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RESUMO

A Classe Aves apresenta cerca de 10000 espécies, porém esta é pouco estudada
geneticamente. A familia Picidae é popularmente conhecida como pica-paus e esta
distribuida em todos os continentes, sdo aproximadamente 180 espécies, mas
apenas 15 tém seu caribtipo descrito. Assim o presente trabalho teve como objetivo
descrever e analisar o cariétipo de duas subespécies da familia Picidae, Colaptes
campestris campestroides e Colaptes melanochloros melanolaimus. Os exemplares
foram coletados com redes de neblina, na provincia de Misiones (Municipio de Sta.
Ana e Candelaria), Argentina e no Rio Grande do Sul (Sdo Gabriel e Dom Pedrito),
Brasil. Se estudaram 3 exemplares de C. campestris campestroides (1 machos e 2
fémea), e 5 exemplares fémeas de C. melanochloros melanolaimus. As metafases
foram obtidas através da cultura direta de medula dssea e cultura de fibroblastos.
Através da técnica convencional de coloracdo por Giemsa verificou-se um namero
diploide de 84 cromossomos para ambas subespécies sendo a maioria
microcromossomos. A heterocromatina constitutiva, identificada com DAPI, mostrou-
se presente na regido centromérica da maioria dos cromossomos inclusive o
cromossomo Z. O cromossomo W apresentou-se totalmente heterocromatico nas
duas subespécies. A regido organizadora de nucléolo (NOR) foi evidenciada na
regido telomérica de um par cromossdmico, coincidente com uma constricdo
secundéaria. Os dados aqui obtidos, homologia no numero e morfologia

cromossOmica, reforcam o carater conservativo desta familia.

Palavras chave: Cromossomos. Citogenética. Pica-paus. Banda C. NOR.



ABSTRACT

The Class Aves has about 10,000 species, but this is little studied genetically. The
Picidae family is popularly known as woodpeckers and is spread across all
continents, are about 180 species, but only 15 have described their karyotype. Thus
the present study aimed to describe and analyze the karyotypes of two subspecies of
the Picidae family, Colaptes campestris campestroides and Colaptes melanochloros
melanolaimus. Specimens were collected in the nets, in the province of Misiones
(Municipality of Sta. Ana and Candelaria), Argentina and Rio Grande do Sul (Sao
Gabriel and Dom Pedrito), Brazil. Was studied three specimens of C. campestris
campestroides (1 males and 2 female), and 5 female specimens of C. melanochloros
melanolaimus. The metaphases were obtained by direct culture of bone marrow and
fibroblast culture. Through conventional Giemsa staining technique verified diploid
number of chromosomes 84 for both subspecies and most microchromosomes. The
constitutive heterochromatin, identified with DAPI, proved this at the centromeric
regions of most chromosomes including the Z chromosome The W chromosome
showed up totally heterochromatic in the two subspecies. Nucleolus organizer
regions (NOR) was found in the telomeric region of a chromosome pair, coincident
with a secondary constriction. The information contained here in, homology in the
number and chromosome morphology, reinforce the conservative character of this

family.

Keywords: Chromosomes. Cytogenetics. Woodpeckers. Band C. NOR.
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1 INTRODUCAO GERAL

A definicdo de citogenética de acordo com Guerra (1988) é “todo e qualquer
estudo relativo ao cromossomo isolado ou em conjunto condensado ou distendido,
tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizacao, funcao, replicacdo e quanto
a sua variacdo e evolucdo”. A citogenética classica, coloracdo convencional
(Giemsa) e bandeamentos cromossOmicos, permitem a caracterizacdo dos
cromossomos e pode ser utilizada para a comparacéo tanto entre espécies proximas
filogeneticamente, quanto em espécies distantes filogeneticamente. A citogenética
classica fornece dados importantes sobre a evolucdo cromossdmica das espécies,
evidenciando as sinapomorfias utilizadas para a classificacdo (BED’HOM et al.
2003).

