentacdo de GGA1 em quatro
pares distintos pode ser uma sinapomorfia de Harpiinae, visto que em
Buteoninae este cromossomo originou cinco pares. Em abutres do Velho
Mundo, das espécies analisadas, duas apresentaram GGA1 fragmentado em
cinco pares, enquanto uma dela apresentou-o em quatro pares (NANDA et al.,
2006). A aplicagao de sondas cromossomo-especificas de L. albicollis ou de
BACs derivados de Gallus poderao confirmar se os pontos de quebra sao
recorrentes. Apesar da similaridade na morfologia cromossémica, as diferentes
associacdes observadas em Morphnus e Harpia mostram que essas espécies
sofreram uma reorganizagdo genOmica expressiva apOs sua separagao em
linhagens independentes.

De qualquer forma, algumas similaridades também foram observadas. A
sonda GGA4 marcou o mesmo cromossomo de tamanho médio de dois bragos,
provavelmente correspondendo ao par 14, nas duas espécies. Além disso,
outros segmentos apresentaram-se sem fissdes, apesar de poder estar em
associacdo em uma espécie, enquanto na outra correspondiam a um
cromossomo inteiro, Dessa forma, a sonda GGAG correspondeu, em Morphnus
ao cromossomo 7 em sua totalidade, enquanto que na Harpia, essa sonda
marcou o brago longo do mesmo cromossomo 7. Da mesma forma, a sonda
GGA8 marcou todo o cromossomo 10 em Morphnus, , e em Harpia, marcou
apenas o brago longo do cromossomo 8. A sonda GGA9 marcou o
cromossomo 16 inteiro de Morphnus enquanto marcou apenas o brago longo
do cromossomo 12 em Harpia. Baseando-se nesse fato, seria possivel sugerir
que no caridétipo de Harpia ocorreram fusdes desses elementos (GGA7, 8 e 9)

com microcromossomos. Fusdes de microcromossomos ja foram confirmadas
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por dados publicados anteriormente, com a aplicacdo de um pool de 19 pares
de microcromossomos de GGA em Harpia (DE OLIVEIRA et al. 2005), e
confirmariam, em parte, que o numero mais baixo de pares de
microcromossomos Visto em cariétipos de Accipitridae € devido a ocorréncia de
fusbes desses elementos. Diferentemente do proposto por DE BOER (1976),
essas fusbes nao ocorreram somente entre microcromossomos, mas
envolveram muitas vezes microcromossomos € cromossomos de tamanho
pequeno ou médio.

A auséncia de associagbes semelhantes em Morphnus e Harpia sugere
que houve fragmentagdes no ancestral em comum desse grupo, e as fusdes
foram subsequentes ao seu isolamento como linhagens diferentes.
Infelizmente, ndo ha dados cariotipicos de Harpyopsis novaeguineae, e como a
inclusdo da espécie Pithecophaga jeoffreyi (2n=66) nao tem sido apoiada em
analises filogenéticas mais recentes, & impossivel tracar uma discussdo a

respeito da evolugao cariotipica nessa subfamilia.

5.3 EVOLUCAO CARIOTIPICA EM ACCIPITRIDAE
Baseado em exaustivas anadlises citogenéticas de diversos
Falconiformes, DE BOER (1976) sugeriu que os acipitrideos tém a organizagao
cromossOmica mais atipica dentre os grupos da classe Aves, por causa do
numero de microcromossomos extremamente baixo (4 a 6 pares) e um numero
diploide relativamente baixo (média 2n= 66). De acordo com o autor, essa
reducido extrema do numero de microcromossomos devia-se a uma tendéncia

que, em contraste a muitas Aves, favorecia a formacao de macrocromossomos.
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Considerando-se as limitagdes das técnicas de bandeamento G em Aves,
que apresentam um numero de bandas menor que mamiferos, e impossiveis
de se visualizar em cromossomos pequenos, a hipétese de fusdes envolvendo
microcromossomos como principal agente na diminuicdo do numero diploide foi
apoiada pelos estudos posteriores com citogenética classica.

