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RESUMO 
 

Passeriformes é a maior ordem da classe Aves, possuindo uma enorme diversidade 

com mais de 5000 espécies. Dentro desta ordem está presente a família 

Hirundinidae, da qual as andorinhas pertencem, aves cosmopolitas que possuem 

características morfológicas substancialmente homogêneas. Apesar da riqueza de 

espécies da família Hirudinidae, pouco se sabe sobre a organização genômica de 

seus membros. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar o complemento 

cromossômico das espécies - Progne tapera, Progne chalybea e Pygochelidon 

cyanoleuca. As análises foram realizadas através de coloração com Giemsa, 

bandeamento C, Ag-NOR, Hibridização in situ fluorescente (FISH) com onze 

sequências de microssatélites e dois conjuntos de sondas de cromossomos inteiros 

(Gallus gallus e Zenaida auriculata). As três espécies analisadas apresentaram 76 

cromossomos com morfologias muito semelhantes, apresentando diferenças apenas 

entre 5º, 6º e 7º pares de cromossomos da espécie P. cyanoleuca. Foram 

identificados dois pares cromossômicos portadores de regiões organizadoras de 

nucléolo (NORs), o que caracteriza uma condição apomórfica para essas espécies. 

O padrão de bandeamento C foi o mesmo encontrado na maioria das aves, áreas de 

heterocromatina distribuídas principalmente nas regiões centroméricas e no 

cromossomo W. A organização dos microssatélites foi semelhante nas duas 

espécies de Progne, no entanto P. cyanoleuca apresentou um padrão distinto. Com 

exceção de (CG)15, todos os outros 10 microssatélites produziram sinais de 

hibridização. As sequências de DNA repetitivo foram encontradas nas regiões 

centroméricas, pericentroméricas e teloméricas dos macrocromossomos, contendo e 

dois blocos intersticiais no cromossomo W. A maioria dos microcromossomos 

apresentaram sinais teloméricos. O cromossomo Z apresentou um sinal de 

hibridização em P. tapera e nenhum nas demais espécies. Em contraste, o 

cromossomo W exibiu acumulações de distintas sequências de microssatélites. O 

cromossomo W das andorinhas possui um tamanho elevado quando comparado à 

maioria dos Passeriformes. Quantidades tão significativas de sequências repetitivas 

podem explicar o aumento do tamanho dos cromossomos observados. Em suma, 

esses dados indicam o importante papel que sequências de microssatélites podem 

desempenhar na diferenciação de cromossomos sexuais. Em relação à pintura 

cromossômica comparativa, observou-se um mesmo padrão de hibridização para as 



	

	

duas espécies de Progne, das quais demonstraram-se muito semelhantes ao 

cariótipo de G. gallus, exceto pela fissão cêntrica no primeiro par, como observada 

em outros Passeriformes. Embora P. cyanoleuca tenha demonstrado a mesma 

fissão no primeiro par do ancestral (GGA1), a mesma também apresenta uma fusão 

de um microcromossomo no sétimo par, evidenciando um rearranjo cromossômico 

extra para esta espécie. A partir das análises sobre a organização cromossômica de 

P. tapera, P. chalybea e P. cyanoleuca foi possível observar algumas das mudanças 

cromossômicas que ocorreram durante a evolução cariotípica dessas espécies, das 

quais evidenciaram a proximidade entre as espécies P. tapera e P. chalybea. 

 

 

Palavras-Chave: Aves, FISH, Citogenética, Microssatélites, Cromossomo W. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



	

	

ABSTRACT 
 

Passeriformes is the largest order among the class Aves, comprising a huge diversity 

with more than 5000 species. Within this order is present the Hirundinidae family, of 

which the swallows belong, cosmopolitan birds that have substantially homogenous 

morphological characteristics. Despite the richness of species of Hirudinidae family, 

little is known about the genome organization of their members. Hence, the aim of 

this study was to analyze the chromosomal complement of species - Progne tapera, 

Progne chalybea and Pygochelidon cyanoleuca. The analyses were performed using 

Giemsa staining, C-banding, Ag-NOR, Fluorescent in situ hybridization (FISH) of 

eleven microsatellite sequences and two sets of probes (Gallus gallus e Zenaida 

auriculata). The three species analyzed showed 76 chromosomes with very similar 

morphologies, presenting differences only in the 5th, 6th and 7th chromosome pairs 

of P. cyanoleuca. Two chromosomal pairs bearing nucleolar organizer regions 

(NORs) were identified, showing an apomorphic condition for these species. The 

pattern of C-banding was the same found in most birds, areas of heterochromatin 

distributed mainly in the centromeric regions and W chromosome. Microsatellite 

sequences organization was similar in both species of Progne, while P. cyanoleuca 

presented a distinct pattern. Except for (CG) 15, all other 10 sequences produced 

hybridization signals. Repetitive DNA sequences were found in centromeric, 

pericentromeric, telomeric regions of the macrochromosomes and two interstitial 

blocks on the W chromosome. Most of the microchromosomes presented telomeric 

signals. The Z chromosome presented one hybridization signal in P. tapera and none 

in the other species. In contrast, W chromosome displayed the accumulation of 

distinct microsatellite sequences. The swallow W chromosome is larger when 

compared to most Passeriformes. Such high amounts of repetitive sequences may 

explain the observed chromosome size enlargement. In sum, these data indicate the 

significant role that microsatellite sequences may play in sex chromosome 

differentiation. Concerning comparative chromosome painting, it was observed the 

same hybridization pattern for the two Progne species, which was very similar to the 

G. gallus karyotype, except for the centric fission in the first pair, as found in other 

Passeriformes. Although P. cyanoleuca had demonstrated the same fission in the 

first pair of the ancestral syntenic (GGA1), it also contains a fusion with a 

microchromosome in the seventh pair, evidencing an extra chromosomal 



	

	

rearrangement for this species. From the analysis on the chromosomal organization 

of P. tapera, P. chalybea and P. cyanoleuca, it was possible to observe some of the 

chromosomal changes that occurred during the karyotype evolution of these species, 

which showed the proximity between the species P. tapera and P. chalybea. 