Entretanto em aves, apesar da sua grande diversidade estes estudos sao
minoria, no Brasil (1800 espécies) apenas 14% foram estudadas do ponto de vista
citogenético e menos ainda apresentam dados de bandeamento cromoss6micos
(SANTOS & GUNSKI, 2006). Isso, provavelmente, deve-se a trés motivos: a)
apresenta, na maioria dos casos, um alto numero dipléide, acima de 80
cromossomos; b) presenca muitos microcromossomos, o0 que dificulta sua
mensuracao e manipulacéo, e c) dificuldade de amostragem de espécimes in situ.

As aves apresentam o cariotipo compostos por aproximadamente 40 pares de
cromossomos, caracterizados por poucos pares de macrocromossomos € muitos
pares de microcromossomos (CHRISTIDIS, 1990). Algumas excec¢Oes, com baixo
namero dipléide, sdo encontradas principalmente em espécies da ordem
Falconiformes e foi encontrado em uma espécie da ordem Charadriiformes (DE
OLIVEIRA et al. 2005; NISHIDA et al. 2008; NIE et al. 2009). Por outro lado,
cariétipos com um alto numero dipldide sdo encontrados na ordem Piciformes
(CASTRO et al. 2002).

Em relagdo ao sistema sexual das aves, as fémeas representam 0 Sexo
heterogamético (ZW) e os machos representam o sexo homogamético (ZZ). O
cromossomo W é bastante varidvel em tamanho e morfologia entre espécies de
diferentes familias. Entretanto o cromossomo Z é conservado em tamanho, mas a

morfologia deste cromossomo € variavel, devido a rearranjos intracromossomais que
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sdao comuns para este cromossomo (NANDA & SCHMID, 2002). As aves,
Paleornithes (ratitas), consideradas ancestrais que possuem 0S Cromossomos
sexuais Z e W idénticos morfologicamente e apresentam uma porcao proxima ao
centrobmero diferente geneticamente (STIGLEC et al., 2007). As Neornithes
(carinatas) apresentam, geralmente, diferencas significativas de tamanho e
morfologia entre os cromossomos sexuais (GUNSKI et al.,, 2000; STIGLEC et al.,
2007; CORREIA et al., 2009).

1.1 Caracteristicas da familia Picidae (Aves, Piciformes)

A familia Picidae, popularmente conhecida como Pica-pau, faz parte da
ordem Piciformes. Sdo amplamente conhecidos pela sua extraordinaria capacidade
de perfurar varios tipos de madeira. Sua alimentacdo é baseada principalmente em
larvas de insetos, mas também alimentam-se de frutas (WINKLER et al., 1995).
Vivem em bosques onde fazem seus ninhos abrindo uma cavidade nos troncos das
arvores. Os ninhos sdo escavados em troncos de arvores 0 mais alto possivel para
protecdo contra predadores. Os ovos, de 4 a 5, sdo chocados pela fémea e também
pelo macho durante 20 dias.

Colaptes campestris medem, em torno de, 32 cm, possui os lados da cabeca
e do pescoco amarelos, assim como o peito, 0 alto da cabeca e a nuca sao negros
(DEVELEY & ENDRIGO, 2004) (Fig.1A). Colaptes melanochloros medem, cerca de,
28 cm. Sua plumagem tem tom esverdeado, Na cabega, possuem divisdo entre
vermelho e preto, Unica entre 0s pica-paus, destaca a grande area branca da regidao
dos olhos (DEVELEY & ENDRIGO, 2004) (Fig. 1B).

Os pica-paus possuem inumeras sinapomorfias e morfologias definidas que o
torna um clado de fécil identificacdo, porém sua classificacdo esta baseada em
caracteristicas de anatomia geral e técnicas de caca semelhantes, pelas
caracteristicas de plumagem e distribuicdo geografica. Notadamente, no entanto, as
relacdes filogenéticas entre as espécies e géneros de pica-paus ainda ndo foram
claramente estabelecidas (WEBB & MOORE, 2005).

