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RESUMO 
 
 
TEIXEIRA, Gisele Amaro, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio de 2022. 
Organização cromossômica e dinâmica evolutiva de sequências repetitivas em formigas 
cultivadoras de fungos (Myrmicinae: Attini: Attina). Orientadora: Denilce Meneses Lopes. 
Coorientadoras: Luísa Antônia Campos Barros e Tânia Maria Fernandes Salomão. 
 
 
DNA repetitivo compõe uma porção substancial do genoma eucariótico e é importante para sua 

estabilidade, evolução, regulação e arquitetura. Formigas cultivadoras de fungos (subtribo 

Attina, clados Paleoattina e Neoattina) mostram altas taxas de rearranjos estruturais em seus 

genomas, com contrações e expansões gênicas, que foram necessárias para o estabelecimento 

de seu estilo de vida baseado em sociedades agrícolas. Processos que levaram a diversificação 

genômica em Attina também podem ter atuado sobre sequências repetitivas, destacando a 

importância do estudo do DNA repetitivo nesse grupo. Consistente com essa hipótese, dados 

citogenéticos em Attina mostram que sequências repetitivas heterocromáticas são ricas em GC, 

o que é um traço incomum em Formicidae. Assim, essa tese focou no estudo do DNA repetitivo 

em Attina a partir de uma abordagem citogenética molecular. Considerando que a maior parte 

dos estudos disponíveis envolvendo sequências repetitivas para Attina bem como para 

Formicidae, estão disponíveis para genes rDNA, no capítulo I dados sobre mapeamento de 

genes rDNA em formigas foram compilados e resultados inéditos de 13 espécies neotropicais 

são apresentados. Os dados mostraram que um único sítio de rDNA intracromossômico é a 

característica mais frequente e provavelmente ancestral em formigas, e que a localização 

cromossômica de clusters rDNA influencia na restrição/dispersão desses genes no cariótipo. 

No capítulo II, caracterizamos as espécies de Neoattina Cyphomyrmex transversus, 

Sericomyrmex maravalhas e Mycetomoellerius relictus, através de citogenética clássica, 

molecular e bandamentos. Cyphomyrmex transversus e S. maravalhas mostram cariótipos 

inéditos em seus respectivos gêneros. As três espécies apresentam heterocromatina rica em GC, 

o que reforça a hipótese de origem comum dessa heterocromatina em Attina. Dados obtidos 

associados a estudos prévios sugerem que um único sítio de rDNA intracromossômico é 

plesiomórfico em Attina e que inversões parecem ser importantes para mudar a posição desses 

genes no cariótipo. No capítulo III, foi produzido uma sonda C0t-DNA (sequências altamente 

e moderadamente repetitivas) de M. relictus que foi hibridizada nos cariótipos de espécies de 

Paleoattina e Neoattina. Os resultados indicam pelo menos cinco eventos evolutivos que 

levaram à diferenciação da heterocromatina rica em GC em Attina desde seu provável 
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surgimento no ancestral da subtribo. Adicionalmente, mapeamos as sequências repetitivas 

(GA)15 e (TTAGG)6 em espécies dos dois clados que mostraram resultados mais homogêneos 

localizadas na eucromatina e telômeros, respectivamente. No capítulo IV, o cariótipo da 

formiga cortadeira Atta cephalotes foi caracterizado por citogenética clássica, bandamentos 

cromossômicos e mapeamento físico de diferentes sequências repetitivas (teloméricas, 

microssatélites e genes rDNA 18S). Atta cephalotes mostrou um cariótipo conservado em 

relação as demais espécies de Atta, e os possíveis fatores que influenciam essa conservação 

cromossômica no gênero são discutidos. Os primeiros insights sobre a diversidade e 

organização cromossômica de vários DNAs repetitivos são apresentados em formigas 

cortadeiras, úteis para estudos futuros comparativos. Os marcadores citogenéticos utilizados 

nesta tese em diferentes espécies de Attina indicam padrões distintos de diversificação para o 

DNA repetitivo localizado na heterocromatina, enquanto o DNA repetitivo da eucromatina e 

telômeros parece ser mais conservado na subtribo. 

 
 
Palavras-Chave: Formigas. Heterocromatina. Microssatélites. DNA. Telômero. 
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ABSTRACT 
 
 
TEIXEIRA, Gisele Amaro, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 2022. Chromosomal 
organization and evolutionary dynamics of repetitive sequences in fungus-farming ants 
(Myrmicinae: Attini: Attina). Advisor: Denilce Meneses Lopes. Co-advisors: Luísa Antônia 
Campos Barros and Tânia Maria Fernandes Salomão. 
 

 

Repetitive DNA constitutes a substantial portion of the eukaryotic genome and are important 

for its stability, evolution, regulation, and architecture. Fungus farming ants (Attina subtribe, 

Paleoattina and Neoattina clades) show high rates of structural rearrangements in their 

genomes, with gene contractions and expansions, which were necessary for the establishment 

of their lifestyle based on agriculture. Processes that led to genomic diversification in Attina 

may also have acted on repetitive sequences, highlighting the importance of studying repetitive 

DNA in this group. Consistent with this hypothesis, cytogenetic data in Attina show that 

repetitive heterochromatic sequences are rich in GC, which is an uncommon trait in Formicidae. 

Thus, this thesis focused on the study of repetitive DNA in Attina from a molecular cytogenetic 

approach. Considering that most of studies involvig repetitive sequences available for Attina as 

well as Formicidae are available on rDNA genes, in chapter I data on mapping rDNA genes in 

ants were compiled and unpublished results from 13 Neotropical species are presented. The 

data showed that a single intrachromosomal rDNA site is the most frequent and probably 

ancestral feature in ants, and that the chromosomal location of rDNA clusters influences the 

restriction/dispersion of these genes in the karyotype. In chapter II, we characterized the 

Neoattina species Cyphomyrmex transversus, Sericomyrmex maravalhas and 

Mycetomoellerius relictus, through classical and molecular cytogenetics, and chromosomal 

banding. Cyphomryemx transversus and S. maravalhas show new karyotypes in their respective 

genera. The three species present GC-rich heterochromatin, which reinforces the hypothesis of 

a common origin of this heterochromatin in Attina. Data obtained in association with previous 

studies suggest that a single intrachromosomal rDNA site is plesiomorphic in Attina and that 

inversions seem to be important to change the position of these genes in the karyotype. In 

chapter III, a C0t-DNA probe (highly and moderately repetitive sequences) from M. relictus 

was produced and hybridized in the karyotypes of species from Neoattina and Paleoattina 

clades. The results indicate at least five evolutionary events that led to the differentiation of 

GC-rich heterochromatin into Attina since its probable emergence in the subtribe's ancestor. 

Additionally, the repetitive sequences (GA)15 and (TTAGG)6 were mapped in species of the 
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two clades that showed more homogeneous results located in euchromatin and telomeres, 

respectively. In chapter IV, the karyotype of the leaf-cutting ant Atta cephalotes was 

characterized by classical cytogenetics, chromosomal banding and physical mapping of 

different repetitive sequences (telomeric, microsatellites and 18S rDNA genes). Atta cephalotes 

showed a conserved karyotype in relation to other Atta species, and the possible factors that 

influence this chromosomal conservation in the genus are discussed. The first insights into the 

chromosomal diversity and organization of the various repetitive DNAs are presented in leaf-

cutting ants, useful for future comparative studies. The cytogenetic markers used in this thesis 

in different Attina species indicate distinct patterns of diversification for the repetitive DNA 

located in heterochromatin while the repetitive DNA of euchromatin and telomeres seems to be 

more conserved in the subtribe. 

 
 
Keywords: Ants. Heterochromatin. Microsatelites. DNA. Telomeres. 
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1 - INTRODUÇÃO GERAL  
 

Uma grande porção do genoma de eucariotos é composta por diferentes sequências 

altamente e moderadamente repetitivas organizadas em tandem ou dispersas localizadas na 

heterocromatina ou eucromatina, como famílias multigênicas, microssatélites, minissatélites, 

DNA satélites, DNA telomérico, e elementos transponíveis (Martins et al. 2011; López-

Flores e Garrido-Ramos 2012). Além da função gênica observada nas famílias multigênicas 

(ex.: genes ribossomais e histonas), atualmente é consenso que o DNA repetitivo pode ter 

papéis importantes no genoma, incluindo na sua organização e estabilidade arquitetônica, na 

regulação gênica, segregação cromossômica e na origem de rearranjos cromossômicos 

(Shapiro e Sternberg 2005; Martins et al. 2011; Biscotti et al. 2015a; Koo et al. 2016). Além 

disso, sequências repetitivas podem estar relacionadas diretamente com a evolução de regiões 

cromossômicas específicas como centrômeros e telômeros (Biscotti et al. 2015b; Shatskikh 

et al. 2020; Thakur et al. 2021), e de cromossomos inteiros como cromossomos sexuais e 

cromossomos Bs (Martins et al. 2011; Chalopin et al. 2015; Hobza et al. 2015; Ruiz-Ruano 

et al. 2017). O DNA repetitivo também pode estar envolvido na evolução gênica uma vez 

que podem servir como matéria prima para novos genes ou variantes de genes que podem 

estar relacionados com adaptações ambientais (revisão em Paço et al. 2019; Sayah et al. 2004; 

Aminetzach et al. 2005; revisão em González e Petrov 2009; revisão em Gilbert et al. 2021). 