 

Keywords:  Aves, FISH, Citogenetics, Microsatellites, W chromosome. 
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1 INTRODUÇÃO 

	
1.1 A citogenética clássica e o genoma das aves 
 
 Em geral, os cariótipos de aves possuem um alto número diplóide (2n) de 

aproximadamente 80, composto por vários pares de microcromossomos e apenas 

alguns pares de macrocromossomos (TEGELSTRÖM; RYTTMAN, 1981; SANTOS; 

GUNSKI, 2006). No entanto, esses números podem variar de 2n=40 para Falco 

columbarius à 2n=136-142 para Corythaixoides concolor (CHRISTIDIS, 1990; 

NISHIDA et al., 2008). Deste modo, podemos observar através da citogenética a 

versatilidade do material genético das aves. 

 As aves possuem um sistema sexual ZZ/ZW, no qual a fêmea é 

heterogamética e o macho homogamético. O cromossomo Z é relativamente 

conservado e em geral possui um tamanho maior que o cromossomo W (SCHARTL; 

SCHMID, 2016). Em contraste, o cromossomo W pode apresentar uma grande 

variação, é geralmente pequeno e heterocromático, como observado na maior parte 

dos Passeriformes (CORREIA et al., 2009; BARBOSA et al., 2013; DOS SANTOS et 

al., 2015). 

 Entre os vertebrados, sabe-se que as aves têm um genoma pequeno e com 

pouca quantidade de DNA repetitivo (SZARSKI, 1976; SCHMID et al., 2000; BURT, 

2002; GREGORY, 2002; KASAI; O’BRIEN; FERGUSON-SMITH, 2012; ZHANG et 

al., 2014). Este tamanho reduzido pode estar relacionado a perda de sequências 

repetitivas, fragmentos de genes ou até mesmo genes inteiros (PRIMMER et al., 

1997; ZHANG et al., 2014; KRETSCHMER; FERGUSON- SMITH; DE OLIVEIRA, 

2018b).  

 Apesar da grande diversidade de espécies da Classe Aves, existem poucos 

estudos relacionados à citogenética desse grupo (SANTOS; GUNSKI, 2006; 

KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018b). Através da 

citogenética clássica é possível analisar a distribuição da heterocromatina 

constitutiva e dos sítios das regiões organizadoras de nucléolo, características 

importantes para estudos das relações evolutivas (BARBOSA et al., 2013; 

KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018b). 

 

1.2 Pintura cromossômica 
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 Atualmente existem cinco tipos de sondas cromossômicas de aves, são elas: 

Gallus gallus (GGA), Burhinus oedicnemus (BOE), Leucopternis albicollis (LAL), 

Gyps fulvus (GFU) e recentemente Zenaida auriculata (ZAU), que possui alto grau 

sintênico tanto com os macrocromossomos de G. gallus bem como do ancestral 

hipotético das aves (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018b; 

KRETSCHMER et al., 2018c). No entanto, as sondas mais comuns utilizadas para 

análises no genoma das aves são Gallus gallus (GGA) e Leucopternis albicollis 

(LAL) (GRIFFIN et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2010).  

 Nas últimas décadas, a pintura cromossômica comparativa tem sido aplicada 

para identificar homologias cromossômicas em espécies distintas (KRETSCHMER; 

FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018b). Esta técnica demonstrou-se muito 

eficiente para estudos de evolução cariotípica e biológica (FERGUSON-SMITH et 

al., 2005; ELLEGREN, 2010). A utilização dessas sondas em Passeriformes 

revelaram uma fissão e numerosas inversões no primeiro par de cromossomos 

autossômicos do ancestral sintênico (GGA1), das quais estavam presentes em todas 

as espécies pertencentes a esta ordem analisadas por hibridização in situ 

fluorescente (FISH) (KRETSCHMER et al., 2014, 2015; DOS SANTOS et al., 2015, 

2017; KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 2018b). No entanto, 

além da fissão do GGA1 foram observadas diferentes rearranjos cromossômicos em 

diversas espécies de aves (KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE OLIVEIRA, 

2018b). 

  

1.3 DNA repetitivo 
 
 O DNA repetitivo é formado por sequências idênticas ou muito semelhantes, 

dispostas lado a lado (tandem) ou distribuídas no genoma (MARTINS et al., 2010). 

Estas sequências podem ser funcionais ou não codificantes e podem ser 

classificadas em satélites, minissatélites, microssatélites, elementos transponíveis e 

famílias multigênicas (JURKA et al., 2005). Os microssatélites são uma classe de 

elementos repetitivos de pequenas sequências que consistem de 1 a 6 pares de 

bases, podendo estar associadas às áreas heterocromáticas ou eucromáticas 

(MARTINS, 2007). 