Os dados citogenéticos em Picidae sdo escassos, apenas 15 espécies
possuem descrigdo cariotipica (Tab. 1). Por tanto, até 0 momento ndo se encontram

trabalhos com bandeamento cromossémico em espécies deste grupo, 0s quais sao
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necessarios para melhor compreensdo da evolucdo cariotipica e as relagbes

filogenéticas entre as espécies de pica-paus.

A B 1\ B

1
.]_ v
7

e A TERRT
Figura 1 - llustracdo dos animais utilizados no presente estudo Colaptes campestris
(A) e C. melanochloros (B).

Fonte: adaptado Wikiaves.
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2 CAPITULO 1 - DESCRICAO CARIOTIPICA DE DUAS SUBESPECIES DO
GENERO COLAPTES, FAMILIA PICIDAE (AVES, PICIFORMES)

Artigo para submissao na revista Comparative Cytogenetics
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Descricéo cariotipica de duas subespécies do género Colaptes, familia Picidae
(Aves, Piciformes)

Thays Duarte de Oliveira®, Tiago Marafiga Degrandi*, Ricardo José Gunski®, Analia
del Valle Garnero*

'Universidade Federal do Pampa Campus S&o Gabriel (UNIPAMPA), Sdo Gabriel,
Rio Grande do Sul, Brasil.

2.1 Resumo

Os pica-paus representam cerca de 180 espécies divididas em 24 géneros. Colaptes
€ um género tipico das Américas, € composto por nove espécies, sendo que apenas
trés tem distribuicdo no Brasil. Estudos citogenéticos de aves e principalmente da
familia Picidae, ainda sdo escassos. Assim o0 presente trabalho teve como objetivo
analisar e comparar o cariétipo de duas subespécies da familia Picidae, Colaptes
campestris campestroides e C. melanochloros melanolaimus. Foram coletados com
redes de neblina 3 exemplares de C. campestris campestroides (1 machos e 2
fémea), e 5 exemplares fémeas de C. melanochloros melanolaimus, na provincia de
Misiones, Argentina e no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As metafases foram
obtidas através da cultura direta de medula 6ssea e cultura de fibroblastos. Através
da técnica convencional de coloracdo por Giemsa verificou-se um numero dipléide
de 84 cromossomos para ambas subespécies, o cariétipo estd composto por cerca
de 14 pares de macrocromossomos, 0 primeiro par metacéntrico, o segundo, terceiro
e 0 quinto sdo submetacéntricos, 0 quarto, sexto ao décimo acrocéntricos, 0s
demais cromossomos autossémicos séo telocéntricos incluindo os cromossomos
sexuais Z e W, e cerca de 28 pares de microcromossomos telocéntricos. Entre os
cromossomos sexuais foram observados diferencas em tamanho, sendo o
cromossomo Z o0 maior acrocéntrico do complemento e o cromossomo W
identificado como acrocéntrico com tamanho entre o 6° e 7° par para ambas as

subespécies. A heterocromatina constitutiva, identificada com DAPI (4',6-Diamidino-
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2-Phenylindole, Dihydrochloride), mostrou-se presente na regido centromérica da
maioria dos cromossomos inclusive o Z. O cromossomo W apresentou-se totalmente
heterocromatico nas duas subespécies. A regido organizadora de nucléolo foi
evidenciada na regido telomérica de um par cromossémico, identificado como um
cromossomo telocéntrico correspondendo ao 13° par no cari6tipo, caracteristico por
apresentar uma constricdo secundaria. Os resultados demonstram que em ambas
as subespécies a evolucdo cromossémica parece estar relacionada a eventos raros
e de pouca complexidade, confirmando sua aparente estabilidade cariotipica nesse

grupo postulada em estudos convencionais.

Palavras chaves: Cromossomo. Bandeamento cromossdmico. Pica-pau.
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2.2 Introducéao

A classe Aves inclui aproximadamente 9600 espécies e € reconhecida como o
segundo grupo de vertebrados superiores com maior diversidade de espécies (NIE
et al.,, 2009). Apesar das relacdes filogenéticas das Aves serem bem estudadas,
pouco se sabe sobre o genoma e o complemento cromossémico das espécies desta
classe (SANTOS & GUNSKI, 2006).

