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RESUMO

Na classe Aves, a familia Tyrannidae é uma das mais diversificadas e numerosas em termos
de espécies, entretanto, poucas possuem seus cariotipos descritos e para estas, apenas foi
utilizada a coloragdo cromossdmica convencional. Apesar da escassez de trabalhos
citogenéticos, resultados interessantes sobre esta familia foram relatados na literatura, como
por exemplo, a grande variabilidade da morfologia dos macrocromossomos e variacdo no
numero dipldide. Assim, quatro espécies da familia Tyrannidae: Elaenia spectabilis,
Megarynchus pitangua, Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi foram estudas atraves
da coloracdo convencional e pintura cromossdmica com a utilizacdo de sondas
cromossdmicas inteiras derivadas de Gallus gallus e Leucopternis albicollis. A espécie E.
spectabilis também foi estudada através de Banda C, G, Ag-NORs e 18S rDNA. A anélise
citogenética nas quatro espécies estudadas neste trabalho demonstrou uma grande
variabilidade cromossémica. As espécies E. spectabilis e M. pitangua apresentam cariotipos
tipicos para a classe Aves, com numero diploide relativamente alto (aproximadamente 80
Cromossomos), muitos pares de microcromossomos e poucos pares de macrocromossomos.
Por outro lado, as espécies T. flaviventris e C. delalandi apresentam cari6tipos atipicos para a
classe Aves, com um baixo numero diploide (aproximadamente 60 cromossomos). Pode-se
identificar uma inversdao paracéntrica e a fissdo do cromossomo 1 ancestral de Gallus gallus
(GGA1) como caracteristicas cromossémicas derivadas compartilhadas entre as espécies E.
spectabilis, M. pitangua e T. flaviventris. A inversdo cromossdmica mencionada foi
encontrada no cromossomo 1q ancestral (GGALlqg). Na espécie T. flaviventris foram
encontradas fusdes cromossdmicas, as quais provocaram a diminuicdo do numero dipléide
nesta espécie. Os resultados apresentados e discutidos neste trabalho mostram alguns dos
rearranjos cromossémicos ocorridos ao longo da evolugdo cariotipica dos representantes da
familia Tyrannidae. Também é discutido o estado evolutivo das espécies estudadas em relacdo
ao cariétipo ancestral das aves.

Palavras chaves: Cariotipo ancestral, numero diploide, rearranjos cromossémicos,
Macrocromossomaos, Microcromossomos.



ABSTRACT

In the bird’s class, the Tyrannidae Family is one of the most diversified and numerous in
numbers of species, however, few have been karyotyped and for this, only conventional
staining was used. Despite of few cytogenetic researches, interesting results about this family
were related in the literature, for example, the high morphology and diploid number
variability. Hence, four species of Tyrannidae: Elaenia spectabilis, Megarynchus pitangua,
Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi were studied by conventional staining and
chromosome painting with the use of whole chromosome probes derived from Gallus gallus
and Leucopternis albicollis. The species E. spectabilis, was also cytogenetically characterized
by G- and C-banding, Ag-NORs e 18S rDNA. Cytogenetic analysis in the four species studied
in this work showed a large chromosomal variability. The species E. spectabilis and M.
pitangua retained chromosomal complements similar to the putative avian ancestral
karyotype, with diploid number relatively high (approximately 80 chromosomes), many pairs
of microchromosomes and a few pairs of macrochromosomes. On the other hand, the species
T. flaviventris and C. delalandi have atypical karyotypes among birds, with a low diploid
number (approximately 60 chromosomes). We identified a paracentric inversion and fission
of ancestral chromosome 1 of Gallus gallus (GGAL) as derived chromosomal characteristics
shared between the species E. spectabilis, M. pitangua and T. flaviventris. The chromosomal
inversion mentioned was found on ancestor chromosome 1q (GGALlq). In species T.
flaviventris chromosomal fusions, which led to lower diploid number of this species, were
found. The results presented and discussed in this dissertation show some of chromosomal
rearrangements that occurred along the karyotype evolution of the representatives of the
Tyrannidae family. We discuss the evolutionary status of the species studied in relation to the
ancestral karyotype of birds.

Key words: Ancestral karyotype, diploid number, chromosomal rearrangements,
macrochromosomes, microchromosomes.
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1 Introducéo geral

Diversos trabalhos tém demonstrado a importancia da determinacdo de caracteristicas
cromossomicas como uma importante ferramenta para o entendimento dos rearranjos
cromossémicos ocorridos ao longo da evolucdo cariotipica. Sua utilizagcdo tem contribuido
para esclarecimentos acerca da diferenciagdo dos cromossomos sexuais, além da identificacdo
sexual em espécies que ndo apresentam dimorfismo (BED’HOM et al. 2003). A deteccéo de
rearranjos cromossdémicos também se torna importante em analises filogenéticas, uma vez que
representam caracteres muitas vezes exclusivos de um determinado grupo, agindo assim como
sinapomorfias em analises cladisticas (DE OLIVEIRA et al. 2006; 2013).

Entretanto, apesar da grande diversidade de espécies de aves (cerca de 10000
espécies), pouco se sabe sobre a genética e evolucdo desta classe, por exemplo, para as aves
brasileiras, menos de 14 % foram estudadas citogeneticamente (SANTOS & GUNSKI 2006).
A escassez de trabalhos citogenéticos de aves deve-se principalmente a trés motivos: 1°)
elevado numero dipléide presente nessa classe, aproximadamente 80 cromossomos; 2°)
presenca de muitos microcromossomos, citologicamente de dificil distingdo, e: 3°) dificuldade
de amostragem dos espécimes in situ.

A maioria dos cariétipos das aves € composta por aproximadamente 40 pares de
cromossomos, caracterizados por poucos pares de macrocromossomos e muitos pares de
microcromossomos (CHRISTIDIS 1990). Algumas excec¢des, com baixo nimero dipldide,
sdo encontradas principalmente em espécies da ordem Falconiformes e Charadriiformes (DE
OLIVEIRA et al. 2005; NISHIDA et al. 2008; NIE et al. 2009) e, com um alto nimero
dipldide s&o encontrados na ordem Piciformes (CASTRO et al. 2002).

Em relacdo ao sistema sexual das aves, as fémeas representam o sexo heterogamético
(ZW) e os machos representam o sexo homogamético (ZZ) (Fig. 1). Dependendo do estagio
da diferenciacdo sexual, as aves podem ser reunidas em dois grandes grupos: As Ratitas
(Struthioniformes, Rheiformes, Casuariiformes e Apterygiformes) e as Carinatas (demais
ordens existentes). As primeiras sdo consideradas como aves ancestrais, pois possuem 0s
cromossomos Z e W morfologicamente e geneticamente idénticos, exceto em uma pequena
regido ao redor do centrébmero do W (STIGLEC et al. 2007). As Carinatas, ao contrario,
geralmente apresentam diferencas significativas em morfologia e tamanho entre 0 Ze o W
(GUNSKI et al. 2000; STIGLEC et al. 2007; CORREIA et al. 2009). Enquanto existe uma

visivel diferenciagdo do cromossomo W entre as Ratitas e as Carinatas, o0 cromossomo Z
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apresenta-se conservado na classe aves, como é demonstrado no trabalho de NANDA &
SCHMID (2002). Entretanto, apesar da aparente conservagdo do cromossomo Z, este tem
sofrido muitos rearranjos intracromossomais. O cromossomo Z metacéntrico encontrado em
Gallus gallus aparece como submetacéntrico em muitas espécies da ordem Galliformes, bem
como em Anseriformes (GRIFFIN et al. 2007). Além disso, existe uma indicacdo de adicao
de heterocromatina nos bragos longos deste cromossomo em G. gallus, Coturnix chinensis,
Callipepla californica, Saltator similis, Saltator aurantiirostris (SHIBUSAWA et al. 2004;
DA PONTE et al. 2013).