A notável importância funcional, estrutural e evolutiva do DNA repetitivo sobre o genoma 

instiga o estudo de sequências repetitivas nos mais variados organismos.  

Desde a década de 1980, a citogenética molecular tem permitido o estudo mais 

resolutivo da estrutura cromossômica representando grandes avanços nos estudos citogenéticos. 

Uma das técnicas de citogenética molecular mais empregada é a hibridização in situ 

fluorescente (FISH) que provou ser uma ferramenta eficaz e precisa para mapear fisicamente 

sequências de DNA específicas dentro dos cromossomos, permitindo a construção de mapas 

citogenéticos das espécies (revisão em Levsky e Singer, 2003; Liehr, 2017; Martins et al. 2011). 

Estudos citogenéticos moleculares têm mapeado as diferentes sequências repetitivas nos 

cariótipos das espécies e têm sido notavelmente importantes para a compreensão da 

composição, origem, função, organização e padrões evolutivos do DNA repetitivo no genoma 

de eucariotos (Martins et al. 2011; Biscotti et al. 2015a).  

Umas das sequências repetitivas amplamente mapeadas com a técnica de FISH são os 

genes ribossomais 45S, que se apresentam em várias cópias in tandem no genoma dos 

eucariotos. Cada cópia do gene rDNA 45S é constituída, nessa ordem para a maioria dos 
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organismos, pelos genes ribossomais 18S, 5.8S e 28S, os espaçadores internos transcritos entre 

esses genes, os espaçadores externos transcritos flanqueando os genes 18S e 28S, espaçador 

intergênico não transcrito a montante, além da região do promotor que contém duas sequências 

importantes para a formação do complexo transcricional, o elemento de controle a jusante e o 

núcleo promotor (Sumner 2003, Symonová 2019). Uma característica notável desses genes é 

que suas sequências codificantes são altamente conservadas em eucariotos devido a sua 

importância funcional permitindo comparações entre táxons distantes. Entretanto, os 

espaçadores intergênicos variam em sequência e comprimento (Sumner 2003; Symonová 

2019). 

Os genes rDNA 45S fazem parte das regiões organizadoras de nucléolo (NORs) e são 

localizados em porções do DNA que após sua condensação, usualmente aparecem como 

constrições secundárias nos cromossomos metafásicos (Sumner 2003). Variações no número 

de sítios e localização de genes ribossomais são bem documentados em diferentes grupos de 

eucariotos, com espécies apresentando os clusters de rDNA em um ou mais pares 

cromossômicos localizados próximos a telômeros, centrômeros ou em posições intersticiais 

(Sochorová et al. 2018; Roa and Guerra 2012; Dutrillaux e Dutrillaux 2012; Menezes et al. 

2021). A compilação de dados cromossômicos referentes a distribuição de genes ribossomais 

em diferentes organismos tem mostrado um padrão de associação entre a localização 

cromossômica e o número sítios de genes rDNA presentes no cariótipo (um único sítio de rDNA 

em regiões intracromossômicas e múltiplos sítios de rDNA em regiões terminais). Os estudos 

propõem que a localização cromossômica influencia a dispersão desses genes rDNA no 

cariótipo devido a ocorrência de rearranjos, como translocações, trocas desiguais e mecanismos 

de recombinação ectópica (entre cromossomos não homólogos), que podem levar à dispersão 

gênica ou aumento do tamanho das matrizes in tandem de rDNA no genoma, serem mais 

prováveis nas regiões terminais/subterminais dos cromossomos e serem incomums nas regiões 

intracromossômicas (Martins and Wasko 2004; Nguyen et al. 2010; Roa and Guerra 2012; 

Dutrillaux et al. 2016; Gerbault-Seureau et al. 2017; Hirai 2020).  

Outras sequências repetitivas que têm sido estudadas do ponto de vista citogenético 

molecular são os microssatélites, pequenas matrizes de repetições em tandem, também 

denominadas SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats) presentes no 

genoma de todos os organismos já estudados (Sumner 2003, Ellegren 2004). Os microssatélites 

evoluem rapidamente, principalmente em termos de variabilidade no comprimento das 

sequências repetitivas e, portanto, são importantes marcadores genéticos (Li et al. 2002; 

Ellegren 2004). Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na origem, propagação ou 
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eliminação de microssatélites no genoma, como o deslizamento da DNA polimerase durante a 

replicação ou reparo do DNA, crossing-over desigual ou transposição, que influenciam seus 

padrões cromossômicos (Li et al. 2002; Ellegren 2004; Zhang 2004; Ruiz-Ruano et al. 2015). 

A distribuição cromossômica dessas sequências é altamente variável em eucariotos, podendo 

estar localizados na eucromatina ou heterocromatina de cromossomos autossômicos ou sexuais, 

microcromossomos ou cromossomos B, agrupados em regiões específicas ou espalhados por 

todo o comprimento do cromossomo. Isso indica que os microssatélites podem se acumular de 

maneira diferente e seguir caminhos evolutivos divergentes, o que é útil para entender a 

evolução do genoma das espécies (Palacios-Gimenez e Cabral-de-Mello 2015; Piscor e 

Maltempi 2016; Augstenová et al. 2018; Gunski et al. 2019; Marchioro et al. al. 2020). 

 A constituição de telômeros, responsáveis por evitar a fusão e degradação de terminais 

cromossômicos, nos diferentes eucariotos também tem sido investigada através da técnica de 

FISH mostrando que essas regiões cromossômicas são compostas de repetições específicas de 

DNA (revisão em Gomes et al. 2010; revisão em Watson e Riha 2010). O motif repetitivo 

hexonucleotídico (TTAGGG)n é conservado na maioria dos animais (Metazoa), no entanto 

variações nas sequências teloméricas são observadas em alguns grupos como em nemátodos 

que tem a sequência telomérica  (TTAGGC)n, enquanto a maioria dos artrópodes apresenta 

(TTAGG)n em seus telômeros (revisão em Gomes et al. 2010). Especificamente em insetos, 

(TTAGG)n é considerado o motif ancestral, embora tenha sido perdido independentemente em 

diferentes grupos que mostram variações na estrutura telomérica (Kuznetsova et al. 2019; 

Lukhtanov 2022). Por exemplo, algumas espécies de Coleoptera mostram a sequência 

telomérica (TCAGG)n, enquanto em Diptera observa-se uma divergência maior na composição 

telomérica com espécies apresentando retrotransposons, repetições terminais longas complexas 

(>120 pb) ou repetições curtas (14, 16, and 22 bp). Além disso, inserções de outras sequências 

(retrotranposons não-LTR e repetições de ordem maior) dentro da matriz telomérica (TTAGG)n 

são observadas em algumas espécies incluídas em Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera e 

Apidae (revisão em Kuznetsova et al. 2019). Recentemente, utilizando análises genômicas de 

180 espécies de 8 ordens diferentes de insetos, Lukhtanov (2022) forneceu dados inétidos para 

telômeros de insetos mostrando a presença de 19 novas variantes de motifs curtos de 1 a 17 bp. 

Além disso, repetições teloméricas longas e repetições intercaladas com retrotransposons 

específicos foram observados em novas espécies. Essa notável diversidade da composição e 

estrutura telomérica em insetos destaca a importância de estudos dessas regiões cromossômicas 

nesse grupo de organismos. 
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 Sequências moderadamente e altamente repetitivas anônimas (fração C0t-DNA) 

também têm sido utilizadas como sondas na FISH. Essas sequências são obtidas pela técnica 

de cinética de reassociação C0t-DNA que se baseia na velocidade mais rápida com que 

sequências repetitivas se renaturam em relação às sequências de cópias únicas do genoma 

(Zwick et al. 1997; Martins et al. 2011). O procedimento consiste na fragmentação de DNA 

genômico total em altas temperaturas, desnaturação desse DNA genômico fragmentado (95ºC), 

reanelamento do DNA (65ºC por tempo específico), e finalmente o tratamento com a enzima 

S1 nuclease que irá degradar as sequências de cópia única que ainda permaneceram como fita 

simples (Zwick et al. 1997). Vários estudos conduzidos em diferentes organismos, por exemplo 

besouros, abelhas, cigarrinhas, peixes e lagartos, têm utilizado a fração C0t-DNA (sequências 

moderadamente e altamente repetitivas do genoma) como marcador da heterocromatina, uma 

vez que essas regiões cromossômicas são geralmente enriquecidas com sequências repetitivas 

(Cabral-de-Mello et al. 2011; Terêncio et al. 2015; Anjos et al. 2016; Carvalho et al. 2016; 

Cunha et al. 2020). Esses estudos mostraram que a fração C0t-DNA é uma ferramenta útil para 

entender os eventos de diferenciação e evolução da heterocromatina bem como os padrões de 

organização de sequências repetitivas nos genomas de espécies relacionadas (Carvalho et al. 

2016; Cunha et al. 2020). 

 Em Formicidae, estudos citogenéticos moleculares empregando a técnica de FISH têm 

focado no mapeamento de genes ribossomais desde os primeiros estudos conduzidos em 

formigas australianas (Hirai et al. 1994; 1996), e vem aumentando consideravelmente nos 

últimos anos (ex.: Mariano et al. 2008; Santos et al. 2016; Aguiar et al. 2017; Barros et al. 2016, 

2021, 2022; Micolino et al. 2019a, b, 2022; Teixeira et al. 2020). Outras sequências repetitivas 

também tem sido mapeadas com a FISH em diferentes espécies de formigas como a sequência 

telomérica canônica de insetos (TTAGG)n (Meyne et al. 1995; Pereira et al. 2018; Micolino et 

al. 2019a, b, 2020, 2022; Castro et al. 2020; Barros et al. 2021), e mais recentemente, 

microssatélites em três espécies de formigas cultivadoras de fungos (Barros et al. 2018; 

Micolino et al. 2019a, 2022).  