O caridtipo das Aves caracteriza-se pelo alto numero diploide
(aproximadamente 80 cromossomos), sendo cerca de 10 pares de
macrocromossomos e um elevado numero de microcromossomos. (CHRISTIDIS,
1990). Porém encontra-se cariétipos atipicos tanto com alto, como com baixo
namero dipléide. Entre essas exceg¢fes, encontra-se espécies da Ordem Piciformes
gue apresentam um alto numero diploides (CASTRO et al. 2002), e com baixo
namero dipléide encontram-se espécies da Ordem Falconiformes e Charadriiformes
(DE OLIVEIRA et al., 2005; NISHIDA et al., 2008; NIE et al.,2009)

Colaptes campestris campestroides e Colaptes melanochloros melanolaimus
pertencem a familia Picidae. Desta familia apenas 15 espécies possuem descricao
cariotipica, sendo que nenhuma delas tem distribuicdo no Brasil. Entre essas
espécies, verifica-se variabilidade no numero dipléide entre 2n=84 cromossomos
para Picoides mahrattensis a 2n=108 para Dendrocopos minor e Dendrocopos
major, assim como a variacdes morfologicas e de tamanho tanto nos autossomos
guanto nos cromossomos sexuais (KAUL & ANSARI, 1978; SHIELDS et al., 1982).

O estudo citogenético auxilia no estabelecimento das relacbes cariotipicas
entre as varias espécies em estudo, revela informacBes sobre a evolucao
cromossémica das espécies, auxiliando nas relagfes filogenéticas destas espécies.
Com este intuito e também para contribuir com estudos citogenéticos de espécies da
familia Picidae, este trabalho teve como objetivo descrever e analisar o cariétipo de
duas subespécies do género Colaptes, C. campestris campestroides e C.

melanochloros melanolaimus.
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2.3 Material e métodos

2.3.1 Coleta das amostras

Para a captura dos animais foram utilizadas redes ornitoldgicas tipo mist net
abertas ao amanhecer até o cair da noite, correspondendo ao horario de maior
atividade das aves. Foram estudadas trés exemplares (1 macho e 2 fémeas) de C.
campestris campestroides, e cinco exemplares fémeas de C. melanochloros
melanolaimus, na provincia de Misiones, Argentina e no Estado do Rio Grande do
Sul, Brasil (Tab. 1). As coletas no Brasil foram realizadas conforme licenga do
SISBIO sob numero de registro 33860-1, codigo 18127894 data 08/06/2012.

Tabela 2 — Exemplares analisados por espécies, sexo, local de coleta e nimero de

adesao.
Espécimes Local Sexo N° de

M F adesao
C. campestris campestroides Dom Pedrito X DP131
C. campestris campestroides Sta. Ana e Candelaria X 11.621
C. campestris campestroides Sta. Ana e Candelaria x 11.625
C. melanochloros melanolaimus Dom Pedrito X DP114
C. melanochloros melanolaimus Dom Pedrito X DP155
C. melanochloros melanolaimus Dom Pedrito X DP156
C. melanochloros melanolaimus Séao Gabriel X SG126
C. melanochloros melanolaimus Séao Gabriel X SG128

2.3.2 Obtencédo de metéfases

As preparacgfes cromossémicas foram realizadas de duas formas. Técnica de
cultura de medula 6ssea de curta duracdo segundo Garnero & Gunski (2000), onde
a medula 6ssea foi desagregar em 10 ml de solugéo de Hank’s, juntamente com 0.1
mL de colchicina 0.05% e incubada a 37°C por 1 hora. E cultura de fibroblastos de
acordo com Itoh & Arnold (2005), em que a pele é esterilizada com etanol 70%,
tratada com colagenase 0,5% e mantidas em meio (MEM) suplementado com 36.7

mmol/L glucose, 10% soro fetal bovino, 2% soro fetal de galinha, e antibioticos (100
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U/mL penicilina, 100 mg/mL estreptomicina) em garrafas de cultura com 10cm de
didmetro a 37°C, mudando o meio de cultura a cada dois dias. Independentemente
da metodologia utilizada a amostra foi lavada e fixada com metanol e acido acético
(3:1).