. - L
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Figura 1 — Caridtipo parcial de um exemplar macho (a) e de um exemplar fémea (b) da
espécie Furnarius rufus (Furnariidae, Passeriformes) (a). Note a significativa diferenciacao

morfoldgica entre os cromossomos Z e W.
2.0 Referencial Teorico
2.1 Citogenética Classica em Aves

A citogenética classica baseia-se na utilizacdo da coloracdo convencional (Giemsa) e
na aplicacdo das técnicas de bandeamento cromossémico, principalmente a deteccdo das
regibes ricas em heterocromatina constitutiva (Banda C), localizacdo das regides
organizadoras de nucléolo (NOR) e a identificagdo das regides ricas em Adenina e Timina
(AT) e Citosina e Guanina (CG) (Banda G). A aplicacdo destas técnicas permite a
caracterizacdo mais detalhada do caridtipo, com identificacdo individual dos pares

cromossOmicos e caracteres que podem ser utilizados para a comparagdo com outras especies
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do mesmo grupo, ou até mesmo de grupos distantes filogeneticamente. Entretanto, poucas
espécies de Aves apresentam dados de bandeamentos, o que dificulta a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo cromossdmica. Mesmo com o baixo nimero de
espécies analisadas, se observou que certos grupos tém mostrado uma razoavel variacdo
cromossémica, 0 que poderia encorajar a aplicacdo de estudos citogenéticos mais
aprofundados (DE OLIVEIRA et al. 2006). Assim, a utilizacao das técnicas de bandeamento
cromossomico tem contribuido de forma significativa na deteccdo, interpretacdo e
compreensdo de rearranjos cromossémicos, auxiliando no estabelecimento das relacGes
cariotipicas entre as varias espécies em estudo, além de revelar aspectos importantes sobre
heterocromatina constitutiva e regides organizadoras de nucléolo (NORs) (CORREIA et al.
2009).

Em relacdo a heterocromatina constitutiva, esta se localiza principalmente na regido
centromérica. As regides organizadoras de nucléolos geralmente estdo presentes em apenas
um par de microcromossomos. Esta caracteristica estd presente em todas as espécies de
Paleognathae  (Struthioniformes,  Rheiformes, Casuariiformes, Apterygiformes e
Tinamiformes) estudadas até o0 momento e na maioria das espécies Neognathae (demais
ordens existentes). Entretanto, algumas espécies apresentam um nUmero maior de
cromossomos portadores das NORs, como por exemplo, em espécies da Familia Accipitridae:
Elanus caeruleus apresenta NOR em dois pares acrocéntricos e Harpia harpyja nos
cromossomos dois e oito (BED’HOM 2003; DE OLIVEIRA et al. 2005). Os padrdes de
bandeamento G tém indicado algumas homologias entre 0os macrocromossomos de espécies
pertencentes a diferentes familias e até mesmo em diferentes ordens (TAKAGI & SASAKI
1974).

2.2 Pintura Cromossdémica em Aves

Até o momento foram utilizadas sondas derivadas de trés espécies de aves: Gallus
gallus (GGA), Burhinus oedicnemus (BOE) e Leucopternis albicollis (LAL). A pintura
cromossomica com sondas de GGA tem sido utilizada com maior frequéncia, e tem
demonstrado uma elevada conservacdo dos macrocromossomos, além de revelar segmentos
homeologos entre espécies distantes filogeneticamente. Para cada espécie analisada,
encontrou-se em torno de dois rearranjos intercromossdmicos, exceto nos cariotipos mais
derivados, como por exemplo, em espécies de Falconiformes (GUTTENBACH et al. 2003;
DERJUSHEVA et al. 2004; NANDA et al. 2006). Nas espécies de Falconiformes,
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caracterizadas por apresentar poucos microcromossomos, pelo menos 19 a 22 rearranjos
intercromossdmicos tém sido descritos (DE OLIVEIRA et al. 2005; NANDA et al. 2006).

O rearranjo cromossémico mais encontrado € a fissdo do cromossomo quatro (GGA
4), o qual é encontrado desde as Paleognathae até as Neognathae (GUTTENBACH et al.
2003; NISHIDA-UMEHARA et al. 2007). Assim, parece claro que o padrdo de hibridizagao
dos cromossomos 1, 2, 3, 4q, 5, 6, 7, 8, 9, 4p e Z de G. gallus representam 0s cromossomos
ancestrais para a classe Aves (Fig. 2) (GRIFFIN et al. 2007). Portanto, a fissdo do
cromossomo 4 de G. gallus seria a condi¢do plesiomdrfica, enquanto a forma observada em
G. gallus, resultante da fusdo desses dois pares, representaria um estado apomdrfico (DE
OLIVEIRA et al. 2006).

1(1) 2(2) 3(3) 4(49)

Figura 2 — Esquema do suposto cariétipo ancestral (macrocromossomos) das aves (2n=80),

000 ¢

5(5) 6(8) 7(7) 8(8) 9(9) 10(4p) Z(2)

ortdlogo com Gallus gallus (2n=78). A Unica diferenca estd na fusdo dos cromossomos
ancestrais 4 e 10. Fonte: GRIFFIN et al. (2007).

As sondas de BOE foram descritas no trabalho de NIE et al. (2009) e hibridizadas em
cinco espécies de diferentes ordens no estudo de HANSMANN et al. (2009). Este ultimo
trabalho demonstrou que os microcromossomos ancestrais sofreram fusdes formando os
cromossomos medios em B. oedicnemus, enquanto eles foram conservados como
microcromossomos na maioria das espécies de aves Neognathae.

As sondas de LAL foram descritas pela primeira vez por DE OLIVEIRA et al. (2010),
através da pintura cromossémica reciproca entre G. gallus e L. albicollis. Neste trabalho
foram descritas varias fissdes dos macrocromossomos (Fig. 3), entretanto, fusbes entre
microcromossomos ocorreram ao longo da evolucdo cariotipica, as quais ocasionaram a

diminuicdo do numero dipldide em L. albicollis para 66 cromossomos. Recentemente, sondas
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de LAL foram hibridizadas em trés espécies de Buteoninae: Asturina nitida, Rupornis
magnirostris e Buteogallus meridionalis, o que permitiu a identificacdo da fusdo do GGA 1p
com GGA 6, que corresponde a uma sinapomorfia entre as espécies da subfamilia Buteoninae
(DE OLIVEIRA et al. 2013).
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Figura 3 — Mapa de homologia entre os macrocromossomos de Gallus gallus (2n=78) e
Leucopternis albicollis (2n=66). Fonte: DE OLIVEIRA et al., (2010).

(L

Em Passeriformes, a pintura cromossémica iniciou-se em 2003, no trabalho de
GUTTENBACH et al. (2003), em que foi realizada a hibridizagdo dos cromossomos GGA 1
ao GGA 9 em nove espécies, entre elas, Turdus merula (Turdidae). Mais tarde, Fringilla
coelebs (Fringillidae) e Turdus iliacus (Turdidae) foram hibridizadas com sondas
cromossdmicas derivadas de G. gallus por DERJUSHEVA et al. (2004). Taeniopygia guttata
(Estrildidae) foi hibridizada com sondas de G. gallus por ITOH & ARNOLD (2005). O
trabalho de pintura cromossdmica em Passeriformes mais recente foi em seis espécies de
quatro diferentes familias: Pica pica, Garrulus glandarius (Corvidae), Sitta europaea
(Sittidae), Sylvia atricapilla (Sylviidae) Parus major e Periparus ater (Paridae) (NANDA et
al. 2011). Em todos estes trabalhos, foi encontrado a fissdo do cromossomo 1 e 4 de G. gallus,
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exceto Sylvia atricapilla, a qual ndo possui a fissdo do cromossomo GGA 4. A fissdo do
cromossomo GGA 4 era esperada, Vvisto que esse resultado foi obtido para praticamente todas
as espécies de aves estudadas até o momento. Por outro lado, a fissdo do cromossomo
ancestral GGA 1 ndo era esperada. Esta caracteristica derivada parece ser compartilhada por
todos os Passeriformes. Contudo, esse rearranjo ndo funciona como uma sinapomorfia para 0s
Passeriformes, uma vez que a fissdo do cromossomo 1 de G. gallus também foi encontrada
em espécies das Ordens Strigiformes, Psittaciformes, Falconiformes e Accipitriformes
(GUTTENBACH et al. 2003; DE OLIVIEIRA et al. 2005; NANDA et al. 2006; NANDA et
al. 2007; DE OLIVIEIRA et al. 2008). Os dados encontrados com a hibridizagdo de sondas
cromossémicas derivadas de G. gallus em espécies de Passeriformes encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Dados de hibridizagdo in situ fluorescente com sondas cromossdmicas derivadas de
G. gallus em espécies da Ordem Passeriformes: Fringilla coelebs (FCO), Turdus merula
(TME), Turdus iliacus (TIL), Taeniopygia guttata (TGU), Pica pica (PPI), Garrulus
glandarius (GGL) Sitta europaea (SEU), Sylvia atricapilla (SAT) Parus major (PMA)
Periparus ater (PAT). M= Microcromossomos; T= Telocéntrico; q = Braco longo; p= Bracgo

curto.