 Dentre os Formicidae, as formigas cultivadoras de fungos (subtribo Attina) são 

particularmente notáveis por cultivarem um fungo simbionte para sua alimentação (Weber 

1966; Schultz e Brady 2008; revisão em Mehdiabadi e Schultz 2010), e em troca fornecem ao 

fungo nutrição, propagação para novos locais e proteção contra microorganismos parasitários 

(Weber 1966; Little et al. 2005). A subtribo Attina forma um grupo monofilético com origem 

há 50-65 milhões de anos nas florestas tropicais da América do Sul (Schultz e Brady 2008; 

Nygaard et al. 2016; Branstetter et al. 2017) e são exclusivas do Novo Mundo com distribuição 
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predominantemente neotropical (Mayhé-Nunes e Jaffe 1998). Atualmente, Attina inclui 

aproximadamente 250 espécies descritas agrupadas em 20 gêneros (Bolton 2022). De acordo 

com dados moleculares, os gêneros são divididos em dois clados irmãos monofiléticos: 

Paleoattina (Apterostigma, Mycocepurus e Myrmicocrypta) e Neoattina (os 17 gêneros 

restantes) (Sosa-Calvo et al. 2018; Solomon et al. 2019; Cristiano et al. 2020).   

Essas formigas podem ser agrupadas em cinco sistemas agrícolas: agricultura basal é o 

sistema ancestral observado em gêneros de Paleoattina e Neoattina basais, agricultura de fungos 

corais observado em Apterostigma grupo pillosum (Paleoattina), agricultura de levedura 

observado na maioria das espécies de Cyphomyrmex (Neoattina), agricultura superior 

generalizada observada nos gêneros Sericomyrmex, Xerolitor, Mycetomoellerius, 

Trachymyrmex, Paratrachymyrmex (Neoattina) e a forma mais derivada de agricultura, a de 

corte de folhas, que incluem os gêneros de formigas cortadeiras Amoimyrmex, Acromyrmex e 

Atta (Neoattina) (Mehdiabadi e Schultz 2010). De maneira geral, as espécies de formigas 

cultivadoras de fungos (com exceção das formigas cortadeiras) são pequenas e monomórficas, 

com cor escura e sem brilho e entram em tanatose quando perturbadas, as rainhas são 

inseminadas com único macho e seus ninhos são profundos, demandando grandes esforços de 

coleta. Contrastamente, formigas cortadeiras mostram além da forma mais derivada de 

agricultura utilizando somente material vegetal fresco para o cultivo do fungo simbionte, outras 

características de história-natural derivadas como castas trabalhadoras maiores e polimórficas, 

rainhas inseminadas por múltiplos machos e grandes colônias (Mehdiabadi e Schultz 2010; 

Sosa-Calvo et al. 2015). 

 Do ponto de vista citogenético, mais de 50 táxons de formigas cultivadoras de fungos 

incluídas em 12 gêneros já foram estudadas, e uma ampla diversidade cariotípica é observada 

na subtribo com o número cromossômico variando de 2n=8 em Mycocepurus goeldii (Forel, 

1893) (Paleoattina) e Mycocepurus sp. até 2n=64 em Mycetophylax lectus (Forel, 1911) (como 

Cyphomyrmex lectus, Neoattina) (Murakami et al. 1998; Barros et al. 2010; revisão em Mariano 

et al. 2019). Variações no número cromossômico também são observadas dentro da maioria 

dos gêneros estudados (revisão em Mariano et al. 2019; Barros et al. 2021; 2022; Cardoso e 

Cristiano 2022). Isso contrasta com o gênero de formigas cortadeiras Atta em que se observa, 

até o momento, uma notável conservação cariotípica entre as espécies estudadas de grupos 

filogenéticos distintos considerando todos os caracteres citogenéticos analisados (número, 

morfologia cromossômica, localização de heterocromatina, de regiões ricas em bases GC e de 

genes ribossomais 18S) (Barros et al. 2014, 2015; Teixeira et al. 2017; revisão em Mariano et 

al. 2019).  
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 Uma característica citogenética notável observada em formigas cultivadoras de fungos 

através de técnicas de bandamentos cromossômicos é a presença de heterocromatina rica em 

pares de bases GC em todos os cromossomos de várias espécies incluídas em Paleoattina e 

Neoattina. (Barros et. al. 2010, 2013, 2018, 2022; revisão em Mariano et al. 2019). 

Heterocromatina rica em GC é um traço incomum em formigas em geral. Barros et al. (2018) 

sugerem que essa heterocromatina rica em GC pode ter se originado no ancestral comum da 

subtribo, uma hipótese que necessita ser melhor investigada. Variações na composição da 

heterocromatina já foram observadas em algumas espécies como nas Neoattina Atta spp. e 

Acromyrmex spp. que possuem apenas as regiões de genes ribossomais ricas em GC (Barros et 

al. 2014, 2015, 2016, 2021; Teixeira et al. 2017), em Amoimyrmex striatus (Roger, 1863), 

Acromyrmex niger (Smith, 1858) e Acromyrmex rugosus (Smith, 1858) que mostram 

heterocromatina rica em GC em alguns pares cromossômicos (Cristiano et al. 2013; Barros et 

al. 2016), e mais recentemente algumas linhagens derivadas de Mycetophylax spp. 

apresentaram heterocromatina pericentromérica rica em bases AT na maioria dos cromossomos 

(Cardoso et al. 2022).  

Esses dados de bandamentos cromossômicos peculiares para Formicidae estão em 

acordância com os dados genômicos de formigas cultivadoras de fungos que mostram taxas de 

rearranjos estruturais notáveis em comparação com as de outras formigas e insetos já estudados, 

com contrações e expansões gênicas indicando que um novo material genético substancial se 

tornou disponível e foi necessário para o estabelecimento desse estilo de vida baseado em 

sociedades agrícolas (Nygaard et al. 2016). Os processos que levaram à diferenciação gênica 

também podem ter afetado as diferentes sequências repetitivas, mostrando a relevância desse 

grupo peculiar na compreensão da porção repetitiva do genoma das formigas.  

 A maior parte dos estudos citogenéticos moleculares disponíveis para formigas 

cultivadoras de fungos bem como para formigas em geral, são focados em genes ribossomais, 

e até o momento ainda não foi realizado uma compilação dos dados disponíveis. Assim, no 

primeiro capítulo, foi revisado todos os dados citogenéticos moleculares publicados até o ano 

de 2020 relacionados ao mapeamento de genes ribossomais (45S, 18S ou 28S) em Formicidae 

e novos dados de 13 espécies neotropicais de quatro subfamílias foram apresentados pela 

primeira vez. Esses dados foram utilizados para investigar se o número e a localização dos 

clusters de genes rDNA seguem um padrão específico ou foram distribuídos aleatoriamente nos 

cariótipos e assim entender a organização genômica e a dinâmica evolutiva desses genes em 

formigas.  
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No segundo capítulo, cariótipos de três espécies de formigas cultivadoras de fungos, 

Cyphomyrmex transversus Emery, 1894, Mycetomoellerius relictus (Borgmeier, 1934), e 

Sericomyrmex maravalhas Ješovnik e Schultz, 2017, foram caracterizados através de número, 

morfologia cromossômica, localização de heterocromatina, de regiões ricas em GC e de genes 

ribossomais. O objetivo do capítulo foi investigar a presença de heterocromatina rica em GC 

nessas espécies e fornecer insights para auxiliar na compreensão dos padrões de evolução 

cromossômica em seus respectivos gêneros.  

No terceiro capítulo, uma sonda C0t-DNA foi produzida a partir do genoma de 

Mycetomoellerius relictus (Borgmeier, 1934), pertencente a Neoattina, que possui a 

heterocromatina rica em GC em todos os seus cromossomos. Essa sonda foi hibridizada nas 

sequências genômicas de espécies dos três gêneros de Paleoattina e de diferentes gêneros de 

Neoattina, basais e derivados, para testar se as sequências ricas em GC são compartilhadas entre 

os dois clados e entender a dinâmica evolutiva da heterocromatina no genoma de formigas 

cultivadoras de fungos. Além disso, foi mapeado fisicamente o microssatélite (GA)15 e a 

sequência telomérica ancestral de insetos (TTAGG)6 em diferentes espécies de Paleoattina e 

Neoattina para investigar seus padrões de distribuição nos cariótipos dessas formigas. Esses 

dados fornecem os primeiros insights sobre a organização, diversidade e padrões evolutivos da 

porção repetitiva do genoma de Attina de uma perspectiva ampla.  

 No quarto capítulo, o cariótipo da formiga cortadeira Atta cephalotes foi caracterizado 

através de citogenética clássica, bandamentos cromossômicos e mapeamento físico de 

diferentes sequências repetitivas (18S rDNA, motivos teloméricos e microssatélites mono-, di- 

e tri- nucleotídeos). O objetivo deste capítulo foi testar a conservação cariotípica desta espécie 

em comparação com outras espécies de Atta e iniciar a compreensão da organização genômica 

e diversidade de diferentes seqüências repetitivas em formigas cortadeiras. 
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Supporting information – Evolutionary insights into the genomic organization of major 

ribosomal DNA in ant chromosomes. 