2.3.3 Analises cromossdmicas

2.3.3.1 Determinacdo do numero dipléide

Para determinacdo do numero diploide, foram produzidas laminas com
coloracdo convencional Giemsa. De cada exemplar foram observadas
aproximadamente 40 metéfases, para contagem e analises morfoldgicas de cada
par cromossdémico. Estas foram fotografadas para montagem do cari6tipo de acordo
com Guerra & Souza (2002). O caritdtipo foi montado utilizando ferramentas do
software Corel X6 e para a biometria dos cromossomos foi utilizado o software
Micromeansure 3.3, para mensuracdo do tamanho dos bracos longos e curtos e

determinacao do indice centromérico e morfologia dos macrocromossomos.

2.3.3.2 Bandeamento C

Para a identificacdo das regides ricas em heterocromatina constitutiva as
laminas foram envelhecidas por 48 horas a 65 °C e o bandeamento C foi obtido
utilizando a desnaturacédo na presenca de formamida e contra corado com DAPI de
acordo com Fernandez et al. (2002) (ANEXO I).

2.3.3.3 Bandeamento NOR

Os cromossomos portadores das regibes organizadoras do nucléolo foram

identificados de acordo com os procedimentos de Howell & Black (1980)(ANEXO l1),
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com a técnica de impregnacdo com nitrato de prata. Para isso, laminas foram

preparadas e analisadas em coloragédo sequencial, Giemsa-bandeamento NOR.

2.4 Resultados

2.4.1 Descrigdo cariotipica

O numero dipléide observado para C. campestris campestroides e para C.
melanochloros melanolaimus foi 2n = 84 cromossomos. Sendo o primeiro par
metacéntrico, o segundo, terceiro e 0 quinto sdo submetacéntricos, o quarto, sexto
ao décimo acrocéntricos, os demais cromossomos autossémicos sdo telocéntricos
(Tab. 3). Os cromossomos sexuais Z e W possuem morfologia acrocéntrica, mas
com diferengas significativas de tamanho. O cromossomo Z, em ambas subespécies
€ 0 maior do complemento cariotipico e o W de tamanho intermediario entre o sexto

e o sétimo par (Fig. 1 A-B).

2.4.2 Bandeamento C

Com a realizagdo do bandeamento cromossémico C, foram observadas
marcacbes de  heterocromatina  constitutiva  centromérica  para  0S
macrocromossomos e em alguns microcromossomos. Para o cromossomo Z, maior
do complemento, foi observado marcacao na regido centromérica. O cromossomo W
foi observado completamente heterocromatico em ambas as subespécies (Fig. 2 A-
B).

2.4.3 Bandeamento NOR

Com o bandeamento NOR foi observado em ambas subespécies apenas um

par cromossémico portador das sequéncias ribossomais organizadoras do nucléolo,
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localizado em um par de cromossomos telocéntricos caracteristicos por

apresentarem uma constricdo secundaria (Fig. 3 A-B).

Tabela 3- Biometria dos macrocromossomos € cromossomos sexuais de C.
campestris campestroides e C. melanochloros melanolaimus.