 As sequências repetitivas podem causar variações genéticas, além de 

contribuir com diferentes funções no genoma e na diferenciação de cromossomos 



  18 

	

sexuais (CIOFFI et al., 2010; POKORNÁ; KRATOCHVÍL; KEJNOVSKÝ, 2011; YANO 

et al., 2014).  Apesar da baixa densidade de elementos repetitivos no genoma das 

aves, estudos demonstram que sequências repetitivas como microssatélites 

desempenham inúmeras funções na evolução das espécies. Rearranjos 

cromossômicos tais como duplicações, deleções, inversões, translocações e em 

algumas alterações cariotípicas podem estar relacionados a presença dessas 

sequências (KIDWELL, 2002). 

 Recentemente, estudos utilizando sondas de microssatélites em algumas 

espécies das famílias Columbidae, Picidae e Psittacidae mostraram a importância 

desses elementos na organização do genoma, bem como na diferenciação 

cromossômica sexual desses indivíduos (FURO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 

2017; KRETSCHMER et al., 2018a). 

 
1.3 A família Hirundinidae 
 

Hirundinidae (Aves: Passeriformes), comumente conhecida como a família 

das andorinhas, compreende um grande número de espécies (DICKINSON, 2003; 

SHELDON et al., 2005). As andorinhas são bem conhecidas mundialmente, devido 

aos seus hábitos cosmopolitas, comportamento e ecologia (SHELDON et al., 2005). 

Devido à escassez de recursos alimentares no inverno, essas aves tendem a voar 

longas distâncias para encontrar comida e um local seguro para ficar durante essa 

estação (SIGRIST, 2013). Esta família é dividida em dois clados, 

Pseudochelidoninae e Hirundininae, compreendendo 84 espécies, onde 

aproximadamente 19 delas podem ser facilmente encontradas na América Central e 

na América do Sul (TURNER; ROSE, 1989; SHELDON et al., 2005). 

Apesar dos recentes avanços nos estudos filogenéticos, ainda existem 

algumas dúvidas sobre as relações taxonômicas entre os membros da família 

Hirundinidae (SHELDON et al., 2005). Além disso, pouco se sabe sobre a 

organização genômica dessas aves. Estudos citogenéticos nesta família são 

extremamente limitados e até o momento, apenas 10% das espécies de andorinhas 

tiveram seu cariótipo descrito por coloração convencional (HOOPER; PRICE, 2017). 
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2 Justificativa 
 
 Análises citogenéticas principalmente na área da genômica têm fornecido 

novas evidências quanto às características tanto dos cromossomos autossômicos 

como dos sexuais. Sabe-se que apesar de conservados, os macrocromossomos das 

aves evoluem através de rearranjos cromossômicos. As espécies da família 

Hirundinidae possuem uma filogenia praticamente estabelecida, porém ainda 

despertam dúvidas sobre às relações taxonômicas existentes entre algumas 

espécies, como as do gênero Progne. Além disso, as andorinhas possuem 

características cromossômicas interessantes, como o tamanho elevado do 

cromossomo sexual W, quando comparado com a maioria dos Passeriformes. 

Assim, o estudo citogenético de espécies pertencentes à família Hirundinidae faz-se 

necessário, pois através deles será possível descrever alguns dos mecanismos 

envolvidos na evolução cariotípica, dos quais poderão auxiliar na taxonomia e 

filogenia desses animais. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
 
 Identificar os rearranjos cromossômicos ocorridos ao longo da evolução 

cariotípica em espécies da família Hirundinidae (Aves: Passeriformes). 

3.2 Objetivos específicos 

• Caracterizar o cariótipo e o número diplóide de três espécies da família Hirundinidae 

através da coloração convencional (Giemsa);  

 

• Determinar o padrão de bandas C, NOR’s e proceder às análises comparativas;  

 

• Identificar homologias utilizando sondas cromossômicas de Gallus gallus  (GGA) e 

de Zenaida auriculata (ZAU);  

 

• Analisar a distribuição das sequências de DNA repetitivo fazendo uso de sondas de 

11 microssatélites.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Coleta de espécimes 

 Doze exemplares de andorinhas foram analisados no presente estudo: três 

fêmeas e dois machos de P. chalybea, duas fêmeas e dois machos de P. tapera e 

três fêmeas de P. cyanoleuca (Figura 1), todos coletados através de redes de 

neblina no município de São Gabriel - Rio Grande do Sul, Brasil (Número de 

Permissão do SISBIO: 33860-4). Os protocolos utilizados neste experimento foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA - Universidade Federal 

do Pampa, 026/2012). 

Figura 1 - Representação das espécies de andorinhas utilizadas neste estudo. Progne chalybea (A), 

Progne tapera (B) e Pygochelidon cyanoleuca (C). 

 
Fonte: Adaptado de Wikiaves (2018). 

 

4.2 Preparações cromossômicas 

 Os cromossomos foram obtidos a partir de cultura direta de medula óssea de 

curta duração e cultura de fibroblastos. A cultura de medula óssea foi realizada de 

acordo com Garnero e Gunski (2000).  O procedimento requer a retirada da medula 

óssea do fêmur do exemplar com o auxílio de uma seringa hipodérmica com agulha, 

em meio RPMI em placa de Petri, a mesma foi dissociada com auxílio de seringa 

sem a agulha, o material foi transferido para um tubo de centrífuga e incubado com 

colchicina (0,05%) por 1h em banho maria a 37 °C, logo após o material foi 

centrifugado por 8 minutos a 1000 rpm, descartou-se o sobrenadante e as células 

sedimentadas foram tratadas com solução hipotônica (KCl, 0,075M) por 15 minutos 

a 37°C, em seguida foram acrescentadas algumas (3-5) gotas de fixador (metanol e 
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ácido acético na proporção 3:1) ao tubo. O material foi ressuspendido 

cuidadosamente e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante foi 

retirado, acrescentou-se 5-8ml de fixador e ressuspendeu-se o material seguido de 

centrifugação por 10 minutos a 1000 rpm, este processo foi realizado 3 vezes e a 

amostra armazenada em freezer até o momento do uso. 

