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DESCRICAO CARIOTIPICA DA ESPECIE NEOTROPICAL

Pipra fasciicauda (Aves: Familia Pipridae)

RESUMO

A Classe das Aves abriga uma rica diversidade em todo o mundo com 9.702
espécies, e 1.825 destas estdo descritas para o Brasil, mas apesar disso, pouco se
sabe sobre a citogenética desse grupo. Uma das ordens com o maior nimero de
espécies de aves, em torno de 5.739, é a ordem Passeriformes, no entanto, apenas
cerca de 280 espécies foram até agora cariotipadas. Pipra fasciicauda pertence a
familia Pipridae, € uma espécie encontrada na regido neotropical, sdo pequenas
aves frugivoras de sub-bosque sendo o macho de coloragdo vistosa (vermelho
brilhante, vermelho amarelado e preto) e a fémea mais discreta (verde oliva). Os
objetivos do presente trabalho foram descrever cariotipicamente a espécie Pipra
fasciicauda, realizar a biometria dos macrocromossomos, construir o ideograma da
espécie e, contribuir para o conhecimento citogenético e taxonémico da familia
Pipridae e da Ordem Passeriformes. Para obter amostras foi preciso capturar o0s
individuos com rede de neblina e o material para analise citogenética foi obtido a
partir da técnica de curta duracdo de medula 0ssea. ApOs obter as preparacoes,
fotografaram-se as 10 melhores metafases para a montagem do cariétipo e sua
posterior biometria, e a partir dos valores biométricos construir o primeiro ideograma
para essa espécie. O numero 2n=78 cromossomos foi observado para a espécie,
sendo este constituido por 12 pares de macrocromossomos. A morfologia
submetacéntrica foi observada para o 1° par, acrocéntrica para o 2° ao 5° par e
telocéntrica para o 6° ao 12° par. O 1° e 3° pares apresentam morfologia conservada
em relagdo ao caridtipo ancestral das aves, o qual possui um grupo de
macrocromossomos no qual estdo os 1° e 2° pares submetacéntricos e, o 3°
acrocéntrico. Os resultados obtidos neste trabalho fornecem um conjunto de
caracteres para comparacoes filogenéticas das espécies da familia Pipridae, sendo

esta a primeira descri¢c&o cariotipica para Pipra fasciicauda.
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KARYOTYPIC DESCRIPTION OF THE NEOTROPICAL SPECIES

Pipra fasciicauda (Birds: Pipridae Family)

SUMMARY

The Birds Class contains a rich diversity in whole world with 9.702 species listed,
and 1.825 of these are registered in Brazil, but despite of that, little is known about
the cytogenetics of this group. One of the orders with the biggest number of species
of birds, around 5.739, is the Passeriformes, but only about 280 species were
karyotyped until now. Pipra fasciicauda belongs to the Pipridae family, which is found
in the Neotropical region, they are small frugivorous birds inhabiting the backwoods
being the male flashy colorful (bright red, yellowish red and black) and the female
more discrete (olive green). The goals of this paper were to describe the Pipra
fasciicauda karyotype, do the biometric analysis of their macrochromosomes, build
the species ideogram and, bestow to the cytogenetic and taxonomic knowledge
about the Pipridae family and Passeriformes Order. To obtain samples it was needed
to capture the individuals with fog-net and the cytogenetic analysis material was
obtained from the short-term bone narrow technique. After the procedures, it was
photographed the best 10 metaphases to karyotype assembling and its further
biometric assay, and from these values construct the first ideogram for this species.
The 2n=78 number of chromosomes was observed for the species, being formed by
12 pairs of macrochromosomos. The submetacentric morfology was noted for the 1°
pair, acrocentric for 2° to the 5° pairs and telocentric for 6° to the 12° pair. The 1° and
3° pairs showed conserved morfology in relation to the birds ancestral karyotype,
which possess a group of macrochromosomes that includes the 1° and 2°
submetacentric pairs and, the 3° acrocentric pair. The results achieved in this work
supplies a set of characters to phylogenetic comparisons between Pipridae family

species, being this the first karyotypic description for the Pipra fasciicauda.
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1. INTRODUCAO

1.1. Histérico da citogenética de aves

A citogenética estuda o0s cromossomos, sua fungdo, estrutura,
comportamento bioldgico e patolégico e, divide-se em citogenética classica (envolve
a cultura de células) e molecular (utiliza técnicas e métodos tecnoldgicos através de
DNA) (MONTENEGRO et al.,, 2008). Baseia-se em estudos microscopicos dos
cromossomos em que basicamente faz-se sua descricdo (contagem do numero
cromossOmico e a morfologia que caracteriza cada par).

Portanto, é dificil analisar o nimero cromossémico e sua morfologia sem
realizar qualquer pré-tratamento das células antes de fixar o material (HAMMAR,
1966). O inicio dos estudos de cariétipos de aves apresentou dificuldades técnicas
para a fixacdo do material e a determinacdo do nimero dipldide se limitava muitas
vezes aos macrocromossomos (WALDRIGUES, 1981). A descoberta de que a
colchicina promovia um acumulo de metafases em células de Allium cepa em
divisdo, possibilitou a melhor obtengcédo de cromossomos metafasicos (GAVANDAN
et al., 1937). LEVAN (1938) utilizou essa substancia para tratar células em cultura. O
primeiro pesquisador a estudar cromossomos humanos de células em
desenvolvimento in vitro, HSU (1952), também utilizou colchicina e adicionou
solugdo hipotbnica como pré-tratamento antes de fixar o material. Esses passos
permitiram o acumulo de metafases e a melhor dispersdo dos cromossomos, assim,
o resultado foi a individualizagdo dos mesmos, o que se tornou de fundamental
importancia para a citogenética (WALDRIGUES, 1981).