Sondas cromossomicas derivadas de Gallus gallus hibridizadas

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FCO 3g+4 1 2 5+M 6 7 8 9 10 1M
TME 2+5 1 3 4+M 6? T T T T -

TIL 2+5 1 3 4+M 6 7 8 9 10 1M
TGU 3+4 1 2 5+M 6 7 8 9 10 -
PPI 3+4 1 2 5+M 6 9 7 8 11 10
GGL 2+4 1 3 5+M 6 8 7 9 10 1M
SAT 2+4 1 3 5 6 9 8 M 10 1M
SEU 2+5 1 3 4+M 6g+10 8 9 P 7q 6p
PMA 2+4 1 3 6+M 5 7 9 8 11 10
PAT 2+4 1 3 5+M 6 7 9 8 10 11

2.3 Espécies em estudo e caracteristicas da familia Tyrannidae (Aves, Passeriformes)

Os Tyrannideos representam a maior familia de passaros Suboscines (conhecidos por

ndo apresentar aprendizagem do canto) das Ameéricas e a maior do Brasil. Ocupam todos 0s
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tipos de ambientes, desde florestas e cerrados até ambientes abertos, lacustres e montanhosos.
Podem apresentar diferengas morfoldgicas na forma do bico, presenca de bigodes e caudas. A
dieta é baseada principalmente em insetos, mas existem espécies frutivoras e carnivoras.
Constroem ninhos elaborados ou nidificam em cavidades naturais. PGem ovos coloridos ou
brancos, pintalgados ou manchados com cores fortes como marrom, preto ou castanho
avermelhado (SIGRIST 2013).

A escolha das espécies e da familia para este estudo baseou-se na experiéncia do grupo
de citogenética da Universidade Federal do Pampa, Campus Sdo Gabriel, RS e pela leitura de
artigos cientificos da area. Sabia-se que existiam controvérsias filogenéticas na familia
Tyrannidae e que esta apresentava uma grande variabilidade numérica e morfoldgica nos
primeiros pares cromossdmicos, a qual, provavelmente, seja o reflexo da ocorréncia de
diferentes rearranjos cromossdmicos sofridos ao longo da evolucéo cariotipica (SHIELDS et
al. 1987; GUNSKI et al. 2000). Assim, escolheram-se duas espécies proximas
filogeneticamente daquela espécie descrita com um baixo numero dipldide (Platyrhynchus
mystaceus) e outras duas espécies proximas filogeneticamente de espécies caracterizadas por
apresentar caridtipos tipicos para a classe aves (Tyrannus savana, Pitangus sulphuratus)
(GUNSKI et al. 2000).

Os dados de morfologia externa e os dados de taxonomia molecular confirmam a
proximidade filogenética entre as espécies Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi
(CHAVES et al. 2008). Entretanto, dependendo do autor, estas espécies podem ser incluidas
dentro da Familia Tyrannidae (CHAVES et al. 2008; SIGRIST, 2013; SOUTH AMERICAN
CLASSIFICATION COMMITTEE, 2014) ou dentro da familia Rhynchocyclidae (CBRO,
2014). Esta discordancia filogenética reflete a falta de estudos para que se chegue a um
consenso de qual seria a familia mais apropriada para estas espécies. Por outro lado, nédo
existe controvérsia filogenética quanto a classificacdo das espécies Elaenia spectabilis e
Megarynchus pitangua. Ambas as espécies séo incluidas na familia Tyrannidae por todos 0s
autores. Neste trabalho nos adotamos a classificacdo proposta por SOUTH AMERICAN
CLASSIFICATION COMMITTEE (2014).

Os dados citogenéticos da familia Tyrannidae sdo escassos, 0s poucos trabalhos
existentes referem-se a dados de coloracdo convencional com Giemsa. Portanto, até o
momento ndo se encontram trabalhos de citogenética molecular e bandeamento
cromossdmico em espécies deste grupo, os quais se fazem necessarios para melhor entender a

evolucdo cariotipica e as relagdes filogenéticas entre as espécies de tyrannideos.
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Brasil.

3.1 Resumo

Na classe Aves, a familia Tyrannidae é uma das mais diversificadas e numerosas em termos
de espécies, entretanto, poucas possuem seus cariotipos descritos e para estas, apenas foi
utilizada a coloragdo cromossdmica convencional. Apesar da escassez de trabalhos
citogenéticos, resultados interessantes sobre esta familia foram relatados na literatura, como
por exemplo, a grande variabilidade da morfologia dos macrocromossomos e variacdo no
namero dipldide. Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever os caridtipos das espécies
Elaenia spectabilis (Guaracava-grande) e Megarynchus pitangua (Bem-te-vi-do-bico-chato)
através da utilizacdo da coloracdo convencional, bem como, identificar os rearranjos
cromossémicos ocorridos ao longo da evolugédo cariotipica através da utilizacdo da pintura
cromossdmica com sondas cromossdmicas derivadas de Gallus gallus e Leucopternis
albicollis. A espécie E. spectabilis também foi estudada através de Banda C, G, Ag-NORs e
18S rDNA. As duas espécies analisadas apresentaram diferencas nas morfologias
cromossdmicas e uma pequena variacdo no numero diploide, 2n=80 em E. spectabilis e
2n=82 em M. pitangua. A técnica de Hibridizacdo in situ por fluorescéncia demonstrou a
conservacdo de segmentos cromossomicos de G. gallus e L. albicollis nas duas espécies
analisadas neste trabalho. Entretanto, as hibridizaces de sondas derivadas de L. albicollis
também revelaram a presenca de uma inversdo no cromossomo trés na espécie E. spectabilis.
Assim, sondas derivadas de L. albicollis mostraram-se eficientes para a deteccéo de rearranjos

intracromossomais.
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Palavras chaves: Aves, bandeamento cromossémico, inversdo, FISH.

3.2 INTRODUCAO

Estudos citogenéticos tém sugerido um grau elevado de conservacdo cariotipica nas
aves, com um alto namero dipléide (entre 2n= 76 e 84), poucos pares de macrocromossomaos
e muitos pares de microcromossomos (CHRISTIDIS 1990). Estas caracteristicas contribuem
para 0 baixo interesse pelo estudo citogenético desse grupo, uma vez que O0S
microcromossomos sdo de dificil distincdo. Consequentemente, as aves representam um dos
grupos menos conhecidos citogeneticamente.

Em relacdo as caracteristicas cromossémicas, as aves podem ser agrupadas em Ratitas
ou Carinatas. O primeiro grupo inclui as aves mais basais, pois possuem 0s cromossomos Z e
W morfologicamente e geneticamente idénticos, exceto em uma pequena regido ao redor do
centrdmero do W (STIGLEC et al. 2007). As Carinatas, ao contrario, geralmente apresentam
diferencas significativas (morfologia e tamanho) entre 0 Z e 0 W (GUNSKI et al. 2000;
STIGLEC et al. 2007; CORREIA et al. 2009).