 

 

Figure S1. Staining with chromomycin A3 showing GC-rich regions (arrows) of Ponerinae 

ants: (A) Pseudoponera gilberti (2n = 12), (B) Anochetus targionii (2n = 30), (C) 

Odontomachus haematodus (2n = 44, French Guiana), (D, E) Odontomachus bauri showing 

the homozygous and heterozygous states, respectively (2n = 44), and (F) male of 

Odontomachus bauri with the smaller size regions rich in GC base pairs. Bars = 5 μm. 
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Figure S2. Staining with chromomycin A3 showing GC-rich regions (arrows) of Myrmicinae 

ants: (A) Pheidole germaini (2n = 22), (B) Crematogaster longispina (2n = 24), (C) Solenopsis 

geminata (n = 16), (D) Myrmicocrypta sp. (2n = 30), (E) Strumigenys diabola (2n = 40). Bars 

= 5 μm. 
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Figure S3. Staining with chromomycin A3 showing GC-rich regions (arrows) of an 

Ectatomminae ant (A) Gnamptogenys tortuolosa (2n = 44), and Formicinae ants (B) 

Camponotus atriceps (2n = 40) and (C, D) Gigantiops destructor (2n = 78, n = 39). Bars = 

5 μm. 
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Distribution of GC-rich heterochromatin and ribosomal genes in three fungus-farming 

ants (Myrmicinae, Attini, Attina): insights on chromosomal evolution 
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Multiple heterochromatin diversification events in the genome 

of fungus‑farming ants: insights from repetitive sequences 
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Supplementary information - Multiple heterochromatin diversification events in the genome 
of fungus-farming ants: insights from repetitive sequences 
 
 

 
 
Fig. S1 Female metaphases submitted to C-banding technique showing heterochromatin 

location (dark regions) in different species of fungus-farming ants included in the Neoattina 

clade: (a) centromeric regions of Mycetomoellerius relictus (2n = 20), and (b) centromeric and 

pericentromeric regions of Mycetomoellerius urichii (2n = 18). Bars: 5 µm. 
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Fig. S2 Fluorescence in situ hybridization (FISH) using C0t-DNA probe from Mycetomoellerius 

relictus and counterstained with DAPI (blue regions) in different species of fungus-farming 

ants included in the Paleoattina clade: (a), (b), (c) Mycocepurus goeldii (2n = 8), (d), (e), (f) 

Apterostigma madidiense (n = 23), (g), (h), (i) Apterostigma steigeri (2n = 22) and (j), (k), (l) 

Myrmicocrypta sp. (2n = 30). Bar: 5 µm 
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Fig. S3 Fluorescence in situ hybridization (FISH) using the C0t-DNA probe from 

Mycetomoellerius relictus and counterstained with DAPI (blue regions) in different species of 

fungus-farming ants included in the Neoattina clade: (a), (b), (c) Atta bisphaerica (2n = 22), 

(d), (e), (f) Acromyrmex balzani (2n = 38), (g), (h), (i) Acromyrmex echinatior (2n = 38), (j), 

(k), (l) Acromyrmex niger (2n = 38) and (m), (n), (o) Acromyrmex rugosus (2n = 38). Bar: 5 µm 
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Fig. S4 Female karyotypes of (a) Mycocepurus goeldii (2n = 8) and (b) Sericomyrmex sp. 

(2n = 50) submitted to fluorescence in situ hybridization (FISH) with the (GA)15 microsatellite 

probe (red regions) and counterstained with DAPI (blue regions). Bars: 5 µm 
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Fig. S5 Metaphases of Mycetomoellerius spp. submitted to DAPI fluorochrome: 

(a) Mycetomoellerius urichii (2n = 18), (b) Mycetomoellerius sp. (2n = 22), 

(c) Mycetomoellerius holmgreni (2n = 20), and (d) Mycetomoellerius relictus (2n = 20). 

Dimension lines in (a) indicate centromeric and pericentromeric regions. Bar: 5 µm 
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cutting ant Atta cephalotes (Linnaeus, 1758) (Formicidae: Myrmicinae) 

 

 

 

Artigo submetido na revista Genome em dezembro/2021 



85 
 




Karyotype conservation and genomic organization of repetitive sequences in the leaf-

cutting ant Atta cephalotes (Linnaeus, 1758) (Formicidae: Myrmicinae) 

 

Gisele Amaro Teixeira a,b, Luísa Antônia Campos Barrosc§*, Linda Inês Silveirad,  Jérôme 

Orivele, Denilce Meneses Lopesa,b, Hilton Jeferson Alves Cardoso de Aguiarc,f 

 

a Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Estrutural, Universidade Federal de 

Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, 36570-900, Brazil. 

b Laboratório de Citogenética de Insetos, Departamento de Biologia Geral, Universidade 

Federal de Viçosa, Viçosa, MG 36570-900, Brazil. 

c Universidade Federal do Amapá, Campus Binacional – Oiapoque, n°3051, Bairro 

Universidade, Oiapoque, Amapá, 68980-000, Brazil. 

d Programa de Pós-graduação em Biologia Animal, Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, 

Minas Gerais, 36570-900, Brazil. 

e CNRS, UMR EcoFoG, AgroParisTech, CIRAD, INRAE, Université de Guyane,  Université 

des Antilles, Campus Agronomique, BP 316, 97379, Kourou Cedex, France.  

f Programa de pós graduação em Biodiversidade Tropical, Universidade Federal do Amapá, 

Campus Marco Zero do Equador, Macapá, Amapá, 68.903-419, Brazil. 

§ GA Teixeira and LAC Barros contributed equally to this work. 

* Corresponding author 

Luísa Antônia Campos Barros; E-mail: luufv@yahoo.com.br  

 

 

mailto:luufv@yahoo.com.br


86 
 




Highlights 
 

Atta cephalotes showed a conserved chromosome number of 2n=22, like other Atta species. 
 
Heterochromatic GC-rich regions and 18S rDNA sites appeared to be conserved in different 
Atta species.  
 
Five microsatellites showed scattered but nonrandom distribution exclusively among 
euchromatic regions. 
 
Our data corroborate karyotype conservation in Atta using classical and molecular 
cytogenetics.  
 
Heterochromatin location may play an important role in karyotype conservation in Atta 
species. 
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Abstract 

 

Leaf-cutting ants are among the New World’s most conspicuous and studied ant species due 

to their notable ecological and economic role. Cytogenetic studies carried out in Atta, 

including species of three of the four phylogenetic groups, show remarkable karyotype 

conservation among the species. Molecular cytogenetic studies have enabled the 

understanding of the diversity, origin, organization, and evolutionary patterns of repetitive 

DNA in the eukaryotic genome. We performed classical cytogenetics and physical mapping 

of different repetitive sequences (18S rDNA, telomeric motifs, and microsatellites) in the leaf-

cutting ant Atta cephalotes (Linnaeus, 1758), the type species of the genus, which belongs to 

the Atta sensu stricto group. Our goal was to test the karyotype conservation in Atta and to 

start to understand the genomic organization and diversity regarding repetitive sequences of 

leaf-cutting ant karyotypes. Atta cephalotes showed 2n=22 chromosomes with the karyotypic 

formula 18m+2sm+2st. The heterochromatin followed a centromeric pattern, and the GC-rich 

regions and 18S rDNA clusters were co-located interstitially in the 4th metacentric pair. All 

these cytogenetic characteristics were observed in other Atta species that had previously been 

studied. Physical mapping with repetitive probes allows for a better understanding of the 

chromatin composition of the chromosomes. We demonstrated that (TTAGG)n is the 

telomeric motif in A. cephalotes as observed in other ants, while the (TTAGGG)n and 

(TCAGG)n telomeric motifs are not present in their chromosomes, for which mapping was 

performed for the first time in the subtribe Attina. The A(30), (GA)15, (CA)15, (GAG)10, and 

(CAA)10 microsatellites showed a scattered distribution exclusively on euchromatic areas of 

the chromosomes, covering nearly the entirety of the chromosome lengths except for the 

heterochromatic centromeric regions. In the present study, we determined the karyotype of the 

leaf-cutting ant A. cephalotes, confirming the karyotype conservation in Atta using classical 

and molecular cytogenetic techniques. Evolutionary implications regarding the conservation 

of the chromosome number in leaf-cutting ants are also discussed. Additionally, several 

microsatellites and different telomeric sequences were mapped on the chromosomes of A. 

cephalotes, thus contributing to the first insights into genomic organization and diversity of 

repetitive sequences in leaf-cutting ants, which may be useful in further comparative studies. 

Keywords: Attina, cytogenetic markers, fluorochromes, euchromatin, chromosomal 

evolution, FISH
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Introduction 

 

Leaf-cutting ants are considered major herbivores in the Neotropics (Hölldobler and 

Wilson, 1990). They exert a substantial influence on ecosystem processes (Swanson et al., 

2019) and are among the most conspicuous and studied ant species in the New World 

(Brandão et al., 2011). These ants are regarded as pests in landscapes deeply impacted by 

urbanization or extensive agriculture. However, in natural environments, they contribute with 

several environmental benefits by modifying soil properties, contributing to seed germination 

and seed dispersal; accordingly, they are regarded as ecosystem’s engineers (reviewed by 

Della Lucia et al., 2014; Swanson et al., 2019). 