OSGOOD & BROOK; RIGAS & OSGOOD e OSGOOD & KRIPPAEHNE
(1955) utilizaram fitohemaglutinina (substéncia extraida do feijdo, Phaseolus
vulgaris) e conseguiram mostrar que os eritrécitos podiam aglomerar-se e a0 mesmo
tempo era possivel separa-los dos leucdcitos. Portanto, a fitohemaglutinina iniciava a
mitose de leucdécitos humanos normais em cultura. Com esses resultados, foi
possivel transferir estes conhecimentos para toda a citogenética animal e o
melhoramento das técnicas citologicas possibilitou a melhor analise da
caracterizacdo dos microcromossomos, sendo possivel determinar o ndmero de
cromossomos das espécies estudadas de uma forma mais correta e acurada
(WALDRIGUES, 1981).



1.2. Classe Aves

O Brasil € um dos paises com a maior diversidade de espécies de aves, no
entanto, pouco se sabe sobre a citogenética desses animais. A falta de estudos
citogenéticos dessa Classe est4 presente em todo o mundo (WALDRIGUES &
FERRARI, 1982 a), sendo que mais de 50% de suas ordens ainda néo apresentam
descricao cariotipica.

Segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO, 2009), em
sua listagem atualizada de aves ocorrentes no territorio brasileiro, 1.825 espécies
fazem parte da diversificada avifauna de nosso pais.

Das 9.702 espécies de aves, 5.739 sdo representadas pela ordem
Passeriformes (SICK, 1997), com o maior niumero de descri¢cbes cariotipicas dentre
as outras ordens (280 espécies descritas) (DE LUCCA & ROCHA, 1992 a). Segundo
esses autores, a maioria dessas espécies possuem semelhanga cariotipica entre si,
tanto em ndmero (2n=80) e quanto a morfologia cromossdmica, que é
principalmente subtelocéntrica. Estudos cromossdmicos revelam que o caridtipo é
mais conservado em linhagens de aves, onde a maioria das espécies possui niumero
dipldide entre 2n=76 e 2n=80, do que em outros grupos como o0s mamiferos
(ELLEGREN, 2010). OHNO et al. (1964 a), ap6s analisarem o caridtipo de varias
espécies de aves, concluiram que elas apresentavam um cariétipo bastante
uniforme e conservado.

Em 1902 GUYER deu inicio aos primeiros estudos cariotipicos em aves,
sendo 107 espécies descritas em trabalhos publicados até a década de 1950 (DE
LUCCA & ROCHA, 1992 b). Hoje, ainda menos de 10% das espécies de aves
conhecidas fazem parte de estudos citogenéticos (GUNSKI, 1992).

Abaixo seguem algumas ordens com as espécies que possuem O mesmo
ndamero dipléide de Pipra fasciicauda (2n=78), sendo importante comparar dados
citogenéticos dentro de um grupo e futuramente, com mais dados, entre diferentes
ordens (Tab. 1).



Tab. 1: Ordens com algumas espécies e suas respectivas referéncias que

apresentam o mesmo numero dipléide (2n) de Pipra fasciicauda.

Espécie 2n Fonte
TINAMIFORMES
Tinamidae
Crypturellus tataupa 78 GARNERQO et al. (2006)
Rhynchotus rufescens 78 GARNERO & GUNSKI (2000); MORO et al. (1994); GIANNONI et al (1991)
Nothura maculosa 78 GARNERO & GUNSKI (2000); PIGOZZI & SOLARI (2005)
ANSERIFORMES
Anatidae
Cygnus melancoryphus 78 OLIVEIRA et al. (2001)
Anas platyrhynchos 78
Aythya fuligula

ythy, 9 78
GALLIFORMES
Cracidae
Penelope obscura 78 LEDESMA et al. (2003)
CHARADRIIFORMES
Charadriidae
Pluvialis dominica fulva 78 BHUNYA & MOHANTY (1990)
Scolopacidae
Numenius arquata 78
CAPRIMULGIFORMES
Caprimulgidae
Caprimulgus rufus 78 NIETO & GUNSKI (1998)
COLUMBIFORMES
Podicipidae
Podiceps cristatus 78
Columbidae
Columba palumbus 78
PASSERIFORMES
Tyrannidae
Elaenia parvirostris 78 GUNSKI et al. (2000)
Pitangus sulphuratus 78 GUNSKI et al. (2000)
Tyrannus savana 78 GUNSKI et al. (2000)
Tyrannus melancholicus 78 GUNSKI et al. (2000)
Knipolegus cyanirostris 78
Emberizidae
Charitospiza eucosma 78
Haplospisa unicolor 78 CARVALHO (1989)
Sporophila lineola 78 LUCCA (1974 a)
Sporophila caerulescens 78 CARVALHO (1989)
Tiaris canora 78 CHRISTIDIS (1986)
Paroaria coronata 78 CARVALHO (1989)
Motacillidae
Motacilla alba 78
Motacilla flava 78
Fringillidae
Chloris chloris 78
Paridae
Parus major 78
Passeridae
Passer montanus 78
Coerebidae
Coereba flaveola 78
Cardinalidae
Pheucticus aureoventris 78 LEDESMA et al. (2006)
Icteridae
Sturnella magna 78 HOBART et al. (1982)




