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Resumo:

Como observado em muitos grupos de aves, existe uma falta de informacdo sobre a organizagdo cariotipica, bem como a
distribuicio de sequéncias repetitivas em espécies pertencentes a familia Hirundinidae. Assim, o objetivo deste estudo foi
analisar a distribui¢do de sequéncias microssatélites em espécies de andorinhas - Progne tapera e Progne chalybea. As andlises
foram realizadas utilizando coloracdo de Giemsa e Hibridizago in situ Fluorescente (onze sequéncias de microssatélites).
Ambas espécies apresentaram 76 cromossomos € 0 mesmo padrdo morfologico. A distribuicdo das sequéncias de
microssatélites foi semelhante nas duas espécies de Progne. Sequéncias repetitivas de DNA foram encontradas nas regides
telroméricas, pericentroméricas, teloméricas dos macrocromossomos e um bloco intersticial no cromossomo W. A maioria
dos microcromossomos apresentou principalmente sinais teloméricos. O cromossomo Z apresentou apenas um sina de
hibridizacdo em P. tapera e nenhum e P. chalybea. Em contraste, o cromossomo W exibiu a acumulacdo de distintas
sequéncias de microssatélites em ambas espécies. O cromossomo W das andorinhas € maior quando comparado a maioria dos
Passeriformes. Quantidades tdo0 elevadas de sequéncias repetitivas podem explicar o aumento do tamanho do cromossomo
observado. Em suma, esses dados indicam o papel significativo que sequéncias de microssatélites podem desempenhar na
diferenciac8o de cromossomos sexuais.
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DISTRIBUICAO DE MICROSSATELITES NO GENOMA DE DUAS ESPECIES DE
ANDORINHAS (AVES: PASSERIFORMES)

1 INTRODUCAO

Hirundinidae (Aves: Passeriformes), comumente conhecida como a familia das
andorinhas, possui um grande nimero de espécies (DICKINSON, 2003; SHELDON et al.,
2005). Dividida em dois clados: Pseudochelidoninae e Hirundininae, compreende 84 espécies,
onde 19 delas sdo encontradas nas Américas Central e do Sul (TURNER; ROSE, 1989;
SHELDON et al., 2005).

Apesar dos recentes avangos nos estudos filogenéticos, ainda existem duvidas sobre as
relacdes taxondmicas entre os membros da familia Hirundinidae e pouco se sabe sobre sua
organizacdo genomica (SHELDON et al., 2005). Estudos citogenéticos nesta familia sdo
muito limitados, apenas 10% das espécies de andorinhas tiveram seu caritipo e nimero
diploide descrito (HOOPER; PRICE, 2017).

Em geral, os caridtipos das aves possuem um alto numero dipldéide (2n),
aproximadamente 80 cromossomos, composto por varios pares de microcromossomos e
poucos de macrocromossomos (TEGELSTROM; RYTTMAN, 1981). No entanto, esses
nimeros podem variar de 2n=40 para Falco columbarius a 2n=136-142 para Corythaixoides
concolor (NISHIDA et al., 2008). Deste modo, podemos observar através da citogenética de
aves como o material genético pode ser versatil e dindmico.

As aves possuem um sistema sexual ZZ/ZW, no qual a fémea ¢ heterogamética. O
cromossomo Z ¢ relativamente conservado, possuindo um tamanho maior que o cromossomo
W (SCHARTL; SCHMID, 2016), o qual pode apresentar grande varia¢do, ¢ geralmente
pequeno e heterocromatico, como observado na maioria dos Passeriformes (BARBOSA et al.,
2013; DOS SANTOS et al., 2015).

O genoma das aves ¢ pequeno e com pouca quantidade de DNA repetitivo (KASAI;
O’BRIEN; FERGUSON-SMITH, 2012; ZHANG et al.,, 2014). Recentemente, estudos
utilizando sondas microssatélites em algumas espécies das familias Columbidae, Picidae e
Psittacidae mostraram a importancia desses elementos na organizacdo do genoma, bem como
na diferenciacao dos cromossomos sexuais (FURO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017;
KRETSCHMER et al., 2018).