Currently, leaf-cutting ants include 53 valid species distributed in three genera: Atta 

Fabricius, 1804; Acromyrmex Mayr, 1865; and Amoimyrmex Cristiano et al. 2020 (reviewed 

by Bolton, 2021). Due to their notable characteristics mentioned above, these ants have been 

the focus of several research lines, including cytogenetics (Table 1; reviewed by Barros et al., 

2021; Micolino et al., 2022). Particularly for Atta, cytogenetic data are available for five 

species (two subspecies) (Table 1), with representatives in three of the four monophyletic 

groups defined by molecular phylogenies previously proposed (Bacci et al., 2009; Barrera et 

al., 2021). Atta sexdens (Linnaeus, 1758) and Atta robusta Borgmeier, 1939 are included in 

the Neoatta group, Atta bisphaerica Forel, 1908 in the Epiatta group, and Atta colombica 

Guérin-Méneville, 1844 in the Atta sensu stricto group. No cytogenetic data is available for 

the ancestral Archeatta group, which is restricted to the Caribbean and North/Central America 

(Barrera et al., 2021). 

Thus far, all of the Atta species submitted to chromosomal measurements have a 

diploid chromosome number of 2n=22 and the karyotype formula 18m+2sm+2st (Table 1); 

therefore, they are considered as having a conserved karyotype (Barros et al., 2014, 2015; 

Aguiar et al., 2020). In addition, distinctive GC-rich chromatin was detected in the 4th 

metacentric chromosome pair, which co-localized in the secondary constriction of A. 

bisphaerica, A. laevigata, A. sexdens rubropilosa, and A. robusta (Barros et al., 2014, 2015). 

This distinct GC-rich chromatin corresponds to the 18S ribosomal sites (Barros et al., 2015; 

Teixeira et al., 2017). Atta cephalotes also belongs to the Atta sensu stricto group (Bacci et 

al., 2009; Barrera et al., 2021) and is the type species of the genus; it is widely distributed in 

the Neotropical region (Janicki et al., 2016) and has high environmental importance since it is 

a deep forest species and, therefore, not a major agricultural pest (Jaffe and Vilela, 1989; 
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Urbas et al., 2007; Forti et al., 2020). Despite having its genomic data available at 

DDBJ/EMBL/GenBank (Suen et al., 2011), no information regarding the karyotype 

configuration of A. cephalotes has been published thus far. Within the Atta sensu stricto 

group, A. colombica is the only species that has been karyotyped (Murakami et al., 1998); 

however, information concerning the physical mapping of its chromosomes is lacking. 

Despite the importance of A. colombica karyological data, it is challenging to compare the 

karyotype to that of other Atta species since it was published over 20 years ago and image 

quality is highly limited. 

Molecular cytogenetic studies in ants have been focused predominantly on rDNA 

clusters (reviewed by Teixeira et al., 2021). In addition to ribosomal DNA, other repetitive 

sequences, such as microsatellites, make up the genome of eukaryotes; they comprise short 

repeats of 1-6bp, also denominated simple sequence repeats (SSRs), which are common and 

widely distributed in the genomes of organisms (reviewed by Martins et al., 2011; López-

Flores and Garrido-Ramos, 2012). SSRs have been widely used as landmarks in different 

organisms, including insects, appearing as a nonrandom distribution on the chromosomes 

(Cuadrado et al., 2008; Ruiz-Ruano et al., 2015; Travenzoli et al., 2019; Marchioro et al., 

2020). In some grasshoppers’ karyotypes, microsatellites have shown scattered or clustered 

distribution only in euchromatin (Ruiz-Ruano et al., 2015). Among Hymenoptera, in bees of 

the genera Melipona Illiger, 1806 and Partamona Schwarz (1939), microsatellites including 

di- and tri-nucleotides are observed in euchromatic regions (Piccoli et al., 2018; Travenzoli et 

al., 2019a, b; Lopes et al., 2020). An exception is (CA)15, which shows a scattered distribution 

only in the heterochromatin of Melipona seminigra merrilae Cockerell, 1919 (Barbosa et al., 

2021). Besides, Friesella Moure, 1946 species bees have a predominantly euchromatic (GA)15 

pattern with some marks in heterochromatin (Elizeu et al., 2021). Contrastingly, 

Frieseomelitta Ihering, 1912 species stingless bees show a prevalence of marks coincident 

with heterochromatic regions, in addition to euchromatic regions in some species (Santos et 

al., 2018). In the wasp Polybia fastidiosuscula Saussure, 1854, most SSRs are located 

predominantly in heterochromatic regions, and only (GA)15 was observed in euchromatin 

(Marchioro et al., 2020). 

In ants, reports of SSRs are scarce and, so far, are only available for the fungus-

farming ants Mycetomoellerius holmgreni (Wheeler, 1925) (Barros et al., 2018; Micolino et 

al., 2019), Amoimyrmex bruchi (Forel, 1912), and Amoimyrmex silvestrii (Emery, 1905) 

(Micolino et al., 2022). Scattered distribution of the (GA)15 microsatellite was observed 

exclusively in the euchromatin of the chromosomes (Barros et al., 2018), although specific 
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blocks with differences among some populations were also reported for these species 

(Micolino et al., 2019, 2022). In contrast, the (GAG)10, (CAA)10, and (CGG)10 microsatellites 

did not show specific bands in M. holmgreni (Micolino et al., 2019). Additionally, other 

repetitive sequences, such as telomeric sequences, have been mapped on ant chromosomes, 

including leaf-cutting ants; they show that the TTAGG motif constitutes their telomeres 

(Meyne et al., 1995; Lorite et al., 2002; Pereira et al., 2018; Castro et al., 2020; Teixeira et al., 

in prep.). 

In the present study, we performed classical cytogenetics and physical mapping of 

repetitive sequences (18S rDNA, telomeric motifs, and microsatellites mono-, di-, and tri-

nucleotides) on the chromosomes of the leaf-cutting A. cephalotes. Our goal was to test the 

karyotype conservation of this species compared to other Atta species and start to understand 

the genomic organization and diversity of repetitive sequences in leaf-cutting ants.  
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Table 1. Summary of cytogenetic data available, including this study, for leaf-cutting ants of the genus Atta, organized in monophyletic groups 
according to Bacci et al. (2009) and Barrera et al. (2021). Diploid chromosome number (2n), diploid karyotypic formula, heterochromatin 
distribution, 18S rDNA chromosome location and references 
 

Group Atta species  2n Karyotypic formula  
Heterochromatic 

pattern 
18S rDNA 

location 
Reference 

Atta s. str. A. colombica  22 18M + 4A Centromeric - Murakami et al. (1998) 

A. cephalotes  22 18m + 2sm + 2st & Centromeric 4th m Present study  

Epiatta A. bisphaerica 22 18M + 4A  - - Fadini and Pompolo (1996) 

 22 18m + 2sm + 2st & Centromeric 4th m Barros et al. (2014) 

A. laevigata 22 18M + 4A  - - Fadini and Pompolo (1996) 

 22 18m + 2sm + 2st & Centromeric 4th m Barros et al. (2014) 

Neoatta A. robusta 22 18m + 2sm + 2st & Centromeric 4th m Barros et al. (2015) 

A. sexdens rubropilosa 22 
22 
22 

18M + 4A 
18m + 2sm + 2st & 
18m + 2sm + 2st & 

- 
Centromeric 

- 

- 
-  

4th m 

Fadini and Pompolo (1996) 
Barros et al. (2014) 

Teixeira et al. (2017) 

A. sexdens piriventris 22 - - - Santos-Colares et al. (1997) 

 A. sexdens 22 18m + 2sm + 2st & - - Aguiar et al. (2020) 
 

&karyotypic formula using chromosome measurements according to the classification provided by Levan et al (1964). 

Chromosome types: M/m - metacentric, sm - submetacentric, st - subtelocentric, A – acrocentric
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Materials and Methods 

Three colonies of A. cephalotes were collected in the Amazonian Guiana Shield, two 

in Kourou, French Guiana (5.17312, -52.65480; 5.102658; -52.705830) and one in Oiapoque, 

state of Amapá, Brazil (3.84151, -51.84112). Sampling authorizations were given by 

ICMBio/SISBIO in Brazil (accession number: 62598) and by ABSCH-CNA-FR-240495-2 in 

French Guiana (accession number: TREL1820249A/61). Ant vouchers (workers) were 

deposited in the reference collection at the Laboratório de Mirmecologia, Centro de Pesquisas 

do Cacau (CPDC/Brazil). 

The metaphases were obtained from cerebral ganglia of the larvae after meconium 

elimination, according to Imai et al. (1988). To determine the morphology of the 

chromosomes, a total of 10 metaphases with evident centromeres were analyzed. The 

measurements were obtained in micromeres for short arm lengths (p), long arm lengths (q), 

total lengths (TL = p+q), and relative lengths (RL = TL*100/ΣTL) in percentage. 

Chromosomes were arranged in order of decreasing size and based on the ratio of the 

chromosomes arm lengths (r = long arm/short arm), according to the classification proposed 

by Levan et al. (1964). The chromosomes were classified as m = metacentric (r = 1–1.7), sm 

= submetacentric (r = 1.7–3), st = subtelocentric (r = 3–7) and a = acrocentric (r > 7). Adobe 

Photoshop 2021 and Image Pro Plus® were used for mounting the chromosomal karyotype 

and measurements, respectively. A total of 49 individuals from three colonies were analyzed. 