 Para a cultura de fibroblastos, primeiramente realizou-se biópsia de tecidos 

dos espécimes segundo Sasaki, Ikeuchi e Makino (1968), onde foram lavadas com 

solução salina (Hank‘s) e fracionadas em uma placa de petri. Em seguida, foram 

colocadas em um tubo de centrífuga de 15 ml e incubadas em 4 ml de colagenase 

tipo IV, por um período de 1 hora em estufa a 37°C, para a dissociação das células. 

Após, foi acrescentado 5 ml de meio DMEM e centrifugado por 10 minutos a 1000 

rpm. O material sedimentado foi transferido para garrafas de cultura contendo 8ml 

de meio DMEM acrescido de antibióticos e fungicida e 2 ml soro bovino fetal. 

Quando as garrafas apresentavam um nível ótimo de crescimento celular, a partir de 

análises no invertoscópio, foram adicionados 100 µl de colchicina. Após incubação 

por 1 hora em estufa a 37°C, as células foram soltas da garrafa com auxílio de 

solução de tripsina EDTA 0,25% e transferidas para um tubo de centrífuga. 

Posteriormente, o material foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm, descartou-se 

o sobrenadante e as células sedimentadas foram tratadas com solução hipotônica 

(KCl, 0,075M) por 10 minutos a 37°C, em seguida foram acrescentadas 3-5 gotas de 

fixador (metanol e ácido acético na proporção 3:1) ao tubo. O material foi 

ressuspendido cuidadosamente e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm, e o 

sobrenadante foi retirado, acrescentou-se 8 ml de fixador e após ressuspensão o 

material foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm, este processo foi realizado 3 

vezes e o pellet armazenado em freezer até o momento do uso. 

 
4.3 Citogenética clássica 
 
 As análises foram realizadas com a utilização de lâminas novas e lavadas, 

nas quais as amostras foram ressuspendidas em seus devidos tubos, com o auxílio 

de pipetas de Pasteur, das quais pingada uma gota de material por lâmina a cerca 

de 30 - 40 cm de altura da mesma, deixando-a secar a temperatura ambiente. 
 Para a coloração convencional, as lâminas foram coradas com Giemsa 5% 

em tampão fosfato por 5 minutos, lavadas com água destilada e secadas ao ar, 
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foram observadas em microscópio óptico, contado o número diplóide e desenhadas 

cerca de 30 metáfases de cada exemplar. As melhores metáfases foram 

fotografadas, a partir destas imagens foi realizada a biometria cromossômica com o 

auxílio do software Micromeasure e realizada a montagem dos cariótipos.  

 As regiões heterocromáticas foram identificadas de acordo com Ledesma et 

al. (2002) com modificações. Essa técnica consiste em um tratamento com soluções 

ácidas e alcalinas, seguindo o tratamento com solução salina concentrada (2SSC) e 

coloração com Giemsa (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2001). O intuito dessa 

técnica é corar diferencialmente regiões específicas em que o cromossomo 

apresenta DNA altamente condensado, como nas regiões dos centrômeros e em 

outras regiões do genoma como cromossomos heteromórficos dos sistemas 

sexuais, que correspondem à heterocromatina constitutiva, motivo de sua 

denominação. Primeiramente as melhores metáfases foram fotografadas em 

coloração com Giemsa, removeu-se o óleo de imersão com o auxílio de Xilol e o 

Giemsa com auxílio de Fixador (3:1), e então, as lâminas foram submetidas ao 

tratamento com HCl e Ba(OH)2. As lâminas foram incubadas em HCl 0,2 N à 

temperatura ambiente por 10 minutos, logo lavadas em água destilada e 

mergulhadas em Hidróxido de Bário (50%) à 37°C durante 13 minutos. Após a 

incubação, as lâminas foram mergulhadas em HCl 0,01 N à temperatura ambiente 

por 2 minutos e lavadas em água destilada. Subsequentemente, as lâminas foram 

incubadas em 2 x SSC à 60°C por 1 hora e coradas em solução de Giemsa por 10 

minutos, lavadas com água destilada e analisadas em microscópio óptico. Os 

melhores resultados foram obtidos com lâminas envelhecidas por mais de sete dias 

em temperatura ambiente. Ao final do procedimento, as melhores metáfases foram 

fotografadas e analisadas. 

 As regiões organizadoras de nucléolo foram detectadas pelo uso de nitrato de 

prata e solução coloidal de acordo com o protocolo de Howell e Black (1980). 

 

4.4 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 
 
 Para os experimentos com sondas de microssatélites utilizou-se o protocolo 

de Kubat et al. (2008) com modificações. Empregou-se 11 distintas sequências de 

microssatélites: (CA)15, (CAA)10, (CAC)10, (CAG)10, (CAT)10, (CGG)10, (CG)15, (GA)15, 



  24 

	

(GAA)10,  (GAC)10 and (TA)15, das quais foram marcadas com Cy3 durante a síntese. 