Thraupidae

Thraupis sayaca 78 CARVALHO (1989)
Thraupis palmarum 78

Thraupis banariensis 78 CARVALHO (1989)
Tangara cayana 78

Tangara preciosa 78 CARVALHO (1989)
Stephanophurus diadematus 78 LUCCA (1974 b)
Hemithraupis guira 78

Ramphocelus carbo 78

GRUVIFORMES
Rallidae
Gallinula chloropus 78

Citogeneticamente cada espécie possui um conjunto cromossdmico tipico
(cariétipo) com morfologia e nimero de cromossomos caracteristicos (THOMPSON,;
MCcINNES & WILLARD, 1993).

Evolutivamente a classe aves teve origem a partir de alguns dinossauros que
viveram nos periodos do Jurdssico e Cretaceo ha 200-150 milhdes de anos. O
Archaeopteryx é o féssil mais antigo conhecido como parente das aves atuais
(PIGOZZI & SOLARI, 2000).

O cariétipo ancestral das aves formou-se & 150 milhées de anos no Cretaceo
e, por analises de publicagbes de carittipo, biologia molecular, taxonomia e
paleontologia de cerca de 800 espécies de aves, existem trés pares de grupos de
macrocromossomos conservados, o 1° e 2° submetacéntricos e o 3° acrocéntrico
(RODIONOV, 1997). Por meio de mudancas na estrutura, composi¢do e numero de
cromossomos, 0 genoma pode evoluir sofrendo agdo de mecanismos como
translocacgdes, duplicagdes, inversdes, fusoes e fissdes (ELLEGREN, 2010).

Cerca de 90% das aves apresentam o cromossomo 1 de morfologia
metacéntrica e aproximadamente a mesma porcentagem com O Cromossomo trés
sendo acrocéntrico (SHOFFNER, 1974 a). Aves com elevado numero de
MiCrocromossomos, possuem 0S menores macrocromossomos principalmente
telocéntricos (79,6%), j& em aves com baixo ndmero, 0S menores
macrocromossomos sao metacéntricos (50,0%) ou submetacéntricos (15,5%)
(TEGELSTROM & RYTTMAN, 1981).

Além da propria descricdo cariotipica, 0s estudos citogenéticos podem
contribuir para uma melhor visdo evolutiva e taxondmica das aves. No entanto,
determinar exatamente o numero dipléide dos caridtipos é dificil, pois os
microcromossomos ndo se espalham com muita facilidade na metafase
(WALDRIGUES, 1981), sendo este o principal motivo da escassez de dados

citogenéticos em aves, além do fato de que os caridtipos sdo compostos por
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cromossomos muito pequenos, e de dificil caracterizagdo morfologica e métrica e
muitas vezes impossiveis de serem contados acuradamente (WALDRIGUES, 1981).
CORREIA (2006) também menciona a dificuldade para obter boa descricdo dos
microcromossomos, ja que em Passeriformes na maioria das vezes, se mostram
indistinguiveis junto a outros cromossomos.

Para melhor compreender o grande namero e a variagdo em tamanho dos
cromossomos de aves, torna-se possivel uma classificagdo em macro (facil
visualizagdo) e microcromossomos (maioria provavelmente telocéntrica) (HAMMAR,
1966; GUNSKI et al., 2000).

TEGELSTROM & RYTTMAN (1981); TEGELSTROM et al. (1983); DE LUCCA
& ROCHA (1992 b) e RODIONOV (1996) definem o cari6tipo das aves como
altamente conservado, propondo um “cariotipo padrdo” de 16 macrocromossomos e
64 microcromossomos, e um numero dipléide igual a 80 cromossomos (2n=80). Em
espécies com alto numero de microcromossomos  prevalecem  0s
macrocromossomos monobraquiais ou acrocéntricos, contudo, a presenca de um
baixo niumero de microcromossomos prevalecem macrocromossomos bibraquiais,
sugerindo um processo de evolugdo cariotipica que consiste em translocacdes entre
macro e microcromossomos e fusdes céntricas entre estes (GUNSKI et al., 2000).

Considera-se microcromossomo todo aquele cromossomo cuja longitude seja
menor de 1um (DE LUCCA & ROCHA, 1992 b).

Em aves, o mecanismo cromossdmico de determinacdo do sexo é
heterogamético para as fémeas e homogameético para os machos (BECAK et al.,
1964). A determinacdo sexual em aves é dita homogamética para os machos
(cromossomos sexuais homologos de mesmo tamanho e morfologia) e
heterogamética para as fémeas (cromossomos de diferente tamanho e morfologia).
Para representar 0os cromossomos sexuais utilizam-se os simbolos ZZ (para
machos) e ZW (para fémeas).