The heterochromatin distribution pattern was obtained using the C-banding technique 

according to Sumner (1972), with time adaptations (Barros et al., 2013). Specific GC- and 

AT-rich regions were detected using sequential staining with the fluorochrome Chromomycin 

A3 (CMA3) and 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) following Schweizer (1980).  

Different repetitive sequences were physically mapped on the chromosomes of A. 

cephalotes. Ribosomal 18S probe was obtained by amplification via PCR (polymerase chain 

reaction) employing the primers rDNA 18SF1 (5’-GTC ATA GCT TTG TCT CAA AGA-3’) 

and 18SR1.1 (5’-CGC AAA TGA AAC TTT TTT AAT CT-3’) designed for the bee 

Melipona quinquefasciata Lepeletier, 1836 (Pereira, 2006) and isolated from total DNA of the 

ant Camponotus rufipes (Fabricius, 1775). 18S rDNA probes were labeled maintaining the 

conditions for PCR amplification (Pereira, 2006) by the indirect method using digoxigenin-

11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany), and the FISH signals were indirectly detected with 

anti-digoxigenin-rhodamine (Roche Applied Science), following the manufacturer’s protocol. 

Also, different microsatellites and telomeric sequences were used as probe for physical 
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mapping (Table 2) directly labeled with Cyanine-3 (Cy3) in the 5’ terminal during synthesis 

by Sigma (St. Louis, MO, USA).  

 

Table 2. Summary of the chromosomal hybridization signals of microsatellites and telomeric 

sequences detected in chromosomes of Atta cephalotes using FISH technique. SP: scattered 

pattern of the FISH signal; T: telomeric region;  – no hybridization signal  

 

Motif length class Repetitive motif 
Hybridization 

pattern  

Microsatellites 

Mononucleotides (A)30 SP - euchromatin 

 (C)30 – 

Dinucleotides (TA)15 – 

 (GA)15 SP - euchromatin 

 (CA)15 SP- euchromatin 

Trinucleotides (GAG)10 SP- euchromatin 

 (CAA)10 SP- euchromatin 

 (CAT)10 – 

 (CGG)10 – 

 (CAG)10 – 

 (TAT)10 – 

Telomeric sequences 

Pentanucleotides  (TTAGG)6 T 

 (TCAGG)6 – 

Hexanucleotides (TTAGGG)n – 
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The mapping of the repetitive sequences was performed by Fluorescence in situ 

Hybridization (FISH) following the protocol of Pinkel et al. (1986) with modifications: 

metaphase chromosomes were denatured in 70% formamide/2X SSC at 75°C for 3 min; the 

probes were hybridized with chromosomes in 20 μL of hybridization mix (200 ng of labeled 

probe, 2× SSC, 50% formamide, and 10% dextrane sulfate); The hybridization mix was 

heated for 10 min at 85° C, and the slides were kept in a moist chamber at 37°C overnight. 

After, the slides with rDNA 18S probe were incubated in a detection solution containing anti-

digoxygenin-rhodamine for 1 hour in a humid chamber at 37°C. In the case of microsatellite 

and telomeric probes, this incubation step with the antibody on the second day was omitted. 

Then, the slides were washed in 4×SSC/Tween and dehydrated in an alcohol series 50%, 

70%, 100%. Lastly, the chromosomes were counterstained with DAPI (DAPI Fluorshield, 

Sigma Aldrich).  

The metaphases were observed and documented using a fluorescence microscope 

Olympus BX 53F coupled with an Olympus MX10 camera and the image software CellSens® 

with the filter WG (510-550 nm) for the probe rich in Cy3, and rhodamine, WB (450-480 nm) 

for the CMA3 and WU (330-385 nm) for the DAPI. At least 30 metaphases were analyzed for 

fluorochrome staining and FISH technique with different probes. Due to the abundance of 

metaphysic material and good quality slides it was not necessary to use the same slide to 

different probing procedures avoiding unwanted markings and background. 

The phylogenetic relationship among Atta spp. was determined according to 

previously published molecular phylogeny from Bacci et al. (2009) and Barrera et al. (2021). 

 

Results  

Atta cephalotes showed 2n=22 chromosomes and the karyotype formula of 

18m+2sm+2st based on the karyomorphometric analyses performed (Fig. 1, Table 3). This is 

the first cytogenetic report concerning this species. Small and subtle heterochromatic blocks 

on centromeric regions were detected in the chromosomes (Fig. 2a). The 18S rDNA genes 

and GC-rich regions (CMA3
+) were co-located interstitially in the long arm of the 4th 

metacentric pair, in the secondary constriction region (Figs. 2b, 3a) and negative-DAPI 

regions (Fig. 2c). The telomeric motif (TTAGG)6 was present on the telomeres of all the 

chromosomes (Fig. 3b). Five out of the 11 microsatellite motifs analyzed resulted in signals 

on A. cephalotes chromosomes following the FISH technique, including (A)30, (GA)15, 

(CA)15, (GAG)10, and (CAA)10 (Table 2). They all showed a scattered distribution exclusively 
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on euchromatic areas of the chromosomes, covering almost the entire chromosome lengths 

except for the small heterochromatic centromeric regions (Fig. 3c-g). No signals were 

observed in the chromosomes of A. cephalotes with the other telomeric motifs (TCAGG)6 and 

(TTAGGG)n or the microsatellites (C)30, (TA)15, (TAT)10, (CAT)10, (CGG)10, and (CAG)10 

(Table 2). Fig. 4 shows the ideogram of the A. cephalotes haploid complement with all the 

chromosomal markers that were analyzed in the present study.  

 

 

Figure 1. Diploid karyotype and metaphase of Atta cephalotes female (2n=22; 

2n=18m+2sm+2st). Arrowhead indicates the presence of a secondary constriction in the 

fourth metacentric pair. Bars=5μm. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-constriction
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Table 3. Karymorphometrical analyses of Atta cephalotes female. The values (µm) represent an average obtained from 10 metaphases. p: short 
arm length; q: long arm length; TL: total length (p + q); RL: relative length (RL = TL*100/ΣTL); r: arm ratio (q / p). Chromosomal classification 
according to Levan et al. (1964)  
Chromosomes p q TL RL r Classification 

1 2.21 ± 0.29 3.19 ± 0.44 5.39 ± 0.70 6,73% 1.45 ± 0.11 Metacentric 
1 2.17 ± 0.24 3.22 ± 0.42 5.40 ± 0.65 6,75% 1.48 ± 0.09 Metacentric 
2 2.08 ± 0.36 2.47 ± 0.33 4.55 ± 0.66 5,68% 1.20 ± 0.13 Metacentric 
2 2.06 ± 0.29 2.43 ± 0.32 4.49 ± 0.59 5,61% 1.19 ± 0.08 Metacentric 
3 1.86 ± 0.23 2.40 ± 0.27 4.26 ± 0.49 5,32% 1.30 ± 0.10 Metacentric 
3 1.90 ± 0.27 2.38 ± 0.25 4.27 ± 0.49 5,33% 1.27 ± 0.13 Metacentric 
4 1.76 ± 0.26 2.32 ± 0.29 4.08 ± 0.54 5,10% 1.32 ± 0.06 Metacentric 
4 1.68 ± 0.21 2.35 ± 0.31 4.04 ± 0.49 5,05% 1.40 ± 0.14 Metacentric 
5 1.57 ± 0.13 2.30 ± 0.35 3.87 ± 0.45 4,83% 1.47 ± 0.16 Metacentric 
5 1.53 ± 0.16 2.29 ± 0.33 3.82 ± 0.47 4,77% 1.50 ± 0.13 Metacentric 
6 1.65 ± 0.19 2.21 ± 0.31 3.85 ± 0.48 4,85% 1.32 ± 0.10 Metacentric 
6 1.59 ± 0.18 2.09 ± 0.25 3.75 ± 0.41 4,68% 1.26 ± 0.10 Metacentric 
7 1.55 ± 0.19 1.91 ± 0.27 3.46 ± 0.43 4,32% 1.23 ± 0.12 Metacentric 
7 1.66 ± 0.19 1.85 ± 0.28 3.41 ± 0.44 4,26% 1.19 ± 0.11 Metacentric 
8 1.55 ± 0.15 1.73 ± 0.18 2.95 ± 0.31 3,68% 1.43 ± 0.13 Metacentric 
8 1.56 ± 0.14 1.75 ± 0.17 2.89 ± 0.28 3,61% 1.50 ± 0.13 Metacentric 
9 1.22 ± 0.13 1.63 ± 0.19 2.72 ± 0.32 3,40% 1.22 ± 0.06 Metacentric 
9 1.16 ± 0.14 1.49 ± 0.23 2.66 ± 0.36 3,32% 1.28 ± 0.08 Metacentric 
10 0.58 ± 0.08 1.18 ± 0.14 1.75 ± 0.20 2,19% 2.07 ± 0.29 Submetacentric 
10 0.57 ± 0.10 1.19 ± 0.14 1.76 ± 0.20 2,20% 2.13 ± 0.39 Submetacentric 
11 0.64 ± 0.11 2.72 ± 0.33 3.36 ± 0.40 4,20% 4.30 ± 0.63 Subtelocentric 
11 0.70 ± 0.16 2.64 ± 0.30 3.34 ± 0.44 4,17% 3.87 ± 0.52 Subtelocentric 
   ΣTL = 80,01    
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Figure 2. Diploid metaphases of Atta cephalotes female (2n=22) submitted to: (a) C-banding 

showing small centromeric heterochromatic blocks (dark regions), (b) and (c) staining with 

fluorochromes Chromomycin A3 (CMA3) and 4’6- diamidino-2-phenylindole (DAPI), 

respectively. Arrowheads in (b) indicate GC-rich regions. Bars=5μm. 
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Figure 3. Diploid karyotypes of Atta cephalotes female (2n=22) submitted to Fluorescence in 

situ hybridization (FISH) with different repetitive probes (red regions): (a) 18S rDNA genes, 

(b) (TTAGG)6, (c) (A)30, (d) (GA)15, (e) (CA)15, (f) (GAG)10, (g) (CAA)10. Bars=5μm.
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Figure 4. Ideogram showing the Atta cephalotes haploid complement with all the 

chromosomal markers analyzed in the present study. 