A determinacdo das caracteristicas cromossomicas representa uma importante
ferramenta para o entendimento do papel dos rearranjos cromossdmicos na evolugéo
cariotipica e na diferencia¢do dos cromossomos sexuais. A aplicacdo de técnicas de coloracao
diferencial permitem, além da deteccdo e interpretacdo de rearranjos cromossémicos, a
identificacdo de homologias e homeologias cariotipicas (DE OLIVEIRA et al. 2006).
Entretanto, o uso da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) permite, de modo
mais acurado do que a citogenética classica, a identificacdo e interpretacdo dos rearranjos
cromossdmicos e na deteccdo de grupos sinténicos conservados durante a divergéncia
cariotipica entre as espécies analisadas. Os resultados desta técnica podem ser visualizados
nos trabalhos de SHETTY et al. (1999); DE OLIVEIRA et al. (2005) sobre os mecanismos de
diversificacdo cromossdmica, GRAVES & SHETTY (2001) sobre a diferenciacdo dos
Cromossomos sexuais, € mapeamento cromossoémico no trabalho de MASABANDA et al.
(2004), entre outros.

No entanto, deve-se considerar que ha a necessidade também da caracterizacdo do
cariotipo das espécies de aves atraves de técnicas de coloragcdo convencional e de

bandeamentos cromossdmicos, pois a técnica de FISH traz resultados mais satisfatorios
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quando aplicadas em espécies com caridtipos devidamente analisados (DE OLIVEIRA et al.
2006).

Tanto a citogenética classica quanto a molecular através da técnica de FISH tem
permitido a identificacdo de sinapomorfias ou simplesiomorfias cromossdmicas. Por exemplo,
a presenca de apenas um par cromossémico portador de sequéncias 18/28S rDNA em espécies
da Familia Cathartidae (Gymnogyps californianus, Sarcoramphus papa, Cathartes aura e C.
burrovianus) é considerada um estado plesiomérfico desta familia (RAUDSEPP et al. 2002;
TAGLIARINI et al. 2009), visto que espécies pertencentes as aves Paleognathae
(Pterocnemia pennata, Dromaius novaehollandiae, Casuarius casuarius, Struthio camelus e
Rhea americana) também apresentam apenas um par correspondente ao 18S/28S rDNA
(NISHIDA-UMEHARA et al. 2007). Dessa forma, estudos evolutivos através de
caracterizacdo cromossémicos tém revelado informac6es importantes sobre o estado evolutivo
de diferentes grupos de aves.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho é contribuir para o entendimento da evolucéao
cariotipica da familia Tyrannidae. Para tanto, utilizou-se a citogenética classica e molecular

nas espécies Elaenia spectabilis e Megarynchus pitangua.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os protocolos que incluem o uso de animais foram aprovados pela Comisséo de ética
no uso de animais (CEUA-Universidade Federal do Pampa), protocolo numero 026/2012. As
amostragens foram autorizadas pelo Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade
(SISBIO), nimero 33860-3. Um exemplar macho da espécie Elaenia spectabilis foi
amostrado em areas da Universidade Federal do Pampa, Campus Sado Gabriel — Rio Grande
do Sul, Brasil e dois individuos (um macho e uma fémea) da espécie Megarynchus pitangua,
amostrados no municipio de Porto Nacional — Tocantins (Tabela 1). As amostragens foram
realizadas com redes de neblina durante o amanhecer e o entardecer, periodo de maior
atividade das aves (Fig. 1).

Tabela 1 — Informacdes sobre os espécimes e nimero de amostras usadas neste estudo.

Espécies n  Localidade/Estado 2n Coordenadas
geograéficas
E. spectabilis 19 Sio Gabriel, Rs g0 0 207 06.5678, 054

217 44.82” W
Porto Nacional, 82 22°077° 54.94” S, 88°

M. pitangua 13+19 Tocantins 10’ 050" W




25

Figura 1 — llustracdo do método de captura das aves através da utilizacdo de redes de neblina.

3.3.1 Preparagdo cromossomica

Para a obtencdo de cromossomos em metéfases, utilizaram-se dois protocolos, a
técnica de cultura de curta duracdo de medula dssea segundo GARNERO & GUNSKI (2000)
e cultura de fibroblastos segundo SASAKI et al. (1968). Na primeira técnica, a medula dssea
foi suspendida em 10 ml de solugdo de Hank’s, juntamente com 0.1 ml de colchicina 0.05%,
seguido por incubacdo a 37°C por 1 hora. Apds esse tempo, a suspensdo foi centrifugada a
800 rpm por 8 min e removeu-se 0 sobrenadante. A solugéo hipotonica (0.075 M, KCI, 10 ml)
foi adicionada e incubada novamente a 37°C por 30 minutos. Apds, a suspensdo foi
centrifugada a 800 rpm por 8 min e descartado o sobrenadante. O pellet foi fixado em metanol
e acido acético (3:1) e centrifugado novamente na mesma velocidade. O Gltimo passo foi
repetido trés vezes. Na cultura de fibroblastos, a pele foi esterilizada com etanol 70%,

cortaram-se os tecidos em pedagos pequenos e transferiu-se para um tubo de centrifuga de 15
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ml com 3 ml de colagenase tipo IV (0,5%). Apds, os tubos foram incubados a 37°C por 3
horas. A suspensdo foi ressuspendida vérias vezes para dissociar as células e adicionaram-se
10 ml de meio de cultura (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino e antibi6tico
(estreptomicina). As células foram colocadas em 5 ml de meio em garrafas de cultura e foram

mantidas a 37°C. Trocou-se 0 meio de cultura a cada dois dias.

3.3.2 Coloragédo com Giemsa, AgNORs, Bandas Ge C

Para a determinacdo do ndmero diploide, foram analisadas 30 metafases com
coloracdo de Giemsa 5%. O bandeamento C foi realizado conforme o protocolo de
LEDESMA et al. (2002), com modificacdes (ANEXO ). Para identificacdo dos cromossomos
portadores das NORs, foram utilizadas laminas envelhecidas a 60°C por 24 horas e
posteriormente foi realizada a impregnacdo com nitrato de prata segundo HOWELL &
BLACK (1980) (ANEXO II). A banda G foi realizada de acordo com SEABRIGHT (1971)
com modificaces (ANEXO I111). Os cromossomos foram classificados de acordo com o

indice centromérico proposto por GUERRA (1986).

3.3.3 Hibridizag&o in situ fluorescente

Para detectar a localizacdo de genes de RNA ribossdmico foram utilizadas sondas do
segmento 18S de Gallus gallus, a qual foi marcada com biotina. Também utilizou-se sondas
cromossomicas derivadas de G. gallus e L. albicollis. A hibridizagéo in situ e a deteccdo do
sinal foram realizadas segundo o protocolo DE OLIVEIRA et al. (2010) (ANEXO IV).

3.4 Resultados
3.4.1 Elaenia spectabilis: Descri¢do cariotipica

O numero dipl6ide observado para Elaenia spectabilis foi 2n=80. O primeiro e quarto
pares sdao de morfologia submetacéntrica, o segundo, quinto ao nono sdo acrocéntricos, o

décimo e décimo primeiro sdo metacéntricos, e 0s demais cromossomos autossémicos sdo

telocéntricos. O cromossomo sexual Z é de morfologia acrocéntrica (Fig. 2 A).
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Figura 2 — Complemento cromossdmico de um exemplar macho de Elaenia spectabilis
(2n=80), em coloracdo convencional (Giemsa) (A) e cariotipo dos dez primeiros pares

autossomicos e par sexual (ZZ) com Banda G (B).
3.4.2 Elaenia spectabilis: Bandeamento cromossdémico e rDNA

O padrdo de bandeamento G permitiu a identificacdo dos cromossomos homologos
com um grau de confiabilidade maior do que apenas com a coloragdo convencional (Fig. 2 B).
O bandeamento C revelou a presenca de heterocromatina constitutiva principalmente na
regido centromérica dos macrocromossomos (Fig. 3 A-B). As regides organizadoras de
nucléolos estdo presentes em trés microcromossomos (Fig. 3 C-D), o que corrobora com 0s
dados obtidos com a hibridizacdo in situ fluorescente, onde se observaram quatro

microcromossomos portadores das sequéncias do gene ribossomal 18S (Fig. 4).
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Figura 3 — Distribuicdo de heterocromatina constitutiva e das regides organizadoras de
nucléolos (NOR) de Elaenia spectabilis. A-B Analise sequencial, Giemsa (A) e banda C (B).
As setas indicam 0s cromossomos sexuais (ZZ). C-D Andlise sequencial, Giemsa (C) Banda
NORs (D). As setas indicam trés microcromossomos portadores das regies organizadoras de

nucléolos.
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Figura 4 — Distribuicdo cromossdémica dos sitios ribossomais 18S em metafase de um
exemplar macho de Elaenia spectabilis. Foram encontrados quatro microcromossomos

portadores das sequéncias de rDNA 18S.