SCHMID (1962) descreve o cromossomo sexual W, no sexo heterogamético
em Gallus domesticus como mais submetacéntrico do que acrocéntrico, sendo
depois confirmado por KRISHAN & SHOFFNER (1966), mas com tamanho variando
entre 0 9° e 10° par.

Segundo HAMMAR (1966, 1970) e HAMMAR & HERLIN (1975), o
cromossomo Z das aves € relatado como o 4° ou 5° no tamanho e metacéntrico ou

submetacéntrico.



Muitos trabalhos mostram que existe uniformidade cariotipica entres as aves
em relacdo ao conteido de DNA (ATKIN et al., 1965; BACHMANN et al., 1972;
COMINGS & MATTOCCIA, 1972), ao numero diploide de cromossomos (80% das
espécies analisadas possuem de 76 a 84 cromossomos somaticos) e a presenca de
microcromossomos (BLOOM, 1969; OHNO et al., 1964 b; RAY-CHAUDHURI, 1973;
SRB, 1974; SHOFNER, 1974 b, 1977; WITSCHI, 1959).

Atualmente cerca de 600 espécies de aves foram cariotipadas (SHIELDS,
1987), as quais se somam aos dados de trabalhos de BIAN et al. (1988) e MITTAL &
SHARMA (1989), resultando em 700 espécies estudadas citogeneticamente até o
fim da década de 80. O numero de espécies de aves analisadas cariotipicamente em
relagdo ao numero total de espécies é bastante baixo comparado a outros grupos de
vertebrados.

A ordem Passeriformes contém o maior nimero de espécies cariotipadas e,
no Brasil apenas cerca de 52 espécies foram estudadas citogeneticamente. Além
disso, técnicas de bandeamento cromoss6mico (C, G ou NOR) foram aplicadas a um
ndmero ainda mais reduzido de espécies (CARVALHO, 1989).

A andlise citogenética, como determinacdo das caracteristicas
cromossOmicas, contribui para estabelecer as relagbes taxonémicas e evolutivas
entre os distintos grupos, é de grande utilidade para se entender o papel que os
rearranjos cromossOmicos tém na especiacdo, para demonstrar as relagbes que
existem entre as alteragdes cromossémicas e as variagdes do fenoétipo, e permite
analisar o mecanismo de determinacdo do sexo e o processo de diferenciagdo dos
cromossomos sexuais (LEDESMA et al., 2003).

Além disso, a citogenética auxilia na identificacdo e caracterizacdo das
espécies consideradas cripticas, ajudando na distincdo sexual de machos e fémeas
cripticos ou em duavidas acerca da inclusdo de uma espécie em um determinado
taxon (DE LUCCA & ROCHA, 1992 c).

Estudos citogenéticos servem como ferramentas, contribuindo para uma
melhor vis&o evolutiva e taxondmica, principalmente quando evidéncias cariotipicas
forem acumuladas, fornecendo informacdes taxondmicas Uteis para que se possa

interpretar as relacdes filogenéticas das espécies (WALDRIGUES, 1982 b).



1.3. Familia Pipridae

Piprideos encontram-se na regido da América Central (norte do México), ao
norte da Argentina e na Amazbnia brasileira, regides estas consideradas
neotropicais (Fig. 1). S&o pequenas aves de diversidade taxonémica representadas
por aproximadamente 50 espécies, dependendo da classificagdo adotada (SNOW,
2004).

Sado caracterizados como aves frugivoras de sub-bosque e conhecidas
principalmente pelo sistema de leques poliginicos (SICK,1967; SNOW,1963). PRUM
em sua revisdo de 1997 do trabalho de ANDERSON (1994) observou diversidade
morfolégica entre as espécies de piprideos, até mesmo entre as proximamente
aparentadas, o que se atribui aos mecanismos de sele¢cdo sexual por preferéncia
das fémeas.

A familia Pipridae faz parte da ordem Passeriformes, subordem Tyrannida
(WETMORE & MILLER, 1926) e, compreende trés subfamilias: Pygarrhichinae
(WOLTERS, 1977); Furnarinae (GRAY, 1840) e, Synallaxinae (DE SELYS -
LONGCHAMPS, 1839) (http://www.wikiaves.com.br/passeriformes). Apresenta forte
pressao de selegdo sexual, fator que pode explicar a causa do dimorfismo sexual na
grande maioria das espécies, onde o0s machos apresentam caracteristicas
marcantes, como plumagens de cores vibrantes e as fémeas com uma plumagem
esverdeada (SNOW, 1963; PRUM, 1990; SNOW, 2004). Os comportamentos de
corte exibidos por machos de piprideos em leques representam uma das
caracteristicas mais marcantes da familia (DARWIN, 1871; SNOW, 1963; SICK,
1967).

Quanto a sistemética desta familia, h&4 estudos complementares que
apresentam relacdes filogenéticas nem sempre congruentes e, que néo trazem
representacées de todos os taxons (PRUM, 1990, 1992; REGO et al., 2007).

