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1. INTRODUCAO

O Bioma Pampa é uma ecorregiao exclusiva da América do Sul e, no
Brasil, abrange somente o Rio Grande do Sul (RS). Esse bioma possui regides
ainda pouco estudadas e tém sido intensamente alterado, devido principalmente a
cultura agropastoril, onde grandes extensdes sdo convertidas em areas agricolas
(BENCKE et al. 2003). Com isso, fauna e flora silvestres vém sendo
constantemente ameacadas de extin¢do, e as aves podem ser consideradas um
dos grupos mais atingidos. Varias podem ser as causas de perda de espécies,
mas certamente um dos fatores mais importantes € a destruicdo dos habitats, que
leva ao isolamento de populacdes cada vez menores, aumentando as chances de
desaparecimento e reduzindo a diversidade genética (OLMOS, 2005).

A diversidade genética € uma variacao biolégica hereditaria acumulada
durante o processo evolutivo, gerada por mutagdo na sequéncia nucleotidica
durante a replicagdo do DNA (SANTOS et al. 2009). De um modo geral, os locus
microssatélites sdo os marcadores moleculares mais utilizados para estimar a
variabilidade genética intra e inter populacional. Estes locus apresentam
moderada taxa de mutacdo e constituem-se de uma sequéncia repetida de
nucleotideos em varias cépias que se distribuem aleatoriamente no genoma e
podem ser observados como variacbes de peso molecular. Assim, estes
marcadores se mostram uma excelente ferramenta para estudos populacionais,
de conservacao e manejo de recursos genéticos (MARTINS, 2007).

A Familia Tyrannidae € uma das mais diversificadas entre as familias de
aves, tendo sua distribuicdo restrita as Américas e seus membros ocupando
diversos nichos continentais, dentro de florestas e todos os estratos da estrutura
vertical (FITZPATRICK, 1980). O bem-te-vi, Pitangus sulphuratus € a Unica
espécie onivora da familia Tyrannidae, e foi descrito citogenéticamente por
GUNSKI et al. em 2000 apresentando 2n=78 cromossomos.

O objetivo deste trabalho foi analisar o cariétipo e a diversidade genética de
P. sulphuratus bem como comparar as populacdes de dois municipios (Sao
Gabriel e Dom Pedrito) localizados no bioma Pampa.

2. METODOLOGIA

Para realizagdo deste trabalho foram amostrados 14 exemplares de P.
Sulphuratus, provenientes dos municipios de Sdo Gabriel (8 exemplares) e Dom
Pedrito (6 exemplares) no estado do Rio Grande do Sul/Brasil. Conforme normas
de licenga do SISBIO n? 33860-1, cédigo 18127894 data 08/06/2012 e da
Comissao de ética no uso de animais - CEUA/UNIPAMPA.
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Foi realizado o cultivo direto de medula 6ssea de acordo com GARNERO e
GUNSKI (2000) para obtencdo de células em metafase. A determinagdo do
namero cromossdmico e sexagem dos espécimes foi realizada a partir da
observacédo de 30 metafases por exemplar e o cariétipo individual foi montado de
acordo com GUERRA et al. (2002).

Além disso, foram coletadas amostras de sangue para a extracao de DNA
gendmico, utilizando Mini Kit de Extragdo de DNA (PureLink Genomic DNA Mini
Kit—Invitrogen®) conforme instrugdes do fabricante.

Para as analises de diversidade genética, foram selecionados primers para
quatro locus microssatélites (Sap104, Sap50, Sap96 e NF2930) descritos por
BEHELER et al. (2006) e CORREA et al. (2009) que foram amplificados pela
técnica de reagdo em cadeia da polimerase - PCR. Os resultados da PCR foram
conferidos com eletroforese em gel de agarose 1% e em gel Poliacrilamida 10%
com uso da coloracao de prata e entao fotografados. As fotos dos géis foram
analisadas no software TotalLab - Nonlinear Dynamics Ltd versao 2008, para
quantificar o peso molecular dos alelos para cada locus em relagcdo ao DNAladder
100pb. Estes valores foram agrupados em uma matriz do software Excel para
analises. Os parametros de numero de alelos por locus, frequéncia e diversidade
alélica, identificacao de alelos privados, heterozigosidade esperada e observada
foram estimados no software Genalex 6.41.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

P. sulphuratus apresenta 2n=78 cromossomos, seu cariétipo é formado por
11 pares de macrocromossomos e o0 restante sdo considerados
microcromossomos. O primeiro par cromossdmico € identificado como o maior
submetacéntrico do complemento, o restante sdo cromossomos acrocéntricos de
diferentes tamanhos, a excecao do par 9 que é metacéntrico, estando de acordo
com GUNSKI et al 2000. Os machos (Figura 1a) apresentam um par sexual
homogamético (ZZ) submetacéntrico e as fémeas possuem um par
heterogamético (ZW), sendo o cromossomo W acrocéntrico pequeno.
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Figura 1: Metéfase e cariétipo parcial de um exemplar macho
(a) e uma fémea (b) de Pitangus sulphuratus, com 2n=78
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Para as andlises de diversidade genética molecular, foram obtidos
resultados dos quatro locus microssatélites (Sap104, Sap50, Sap96 e NF2930)
em Pitangus sulphuratus em 14 exemplares (Tabela 1).