3.4.3 Elaenia spectabilis: Hibridizagdo in situ fluorescente

As sondas dos cromossomos inteiros derivados de G. gallus mostraram a conservacao
dos grupos sinténicos nos cromossomos 5, 8 e 9. A sonda GGA 5 hibridizou em um par
acrocéntrico mediano e cada uma das sondas GGA 8 e GGA 9 hibridizaram em um par
acrocéntrico pequeno (Fig. 5D, Ee F).

As sondas derivadas de L. albicollis mostraram a mesma homologia encontrada entre
L. albicollis e G. gallus (DE OLIVEIRA et al. 2010) (Fig. 5 A-C), exceto as sondas LAL 7,
LAL 3 e LAL 6 (Fig. 6 A-B). A sonda LAL 7 encontra-se invertida no cromossomo 3 de E.
spectabilis. Durante esse rearranjo cromossémico, a quebra que possibilitou a inversdo
ocorreu no cromossomo LAL 6. Portanto, a sonda do cromossomo LAL 6 produziu duas
marcagdes em E. spectabilis, uma na regido terminal e outra na regido proximal do

centrdmero do cromossomo 3 dessa espécie. A sonda do cromossomo LAL 3 evidenciou a
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fissdo do cromossomo 1 ancestral das aves, uma vez que essa sonda corresponde ao

cromossomo GGA 1 e a hibridizagdo da sonda do cromossomo LAL 3 exibiu marcagdes no

cromossomo 5 e 7 de E. spectabilis (Fig. 5 A).

Figura 5 — Hibridizagdo in situ fluorescente com a utilizagdo de sondas cromossomicas
derivadas de G. gallus (GGA) e L. albicollis (LAL) em metéfases de E. spectabilis. As sondas
cromossémicas usadas estdo indicadas nos circulos na parte inferior, em verde (fluoresceina)

ou vermelho (biontin-cy3).
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Figura 6 - Hibridizagdo in situ fluorescente com a utilizagdo de sondas cromossomicas
derivadas de L. albicollis em metéfases de E. spectabilis. As sondas cromossdmicas usadas

estdo indicadas nos circulos na parte inferior, em verde (fluoresceina) ou vermelho (biontin-

cy3).
3.4.4 Megarynchus pitangua: Descricéo cariotipica
Megarynchus pitangua apresenta 2n=82, sendo o primeiro par submetacéntrico,

segundo acrocéntrico, nono metacéntrico e 0s demais Cromossomos autossomicos sao

telocéntricos. O cromossomo sexual Z é um submetacéntrico e o cromossomo W acrocéntrico
(Fig. 7).
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Figura 7 — Cariotipo parcial como coloracdo convencional (Giemsa) de um individuo macho
de Megarynchus pitangua (A) e de um individuo fémea de Megarynchus pitangua (B),
2n=82.

3.4.5 Megarynchus pitangua: Hibridizag&o in situ fluorescente
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Na espécie M. pitangua foram utilizadas as sondas cromossoémicas GGA 5, GGA 8,
LAL 4, LAL 1 e LAL 16. Cada uma das sondas hibridizou em apenas um par cromossémico,
0 que demonstra a conservacao dessas regides entre a espécie M. pitangua e G. gallus (Fig.
8). A sonda GGA 5 hibridizou no sexto par cromossémico e a sonda GGA 8 hibridizou no
cromossomo 9 de M. pitangua. A sonda LAL 4 hibridizou no brago curto do cromossomo 1,
as sondas LAL 1 e LAL 16 hibridizaram no cromossomo 4 e em um microcromossomo,
respectivamente. Apesar de ndo termos conseguido a hibridizagdo com nenhuma sonda de
LAL correspondentes ao cromossomo GGAL, foi possivel perceber que o cromossomo
ancestral GGA1 também esta fissionado em M. pitangua. Isto porque a sonda LAL 4 (que
corresponde ao cromossomo GGA 2) hibridizou no cromossomo 1 de M. pitangua. Portanto,
0 cromossomo 1 ancestral deve estar fissionado para que o cromossomo 2 ancestral tenha se

tornado o maior cromossomo do complemento em M. pitangua.

Figura 8 — Hibridizacdo in situ fluorescente com sondas cromossémicas derivadas de G.
gallus (GGA) e L. albicollis (LAL) em metafases de M. pitangua. As sondas cromossémicas

usadas estdo indicadas nos circulos na parte inferior, vermelho (biontin-cy3).

3.5 Discussao
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As espécies inseridas na ordem Passeriformes apresentam uma grande similaridade
quanto ao namero dipl6ide, onde o nimero mais encontrado aproxima-se a 80 (SANTOS &
GUNSKI 2006). O numero cromossdmico varia de 60 cromossomos em Platyrinchus
mystaceus e 84 cromossomos em Cnemotriccus fuscatus (GUNSKI et al. 2000). As duas
espécies citadas pertencem a familia Tyrannidae, a qual apresenta a maior variabilidade
cromossdmica da ordem Passeriformes. Por esse motivo, a Familia Tyrannidae vem sendo
alvo de pesquisas citogenéticas a fim de compreender os rearranjos cromossémicos que
levaram a essa grande variabilidade estrutural e numeérica dos cromossomos.

As duas espécies estudadas neste trabalho apresentam cariétipos muito similares e
tipicos para a classe Aves, com aproximadamente 80 cromossomos e caracterizados por um
grande nimero de pares de microcromossomos e poucos pares de macrocromossomos. Em
ambas as espécies, o tamanho do cromossomo sexual Z equivaleu-se entre o terceiro e quarto
pares autossomicos. Tal resultado estd de acordo com a alta conservagdo desse cromossomo
na classe Aves (NANDA & SCHMID 2002). Entretanto, observou-se variacdo morfoldgica
entre eles: acrocéntrico em E. spectabilis e submetacéntrico em M. pitangua. Esta variacdo
morfologica, provavelmente, deve-se a rearranjos intracromossomais, que sao frequentes para
0 cromossomo Z (GRIFFIN et al. 2007). O cromossomo sexual W em M. pitangua
apresentou-se pequeno, que é caracteristica das aves Carinatas (STIGLEC et al. 2007).

A heterocromatina constitutiva na espécie E. spectabilis esté localizada principalmente
na regido centromérica dos macrocromossomos e em alguns microcromossomos. Este
resultado € o mais encontrado para as aves, como pode ser visualizado no trabalho de
CORREIA et al. (2009). As regides organizadoras de nucléolos foram localizadas em trés
microcromossomos, 0 que corrobora com os dados obtidos com a hibridizacdo in situ
fluorescente, onde se evidenciou quatro microcromossomos portadores das sequéncias do
gene ribossomal 18S. O que indica a presenca de um estado derivado (apomarfico) quanto ao
18S rDNA e NOR em relagdo ao cari6tipo ancestral das aves. Esta hip6tese é baseada no fato
de que espécies como Pterocnemia pennata, Dromaius novaehollandiae, Casuarius
casuarius, Struthio camelus e Rhea americana (todas pertencentes as aves Paleognathae)
apresentam apenas um par correspondente ao 18S-28S rDNA (NISHIDA-UMEHARA et al.
2007). Em relagdo ao bandeamento NOR, espécies de Paleognathae, como Rhea americana
(GUNSKI & GIANNONI 1998), Crypturellus tataupa, Tinamus solitarius (GARNERO et al.
2006), Pterocnemia pennata e Eudromia elegans (NISHIDA-UMEHARA et al. 2007)
apresentam apenas um par de microcromossomos portadores das regides organizadoras de