Pipra fasciicauda (Fig. 2) apresenta 10 cm de comprimento. O macho possui
no alto de sua cabega, nuca e dorso uma coloragéo vermelho-brilhante, com tons de
amarelo e o restante das partes superiores na cor preta, seu ventre é de coloracdo
amarelo-avermelhado; a fémea tem coloragdo mais discreta, sendo esta verde oliva,
mais opaca nas partes inferiores, com a barriga de coloragdo amarelada. Alimenta-
se basicamente de pequenos frutos. No periodo reprodutivo, 0s machos se exibem
para as fémeas numa série de repeticbes de movimentos caracteristicos. Seus

hébitos de vida séo determinados em florestas de varzea periodicamente inundadas,
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florestas de galeria e florestas adjacentes, matas de terra firme e matas secas

(http://www.wikiaves.com.br/pipridae).

Piprideos sdo de amplas distribuicbes geograficas e densidades
populacionais elevadas (RIDGELY & TUDOR, 1994; SNOW, 2004). Distribuem-se
por cerca de dois tercos da regido Neotropical, onde atingem maior diversidade na
regido Amazonica (ANCIAES & PETERSON, 2006).

Palaearctic

A
7

OrientcT
o2
A

W
Australasian

e

Fig. 1: A origem dos reinos zoogeograficos (WALLACE, 1876).
Fonte: http://people.eku.edu/ritchisong/birdbiogeographyl.htm

Fig. 2: Pipra fasciicauda. A esquerda, imagem de um individuo macho, com a plumagem
mais vistosa (vermelho-brilhante, vermelho amarelado e, preto); & direita, imagem de uma

fémea com plumagem de coloracéo mais discreta (verde oliva, opaca nas partes inferiores).
Fonte: Alexandre Camargo Azevedo e Galeria de Demis Bucci

(http://www.treknature.com/members/alexandreaz/photos/, http://www.flickr.com/photos/demisbucci/).




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais
- Contribuir para o conhecimento citogenético;
- Fornecer caracteristicas acerca dos cromossomos de Pipra fasciicauda para

estudos de taxonomia na Ordem Passeriformes.

2.2. Objetivos especificos
- Descrever cariotipicamente a espécie Pipra fasciicauda como primeiro registro para
a familia Pipridae;
- Realizar a biometria dos macrocromossomos, e a partir deste construir o

ideograma da espécie.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e Amostras

Foram coletados trés individuos da espécie Pipra fasciicauda pertencente a
familia Pipridae, de acordo com SICK (1997), na Fazenda Gruta da Serra em
Pinheropolis distrito de Porto Nacional - Tocantins, localizada a 22L-
0775494/8810050-UTM. As coletas foram autorizadas pelo IBAMA, 6rgdo ambiental
responsavel sob as licencas n° 011/2004 e 191/2006 — CGFAU, processo
02029.001756/2004-15. Todos os individuos foram pesados com aproximadamente
15 gramas cada espécime, e identificado o sexo, sendo dois machos e uma fémea.
Com a ave ainda viva, realizou-se uma prévia identificacdo fazendo uso do guia
taxonbmico SOUZA (2004), logo, os espécimes foram identificados, corroborando a
feita a campo, e taxidermizados pelo professor Dr. José Hidasi sendo depositados
no Museu de Zoologia da cidade de Porto Nacional, TO.

Para capturar os individuos, foram utilizadas redes de neblina (Fig. 3), as
quais foram abertas em horarios alternados das 6:00 as 11:30 h e das 17:00 as
19:00 h (periodos de maior atividade das aves). A area de coleta apresentava
vegetacdo do bioma cerrado: campo-cerrado, mata ciliar, cerrado sensu stricto e

cerradao.

Fig. 3: Rede de neblina aberta para a captura das aves e ap6s amostragem de cada
espécime.
Fonte: Ricardo José Gunski 2005
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As amostras citogenéticas foram obtidas a partir da técnica de cultura de curta
duracéo de medula 6ssea segundo GARNERO & GUNSKI (2000) com modificaces.
Para essa técnica, é preciso utilizar células em divisdo de areas hematopoiéticas de
0ssos longos, sua vantagem é de ser uma técnica rapida e direta e, o0s
equipamentos necessarios para realiza-la sdo facilmente adaptados as condi¢cfes de
trabalho no campo. Porém €& necessério sacrificar o animal para que se possam
extrair os ossos de seus membros inferiores como segue o protocolo descrito

abaixo:

» Com auxilio de uma tesoura, limpar os ossos de maneira a remover 0s
musculos, deixando o fémur exposto e eliminando as epifises.

» Extrair a medula utilizando uma seringa estéril e um pouco de Hank's (meio
de cultura), logo, esmagar o material em uma placa de Petri com 10 ml de
Hank’s e 0,1 ml de colchicina 0,05%.

» Em frascos de cultura ou em tubos de centrifuga, incubar o material a 37° C
por 1 hora. Apds, centrifugar a 800 rpm durante 10 minutos e desprezar o
sobrenadante.

» Adicionar 10 ml de KCI 0,075M, suspendendo o material e incubar a 37°C por
30 minutos. Transcorrido este tempo, acrescentar 3 a 5 gotas de fixador
Farmer 3:1 ( metanol: 4cido acético), homogeneizar e centrifugar por 10
minutos a 800 rpm e apds, desprezar o sobrenadante.

» Completar com 10 ml de solugéo fixadora (metanol, acético 3:1). Centrifugar a
800 rpm por 10 minutos, desprezar o sobrenadante e, repetir esta lavagem
com solucao fixadora mais duas vezes.