 

Discussion 

The leaf-cutting ant A. cephalotes showed the same chromosome number (2n=22) and 

karyotypic formula as the other Atta species that had been studied previously using 

measurements in the Brazilian savannah, Atlantic, and Amazon rainforests (Table 1). Such 

karyomorphometric analyses enable more reliable comparisons among closely related species 

(Gokhman, 2009; Barros et al., 2016; Aguiar et al., 2020). Our data enhanced the cytogenetic 

knowledge surrounding the Atta genus as well as the Atta sensu stricto phylogenetic group. 

In addition, A. cephalotes showed other karyotype characteristics that were similar to 

the previously studied Atta species, such as heterochromatin distribution restricted to the 

centromeric region (Table 1). In general, Atta species do not have large heterochromatic 

clusters and serve as a good example of the challenge involved in detecting heterochromatic 

patterns through the basic C-banding technique on leaf-cutting ants (Barros et al., 2014, 

2015). The heterochromatin distribution observed in the karyotypes of Atta species may be 

related to their functions in the chromosomal structure. Centromeric heterochromatin is part 

of the centromere structure; it plays a crucial role in the structure’s functionality since it helps 

in the assembly of kinetochores and in the recruitment of large amounts of cohesins, which 

are proteins that maintain cohesion between sister chromatids in the centromeric regions 

(Pidoux and Allshire, 2005; reviewed by Allshire and Madhani, 2018). Consequently, such 
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heterochromatin has a great level of influence over the correct segregation of chromosomes 

during cell division (Allshire and Madhani, 2018). 

Also, secondary constrictions co-localized in GC-rich regions and 18S rDNA clusters 

were observed interstitially in the 4th metacentric pair of A. cephalotes, like other Atta species 

(Barros et al., 2014, 2015; Teixeira et al., 2017). The intrachromosomal location of GC-rich 

18S rDNA sites is the most common pattern in ants and influences the restriction of rDNA 

genes to a single chromosome pair, as observed in Atta species (Teixeira et al., 2021). 

Regions with differential staining with DAPI were not detected, as usually observed in 

different ant groups (Barros et al., 2014; Velasco et al., 2014; Correia et al., 2016; Teixeira et 

al., 2021).  

Considering that insects are highly diverse with regard to their telomere structures 

(Kuznetsova et al., 2019), the presence of such different repetitive sequences associated or not 

with the telomeres should be investigated in fungus-farming ant species. Traces of the 

(TTAGGG)n motif, the canonical telomeric sequence in vertebrates, have been previously 

observed in some chromosomes of bulldog ants through FISH (Meyne et al., 1995) and even 

in the fire ant Solenopsis invicta Buren, 1972 (Myrmicinae) through sequencing analysis 

(Wurm et al., 2011). The (TCAGG)n motif has been detected in telomeres of some clades of 

the order Coleoptera (reviewed by Kuznetsova et al., 2019) and has recently been 

characterized as a microsatellite located in the centromeric heterochromatin of the social wasp 

P. fastidiosuscula (Marchioro et al., 2021). Our physical mapping data showed that such 

telomeric sequence variations are absent in any portion of the A. cephalotes chromosomes. 

However, we cannot discard the possibility that these motifs may be present at low levels that 

might be detectable only through genome sequencing analyses. The presence of different 

mechanisms of telomeric maintenance may also lead to variations in the ancestral (TTAGG) 

motif along with insect evolution (Kuznetsova et al., 2019). 

By contrast, the telomeric canonic motif TTAGG(n) of insects showed strong signals 

at the end of all the chromosomes of A. cephalotes, as in other ant species (Meyne et al., 

1995; Lorite et al., 2002), including leaf-cutting ants (Pereira et al., 2018; Castro et al., 2020, 

Barros et al. 2021, Micolino et al. 2022). Interstitial telomeric sequences can be considered 

relicts of the fusions of ancestral chromosomes (Lin and Yan, 2008; Olsson et al., 2018). 

However, no interstitial telomere signal was detected on the chromosomes of A. cephalotes as 

expected since it has the same chromosome number proposed for the ancestor of leaf-cutting 

ants (2n = 22) (Pereira et al., 2018).  
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The genomic organization of all microsatellites showed scattered but nonrandom 

distribution, exclusively on the euchromatic regions of A. cephalotes, which correspond to 

most chromosome lengths with the exception of the centromeric heterochromatin region. This 

pattern was also observed in other Atta species (Teixeira et al., in prep.). The euchromatic 

location of microsatellites is common in insects (Palacios-Gimenez and Cabral-de-Mello, 

2015; Ruiz-Ruano et al., 2015; Travenzoli et al., 2019a, b; Lopes et al., 2020). Associations 

between microsatellites and transposable elements have been previously observed in different 

organisms, indicating that mobile elements may also be involved in both the origin and the 

genomic propagation of microsatellites (Ellegren, 2004; Zhang, 2004; Ruiz-Ruano et al., 

2015). The repetitive portion of the A. cephalotes genome includes many transposable 

elements (Suen et al., 2011), which may be responsible for this intense spread of 

microsatellites in the euchromatin of this particular species. Future studies involving the 

mapping of this species’ transposable elements will aid in investigating this hypothesis. 

In the present study, the heterochromatin of A. cephalotes had no trace of several 

microsatellites, such as (GA)15, (CA)15, (TAT)10, (CGG)10, (GAG)10, (CAA)10, and 

(TCAGG)6. However, these microsatellites are present in the heterochromatic regions of other 

Hymenoptera species, like the bees Frieseomelitta species and M. seminigra merrilae, and the 

wasp P. fastidiosuscula (Santos et al., 2018; Barbosa et al., 2021; Marchioro et al., 2020). 

Either these microsatellites were located in euchromatin, or there were no signals produced on 

the A. cephalotes chromosomes. These results suggest that the heterochromatin in A. 

cephalotes comprises other types of repetitive sequences, such as satellite DNA, or that it has 

low levels or other microsatellites undetectable by FISH and therefore warrant further 

investigations. 

The microsatellites do not cluster in any specific region of the A. cephalotes 

chromosomes, similar to the pattern observed for a population of M. holmgreni (Barros et al., 

2018) and bees (Piccoli et al., 2018; Travenzoli et al., 2019a, b; Lopes et al., 2020; Barbosa et 

al., 2021), mainly the Melipona species of group I (with a low proportion of heterochromatin 

restricted to pericentromeric regions). It contrasts to some populations of M. holmgreni, in 

which the (GA)15 microsatellite is clustered in one or two chromosomal pairs (Micolino et al., 

2019). Other insects like the grasshoppers Abracris flavolineata (De Geer, 1773) (Milani and 

Cabral-de-Mello, 2014), Locusta migratoria (Linnaeus, 1758), and Eyprepocnemis plorans 

(Charpentier, 1825) (Ruiz-Ruano et al., 2015), and the cricket Eneoptera surinamensis (De 

Geer, 1773) (Palacios-Gimenez et al., 2015) showed clustered microsatellite patterns, in 

addition to scattered distribution. These studies show a diversity of distribution patterns of 
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microsatellites on chromosomes of different organisms, highlighting the importance of these 

sequences’ chromosome mapping to understand their organization and evolutionary patterns 

in the eukaryotic genome. 

Conserved chromosome numbers have been observed in two other genera of leaf-

cutting ants. Acromyrmex species show predominantly 2n=38 chromosomes (reviewed by 

Barros et al., 2021), with the single exception of Acromyrmex ameliae De Souza et al. 2007. 

This social parasite displays 2n=36 chromosomes, probably due to the Robertsonian 

chromosome translocation, representing a derivation from the genus. Chromosomal data on 

Amoimyrmex showed that Am. bruchi, Am. silvestrii, and Amoimyrmex striatus (Roger, 1863) 

have the same chromosome number, 2n=22 (Cristiano et al. 2013, Micolino et al. 2022). 