As lâminas com os cromossomos fixados foram envelhecidas em estufa a 37°C por 

1 hora e em estufa a 60°C por 30 minutos. Logo após as lâminas foram tratadas com 

200µL de ribonuclease (10µg/ml) em câmara úmida por 1 hora a 37°C e incubadas 3 

vezes em 2xSSC por 5 minutos cada, em seguida incubadas em pepsina 0,005% 

por 10 minutos em temperatura ambiente repetindo-se o tratamento em 2xSSC. Em 

sequência, foram incubadas em formaldeído 1% por 10 minutos e novamente 3 

vezes em 2xSSC. Posteriormente foram desidratadas em uma série de etanol 70%, 

90% e 100% por 2 minutos em cada e secas em temperatura ambiente. Depois de 

secas foram desnaturadas em formamida 70% por 3 minutos a 72°C, imediatamente 

desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por 2 minutos cada. As sondas foram 

desnaturadas à 80°C por 10 minutos e transferidas imediatamente para o gelo. Após 

aspergiu-se 15µl de sonda sobre cada lâmina, foram vedadas com lamínula e cola 

sintética e incubou-se em câmara úmida e escura em estufa a 37°C overnight. As 

lamínulas foram retiradas cuidadosamente e as lâminas foram incubadas 2 vezes 

em 2xSSC por 5 minutos e 2 vezes em 1xSSC por 5 minutos, logo após lavadas em 

PBS e desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por 2 minutos cada. Após as 

lâminas foram montadas com 20µl de DAPI+anti-fade e analisadas em microscópio 

fluorescente. A pintura cromossômica foi realizada através da utilização de dois 

conjuntos de sondas: Zenaida auriculata (ZAU1 - 8 e Z) e Gallus gallus (GGA9-10). 

Os protocolos para hibridização foram realizados conforme descrito em Oliveira et al. 

(2010). Pingou-se uma gota da preparação cromossômica no centro de cada lâmina 

(15µL), em seguida as lâminas foram imersas em solução de Pepsina por 3 minutos 

e lavadas em 2xSSC por 5 minutos. Após, foram incubadas em estufa a 65°C por 1 

hora. As mesmas foram desnaturadas em Formamida 70% a 73°C por 1 minuto e 30 

segundos, em etanol 70% gelado por 4 minutos, e em seguida foram desidratadas 

em séries com Etanol 70% a temperatura ambiente por 4 minutos, Etanol 90% a 

temperatura ambiente por 2 minutos e Etanol 100% a temperatura ambiente por 4 

minutos. Após os procedimentos as lâminas secaram em temperatura ambiente. 

Pingaram-se sobre as lâminas 15µL de tampão de hibridização contendo a sonda 

previamente desnaturada (10 minutos a 73°C e 30 minutos na estufa a 37°C), onde 

foram colocadas lâminulas sobre as lâminas que foram seladas com cola plástica e 

incubadas por 72 horas em estufa a a 37°C. Retirou-se as lamínulas e as lâminas 

foram lavadas duas vezes em Formamida (50%) por 5 minutos a 44°C. Para etapa 
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de detecção da sonda, pingou-se 100µL de solução de detecção em cada lâmina 

que foram cobertas com parafilme e colocadas na estufa a 37°C por 30 minutos. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas em Tween por 5 minutos e pingou-se 10µL de 

DAPI sobre cada lâmina que foram cobertas por lâminulas e vedadas com esmalte 

natural. Por fim, os resultados do FISH foram examinados por microscopia 

fluorescente. 
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5 Resultados 
 
 Em todas as espécies analisadas, encontrou-se 2n= 76. A morfologia dos 

cromossomos em P. tapera e P. chalybea apresentaram as mesmas características, 

incluindo o par de cromossomos sexuais (Figura 2A, B e Tabela 1), no entanto foi 

observada uma constrição secundária no 8° par em P. tapera. Em contraste, P. 

cyanoleuca possui algumas diferenças morfológicas quando comparadas às outras 

duas espécies, especificamente nos 5°, 6° e 7° pares de macrocromossomos (Figura 

1C e tabela 1). A biometria e a morfologia dos cromossomos das espécies de 

andorinhas estão descritas na tabela 1.  

 
Figura 2 - Cariótipos parciais de três fêmeas em coloração convencional (Giemsa). P. tapera (A), P. 

chalybea (B) e P. cyanoleuca (C).  

 
          Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 
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Tabela 1 - Morfologia cromossômica de três espécies de andorinhas.  

 
CI = Índice centromérico, M = metacêntrico, SM = submetacêntrico, A = acrocêntrico, T = telocêntrico. 
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 
 Análises de bandeamento C apresentaram heterocromatina constitutiva em 

regiões centroméricas dos macrocromossomos e em alguns microcromossomos 

(Figura 3A - C). O cromossomo sexual Z possui morfologia metacêntrica com 

tamanho entre o 3º e 4º pares nestas espécies. Em contraste, o cromossomo W é na 

maior parte heterocromático, submetacêntrico para as três espécies e seu tamanho 

varia entre os 5º e 6º pares em P. tapera, 6º e 7º pares em P. chalybea e 3º e 4º 

pares em P. cyanoleuca. 

 
Figura 3 - Bandas C em metáfases mitóticas de três fêmeas. P. tapera (A), P. chalybea (B) e P. 

cyanoleuca (C).  