» Pingar uma ou duas gotas da preparagdo em uma lamina limpa, deixar secar

4 temperatura ambiente.

3.2. Coloragéo convencional

Para a analise cromossémica numérica e morfologica, realizou-se a técnica
de coloragdo convencional segundo GUERRA (2002) de laminas previamente
pingadas. As laminas foram coradas durante 10 minutos com uma solugdo de
Giemsa a 5% em tampéo fosfato pH 6,8 (0,272 gramas de KH2PO4 em 200 ml de
agua destilada + 0,284 gramas de Na2PO4 em 200 ml de agua destilada).
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O material foi observado em microscépio Olympus CX31 com aumento até
1.000 X. Para realizar a contagem dos cromossomos e a cariologia foram analisadas
as 10 melhores metafases, sendo estas fotografadas por uma Céamera Digital
KODAK EASYSHARE M530 e, digitalizadas no programa Corel PHOTO- PAINT X5
e impressas em impressora jato de tinta em papel fotografico (Filipaper, INKJET A4)
escolhendo-se as melhores metafases para montagem do cariétipo de acordo com
GUERRA (1986).

3.3. Andlise Biométrica

Foram escolhidas as 10 melhores fotos para a analise biométrica do
complemento cromossomico de Pipra fasciicauda. A biometria cromossomica foi
realizada com o programa Micro Measure 3.3, onde os valores sdo gerados numa
planilha do software Excel.

Através dessa andlise, obtiveram-se valores da razdo entre os bracos (r) e 0
indice centromérico (ic). A razdo entre bracos, braco longo (I) e brago curto (c),
define a posicéo do centromero (r = I/c). Para o indice centromérico, ic= ¢ x 100/ c+l,
como na férmula descrita aqui, divide-se o tamanho do braco curto multiplicado por
100 pelo comprimento total do cromossomo. Os cromossomos foram classificados
de acordo com o indice centromérico segundo o método proposto por GUERRA
(1986) (Fig. 4).

a | 10010149 [ 15010299 | 30000 [
d | 50010401 | 40010251 | 25010001 | 0 N\

Fig. 4: Valores limite para cada tipo de morfologia cromossémica. M, metacéntricos;
SM, submetacéntricos; A, acrocéntricos T, telocéntricos; a.r., razdo entre os bracos,

i.c. indice centromérico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cariotipo se caracteriza pelo nimero, tamanho e forma dos cromossomos,
sendo uma caracteristica Unica, um padrdo para cada espécie. Este trabalho
descreve pela primeira vez a morfologia do complemento cromossoémico de Pipra
fasciicauda, podendo-se identificar seu numero dipléide como sendo igual a 78
cromossomos (2n=78) (Fig. 5 a, b). A morfologia dos primeiros 12
macrocromossomos mostra-se da seguinte maneira: 1° par submetacéntrico (sm);
2°, 3°, 4° e 5° com morfologia acrocéntrica (a); 6°, 7°, 8°, 10°, 11° e 12° telocéntricos
(t) (Tab. 2). Observa-se a presencga dos cinco primeiros pares como Cromossomos
bibraquiais.

A espécie possui seus primeiros macrocromossomos do 2° ao 5° par,
identificados como acrocéntricos e Seus menores macrocromossomos aqui
descritos, do 6° ao 12° par, sdo de morfologia telocéntrica, o que se pode sugerir, é
gue fissGes céntricas poderiam ter acontecido envolvendo esses pares nesse evento

citogenético, supondo o baixo valor do comprimento relativo de tais cromossomos.
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1° 2° 3° 4° 5° 5° 7° 8
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. : : :

10 11 12

Fig. 5. a, b) Metafase e cariétipo parcial dos primeiros 12 macrocromossomos de
Pipra fasciicauda.
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Tab. 2: Biometria dos 12 primeiros pares de macrocromossomos ha espécie Pipra

fasciicauda (brago longo (l), brago curto (c) e indice centromérico (ic)).

Cromossomo N° I C ic Morfologia
1 9,50 2,68 0,30 sm
2 7,23 1,61 0,23 a
3 6,14 1,15 0,18 a
4 4,40 0,80 0,17 a
5 3,92 0,47 0,10 a
6 3,66 0,00 0,00 t
7 2,78 0,00 0,00 t
8 2,08 0,00 0,00 t
9 1,71 0,00 0,00 t
10 1,63 0,00 0,00 t
11 1,35 0,00 0,00 t
12 1,12 0,00 0,00 t

sm = submetacéntrico; a = acrocéntrico; t = telocéntrico

Como resultado da biometria observa-se com mais clareza que 0s cinco

primeiros pares apresentam morfologia bibraquial e o0s restantes pares

cromossOmicos séo telocéntricos (Fig. 6).

Ollll-

|H||||II||.
1 2 3

4° 5° 6° 77 8 9 10° 11° 12°

Fig. 6: Ideograma parcial dos 12 primeiros macrocromossomos do complemento
cromossOmico de Pipra fasciicauda. Abaixo estdo os pares cromossomicos e a

esquerda o zero indica a posigéo do centromero.
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Em Passeriformes, e como em toda a classe Aves, 0S microcromossomos sao
de pequeno tamanho impossibilitando sua descricdo morfolégica e biométrica, com
isso, a maioria dos microcromossomos € identificada com morfologia acro e
telocéntrica.