Distinct ant groups like Odontomachus (haematodus group), with 2n=44, and Camponotus 

(Myrmothrix) (reviewed by Mariano et al., 2019), with 2n=40, also show a conserved 

chromosome number. However, in all these genera, other cytogenetic characteristics vary 

between species. For example, variations in chromosome morphology were observed between 

Acromyrmex species (reviewed Barros et al., 2021) and Odontomachus species (Aguiar et al., 

2020). Camponotus species (Myrmothrix) have different 18S rDNA site numbers (Aguiar et 

al., 2017), and Amoimyrmex species show distinct microsatellite (GA)15 patterns (Micolino et 

al., 2022). Furthermore, according to our perceptions based on both the karyotype figure and 

the chromosome measurements of Am. bruchi and Am. silvestrii, as presented in Micolino et 

al. (2022), other differences also seem to exist. The total chromosome sizes of the 9th and 10th 

metacentric pairs seem to be smaller than the 8th chromosome pair in Am. silvestrii. However, 

the 8th, 9th, and 10th metacentric pairs seem to have the same size in Am. bruchi. Measurement 

data provided by Micolino et al. (2022) confirm these differences. Our observations highlight 

additional karyotype variations between these Amoimyrmex species.  

Our results corroborate the karyotype conservation in three of the four Atta groups, 

including chromosome number and morphology, heterochromatin pattern, location of GC-rich 

region, 18S rDNA clusters, and the GA(15) microsatellite, contributing with data on another 

Atta phylogenetic group (Atta sensu stricto) (Fig. 5). Karyotype conservation as observed in 

Atta, which includes different chromosome information and distinct species and groups (Fig. 

5), have not yet been described in other genera.  
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Figure 5. Summary of available cytogenetic data (this study and literature) from Atta species 

included in three of the four monophyletic groups, namely Neoattina, Epiatta and Atta sensu 

stricto, defined in the molecular phylogeny proposed by Bacci et al. (2009) and Barrera et al. 

(2021). Ideograms show chromosome morphology, heterochromatin (gray), and 18S rDNA 

clusters (green), telomeres (red) and microsatellites (A)30, (GA)15, (CA)15, (GAG)10 e (CAA)10 

(blue dotted line) in the haploid complement. Phylogenetic relationships among the species 

are based on Bacci et al. (2009) and Barrera et al. (2021). 

 

It has been suggested that heterochromatin plays an essential role in ant karyotype 

evolution by dispersing in the karyotype and increasing the blocks in the chromosomes (Imai, 

1991). According to the recent model proposed by Hirai (2020), the physical associations of 

distal heterochromatic blocks in the meiotic prophase favor its dispersion in karyotype. 

However, intrachromosomal heterochromatic blocks do not form associations. Acromyrmex 

species show a higher heterochromatin distribution by the C-banding technique that is located 

in some intrachromosomal regions but predominantly in small, short chromosome arms 

(Barros et al., 2016), denominated by Imai (1991) as pseudo-acrocentric. The location of these 

heterochromatic blocks in Acromyrmex seems to follow Hirai’s model, leading to 
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heterochromatin dispersion and variations in the chromosome morphology among the species. 

Heterochromatin variations display an important role in karyotype evolution in Acromyrmex 

(Barros et al., 2016). In contrast, Atta species show smaller heterochromatin blocks restricted 

to intrachromosomal regions (Barros et al., 2014, 2015), which may influence the karyotype 

conservation among species. 

Cytogenetic data indicate a wide increase and diversification in the chromosome 

number and morphology in ant genera of the ancient subfamilies, such as Ponerinae and the 

Australian Myrmeciinae. In contrast, smaller variations are observed within genera of the 

derived subfamilies Dolichoderinae, Formicinae, and Myrmicinae (Mariano et al., 2019). 

According to these authors, geographic barriers or recent diversification time did not 

drastically influence the karyotypes, especially with regard to the chromosome number found 

in these ants. Thus, another explanation for the conserved chromosome number would be the 

recent radiation and restricted geographic distribution of the leaf-cutting ants (Barrera et al., 

2021). 

In the present study, we confirmed the karyotype conservation in Atta using classical 

and molecular cytogenetics techniques. Other types of markers may bring new information 

regarding karyotype stability, such as transposable elements and satellite DNA; the latter, 

when located in centromeric regions, has high variation rates. In addition, we brought the use 

of several microsatellites, including mono-, di-, and tri-nucleotides and different telomeric 

sequences in ant chromosomes that can be useful in further comparative studies. We 

contributed to the beginning of the karyotypic organization, understanding, and repetitive 

sequence diversity of leaf-cutting ants and Formicidae in general. 
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6 - CONCLUSÕES GERAIS 
 
 

Os diferentes capítulos nos permitiram concluir que:  

 

 Os dados de mapeamento físico de genes rDNA de 63 espécies de formigas, incluindo 

as cultivadoras de fungos, distribuídas em 19 gêneros e 6 subfamílias associados com 

as informações sobre suas relações filogenéticas apoiam a hipótese de um único sítio de 

genes rDNA por cariótipo haploide ser a característica plesiomórfica em Formicidae.  

 

 Múltiplos sítios de rDNA foram observados em linhagens de formigas não relacionadas 

que não compartilham um ancestral comum exclusivo, o que sugere amplificações 

independentes de rDNA nesses grupos;  

 

 Os dados de mapeamento físico de genes rDNA 18S em formigas revelou uma relação 

entre localização cromossômica e a dispersão desses genes no cariótipo. A presença de 

um único par de cromossomos contendo os genes rDNA é o caráter mais comum em 

formigas devido à localização intracromossômica desses genes nos cromossomos, pois 

são locais menos propensos a rearranjos, como recombinação ectópica ou translocações 

não-recíprocas, que poderiam promover a dispersão de genes rDNA no genoma. No 

entanto, associações entre regiões terminais de cromossomos não homólogos poderia 

favorecer a ocorrência de tais rearranjos levando a dispersão de genes rDNA pelos 

cromossomos, como observado nas espécies de formigas com rDNA terminais em 

vários cromossomos;  

 

 Inversões parecem ser rearranjos importantes que geram mudanças na posição dos genes 

de rDNA no cariótipo de formigas cultivadoras de fungos como observado neste estudo 

para Acromyrmex echinatior, Mycetomoellerius relictus e Sericomyrmex maravalhas; 

 

 Sericomyrmex maravalhas mostrou um cariótipo inédito em relação as outras espécies 

do gênero estudadas e a associação dos dados citogenéticos com a filogenia molecular 

sugerem um aumento do número cromossômico de 2n=48 para 2n=50 através de fissão 

cromossômica. Os dados de bandamentos cromossômicos obtidos para a espécie que 
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mostram heterocromatina nos braços curtos dos cromossomos também sugerem a 

ocorrência de fissões ao longo da evolução do gênero. 

 

 O cariótipo obtido para Cyphomyrmex transversus mostra o menor número 

cromossômico para o gênero e difere dos observados para a mesma espécie em duas 

localidades diferentes, o que sugere que C. transversus seja um complexo de espécies e 

destaca a necessidade de sua revisão taxonômica; 

 

 Nossos dados mostraram a presença de heterocromatina rica em GC em espécies de 

Neoattina que ainda não tinham sido analisadas pertencentes a gêneros diferentes 

(Sericomyrmex, Cyphomyrmex e Mycetomoellerius), reforçando a hipótese de origem 

comum dessa heterocromatina com composição peculiar em Attina.  

 

 O uso da técnica de C0t-DNA em formigas associado a dados prévios de bandamentos 

cromossômicos para a subtribo forneceu insights sobre a evolução da heterocromatina 

em formigas cultivadoras de fungos, indicando a ocorrência de pelo menos cinco 

eventos distintos de diferenciação da composição da heterocromatina em Attina: (1) 

entre os clados Paleoattina e Neoattina, (2) no gênero Paleoattina Myrmicocrypta, (3) 

na espécie Neoattina Mycetomoellerius urichii, que pode ser um possível caso de drive 

centromérico, (4) nos gêneros derivados de Neoattina Atta e Acromyrmex e (5) dentro 

de Acromyrmex (A. rugosus e A. niger); 

 

 A sequência telomérica canônica de insetos (TTAGG)6 foi observada nos telômeros de 

diferentes espécies de Paleoattina e Neoattina indicando que esse motif é conservado 

em Attina;     

     

 O microssatélite (GA)15 foi localizado exclusivamente na eucromatina de todas as 

espécies de diferentes gêneros de Paleoattina e Neoattina, sendo o padrão de distribuição 

disperso o mais frequente enquanto as bandas adicionais observadas em algumas 

espécies parecem ser uma condição derivada. Mecanismos como crossing-over 

desigual, deslizamento da DNA polimerase durante a replicação ou reparo do DNA ou 

transposição podem estar envolvidos na origem dessas bandas adicionais de (GA)15; 
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 Diferentes microssatélites mono, di e tri-nucleotídicos apresentaram distribuição 

dispersa exclusivamente em toda a eucromatina dos cromossomos de Atta cephalotes. 

Nenhuma marcação foi obtida para as regiões heterocromáticas com os microssatélites 

testados, o que sugere que a heterocromatina dessa espécie pode ser constituída de 

outros tipos de sequências repetitivas como DNA satélite ou elementos transponíveis. 

 

 Atta cephalotes mostrou um cariótipo conservado em relação as demais espécies de Atta 

já estudadas considerando todos os caracteres citogenéticos analisados. Essa 

conservação cariotípica pode estar relacionada com a localização centromérica da 

heterocromatina observada nas espécies de Atta, que não favorece associações físicas 

entre as sequências repetitivas heterocromáticas de cromossomos não homólogos 

durante a meiose, e assim impede a dispersão de tais sequências e variações 

cromossômicas entre as espécies. Outros fatores que podem estar relacionados com a 

conservação cariotípica entre as espécies de Atta seriam a radiação recente e a 

distribuição geográfica restrita.  
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