 
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 

 As regiões organizadoras de nucléolo foram observadas em dois pares 

cromossômicos em todas as espécies analisadas, demonstrando diferentes 

localizações (Figura 4A - C). Em P. chalybea, Ag-NORs localizam-se em um par de 

microcromossomos e no 7º par de macrocromossomos (Figura 4B). Por outro lado, 

 Tabela 1. Morfologia cromossômica de espécies de andorinhas analisadas nesta pesquisa. 
Par 

cromossômico 
Progne tapera Progne chalybea Pygochelidon cyanoleuca 

Braço 
curto 

Braço 
longo 

CI Morfologia Braço 
curto 

Braço 
longo 

CI Morfologia Braço 
curto 

Braço 
longo 

CI Morfologia 

1º 30 45 40.00 SM 13.5 20.5 39.71 SM 21 32 39.62 SM 
2º 14.5 48.5 23.02 A 15 47 24.19 A 11 33.5 24.72 A 
3º 12 48 20.00 A 9 28 24.32 A 11 33 25.00 A 
4º 24 27.5 46.60 M 14.5 14 50.88 M 17 17 50.00 M 
5º 13.5 27.5 32.93 SM 10 15 40.00 SM 8 24 25.00 A 
6º 0 27 0.00 T 0 20.5 0.00 T 12 27 30.77 SM 
7º 0 26 0.00 T 0 17 0.00 T 11 16 40.74 M 
8º 0 24 0.00 T 0 12 0.00 T 0 18.5 0.00 T 
9º 0 22 0.00 T 0 11 0.00 T 0 15 0.00 T 

10º 11 11 50.00 M 7 7 50.00 M 7 7 50.00 M 
11º 0 14.5 0.00 T 0 9 0.00 T 0 11 0.00 T 
Z 27 30 47.37 M 13 13 50.00 M 18 20 47.37 M 
W 11 27 28.95 SM 8 12 40.00 SM 14 22 38.89 SM 

CI = Índice centromérico, M = metacêntrico, SM = submetacêntrico, A = acrocêntrico, T = telocêntrico. 
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P. tapera e P. cyanoleuca apresentaram as Ag-NORs em dois pares de 

macrocromossomos (Figura 4A e C), mais especificamente, no 7º e 8º pares.  

 
Figura 4 - Distribuição das regiões organizadoras de nucléolo (NOR) em metáfases de P. tapera (A), 

P. chalybea (B) e P. cyanoleuca (C).  

 
                   Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 

 Dos onze microssatélites utilizados neste estudo, nove deles apresentaram 

sinais claros de hibridização em P. tapera, dez em P. chalybea e oito em P. 

cyanoleuca (Tabela 2). Apenas a sequência de microssatélite (CG)15 não 

demonstrou sinais de hibridização em nenhuma das espécies analisadas. 

 
Tabela 2 - Distribuição das sequências de DNA repetitivo em três espécies de Hirundinidae. 

        (+) Sinais positivos de hibridização; (-) Sinais negativos de hibridização; (PTA) P. tapera; (PCH) P. 
chalybea; (PCY) P. cyanoleuca. 

              Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 

Sondas Cromossomos 
Macrocromossomos Microcromossomos Z W 
PTA PCH PCY PTA PCH PCY PTA PCH PCY PTA PCH PCY 

(GAA)10 + - - + + + + - - - - - 
(GAC)10 - + - - + - - - - - - - 
(GA)15 - - - + + - - - - - + - 
(CG)15 - - - - - - - - - - - - 
(TA)15 - + - + + + - - - + - - 
(CAG)10 - - - + + + - - - + - + 
(CGG)10 - - - + + + - - - - - - 
(CAC)10 + + - + + + - - - + + + 
(CAT)10 + + + + + + - - - + - + 
(CA)15 + + - + + + - - - - + + 
(CAA)10 + + - + + + - - - - + + 
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 As andorinhas apresentaram distintos padrões de hibridização em 

macrocromossomos. Os microssatélites exibiram sinais nas regiões 

pericentroméricas, centroméricas e teloméricas desses cromossomos (Figuras 5A -  

C e 6A, B, C, D, E, G, H, I). Apenas dois blocos intersticiais foram observados, um 

da sequência (CAG)10 em P. tapera e (CAT)10 em P. cyanoleuca, ambos no braço 

longo do cromossomo W (Figura 5A e C). 
 

Figura 5 - Distribuição e localização das sequências de microssatélites nos pares de cromossomos 1-

7, Z e W. P. tapera (A), P. chalybea (B) e P. cyanoleuca (C). 

 
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  30 

	

Figura 6 - FISH de microssatélites por em P. tapera (A-C), P. chalybea (D-F) e P. cyanoleuca (G-I). 
Os cromossomos foram corados com DAPI (azul) e as sondas de microssatélites foram marcadas 
com Cy3 (vermelho). Barra = 5 µm. 

 
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 

 
 O acúmulo de microssatélites em regiões pericentoméricas e centroméricas 

pode ser observado nos pares 1, 2, 4, 6, 7 e cromossomo Z em P. tapera, par 1 em 

P. chalybea, enquanto que apenas o cromossomo W apresentou este padrão de 

acumulação em P. cyanoleuca (Figura 5A - C). Sinais teloméricos estavam 

presentes nos pares de macrocromossomos 1 e 2 em P. tapera, pares 1, 2, 3, 4 e 5 

em P. chalybea, enquanto P. cyanoleuca mostrou este padrão de distribuição nos 

pares 1, 2 e 5 (Figura 5A - C). A sequência (GAA)10 apresentou acúmulo preferencial 

em regiões heterocromáticas. 
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 As sequências de microssatélites apresentaram sinais teloméricos de 

hibridização na maioria dos microcromossomos. Diferentemente do cromossomo W, 

que demonstrou ampla gama de sinais de microssatélites, apenas a sequência 

(GAA)10 foi encontrada no cromossomo Z (Figura 5A). O cromossomo W apresentou 

sinais pericentroméricos, centroméricos e teloméricos nas três espécies amostradas 

(Figura 5A - C).  