As técnicas de coloracao diferencial (bandeamento C, G e NOR’s) ndo deram
resultados positivos, portanto nédo foi possivel identificar os cromossomos sexuais, Z
e W, nem a sua morfologia. Entretanto, essas técnicas serao realizadas novamente
para obter os dados de sua morfologia e seus padroes de bandeamento.

O ndmero dipldide (2n=78) dessa espécie estd abaixo do sugerido por
TEGELSTROM et al. (1983), LUCCA & ROCHA (1992 b) e RODIONOV (1996)
(2n=80) para grupo das aves, logo encontram-se 12 pares de macrocromossomos,
quatro & seis pares a mais do valor sugerido por estes autores, e por conseguinte o
namero de microcromossomos € menor. Rearranjos estruturais, como fusées ou
fissOes céntricas entre macro e microcromossomos, poderiam ter sido a causa da
reducdo do complemento cromossdmico diploide dentro dessa espécie.

Esta é a primeira descrigdo cariotipica do complemento cromossémico de
Pipra fasciicauda, e mostra que o 1° (submetacéntrico) e 3° (acrocéntrico) pares
possuem a morfologia conservada em relagdo ao caridtipo ancestral, como
mencionado por RODIONOQV (1997) dentre os trés primeiros pares, apenas o 2° par
ndo corresponde & essa caracteristica, por ser identificado com morfologia
acrocéntrica. Contudo, a morfologia do 1° par em Pipra fasciicauda n&o condiz com
os dados cariotipicos de SHOFFNER (1974 a), apenas o 3° par esta de acordo com
a porcentagem de espécies (aproximadamente 90%) que possuem um cromossomo
acrocéntrico como o de numero 3.

A conservacdo das caracteristicas morfologicas dos caridtipos de espécies
atuais com o caridtipo de espécies ancestrais sugere que a homologia cariotipica se
estendeu por um longo periodo de tempo. As evidéncias cariotipicas acumuladas
nos fornecem informacdes citotaxondmicas para interpretar se existem ou nao
relag@es filogenéticas entre as espécies.

Os dados obtidos neste trabalho n&o estdo de acordo com os dados
sugeridos por LUCCA & ROCHA (1992 a), que mencionam uma semelhanca
cariotipica para a ordem Passeriformes com o numero dipléide de 80 cromossomos
e, morfologia principalmente subtelocéntrica. Pipra fasciicauda possui um par de

cromossomos a menos do que o mencionado pelos autores acima e, a morfologia é
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principalmente telocéntrica. No entanto, Pipra fasciicauda é uma espécie de
complemento cromoss6mico conservado, pois seu numero diploide esta entre 2n=76
e 2n=80, dado este sugerido por ELLEGREN (2010).

Como é de conhecimento da comunidade cientifica, o Brasil € um dos paises
com a maior diversidade de espécies de aves e, este trabalho é uma contribuicdo
para o conhecimento citogenético dessa diversidade.

A ordem Passeriformes representa uma das ordens com maior nimero de
espécies de aves e, com maior numero de dados citogenéticos em relacdo &s outras
ordens, no entanto, esse conhecimento ainda € pouco para compreender sua
evolucao e de suas linhagens.

Existe um cariétipo padrdo para a Classe Aves, mas cada espécie possui
caracteristicas cromossémicas Unicas, morfologia e numero cromossdmicos
especificos, tais caracteristicas sdo de fundamental importancia para futuras
andlises sistematicas e evolutivas.

Os menores macrocromossomos séo telocéntricos (6° ao 12° par) como
mencionados por TEGELSTROM & RYTTMAN (1981). O 2°, 3°, 4° e 5° pares, por
serem acrocéntricos ndo estdo de acordo com GUNSKI et al. (2000), para a
classificagéo de bibraquiais, em que o autor menciona cromossomos acrocéntricos
como monobragquiais.

As espécies de piprideos sdo conhecidas por apresentar diversidade
morfolégica, como menciona SICK (1967) e SNOW (1963 a), por isso € importante
obter dados citogenéticos dessas espécies, para tentar entender através das
caracteristicas do caridtipo, quais 0s possiveis eventos que ocorreram ou ndo no
complemento cromossémico que resultou em tal diversidade morfolégica, a qual é
atribuida aos mecanismos de selecao sexual por preferéncias das fémeas
resultando em dimorfismo sexual.

Como este trabalho apresenta pela primeira vez a descrigdo cariotipica da
espécie Pipra fasciicauda, esses dados estardo disponiveis aos citotaxonomistas
como ferramenta para melhor entender a relacdo filogenética e as tendéncias
evolutivas dentro e entre diferentes grupos taxonémicos.

Analisando a similaridade cariotipica por porcentagem entre 22 espécies de
Passeriformes observa-se que a maioria destas, possui 0 1° par cromossomico de
morfologia submetacéntrica; o 2°, 3°, 4° e 5° pares de morfologia acrocéntrica; e o0 6°

e 7° pares de morfologia telocéntrica (Tab. 3; Fig. 7).
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Existem pequenas variagbes no tamanho dos cromossomos das aves, mas é
possivel observar uma alta homeologia cromossdmica nos primeiros sete pares (Fig.
7).