nucléolos.
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Com poucas excegdes, cada sonda cromossdmica hibridizou em um Unico par
cromossémico em metafases de M. pitangua e E. spectabilis (Tabela 2). As sondas dos
cromossomos inteiros derivados de G. gallus em E. spectabilis revelaram que cada uma das
sondas GGA 5, 8 e 9 marcaram um par cromossémico, como foi encontrado em outras
espécies de Passeriformes (GUTTENBACH et al. 2003; DERJUSHEVA et al. 2004; ITOH &
ARNOLD 2005; NANDA et al. 2011), com excecdo de Sitta europaea, em que 0
cromossomo GGA 5 estéa fissionado (SEU 6qg e SEU 10) e os cromossomos GGA 8 e GGA 9
estdo fusionados (NANDA et al. 2011). As sondas cromossomicas derivadas de L. albicollis
permitiram a identificacdo da conservacdo dos cromossomos, LAL 4, LAL 13 e LAL 17 na
mesma ordem e nos mesmos cromossomos que em G. gallus (DE OLIVEIRA et al. 2010). As
sondas LAL 7 e LAL 6 permitiram a identificacdo de uma inversdo no cromossomo 3 de E.
spectabilis. A quebra cromossémica que permitiu a inversdo ocorreu no cromossomo LAL 6
(Fig 6 e 9). A hibridizacdo do cromossomo LAL 3 na espécie E. spectabilis revelou que o
cromossomo ancestral (GGA 1) esté fissionado nesta espécie, uma vez que, no ancestral essa
sonda corresponde a parte terminal do braco curto do cromossomo 1 e ao cromossomo 6, e na
espécie E. spectabilis essa sonda exibiu marcacdes na parte terminal do cromossomo 5 e no

cromossomo 7 (Fig. 6 e 9).

Tabela 2: Pintura cromossémica com a utilizagdo de sondas de G. gallus e L. albicollis em M.

pitangua e E. spectabilis.

Sondas cromossdmicas inteiras

Sondas GGA Sondas LAL
Espécies 5 8 9 4 7 6 1 16 13 17 3
E.spectabilis 6 9 10 1 3 3 4 11 2 2 57

M. pitangua 6 - - 1 - - 4 11 - - -

A fissdo do cromossomo GGA 1 parece ser uma caracteristica compartilhada por todos
os Passeriformes, uma vez que este resultado foi encontrado para as dez espécies dessa ordem
que tiveram pintura cromossémica (Turdus merula, Fringilla coelebs, Turdus iliacus,
Taeniopygia guttata, Pica pica, Garrulus glandarius, Sitta europaea, Sylvia atricapilla,
Parus major e Periparus ater) (GUTTENBACH et al. 2003, DERJUSHEVA et al. 2004,
ITOH & ARNOLD 2005; NANDA et al. 2011). A inversdo encontrada no cromossomo 3 de
E. spectabilis pode ser considerada como uma assinatura citogenética compartilhada por essa
ordem, pois também foi encontrada em Tolmomyias flaviventris (Capitulo 2), Turdus

rufiventris e Turdus albicollis (dados ndo publicados). Essa inversdo possivelmente esta
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presente nas especies de Passeriformes ja estudados, mas ndo pode ser identificada por que
naqueles trabalhos foram utilizadas apenas sondas derivadas de G. gallus.

A) LAL 3 B)

LAL 14

<« Quebra ¥ v

Quebra
LAL 18 ~
Inversao
w BB -
[ =
GGA1l Fissdo do GGA1l ESP 3 ESP 5 ESP 3 ESP 3

Figura 9 — Esquematizacdo da origem dos cromossomos 3 e 5 de E. spectabilis (ESP). O
cromossomo ancestral (GGA1) sofreu uma fisséo, dando origem aos cromossomos 3 e 5 de E.
spectabilis (A). O cromossomo 3 de E. spectabilis também sofreu uma inversdo paracéntrica
(B). A quebra que permitiu a inversao ocorreu na regiao que corresponde ao cromossomo
LAL 6. O simbolo de interrogacdo (?) significa que desconhecemos o cromossomo de L.

albicollis que corresponde ao braco curto do cromossomo 5 de E. spectabilis.

Em conclusdo, os dados obtidos demonstram a importancia da utilizacdo de sondas
derivadas de L. albicollis, bem como de outras espécies de aves, para a identificacdo de
rearranjos intracromossomais, 0s quais ndo poderiam ser encontrados apenas com a utilizacéo
de sondas derivadas de G. gallus. As analises cariotipicas através do bandeamento NOR,
rDNA e pintura cromossdmica em E. spectabilis revelaram que esta espécie possui a
expressao das NORs, a localizacdo dos sitios ribossomais, fissdo do cromossomo 1 ancestral e
inversdo no cromossomo 3 como caracteristicas derivadas do ancestral das aves. Dados de
pintura cromossdémica e mesmo da citogenética cléssica se fazem necessarios em outras
espécies de Passeriformes para verificar se essas caracteristicas sao compartilhadas por todas

as espécies dessa ordem.
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4.1 Resumo

Os Passeriformes em geral apresentam uma grande similaridade cariotipica, com
aproximadamente 80 cromossomos, sendo a maioria composta por microcromossomos. Raras
excecOes observam-se na familia Tyrannidae, na qual o nimero dipl6ide varia de 60 a 84
cromossomos. Assim, esta familia torna-se um grupo interessante em termos citogenéticos,
pois diferentes rearranjos cromossémicos ocorreram, possibilitando a grande variabilidade
cromossdmica, fenotipica e comportamental observada neste grupo. A coloracédo
convencional com Giemsa e a pintura cromossdmica foram utilizadas para identificar
segmentos homdlogos entre a espécie Tolmomyias flaviventris (Bico-chato-amarelo) e as
espécies Gallus gallus e Leucopternis albicollis. Estudou-se também a espécie Corythopis
delalandi (Estalador) através da coloracdo convencional. Os resultados nas duas espécies aqui
estudadas revelaram um namero diploide atipico para a classe aves, 2n=56 para Tolmomyias
flaviventris e 2n=60 para Corythopis delalandi. Os resultados da pintura cromossémica em
Tolmomyias flaviventris mostraram a ocorréncia de fusdes e inversdes durante a evolugdo

cariotipica desta espécie.
4.2 Introducéo
A classe Aves possui aproximadamente 10000 espécies, as quais apresentam uma grande

variabilidade morfologica, comportamental e alimenticia como resultado da especiacdo para

diferentes habitats. Entretanto, essa variabilidade ndo se estende ao nivel citogenético, onde a
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maioria das espécies apresenta um numero diploide em torno de 80 cromossomos
(CHRISTIDIS 1990). Assim, o cariétipo das aves caracteriza-se pela presenga de 7-10 pares
de macrocromossomos e um grande numero de microcromossomos de dificil distin¢do e que
representam uma caracteristica ancestral e universal de seus cariotipos (HANSMANN et al.
2009). Apesar da existéncia desse cari6tipo tipico para as aves, é possivel encontrar na
literatura espécies caracterizadas por apresentar cariétipos atipicos, seja pela presenga de um
baixo ou um alto namero diploide. A Familia Ramphastidae, por exemplo, é caracterizada
pelo alto nimero diploide (CASTRO et al. 2002). Por outro lado, as familias Accipitridae e
Falconidae sdo caracterizadas pela presenca de um baixo numero cromossdmico (DE
OLIVEIRA et al. 2005; NISHIDA et al. 2008). Em todas estas espécies com baixo nimero
dipl6ide, houve o aumento do nimero de pares de macrocromossomos, associado com a
diminuicdo do nimero de microcromossomos.