Desta forma devido a escassez de estudos citogenéticos na familia Hirundinidae, esta
pesquisa objetivou analisar a organizacdo do genoma e a distribuicdo de 11 sequéncias de
DNA repetitivo em duas espécies de andorinhas: P. chalybea e P. tapera, buscando auxiliar
na compreensdo da distribuicdo de microssatélites em aves, especialmente aquelas com
cromossomos sexuais aumentados.

2 METODOLOGIA

Oito individuos foram analisados, dois machos e duas fémeas de P. tapera e P.
chalybea, coletados com redes de neblina no municipio de Sdo Gabriel - Rio Grande do Sul,
Brasil (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 duracdo (GARNERO; GUNSKI, 2000) e cultura de fibroblastos (SASAKI;
IKEUCHI; MAKINO, 1968). As laminas foram coradas com Giemsa 5% e as melhores
metafases foram fotografadas e utilizadas para realizagdo da biometria e nomenclatura
(GUERRA, 2004).

A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com Kubat et al.
(2008), com modificacdes. Foram utilizadas 11 sequéncias de microssatélites : (CA);s, (CAA)
10, (CAC)lo, (CAG)lo, (CAT)M), (CGG)lo, (CG)]s, (GA)15, (GAA)[(), (GAC)M) (¥ (TA)]s, que

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



foram marcados com Cy3 durante a sintese . Os resultados FISH foram examinados por
microscopia epifluorescente.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

As duas espécies de Progne apresentaram 2n= 76 cromossomos € o mesmo padrdo
morfolégico. Os pares 1, 4, 10 e o cromossomo sexual Z sdo metacéntricos, enquanto os pares
2 e 3 sdo acrocéntricos. A morfologia metacéntrica foi observada no 5° par cromossdmico e
no cromossomo W. Os pares 6, 7, 8, 9 e 11 sdo telocéntricos (Figura 1).

Figura 1- Cariotipo parcial de P. tapera (A) e P. chalybea (B) em coloragdo convencional (Giemsa). Barra =
Spm.
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Fonte: da Autora, 2018.

Dos onze microssatélites utilizados, nove apresentaram sinais de hibridizacdo em P.
tapera e dez em P. chalybea. Apenas a sequéncia de microssatélite (CG);s ndo demonstrou
sinais de hibridizacdo em nenhuma das espécies analisadas. O acumulo de microssatélites em
regides pericentoméricas e centroméricas podem ser observados nos pares 1, 2, 4, 6, 7 e
cromossomo Z em P. tapera e no par 1 em P. chalybea. A sequéncia (GAA);o apresentou
acimulo preferencial em regides heterocromdticas. As sequéncias de microssatélites
apresentaram sinais teloméricos de hibridizagdo na maioria dos microcromossomos (Figura
2A- F). Diferentemente do cromossomo W, que demonstrou ampla gama de sinais de
microssatélites, apenas a sequéncia (GAA);o foi encontrada no cromossomo Z (Figura 3A). O
cromossomo W apresentou sinais pericentroméricos, centroméricos e teloméricos nas duas
espécies amostradas. Sinais teloméricos estavam presentes nos pares de macrocromossomos
1 e 2 em P. tapera, pares 1, 2, 3,4 e 5 em P. chalybea (Figura 3A- B).

Figura 2 - Analises de microssatélites por FISH em P. tapera (A-C) e P. chalybea (D-F). Os cromossomos foram
corados com DAPI (azul) e as sondas microssatélites foram marcadas com Cy3 (vermelho). Barra =5 pm.
A 3 B C

z

Fote: da Autora, 2018.

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



Figura 3 - Distribuigdo e localizagdo de sequéncias de microssatélites nos pares de cromossomos 1-7, Z e W.
P. tapera (A) e P. chalybea (B).
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Fonte: do Autor, 2018.

