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Resumo:

Apesar da familia Hirudinidae ser muito diversa em espécies, pouco se sabe sobre a organizacéo gendmica de seus membros,
as andorinhas. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar o complemento cromossdmico de Pygochelidon cyanoleuca quanto
a morfologia cromossdmica e aos eventos de fissdo e fusdo no seu cariétipo, com relacéo as espécies Gallus gallus e Zenaida
auriculata. Para tanto, as andlises foram realizadas através de coloragdo convencional com Giemsa e de Hibridizagdo in situ
florescente (FISH) utilizando dois tipos de sondas de cromossomos inteiros (Gallus gallus e Zenaida auriculata). A espécie P.
cyanoleuca apresentou 76 cromossomos com morfologia diferenciada no 5°, 6° e 7° pares de cromossomos. Em relagcdo ao
resultados encontrados na pintura cromossdmica, embora a espécie P. cyanoleuca tenha demonstrado uma fisséo no primeiro
par do ancestral (GGA1), a mesma também apresenta uma fusdo de um microcromossomo no sétimo par, evidenciando um
rearranjo cromossomico extra para esta espécie.
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PINTURA CROMOSSOMICA EM Pygochelidon cyanoleuca
(AVES: PASSERIFORMES) UTILIZANDO SONDAS DE Gallus gallus
E Zenaida auriculata

1 INTRODUCAO

As aves sdo os representantes da classe Tetrapoda com o maior nimero de espécies
descritas, aproximadamente 10.600 (GILL; DONSKER, 2016). As andorinhas (Hirundinidae)
sdo bem conhecidas mundialmente, devido aos seus hébitos cosmopolitas, comportamento e
ecologia (SHELDON et al., 2005). Devido a escassez de recursos alimentares no inverno,
essas aves tendem a voar longas distancias para encontrar comida e local seguro para ficar
durante essa estagcao (SIGRIST, 2013).

Nas ultimas décadas a pintura cromossdmica comparativa vem sendo aplicada para
identificar homologias cromossdmicas entre distintas espécies (KRETSCHMER et al, 2018a).
Esta técnica demonstrou-se muito eficiente para estudos de biologia evolutiva, e de evolugao
cariotipica (FERGUSON-SMITH et al., 2005; ELLEGREN, 2010). As sondas de Gallus
gallus (GGA) e Leucopternis albicollis (LAL) sdo comumente utilizadas em anélises no
genoma das aves (GRIFFIN et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2010). A utilizacdo destas
sondas em Passeriformes revelaram uma fissdo e numerosas inversdes no primeiro par de
macrocromossomos autossomicos do ancestral sinténico (GGA1). Esta caracteristica ¢
convergente com outros resultados ja encontrados em outras espécies quando analisadas por
hibridiza¢ao in situ fluorescente (FISH) (KRETSCHMER et al., 2014, 2015; DOS SANTOS
etal., 2015, 2017, KRETSCHMER et al 2018a).

Recentemente um novo conjunto de sondas de macrocromossomos inteiros foi
desenvolvida, utilizando-se Zenaida auriculata como espécie modelo (ZAU). Esta sonda
possui um alto grau sinténico com os macrocromossomos do ancestral hipotético das aves e
de G. gallus (KRETSCHMER et al., 2018b). Apesar dos avancos nos estudos filogenéticos,
ainda existem algumas duvidas sobre as relagdes taxondmicas entre os membros da familia
Hirundinidae (SHELDON et al., 2005). Além disso, pouco se sabe sobre a organizacao
gendmica dessas aves. Andlises citogenéticas principalmente na area de gendmica tém
fornecido novas evidéncias quanto as caracteristicas dos cromossomos autossomicos, bem
como dos sexuais. Sabe-se que apesar de relativamente conservados, os cromossomos das
aves evoluem através de reararranjos cromossomicos (ELLEGRENI, 2010).

Devido a escassez de estudos citogenéticos e a fim de compreender mais sobre a
evolugdo cariotipica da espécie Pygochelidon cyanoleuca, o principal objetivo desta pesquisa
foi apresentar pela primeira vez a pintura cromossomica com sondas de Gallus gallus (GGA)
e Zenaida auriculata (ZAU) em P. cyanoleuca.

2 METODOLOGIA

Cinco espécimes de Pygochelidon cyanoleuca, trés fémeas e dois machos foram
coletados através de redes de neblina no municipio de Sdo Gabriel - Rio Grande do Sul, Brasil
(Numero de Permissdao do SISBIO: 33860-4). Os protocolos utilizados neste experimento
foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA - Universidade Federal do
Pampa, 026/2012).

As preparagdes cromossOmicas foram feitas a partir de cultura direta de medula 6ssea
de curta duragdo, de acordo com Garnero e Gunski (2000) e cultura de fibroblastos, segundo
Sasaki, Ikeuchi e Makino (1968). Para a coloragdo convencional, as ldminas foram coradas
com Giemsa 5% em tampao fosfato por 5 minutos, lavadas com agua destilada, secas ao ar e
observadas ao microscopio, onde o numero dipldide foi contado e cerca de 30 metafases de
cada exemplar foram desenhadas, e as melhores foram fotografadas e utilizadas para realizar a
biometria cromossdmica no sofiware Micromeasure € a montagem do cariotipo.
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A pintura cromossdmica foi realizada através da utilizagdo de dois conjuntos de
sondas: Zenaida auriculata (ZAU1-8 ¢ Z) ¢ Gallus gallus (GGA9-10). Para o procedimento
de Hibridizagdo Fluorescente in situ (FISH), os protocolos para hibridizacdo foram realizados
conforme descrito em De Oliveira et al. (2010) e os resultados foram examinados por
microscopia epifluorescente.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

O numero dipléide encontrado foi de 76 cromossomos para a espécie P. cyanoleuca. A
morfologia e biometria dos cromossomos estd descrita na tabela 1, enquanto que o cariotipo
parcial da espécie esta representado na figura 1.