Todos os locus microssatélites avaliados, apresentaram numero de alelos
observados (Na) superiores aos numeros esperados (Ne), indicando que P.
Sulphuratus exibe alta variabilidade genética, apesar do baixo nimero amostral.
Além disso, Sap104 foi o locus que apresentou o maior nimero de alelos (6,5)
neste trabalho, enquanto que BEHELER et al. (2007) observaram 12 alelos ao
estudar 24 exemplares de Sayornis phoebe. Em relacdo a heterozigozidade
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observada, Sap96 foi o locus com maior valor Ho=0,72 enquanto que para
BEHELER et al. (2007) o valor foi Ho=0,81 (Tabela 1).

Tabela 1: Média de indices de diversidade genética em P. sulphuratus baseada
em quatro locus microssatélites.

Locus N Na Ne Ho He F
Sap 104 6,50 6,50 4,73 0,71 0,78 0,09
Sap50 6,00 5,00 3,48 0,52 0,57 0,18
Sap96 6,00 6,00 4,69 0,72 0,71 -0,01
NF2930 6,50 3,50 2,18 0,22 0,49 0,51
Média 6,25 5,25 3,77 0,54 0,64 0,19

N=nUmero de amostras; Na= Numero de alelos, Ne= nimero de alelos esperados, Ho= Heterozigosidade observada, He= Heterozigosidade
esperada, F= indice de fixagéo.

As amostras analisadas foram divididas em duas popula¢des de acordo com
o local de origem: Sao Gabriel (SG), Dom Pedrito (DP) que foram confrontadas
separadamente para comparacoes dos indices de diversidade (Tabela 2).

Tabela 2: indices de diversidade genética de quatro locus microssatélites em
duas populacdes de P. sulphuratus.

Populacao
SG DP
Locus N Na Ne Ho He F N Na Ne Ho He F
Sap 104 8 8,00 492 0,63 0,80 0,22 5 5,00 455 0,80 0,78 -0,03
Sap50 7 7,00 544 0,86 0,82 -0,05 5 3,00 1,52 0,20 0,34 0,41
Sap96 7 8,00 7,00 0,86 0,86 0,00 5 4,00 2,38 0,60 0,58 -0,03
NF2930 8 4,00 2,84 0,25 0,65 0,61 5 3,00 1,52 0,20 0,34 0,41
Média 750 6,75 5,05 065 0,78 0,20 5,00 3,75 2,49 045 0,51 0,19

N=nUmero de amostras; Na= Niumero de alelos, Ne= nimero de alelos esperados, Ho= Heterozigosidade observada, He= Heterozigosidade
esperada, F= indice de fixagéo.

O numero médio de alelos para os exemplares de SG Na=7,5 foi superior ao
observado para DP Na=5, indicando que SG apresenta maior diversidade genética.
Este resultado pode ser influenciado pelo nimero amostral, no entanto com o
aumento do numero de exemplares estas diferengas podem diminuir.

Com a analise de distribuicdo e distancia genética dos exemplares em
coordenadas principais, dividiu-se os grupos genéticos em dois, no entanto foi
observado que um dos exemplares de origem DP foi agrupado com os de SG,
indicando a existéncia de migracao (Figura 2).
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Figura 2: Distancia genética entre espécimes de P. sulphuratus de duas
populacdes, baseada em dados de quatro locus microssatélites.

4. CONCLUSOES

Apesar do pequeno numero de exemplares analisados foi possivel
observar que o locus Sap104 apresentou maior niumero de alelos e o locus
NF2930 o menor. Quando confrontados os dados das populagdes, SG apresentou
0s maiores indices de diversidade em relacdo a DP.



C 2013 18A22/11
XXICONGRESSODEINICIAGAOCIENTIFICA NOPREDIOCAMPUSPORTO
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS RUAGOMESCARNEIRON®1

Devido a restricao do numero de exemplares amostrados permitidos no
licenciamento, bem como das dificuldades de captura dos mesmos, o tamanho
amostral ainda é baixo e com isso os resultados devem ser abordados com
cautela. Espera-se que para o préximo ano seja possivel incluir novas amostras e
populacdes nestas analises.
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