C. campestris campestroides C. melanochloros melanolaimus

Cromossomo _ Braco longo Braco curto _indice centromérico Morfologia Braco longo Brago curto _indice centromérico Morfologia

1 1,77 1,25 0,42 M 1,72 1,18 0,41 M

2 1,59 0,96 0,38 SM 162 0,97 0,37 SM
3 1,60 0,53 0,25 SM 1,70 0,73 0,30 SM
4 1,79 0,15 0,08 1,71 0,17 0,09
5 1,14 0,55 0,33 1,13 0,75 0,40
6 1,47 0,15 0,09 161 0,14 0,08
7 1,26 0,17 0,12 1,38 0,14 0,09
8 1,37 0,09 0,06 1,47 0,10 0,06
9 1,09 0,10 0,08 1,17 0,10 0,08

10 1,15 0,13 0,10
11 1,30 0,00 0,00
12 1,10 0,00 0,00
13 1,15 0,00 0,00
Z 2,43 0,59 0,20 2,45 0,69 0,22
W 1,43 0,21 0,13 1,33 0,17 0,11
M = metacéntrico, SM = submetacéntrico, A = acrocéntrico, T = telocéntrico

126 0,10 0,07
1,34 0,00 0,00
1,16 0,00 0,00
0,83 0,00 0,00

>>4—44>>>>>2>
>>4—44>>>>>2 >
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Figura 2 — Metafase e caribtipo parcial de individuos fémeas de C. campestris

campestroides (2n=84) (A) e de C. melanochloros malanolaimus (2n=84)(B), com
coloracdo convencional (Giemsa).
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Figura 3 - Bandeamento C de um individuo fémea de C. campestris campestroides
(A -A") e de um individuo fémea de C. melanochloros melanolaimus (B -B'). As setas
indicam os cromossomos sexuais Z e W.
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Figura 4 - Andlise sequencial Giemsa e banda NOR de um individuo fémea de C.
campestris campestroides (A-A’, respectivamente) e de um individuo fémea de C.
melanochloros melanolaimus (B-B', respectivamente). As setas indicam o par
cromossOmico portador da regido organizadora de nucléolo (NOR).
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2.5 Discussao

Este trabalho apresenta pela primeira vez os cariétipos das subespécies de C.
campestris campestroides e C. melanochloros melanolaimus. As duas espécies séo
fenotipicamente diferentes, apesar disso, os resultados sugerem que o numero
diploide e a morfologia dos cromossomos de ambas sao idénticos. O mesmo
acontece em Procellariformes, onde as duas espécies, Macronectes giganteus e
Daption capense, que possuem grandes diferencas fenotipicas e compartem o
mesmo numero cromossémico e alta homologia cromossémica (GARNERO et al.,
2013).

As duas subespécies apresentam um grande numero de microcromossomos
e poucos pares de macrocromossomos. Em ambas as subespécies o cromossomo
sexual Z, apresentou-se como o maior do complemento cromossdémico, este
resultado corrobora os resultados apresentados em outras espécies da ordem
Piciformes (HAMMAR, 1970; KAUL & ANSARI, 1978; XIAO-ZHUANG & QING-WEI,
1989; SHIELDS et al., 1982; CASTRO et al., 2002; GOLDSCHMIT et al., 2006).

Embora o tamanho do cromossomo Z seja geralmente uniforme a posicao do
centrébmero ndo é, contudo as espécies aqui descritas apresentam a mesma posicao
do centrdbmero. Diferente do que é encontrado em outras espécies do mesmo
género como Picoides villosus e P. pubescens, como em Dendrocopos minor e D.
major, o cromossomo Z tem diferentes morfologias. Contudo ndo condiz com a alta
conservacdo desse cromossomo ha classe Aves, apresentando tamanho
equivalente ao 4° e 5° par autossdémico (NANDA & SCHMID, 2002).

O cromossomo W foi identificado como acrocéntrico com tamanho
intermediario entre o 6° e 7° par para ambas as subespécies, na familia Picidae foi
relatado em outras espécies (D. minor C. auratus e P. villosus,P. pubescens) o

cromossomo W mostrando amplamente notavel (SHIELDS et al., 1982).