Devido a isso, uma grande expectativa foi criada em relagdo aos
resultados de pintura cromossémica em Accipitridae. Os primeiros resultados
de experimentos em aves de rapina utilizando sondas cromossomo-especificas
de Gallus surgiram em 2005, no cariotipo da harpia (Harpia harpyja) (DE
OLIVEIRA et al., 2005), com um numero diploide relativamente baixo, 2n=58, e
poucos pares de microcromossomos. Os dados revelaram uma completa
reorganizagao gendémica na harpia, com a ocorréncia de fusées, translocagdes
e fissbes. Os maiores pares cromossOmicos de Gallus apresentaram-se
fissionados no caridtipo dessa espécie, originando de 2 a 5 cromossomos
distintos. Resultados que apdiam esse comportamento cromossémico foram
encontrados em trés espécies de abutres do Velho Mundo, com complemento
cromossémico variando de 60 a 66 cromossomos (NANDA et al., 2006).
Nessas espécies, as sondas de Gallus gallus aplicadas (GGA1-10)
identificaram regides homologas distribuidas em 20 a 22 pares das espécies
estudadas. Ao contrario das sondas de 6 a 10, que apresentam extrema
conservagao nos genomas estudados (marcando na maioria dos casos 1 par
cada uma), as sondas de 1 a 5 ndo conservam sua integridade e se incorporam
em diferentes cromossomos, cada.

A comparagao entre as espécies de Accipitridae, assim como com

Falconidae, mostra uma tendéncia geral de fragmentagdo de
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macrocromossomos de Gallus (supostamente similares a grupos sinténicos
encontrados no cariétipo hipotético ancestral de Aves, exceto por GGA4, que
corresponde a dois diferentes elementos — par 4 e 10) (GRIFFIN & SKINNER,
2007). Também € notavel que grupos sinténicos correspondentes a
GGA4p/GGA4q, GGAB, GGA7, GGA8, GGA9 e GGA10 tendem a ser
conservados, apesar de as vezes se encontrarem fusionados com outros
elementos, mas nunca fragmentados, nas aves de rapina.

Outro ponto relevante € a assinatura cromossdmica encontrada em
Buteoninae que n&o é compartilhada por nenhum outro grupo de Accipitridae. A
associacdo GGA1/GGAG6 foi corroborada através de sondas de Leucopternis
albicollis e nao foi encontrada em nenhuma outra subfamilia de Accipitridae,
representando uma sinapomorfia cromossdmica exclusiva do grupo de
buteoninos.

Uma clara dicotomia é observada quando comparamos espécies de Falco
(Falconidae) com espécies de Accipitridae, considerando os rearranjos de
GGA1-3, que se separaram em dois elementos em Falco, enquanto que em
Accipitridae esse numero alcanca de 3 a 6 pares de cromossomos derivados
(DE OLIVEIRA et al., 2005, 2010; NANDA et al., 2006; NISHIDA et al., 2008).
De fato, varias propostas de classificagdo desses grupos sugerem que
Falconidae e Accipitridae ndo formam um grupo monofilético, e suas
semelhangas morfolodgicas resultam de um paralelismo evolutivo. De fato, em
um trabalho recente, baseado em dados de sequenciamento de 19 loci
independentes em 169 espécies de aves, posicionou ambas as familias em um
mesmo clado, porém apoiou uma proximidade filogenética entre as espécies de

Falconidae e os Psitaciformes, enquanto a familia Accipitridae seria mais
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proxima das ordens Strigiformes, Coraciformes e Coliformes (HACKETT et al.,
2008). Neste mesmo trabalho, o grupo-irméo dos Accipitridae seria formado
pelos abutres do Novo Mundo (Cathartidae). Considerando que as espécies de
Cathartidae apresentam um complemento diploide muito semelhante ao do
ancestral hipotético das Aves, com 2n=80, e os pares 1 a 11 com
correspondéncia de Gallus gallus (com excegdo do GGA4, que corresponderia
aos pares 4 e 11 do ancestral) (TAGLIARINI et al., 2011), podemos afirmar
que, caso essa proposta filogenética esteja correta, a reorganizagcédo observada
em Accipitridae ocorreu logo apos a divisdo do grupo ancestral nessas duas
familias — Accipitridae e Cathartidae. Adicionalmente, a reorganizagao
observada em Falconidae seria um fendmeno independente e diferente da
ocorrida em Accipitridae: os numeros diploides mais baixos, encontrados em
muitas espécies de ambos 0s grupos, seria apenas uma homoplasia, do ponto
de vista evolutivo.