Tabela 1- Morfologia cromossdmica de P. cyanoleuca

Cromo Braco curto Braco longo CI Morfologia
1 22 32 40,70 M
2 11 33,5 24,72 A
3 11 33 25,00 A
4 17 17 50,00 M
5 8 24 25,00 A
6 12 27 30,77 SM
7 11 16 40,74 M
8 0 18,5 0,00 T
9 0 15 0,00 T
10 7 7 50,00 M
11 0 11 0,00 T
Z 18 20 47,37 M
W 14 22 38,89 SM

Cromo= Cromossomos, CI = Indice centromérico , M = metacéntrico, SM = submetacéntrico, A = acrocéntrico,
T = telocéntrico. Fonte: do autor, 2018.

Figura 1- Caridtipo parcial de uma fémea em coloragdo convencional (Giemsa) de P.
cyanoleuca. Barra = Sum.
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Fonte: do autor, 2018.
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Figura 2 - Experimentos de FISH utilizando sondas de Z. auriculata (ZAU) hibridizadas em
metafases de P. cyanoleuca - PCY (A, B ¢ C). As sondas sdo indicadas no canto inferior
esquerdo de cada imagem, as sondas foram marcadas com biotina / Cy3 (vermelho) ou
fluoresceina (verde).

ZAU 3 ZAU 6,7 and 8
®ZAU 4 and ZAU Z ®ZAU 5

Fonte: do autor, 2018.

Figura 3 - Mapa de homologias utilizando as sondas GGA e ZAU detectadas por FISH em P.

cyanoleuca.
' og o
25 ::
' o n
e U
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Z

L N B NN OGN NON N NN

GGA1 GGA2 GGA3 GGA4 GGAS GGA6 GGA7 GGA8 GGA9 GGAZ Micro
Fonte: do autor, 2018.

Experimentos utilizando sondas GGA ¢ ZAU evidenciaram a conservagdo de alguns
grupos sinténicos em P. cyanoleuca. ZAU1 hibridizou no segundo ¢ quinto pares de
cromossomos, enquanto ZAU2 demonstrou sinais de hibridizagdo apenas no primeiro par
cromossOdmico (Figuras 2C). O mapa de homologia com G. gallus demonstrou que GGA1
(cromossomo ancestral 1) corresponde a dois pares distintos de cromossomos ¢ GGA2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9 ¢ 10 correspondem a um par cromossdmico em P. cyanoleuca (Figuras 3).
Também foi observada uma fusdo com um microcromossomo no sétimo par de cromossomos
(Figuras 2A ¢ 3).

Em geral, as caracteristicas cariotipicas observadas nas andorinhas foram compativeis
com as frequentemente encontradas em aves (NANDA et al., 2011; KRETSCHMER et al,
2014, 2015). No entanto, os cromossomos W dessa espécie diferiu do padrao geral observado,
considerando que P. cyanoleuca apresentou um cromossomo W relativamente grande quando
comparado com a maioria dos Passeriformes (BERLIN; ELLEGREN, 2004; CHEN et al,
2012; ZHANG et al, 2014).

Este estudo também utilizou sondas de Z. auriculata (ZAU), que apresentam alta
homologia com o cariétipo de G. gallus. Além disso, mostraram sinais de hibridizagdo mais
claros em espécies de ordens distintas, Columbiformes ¢ também em Passeriformes como
observado em nosso estudo, provavelmente devido a sua proximidade filogenética
(KRETSCHMER et al., 2018b).

As principais diferengas encontradas quando comparadas ao suposto caridtipo
ancestral das aves (GRIFFIN et al., 2007) ¢ a fissdo no primeiro par de cromossomos em dois

Anais do 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa ISantana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018



pares distintos de macrocromossomos e a fusdo de um microcromossomo no sétimo par. Esta
fusdo possivelmente ocorreu devido as distintas pressdoes evolutivas que ocorreram em P.
cyanoleuca que representa a espécie mais derivada entre as andorinhas (SHELDON et al.,
2005; ELLEGREN, 2010). A fissdo do cromossomo GGA1l foi observada em todos os
Passeriformes estudados por FISH at¢é o momento (GUTTENBACH et al., 2003;
DERJUSHEVA et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2015; KRETSCHMER et al., 2014, 2015,
KRETSCHMER et al, 2018a).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, através das andlises de pintura cromossomica foi possivel identificar
homologias entre G. gallus, Z. auriculata e P. cyanoleuca, fornecendo dados sobre os
mecanismos envolvidos na evolugdo cariotipica da espécie pertencente a familia
Hirundinidae, tal como a fusdo encontrada no sétimo par cromossomico.
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