A heterocromatina constitutiva tanto em C. campestris campestroides quanto
em C. melanochloros melanolaimus esta localizada principalmente na regiédo
centromérica dos macrocromossomos e em alguns microcromossomos. Este tipo de

padrao heterocromatico € possivel encontrar em todos os grupos de aves, desde as
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Rheiformes, Rhea americana (GUNSKI & GIANNONI) até os Passeriformes, Turdus
rufiventris e Turdus albicollis (KRETSCHMER et al. 2014). Ainda assim existem
excecbes como em Pheucticus aureoventris que foi observado marcacoes
pericentromérica e intersticial (LEDESMA et al. 2006) e Ramphocelu scarbo

marcacdes na regido pericentromérica (CORREIA et al. 2009).

Em ambas as subespécies aqui estudadas as regides organizadoras de
nucléolo localizaram-se em um par de microcromossomos, que apresentam uma
constricdo secundéria abaixo do centrémero como demonstrado pela analise
sequencial Giemsa- NOR. O mesmo padrdao € similar ao apresentado por outras
espécies de Paleornithes, como Rhea americana (GUNSKI & GIANNONI, 1998),
Crypturellus tataupa, Tinamus solitarius (GARNERO et al., 2006), Pterocnemia
pennatae, Eudromia elegans (NISHIDA-UMEHARA et al.,, 2007) e na maioria das

espécies Neornithes.

Em conclusédo, os resultados mostram similaridade no namero dipléide e na
morfologia cromossémica entre as duas subespécies da familia Picidae. Os dados
aqui apresentados representam um passo inicial para o entendimento da evolucao
cariotipica da familia Picidae. Por tanto, novos aportes para essa familia serdo
necessarias para um correto entendimento das diferentes estratégias evolutivas,
tanto utilizando citogenética classica em outras espécies desta familia, quanto
abordagem de citogenética molecular, para identificacdo dos rearranjos

cromossOmicos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A analise de citogenética classica em C. campestris campestroides e C.
melanochloros melanolaimus permitiu concluir que ambas apresentam um cariétipo
tipico de aves, alto numero dipléide, com alto nUmero de microcromossomos e baixo

namero de macrocromossomos.

O cromossomo sexual Z € o maior do complemento, comum entre oS
membros da Ordem Piciformes. E o cromossomo W € maior do que o encontrado
em outras aves, possivelmente este fato deve-se a fusdo de regides
heterocromaticas obtidos de partes de outros cromossomos ou de pequenos

cromossomos heterocromaticos.

O décimo terceiro par cromossdmico que possui uma constricdo secundaria

esta associada a regido organizadora de nucléolo.
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ANEXO |
Protocolo banda C segundo Fernand ez et al. (2002)

Preparar jarras de coplin com 2x SSC, etanol 70%, 90%, 100% todos a

temperatura ambiente

Submergir a lamina em 2xSSC por 2 minutos
Logo por etanol 70% por 2 minutos

Etanol 90% e 100% por 2 minutos cada
Secar

Preparar Formamida 70% e esquentar a 74°C, medir a temperatura

dentro da jarra, deve estar a 74°C
Por a lamina na formamida por 4 minutos

Desidratas com séries de etanol 70% a — 20°C e 90% e 100% a

temperatura ambiente por 1 minuto
Corar com DAPI (20 microlitros de DAPI na laminula)

Analisar em microscopio de fluorescéncia.
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ANEXO Il
Protocolo Ag-NOR segundo Howell & Black (1980) com modificacdes

Primeiramente, as melhores metéfases foram fotografadas em coloragdo com
Giemsa. Posteriormente, as laminas foram mergulhadas em Xilol para a remoc¢éoo
do 6leo de imer &0 e em Fixador(3:1) para a remocdo do Giemsa, e entdo, as

laminas foram incubadas a 60°C por 24 horas e submetidas ao bandeamento
NOR:

e Pingar trés gotas de solucéo coloidal (1grama de gelatina incolor
diluida em 50 mL de agua destilada e 25 gotas de acido férmico)

sobre a lamina;

e Gotejar duas gotas de Nitrato de Prata (50%) em cada gota de

solucéo coloidal;
e Cobrir alamina com uma laminula;

e Incubar a lamina em camera Umida a 60°C até que atinja um tom

caramelo;
e Lavar em agua destilada;

e Analisar em microscopio 6tico.