A similaridade do 1° par é superior a 70% para submetacéntrico, sendo
apenas 18% metacéntrico, dado cariotipico de acordo com RODIONOV (1997) que
menciona a morfologia submetacéntrica para o 1° par do cariétipo ancestral das
aves. No entanto, para a similaridade do 2° par pode-se observar que é superior a
60% para a morfologia acrocéntrica, relembrando que no cariétipo ancestral, o 2° par
foi sugerido como submetacéntrico, logo, podemos supor que este par
cromossémico ndo se manteve conservado, ou seja, devido o longo periodo de
evolugdo, pode ter sofrido eventos citogenéticos mediados pelo mecanismo de
fissdo céntrica.

O 3° par apresenta uma porcentagem superior a 70% para a morfologia
acrocéntrica, que mostra que esse par manteve-se conservado, assim como o 1°,
durante a evolucdo do caridtipo. Para o 4° e 5° pares a similaridade cariotipica
mostrou ser maior que 40% para morfologia acrocéntrica entre as espécies
analisadas. Por fim, para 0 6° e 7° pares, valores significativos séo observados para

morfologia telocéntrica, sendo superior a 50%.
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Tab. 3. Morfologia dos 12 primeiros macrocromossomos em algumas espécies da

ordem Passeriformes para andlise cariotipica comparativa com Pipra fasciicauda.

Espécie 1° 2° 3° 4° 5° 6° 7°
Pipra fasciicauda sm a a a a t t
Parus major m t sm st st st st
Tangara cayana sm a a sm t t t
Pheucticus aureoventris sm st st t st t t
Hemithraupis guira sm a a a t t t
Ramphocelus carbo sm a a a t t t
Sturnella magna a a a sm a t t
Charitospiza eucosma sm m a a sm t t
Haplospisa unicolor sm a a a a a a
Sporophila lineola sm a a sm a a a
Sporophila caerulescens sm a a a a a t
Tiaris canora sm a a a a t t
Paroaria coronata sm a a a a a a
Tangara cayana sm a a sm t t t
Thraupis palmarum sm sm a a a t t
Thraupis sayaca sm a a sm t t sm
Thraupis banariensis sm a a a a a a
Stephanophurus diadematus m t t t t m t
Motacilla alba m st st sm sm t t
Motacilla flava sm sm sm st sm st st
Passer montanus m st sm m sm sm st
Coereba flaveola sm a a a a t t

m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; a = acrocéntrico e, t = telocéntrico
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Analise da similaridade
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Fig. 7: Analise da similaridade cariotipica de Pipra fasciicauda com algumas outras
espécies de mesmo numero dipldide na ordem Passeriformes (m = metacéntrico; sm

= submetacéntrico; a = acrocéntrico; st = subtelocéntrico; t = telocéntrico).

Este trabalho oferece a primeira descri¢cdo cariotipica da espécie, seu primeiro
ideograma e uma andlise de similaridade entre algumas espécies da ordem
Passeriformes. Estes resultados servem como ferramenta para auxiliar a resolver
guestbes taxondmicas dentro da ordem e com outras dentro da classe e, assim
poder contribuir para o conhecimento citogenético e evolutivo da diversidade da
avifauna.
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5. CONCLUSOES

O numero dipléide de Pipra fasciicauda identificado € de 78 cromossomos
(2n=78); os 12 primeiros macrocromossomos de seu complemento cromossémico
foram identificados como: 1° par submetacéntrico; 2°, 3°, 4° e 5° acrocéntricos e, 6°,
7°, 8°,9°10° 11° e 12° telocéntricos.

O cari6tipo ancestral apresenta um grupo de macrocromossomos, os trés
primeiros pares com morfologia conservada, sendo o 1° e 2° pares de morfologia
submetacéntrica e o 3° acrocéntrico. Em Pipra fasciicauda pode-se observar que
somente o 1° (submetacéntrico) e 3° (acrocéntrico) pares possuem a morfologia
conservada em relagdo ao caridtipo ancestral, assim como o restante das espécies
em que a maior parte possui para estes pares a mesma morfologia.

Em seu complemento cromossdmico, 0s primeiros macrocromossomos do 2°
ao 5° par, s@o acrocéntricos e seus menores macrocromossomos, do 6° ao 12° par,
sdo de morfologia telocéntrica, sugerindo que eventos citogenéticos, como fissdes
céntricas poderiam ter acontecido envolvendo esses pares, 0 que poderia explicar o
baixo valor do comprimento relativo de tais cromossomos.

Na andlise comparativa da morfologia entre as 22 espécies da ordem
Passeriformes, observa-se que a maioria possui no complemento cromossémico o
1° par com morfologia submetacéntrica; para o 2°, 3°, 4° e 5° pares morfologia
acrocéntrica; e por fim, para o 6° e 7° pares morfologia telocéntrica.

Por meio deste e outros estudos citogenéticos da Classe Aves, pode-se
contribuir para um estudo taxondémico, melhorando assim, a compreensao da visédo
evolutiva nessa Classe e, essas informacdes taxonOmicas sdo de importancia
fundamental, pois servem como ferramenta para interpretar as rela¢des filogenéticas

entre as espécies.
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