Apesar da aparente conservacdo do caridtipo das aves, com a técnica de hibridizacdo in
situ fluorescente (FISH) foi possivel identificar rearranjos cromossémicos, tais como fusdes e
fissbes de forma mais eficiente do que com a citogenética classica (bandeamentos
cromossémicos). Extensivas fusdes cromossémicas ocorridas durante a evolucdo cariotipica
foram evidenciadas no trabalho de NIE et al. (2009) em um representante da ordem
Charadriiformes, Burhinus oedicnemus, o qual apresenta 2n=42. Até o momento ndo foram
realizados experimentos de FISH em espécies com um numero diploide extremamente alto,
como em representantes da familia Ramphastidae, mas certamente as fissées cromossémicas
devem ser 0s principais rearranjos cromossdmicos em espécies com estas caracteristicas.

As espécies Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi, pertencem a familia
Tyrannidae, ordem Passeriformes. Esta ordem é caracterizada por apresentar um ndmero
diploide aproximado a 80 cromossomos (SANTOS & GUNSKI 2006). Entretanto, existe na
literatura a descri¢do cariotipica de uma espécie (Platyrinchus mystaceus) com um baixo
namero dipl6ide (2n=60) e outra (Cnemotriccus fuscatus) com um namero diploide
relativamente alto (2n=84) (GUNSKI et al. 2000). Ambas as espécies pertencem a familia
Tyrannidae, a qual apresenta uma alta diversidade cariotipica, em termos de morfologia
cromossdmica e numero dipldide, possivelmente devido a diferentes eventos ocorridos
durante a evolucédo cariotipica desta familia (GUNSKI et al. 2000).

A utilizagdo da pintura cromossdmica em espécies da ordem Passeriformes revelou a
fissdo do cromossomo GGA 1 em dez espécies: Turdus iliacus, Fringilla coelebs, Turdus
merula, Taeniopygia guttata, Pica pica, Garrulus glandarius, Sitta europaea, Sylvia
atricapilla, Parus major e Periparus ater (GUTTENBACH et al. 2003; DERJUSHEVA et al.
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2004; ITOH & ARNOLD 2005; NANDA et al. 2011), além da fissdo do cromossomo GGA 4
que ja tinha sido relatado para outras espécies de diferentes ordens.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi descrever o caridtipo de duas espécies da
Familia Tyrannidae, Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi e identificar os

rearranjos cromossdmicos sofridos durante a especiagéo.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Animais e preparag0es cromossomicas

Duas espécies pertencentes a familia Tyrannidae foram estudadas no presente estudo:
Tolmomyias flaviventris e Corythopis delalandi. Um individuo macho da espécie T.
flaviventris foi amostrado no municipio de Porto Nacional — Tocantins e um individuo fémea
da espécie C. delalandi foi amostrado no municipio de Santa Ana, Provincia de Misiones,
Argentina. A amostragem foi realizada com redes de neblina durante o amanhecer e o
entardecer, periodo de maior atividade das aves.

As metéfases foram obtidas através de cultura direta de medula dssea, de acordo com o
protocolo de GARNERO & GUNSKI (2000). O protocolo de obtengdo cromossémica inclui o
tratamento com colchicina (0,05 %), solucdo hipotdnica e fixacdo celular com metanol e acido
acetico (3: 1). Coloracdo convencional com Giemsa foi utilizada para a determinacdo do

namero dipléide e morfologia cromossémica.
4.3.2 Hibridizag&o in situ e detecgdo das sondas

Os experimentos usando sondas cromossdmicas inteiras de Leucopternis albicollis (LAL)
e Gallus gallus (GGA) em T. flaviventris foram realizados de acordo com DE OLIVEIRA et
al. (2010) (ANEXO 1V). Néo foi possivel a realizacdo de experimentos de hibridizagdo in situ
fluorescente na espécie C. delalandi, devido a insuficiéncia das preparacdes cromossémicas.

5.4 Resultados

5.4.1 Descricdo cariotipica
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Foram analisadas 20 metafases de cada exemplar para a determinacdo do numero
dipldide e das morfologias cromossdmicas. O complemento cromossémico da espécie T.
flaviventris estd composto por 56 cromossomos, sendo 0s pares primeiro, segundo, quarto,
sétimo e décimo metacéntricos, 0s pares terceiro, quinto, sexto, oitavo e nono
submetacéntricos e telocéntricos os restantes pares autossdémicos. O cromossomo sexual Z é
submetacéntrico (Fig. 1 A). A espécie C. delalandi possui 60 cromossomos, sendo o primeiro
e sexto pares metacéntricos, segundo ao quinto, sétimo e oitavo submetacéntricos, e os demais
cromossomos autossomicos séo telocéntricos. O cromossomo sexual Z é submetacéntrico e o

cromossomo sexual W é metacéntrico (Fig. 1 B).

7 .
“ 8' “ Bl H8 A (' ” ‘l .4‘ .50 i

"R A An o e . ‘ﬂ‘ o0 b a» als A
L D 7 8 9 10

7 8 9 10 11 11 zZz W

Figura 1 — Cari6tipo parcial de um individuo macho de Tolmomyias flaviventris (2n=56) (A),
e de um individuo fémea de Corythopis delalandi (2n=60) (B), atraveés de coloragdo
convencional. Note a presenca de poucos pares de microcromossomos no complemento

cromossémico das duas espécies.
5.4.2 Tolmomyias flaviventris: Hibridizacao in situ fluorescente

A sonda cromossémica inteira do cromossomo cinco (GGA 5) derivada de G. gallus
hibridizou no quinto par cromossémico de T. flaviventris, indicando a conservagdo desse
cromossomo. A sonda cromossdémica do cromossomo LAL 7 derivada de L. albicollis
hibridizou no cromossomo 1 de T. flaviventris, assim como em G. gallus, entretanto ndo na
mesma ordem, devido a ocorréncia de uma inversdo cromossomica. As sondas LAL 13, LAL

17 e LAL 1 hibridizaram no cromossomo 2 de T. flaviventris, mostrando que 0s cromossomos
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GGA3 e GGA4p estdo fusionados nesta espécie. A sonda LAL 16 hibridizou em um par
cromossomico mediano (Fig. 2).

Figura 2 — Hibridizacdo in situ fluorescente com sondas cromossdmicas derivadas de G.
gallus (GGA) e L. albicollis (LAL) em metéfases de T. flaviventris. As sondas cromossdmicas
usadas estdo indicadas nos circulos na parte inferior, em verde (fluoresceina) ou vermelho

(biontin-cy3).

5.5 Discussao

Neste trabalho sdo reportados pela primeira vez os cariétipos das espécies Tolmomyias
flaviventris e Corythopis delalandi. Nossos resultados sugerem um numero diploide igual a
56 cromossomos para T. flaviventris e 60 para C. delalandi. Os ndmeros diploides
encontrados para ambas as espécies fogem do cariotipo tipico das aves, e principalmente para
a ordem Passeriformes. Para esta ordem, o numero diploide mais encontrado aproxima-se a 80
cromossomos (SANTOS & GUNSKI 2006). Espécies com um numero diploide baixo sdo
comuns para algumas familias, como por exemplo, para os representantes da familia

Falconidae. Estudos nesta familia mostram cariotipos com numero diploide aproximado a 50
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cromossomos, como pode ser observado em Falco tinnunculus (2n= 52), Falco peregrinus
(2n=50), Falco columbarius (2n = 40) (NISHIDA et al. 2008) e em Morphnus guianensis
(2n=54) (WILLIAMS & BENIRSCKE 1976). Entretanto, para a ordem Passeriformes, séo
raros os cariotipos com essas caracteristicas, apenas Platyrinchus mystaceus (Tyrannidae) (2n
=60) possui um numero dipldide semelhante ao observado em T. flaviventris e C. delalandi
(GUNSKI et al. 2000).

As sondas cromossomicas derivadas de L. albicollis revelaram a ocorréncia de fusdes
entre macrocromossomos e de uma inversdo no cromossomo 1 de T. flaviventris (Fig. 3).
FusBes de microcromossomos em macrocromossomos e entre microcromossomos ja foram
relatadas em estudos com espécies com baixo nuimero dipldide, como por exemplo, em
Falconiformes: Falco tinnunculus, Falco peregrinus, Falco columbarius (NISHIDA et al.
2008). Em uma espécie da familia Accipitridae (Harpia harpyja, 2n=58) foram encontradas
fusBes entre microcromossomos, fusfes entre microcromossomos € macrocromossomos e
fissbes dos macrocromossomos (DE OLIVEIRA et al. 2005).