 Experimentos utilizando sondas GGA e ZAU evidenciaram a conservação de 

alguns grupos sintênicos em andorinhas. ZAU1 hibridizou no segundo e quinto pares 

de cromossomos, enquanto ZAU2 demonstrou sinais de hibridização apenas no 

primeiro par cromossômico nas três espécies de andorinhas (Figura 7A, D e G). Os 

padrões de hibridização usando as sondas GGA e ZAU foram os mesmos para P. 

tapera e P. chalybea. O mapa de homologia com G. gallus demonstrou que GGA1 

(cromossomo ancestral 1) corresponde a dois pares distintos de cromossomos e 

GGA2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 correspondem a um par cromossômico das andorinhas 

(Figura 8A - C). P. cyanoleuca exibiu um padrão de hibridização muito semelhante, 

exceto pelo sétimo par de cromossomos, que contém uma fusão com um 

microcromossomo (Figura 7I e 8C). 
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Figura 7 - Experimentos de FISH utilizando sondas de G. gallus (GGA) e Z. auriculata (ZAU) 

hibridizadas em metáfases de P. tapera - PTA (A-C), P. chalybea - PCH (D-F) e P. cyanoleuca - PCY 

(G-I). As sondas são indicadas no canto inferior esquerdo de cada imagem, as sondas foram 

marcadas com biotina / Cy3 (vermelho) ou fluoresceína (verde). 

 Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 
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Figura 8 - Mapa de homologia entre GGA e três espécies representativas de andorinhas: P. tapera 

(A), P. chalybea (B) e P. cyanoleuca (C). 

 
Fonte: Elaborada pela autora desta pesquisa. 
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6 DISCUSSÃO 

 Em geral, as características cariotípicas observadas nas andorinhas foram 

compatíveis com as comumente encontradas em aves (NANDA et al., 2011; 

KRETSCHMER et al., 2014, 2015). No entanto, os cromossomos W dessas três 

espécies diferiram do padrão geral observado, considerando que as andorinhas 

apresentaram um cromossomo W relativamente grande quando comparado com a 

maioria dos Passeriformes (BERLIN; ELLEGREN, 2004; CHEN et al, 2012; ZHANG 

et al, 2014). 

 Análises de bandas C revelaram acúmulo preferencial de heterocromatina 

constitutiva em regiões centroméricas dos macrocromossomos e alguns 

microcromossomos nas três espécies. Esse padrão de bandas C também foi 

encontrado em outras espécies de Passeriformes, bem como em Ramphocelus 

carbo, Tangara cayana (CORREIA et al., 2009) e em duas espécies do gênero 

Turdus (KRETSCHMER et al., 2014). 

 A maioria das espécies de aves apresenta apenas um par de 

microcromossomos portadores de NOR (GARNERO; LEDESMA; GUNSKI, 2006; 

NISHIDA-UMEHARA et al., 2007; KRETSCHMER et al., 2014). Entretanto, as três 

espécies de andorinhas analisadas possuem dois pares de NORs, representando 

uma condição apomórfica, que também foi observada em Elaenia spectabilis 

(Passeriformes) (KRETSCHMER et al., 2015). 

 Embora o número de sequências repetitivas em genomas de aves seja menor 

do que em outros vertebrados, pesquisas com microssatélites forneceram 

informações interessantes sobre a evolução cromossômica dos Columbiformes 

Neotropicais (ZHANG et al., 2014; KRETSCHMER et al., 2018a). Dos onze 

microssatélites utilizados nas andorinhas, apenas a sequência (CG)15 não hibridizou 

em nenhuma delas, demonstrando que o acúmulo dessas sequências pode ser 

revelado através das técnicas de FISH.  

 O DNA repetitivo estava presente tanto nos macrocromossomos, como nos 

cromossomos sexuais e microcromossomos, demonstrando variação das 

sequências e posição em cada espécie de andorinha. No entanto, P. tapera e P. 

chalybea compartilharam mais sequências entre si quando comparadas com P. 

cyanoleuca. Sequências como (CA)15, (CAA)10 e (CAC)10 estão acumuladas no 

primeiro par de macrocromossomos em P. tapera e P. chalybea, enquanto que em 
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P. cyanoleuca foi observado um cenário distinto. Assim, do ponto de vista 

filogenético, as sequências (CA)15, (CAA)10 e (CAC)10, podem ser consideradas 

características sinapomórficas para as duas espécies de Progne. 