Além dessas questdes filogenéticas, uma importante area a ser
investigada é a dinamica das sequéncias centroméricas e teloméricas no
processo de evolugdo cromossOmica em Accipitridae. As sondas teloméricas,
inclusive, mostraram algumas marcag¢des intersticiais nas espécies de
Buteoninae analisadas, provavelmente indicando locais onde ocorreram fusdes
in tandem, como por exemplo o par 3, correspondente a fusdo de
GGAB6/GGA1p.

Nos trés grupos de Accipitridae analisados até o momento — abutres,
Buteonineos e Harpiinae - foi observado a falta de sinais de hibridizagdo das
sondas dos macrocromossomos de GGA em bragos inteiros de alguns pares

cromossOmicos, ou em parte dos mesmos. A explicacdo mais parcimoniosa é
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de que esses cromossomos podem ter sido resultado de fusdes repetidas in
tandem de microcromossomos. Esse parecer hipotético sé sera definitivamente
resolvido quando dados de pintura comparativa para sondas de
microcromossomos de GGA se tornarem disponiveis.

Baseados nos fatos discutidos anteriormente, podemos concluir que os
resultados apresentados em Accipitridae indicam que as espécies dessa
familia sofreram uma extensa reorganizacdo gendmica, aparentemente
independente daquela observada em outras aves de rapina diurnas
(Falconiformes). Isso também implica que, caso a familia Cathartidae seja
realmente proxima dos Accipitridae filogeneticamente, corresponderiam a um
grupo basal, pelo menos do ponto de vista cromossémico. Finalmente,
podemos afirmar que a filogenémica, a partir do uso de sondas cromossomo-
especificas ou segmento-especificas, € uma poderosa ferramenta filogenética,
e sua aplicagdo podera trazer ndo sO6 o esclarecimento nas relagdes de
parentesco entre diferentes grupos de aves, revelando assinaturas
cromossOmicas que representam sinapomorfias, mas também sobre os

mecanismos de reorganizagdo genémica que ocorreram nessa classe.
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6. CONCLUSAO

A analise citogenética de trés espécies de Buteoninae e duas espécies de

Harpiinae nos permitiu concluir que:

1.

Rupornis magnirostris Buteogallus meridionalis e Asturina nitida
apresentaram 2n=68, com cariétipos muito semelhantes entre si. O
cromossomo Z é um submetacéntrico grande, e o W um metacéntrico
pequeno.

A disponibilidade das sondas de cromossomos totais derivadas de
Leucopternis albicollis revelou a existéncia de uma assinatura
citogenética comum para as espécies de Buteoninae analisadas por
FISH, que se trata da associacao entre GGA1 e GGAG.

Harpia Harpyja apresentou 58 cromossomos dos quais apenas trés
pares sao microcromossomos. O cromossomo sexual Z é um
submetacéntrico grande enquanto o W é um submetacéntrico de
tamanho médio. Morphnus guianensis apresentou um cariétipo com
2n=54 cromossomos, sendo os 3 ultimos pares microcromossomos. O
cromossomo Z €& um submetacéntrico grande, equivalente em
tamanho ao par 1 e o W é um submetacéntrico pequeno comparado
em tamanho ao par 22 ou 23.

Apesar da similaridade na morfologia cromossémica, as diferentes
associagdes observadas em Morphnus e Harpia mostram que essas
espécies sofreram uma reorganizagdo genémica expressiva apds sua
separagdo em linhagens independentes. Além disso, auséncia de

associagbes semelhantes sugere que houve fragmentagbes no
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ancestral em comum desse grupo, e as fusdes foram subsequentes ao
seu isolamento como linhagens diferentes.

Os resultados apresentados em Accipitridae indicam que a
reorganizagdao cromossOmica dessa familia deve ter ocorrido
independentemente daquela observada em Falconidae. Esse dado
apoiaria propostas que sugerem que esses dois grupos nao sao
proximos  filogeneticamente, mas que suas caracteristicas
morfolégicas semelhantes corresponderiam a um paralelismo
evolutivo. Da mesma forma, seus cariétipos atipicos seriam, do ponto
de vista evolutivo, homoplasias.

A filogendmica a partir do uso de sondas cromossomo-especificas ou
segmento-especificas tem a capacidade de esclarecer as relagdes de
parentesco entre diferentes grupos de aves, revelando sinapomorfias
e mecanismos de reorganizagdo gendémica que ocorreram nessa

classe.
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