A B e
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Figura 3 — Esquematizacdo da inversdo paracéntrica no cromossomo 1 de Tolmomyias
flaviventris (TFL) (A-B) e da fusdo dos cromossomos ancestrais 3 (LAL 17 e LAL 13) e 4q
(LAL 1) de Gallus gallus (GGA) (C).

Os dados citogenéticos sugerem que T. flaviventris, C. delalandi e P. mystaceus
apresentam  caracteristicas cromossémicas semelhantes, e, portanto, possivelmente
compartilham os mesmo rearranjos cromossomicos. Esta hipotese corrobora com dados da
taxonomia molecular, na qual T. flaviventris, C. delalandi e P. mystaceus estdo proximas
filogeneticamente (CHAVES et al. 2008). Estas espécies estdo distantes filogeneticamente de

outras espécies da familia Tyrannidae, as quais sdo caracterizadas por apresentar cariotipos
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tipicos para classe aves (2n aproximado a 80), como por exemplo, Pitangus sulphuratus e
Myiarchus ferox (GUNSKI et al. 2000).

Em conclusdo, este trabalho mostra que a ordem Passeriformes, bem como a familia
Tyrannidae possui  diferencas significativas em relacdo as morfologias dos
macrocromossomos e ao numero dipléide. As fusdes cromossdmicas mostraram-se presentes
na espécie T. flaviventris e, possivelmente, devem estar presentes na espécie C. delalandi,

uma vez que ambas as espécies apresentam um reduzido ndmero cromossémico.
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6 Consideracdes finais

As analises de pintura cromossémica e citogenética classica em E. spectabilis, M.
pitangua, T. flaviventris e C. delalandi nos permitiu concluir que:

1 — E. spectabilis e M. pitangua apresentam cariotipos tipicos para as aves, com um nimero
diploide aproximado a 80 cromossomos, engquanto que T. flaviventris e C. delalandi
apresentam caridtipos atipicos para as aves, com um ndmero diploide aproximado a 60

Cromaossomos.

2 — A evolucdo cariotipica de T. flaviventris envolveu fusGes entre macrocromossomos, como
ficou evidenciado com as hibridizacgdes das sondas cromossomicas LAL 1, LAL 17 e LAL 13.
Essas hibridizacbes demonstraram que o cromossomo ancestral GGA 4q (LAL 1) encontra-se
fusionado com o cromossomo ancestral GGA 3 (LAL 17 e LAL 13), formando assim o
cromossomo TFL 2. Possivelmente fusbes semelhantes as encontradas em T. flaviventris
também estejam presentes em C. delalandi, pois ambas as espécies possuem um baixo
namero dipldide e esse tipo de rearranjo funciona como propulsor da diminuigdo do nimero

dipléide.

3 — A fissdo do cromossomo ancestral GGA 1 possivelmente representa uma caracteristica
compartilhada pela ordem Passeriformes, uma vez que as dez espécies de Passeriformes
estudadas através da pintura cromossdmica até o momento e E. spectabilis e M. pitangua

compartilham essa caracteristica.

4 — A inversdao paracéntrica encontrada nas espécies E. spectabilis e T. flaviventris
demonstram a ocorréncia de rearranjos intracromossomais na familia Tyrannidae. Essa
mesma inversao também foi encontrada em duas espécies da familia Turdidae (dados nédo
publicados). Portanto, possivelmente essa caracteristica seja compartilnada por todos os

Passeriformes.
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ANEXO |
Protocolo Banda C segundo LEDESMA et al. (2002) com modificacOes

Primeiramente, as melhores metéafases foram fotografadas em coloracdo com Giemsa.
Removeu-se o 6leo de imersdo com o auxilio de Xilol e 0 Giemsa com Fixador (3:1), e entdo,

as laminas foram submetidas ao bandeamento C:

Incubar a lamina em Hcl 0,2 N a temperatura ambiente por 15 minutos;
Lavar em agua destilada;

Mergulhar a lamina em Hidroxido de Bario (50%) a 40 °C por 17 minutos;
Mergulhar a Iamina em Hcl 0,01 N a temperatura ambiente por 2 minutos;
Lavar em agua destilada;

Incubar em 2 x SSC a 60 °C por 1 horg;

Corar com Giemsa por 9 minutos;

V V. V V V V VYV V

Analisar em microscopio optico.

Melhores resultados foram obtidos com ladminas envelhecidas por trés a sete dias a

temperatura ambiente.
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ANEXO II

Protocolo Ag-NOR segundo HOWELL & BLACK (1980) com modificagdes

Primeiramente, as melhores metafases foram fotografadas em coloracdo com Giemsa.
Posteriormente, as ldminas foram mergulhadas em Xilol para a remoc¢é&o do 6leo de imerséo e
em Fixador (3:1) para a remoc¢édo do Giemsa, e entéo, as laminas foram incubadas a 60 °C por

24 horas e submetidas ao bandeamento NOR:

Y

Pingar trés gotas de solucdo coloidal (1 grama de gelatina diluida em 50ml de H20
destilada e 25 gotas de acido férmico) sobre a lamina;

Gotejar duas gotas de Nitrato de prata (50%) em cada gota de solucéo coloidal;
Colocar uma laminula sobre a lamina;

Incubar a 1dmina em uma camera Umida a 60 °C até que atinja um tom caramelo;

Lavar em agua destilada;

vV V. V V V

Analisar em microscopio optico.
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ANEXO 111
Protocolo Banda G segundo SEABRIGHT (1971) com modificacbes

Primeiramente, as laminas foram incubadas a 40 °C por 48 horas, e entdo submetidas ao

tratamento com tripsina:

» Mergulhar a lamina em tripsina 0,25 % (0,25 g de tripsina em 50 ml de tampao fosfato
pH 6,8), a 4 °C por 5 segundos;
» Lavar a lamina em agua destilada;

Corar a lamina com Giemsa por 7 minutos;

A\

» Analisar em microscopio optico.
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ANEXO IV

Protocolo da Hibridizacéo in situ fluorescente segundo DE OLIVEIRA et al. 2010 com

modificacdes

Pingar uma gota da preparagdo cromossdmica no centro da lamina (15uL);
Pepsinizar a lamina por 3min;

Lavar em 2 x SSC por 5min;

Incubar a 65°C estufa por 1h;

Desnaturar a lamina em Formamida 70% a 73°C por 1min e 30s;

Parar a desnaturacdo com etanol 70% gelado por 4min;

vV V V V V V V

Desidratar a lamina em séries de Etandis: Etanol 70% a temperatura ambiente por
4min, Etanol 90% a temperatura ambiente por 2min e Etanol 100% a temperatura

ambiente por 4min;

A\

Secar a lamina em temperatura ambiente;

A\

Pingar sobre a ldmina 15uL de tampdo de hibridizacdo contendo a sonda previamente
desnaturada (10min a 73°C e 30 minutos na estufa a 37°C);
Colocar uma laminula sobre a lamina;

Selar a laminula na lamina com a utilizacao de cola pléstica;
Incubar na estufa a 37°C por 72h;

Retirar a laminula;

Lavar duas vezes em Formamida (50%) por 5min a 44°C;
Lavar duas vezes em 2xSSC a 44°C por 5min;

Colocar 100puL de solucdo de deteccdo em cada lamina;
Cobrir com papel para filme;

Colocar na estufa a 37°C por 30min;

Lavar duas vezes a lamina em Tween por 5min;

Pingar 10uL de DAPI sobre a lamina;

Colocar uma laminula sobre a 1amina;

Vedar a laminula com esmalte natural;

V V. V V V VYV V V V VYV V V VYV V

Observar em microscopio de fluorescéncia.

OBS: Os passos gerais utilizados para os experimentos com sondas ribossomais das

sequéncias 18S sdo muito similares aos utilizados para sondas cromossémicas. Entretanto, é
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necessario o tratamento com RNAse antes da pepsinizacdo e a incubagdo para hibridizacdo
das sondas é overnight e ndo por 72 horas.