 O acúmulo de microssatélites foi observado nos cromossomos W das três 

espécies, que demonstram um tamanho elevado quando comparados com a maioria 

dos Passeriformes (KRETSCHMER et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2017). A 

amplificação do DNA repetitivo envolvido no aumento dos cromossomos sexuais tem 

sido observada em muitas espécies animais (SCHARTL; SCHMID, 2016). Por 

exemplo, o aumento do cromossomo Z em pica-paus e do cromossomo W em 

Psittaciformes foi demonstrado como resultado da acumulação desses elementos 

(FURO et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2017). O cromossomo W de P. tapera, P. 

chalybea e P. cyanoleuca é quase inteiramente heterocromático. Estes resultados 

corroboram com estudos que demonstram que os DNAs repetitivos tendem a se 

concentrar em áreas de heterocromatina constitutiva de muitos organismos 

(GUERRA, 2004). Assim, o acúmulo de sequências de microssatélites observadas 

no cromossomo W pode explicar o grande tamanho desse cromossomo para as 

espécies de andorinhas. Por outro lado, o cromossomo Z é altamente conservado 

em linhagens de aves (NANDA; SCHMID, 2002; BERLIN; ELLEGREN, 2004). 

Dentre as sequências repetitivas usadas neste estudo, apenas uma (GAA)10 

hibridizou no cromossomo Z em P. tapera, da qual o sinal estava associado à região 

de heterocromatina constitutiva. Um cenário semelhante a este foi observado em 

nove espécies de Columbidae, das quais não demonstraram nenhum sinal de 

hibridização no cromossomo Z (KRETSCHMER et al., 2018a). 

 A espécie P. tapera foi previamente separada em um gênero monotípico 

denominado Phaeoprogne, enquanto o gênero Progne compreendia todas as outras 

oito espécies de Progne (SYBLEY; MONROE, 1990). Esta divisão ocorreu devido às 

diferenças morfológicas e genéticas entre P. tapera e as outras espécies de Progne 

(SYBLEY; MONROE, 1990; SHELDON et al., 2005; MOYLE et al., 2008). No 

entanto, as classificações atuais colocam essas 9 espécies em um único gênero 

(AOU, 1998; DICKINSON et al., 2003; SHELDON et al., 2005). Alguns estudos 

concordam com a filogenia atual, onde P. tapera está como membro do gênero 

Progne (SHELDON et al., 2005; MOYLE et al., 2008). De fato, observamos que P. 

tapera e P. chalybea apresentam a mesma morfologia cariotípica, compartilham 

semelhantes sequências de microssatélites e o mesmo padrão de pintura 
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cromossômica. Juntos, esses estudos dão suporte a atual filogenia da família 

Hirundinidae (SHELDON et al., 2005; MOYLE et al., 2008). 

 O genoma de G. gallus é bem conhecido e foi um dos primeiros genomas de 

vertebrados sequenciados (INTERNATIONAL CHICKEN GENOME SEQUENCING 

CONSORTIUM, 2004). Sondas de GGA são amplamente utilizadas na pintura 

cromossômica de aves, devido à sua semelhança com o cariótipo ancestral 

hipotético (GUTTENBACH et al., 2003; DERJUSHEVA et al., 2004; NANDA et al., 

2006). Este estudo também utilizou sondas de Z. auriculata (ZAU) que apresentam 

alta homologia com o cariótipo de G. gallus. Além disso, mostraram sinais de 

hibridização mais claros em espécies de ordens distintas, Columbiformes e também 

em Passeriformes como observado em nosso estudo, provavelmente devido à sua 

proximidade filogenética (KRETSCHMER et al., 2018c). 

 As principais diferenças encontradas quando comparadas ao suposto 

cariótipo ancestral das aves (PAK) é a fissão no primeiro par de cromossomos em 

dois pares distintos de macrocromossomos nas três espécies, uma fusão no quarto 

par cromossômico (PAK 4 + PAK 10) e a fusão de um microcromossomo no sétimo 

par de P. cyanoleuca (GRIFFIN et al., 2007). A fissão do cromossomo GGA1 foi 

observada em todos os Passeriformes estudados por FISH até o momento 

(GUTTENBACH et al., 2003; DERJUSHEVA et al., 2004; DOS SANTOS et al., 2015; 

KRETSCHMER et al., 2014, 2015, KRETSCHMER; FERGUSON-SMITH; DE 

OLIVEIRA, 2018b).  

 Dentre as andorinhas analisadas através da pintura cromossômica, foi 

observado apenas um rearranjo intercromossômico extra, trata-se de uma fusão 

com um par de microcromossomos em P. cyanoleuca. A fusão possivelmente 

ocorreu devido às distintas pressões evolutivas que ocorreram em P. cyanoleuca 

que representa a espécie mais derivada entre as andorinhas (SHELDON et al., 

2005; ELLEGREN, 2010). 
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7 CONCLUSÃO 
 
 A partir do estudo realizado podemos observar que as espécies de Progne 

possuem alta similaridade quanto ao seu complemento cromossômico. Desta forma, 

os dados citogenéticos obtidos corroboram com a filogenia atual dessas espécies, 

da qual agrupa P. tapera e P. chalybea em um mesmo gênero. 

 É notável que o cromossomo W das andorinhas encontra-se em estado de 

acúmulo de sequências microssatélites e heterocromatina por toda sua extensão, 

podendo ser resultado de diferentes mecanismos de resposta às pressões 

evolutivas que levaram esse genoma a reagir, acumulando sequências repetitivas 

como parte da diferenciação 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 

acúmulo de microssatélites possivelmente é o um dos responsáveis pelo aumento 

do tamanho desse cromossomo. 

 Em suma, através das análises de pintura cromossômica foi possível 

identificar homologias entre as espécies, fornecendo dados sobre os mecanismos 

envolvidos na evolução dos cariótipos de três espécies pertencentes a família 

Hirundinidae, tais como a fusão encontrada em P. cyanoleuca, esclarecendo um 

pouco mais as relações entre as andorinhas. 
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