Em geral, as caracteristicas cariotipicas observadas nas andorinhas foram compativeis
com as comumente encontradas em aves (NANDA et al., 2011; KRETSCHMER et al, 2014,
2015). No entanto, o cromossomo W dessas duas espécies de andorinhas diferiram do padrao
geralmente observado, pois eles sdo relativamente grandes quando comparados com a maioria
dos Passeriformes (BERLIN; ELLEGREN, 2004; ZHANG et al, 2014).

Embora o nimero de sequéncias repetitivas no genoma das aves seja menor do que em
outros vertebrados, pesquisas com microssatélites forneceram informagdes interessantes sobre
a evolugdo cromossomica dos Columbiformes Neotropicais (ZHANG et al, 2014;
KRETSCHMER et al., 2018). Apesar da pouca quantidade de DNA repetitivo em aves, dos
onze microssatélites utilizados nas andorinhas, apenas a sequéncia (CG);s nao hibridizou em
nenhuma delas, demostrando que o acumulo dessas sequéncias pode ser revelado através das
técnicas de FISH. O DNA repetitivo estava presente em macrocromossomos, incluindo
Cromossomos sexuais e microcromossomos, demonstrando varia¢do das sequéncias € posi¢ao
em cada espécie de andorinha. No entanto, P. tapera e P. chalybea compartilharam véarias
sequéncias de microssatélites, como (CA);s, (CAA),o e (CAC);o ,acumuladas no primeiro par
de macrocromossomos. Assim, do ponto de vista filogenético, as sequéncias (CA);s, (CAA)o
e (CAC)yo, podem ser consideradas caracteristicas sinapomorficas para as duas espécies de
Progne.

O actimulo de microssatélites foi observado nos cromossomos W, que demonstraram
um tamanho elevado quando comparados com a maioria das espécies de Passeriformes
(KRETSCHMER et al.,, 2014; DOS SANTOS et al, 2017). A amplificacio do DNA
repetitivo envolvido no aumento dos cromossomos sexuais tem sido observada em muitas
espécies de animais (SCHARTL; SCHMID, 2016). O aumento do cromossomo Z em pica-
paus e do cromossomo W em Psittaciformes foi demonstrado como resultado da acumulagao
desses elementos (FURO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017). O cromossomo W de P.
tapera e P. chalybea é quase inteiramente heterocromatico. Estes resultados corroboram com
estudos que demonstram que os DNAs repetitivos tendem a se concentrar em dareas de
heterocromatina constitutiva (GUERRA, 2004). Assim, o acimulo de sequéncias de
microssatélites observadas no cromossomo W pode explicar o grande tamanho desse
cromossomo para as espécies de andorinhas. Por outro lado, o cromossomo Z ¢ altamente
conservado em linhagens de aves (NANDA; SCHMID, 2002; BERLIN; ELLEGREN, 2004).
Dentre as sequéncias repetitivas usadas neste estudo, apenas uma (GAA);o hibridizou no
cromossomo Z em P. tapera, da qual o sinal estava associado a regido de heterocromatina
constitutiva. Semelhantemente este fato foi observado em nove espécies de Columbidae, das
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quais ndo demonstraram nenhum sinal de hibridiza¢do no cromossomo Z (KRETSCHMER et
al, 2018).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Podemos observar que as espécies de Progne possuem alta similaridade do
complemento cromossomico e esses dados citogenéticos corroboram com a filogenia atual
dessas espécies, que agrupa P. fapera e P. chalybea no mesmo género. O cromossomo W
possui acumulo de sequéncias microssatélites e heterocromatina, podendo ser resultado de
diferentes mecanismos de resposta a pressdes evolutivas que levaram este genoma a reagir,
acumulando sequéncias repetitivas como parte da diferenciagdo dos cromossomos sexuais.
Além disso, esse cromossomo diferencia-se da maioria dos cromossomos W encontrados em
Passeriformes, devido ao seu tamanho elevado. Assim, pode-se dizer que o actimulo de
microssatélites possivelmente ¢ o um dos responsaveis pelo aumento do tamanho desse
Cromossomo.
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