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RESUMO

BARROS, Luisa Antdnia Campos. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2010. Citogenética de espécies de Attini (Formicidae: Myrmicinae).
Orientadora: Silvia das Gragas Pompolo. Coorientadores: Danival José de Souza
e Terezinha Maria Castro Della Lucia.

A tribo Attini é um grupo monofilético que inclui mais de 230 espécies
agrupadas em 14 géneros. Nesta tribo estdo incluidas as formigas cortadeiras (Atta e
Acromyrmex), consideradas importantes pragas agricolas. A utilizacdo da
citogenética na familia Formicidae tem mostrado importante contribuicdo nas mais
de 750 espécies de formigas estudadas. Os dados citogenéticos sdo reportados para
10% das espécies da tribo Attini. O presente trabalho teve como objetivo o estudo
citogenético de seis espécies do género Acromyrmex e de sete espécies de Attini
distribuidas em quatro géneros: Apterostigma, Mycocepurus, Sericomyrmex e
Trachymyrmex. Parte das espécies foi submetida a técnicas de bandamentos
cromossémicos. Os cariotipos observados foram: Apterostigma madidiense Weber
(n=23, 7m + 10sm + 5st + 1a), A. steigeri Santschi (2n=22, 20m + 2sm),
Mycocepurus goeldii (Forel) (2n=8, 4m + 4sm), Sericomyrmex sp. (2n=50, 44m +
6sm; n=25, 22m + 3sm), Trachymyrmex fuscus Emery (2n=18, 16m + 2sm; n=9, 8m
+ 1sm), T. relictus Borgmeier (2n=20m, n=10m) e Trachymyrmex sp. (2n=22, 18m +
4sm). Trachymyrmex fuscus apresentou polimorfismo de tamanho no brago curto do
par submetacéntrico. As possiveis causas da duplicacdo do segmento cromossémico
sdo discutidas. As seis espécies do género Acromyrmex apresentaram 2n=38
cromossomos. Cada espécie mostrou um cariétipo diferente em relacdo a morfologia
(A. balzani: 12m + 10sm + 14st + 2a; A. coronatus: 12m + 12sm + 12st + 2a; A.
disciger: 10m + 12sm + 14st + 2a; A. niger: 12m + 18sm + 6st + 2a; A. rugosus: 16m
+ 12sm + 8st + 2a; A. echinatior: 8m + 6sm + 14st + 10a) e varia¢des na distribuicédo
de heterocromatina (banda C) e regides ricas em GC (CMA3). Em trés espécies (A.
coronatus, A. disciger, A. niger) o par subtelocéntrico de maior tamanho foi o
portador de genes ribossomais. As espécies do género Acromyrmex apresentaram
estabilidade no numero cromossémico com diferencas no cariétipo. Isto sugere que

rearranjos do tipo translocagdes, crescimento de heterocromatina e inversao devem
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ter ocorrido durante a evolucdo das espécies deste género, levando a modificacfes

nos cariotipos das diferentes espécies.



ABSTRACT

BARROS, Luisa Anténia Campos. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2010. Cytogenetic of Attini species (Formicidae: Myrmicinae). Advisor:
Silvia das Gragas Pompolo. Co-advisers: Danival José de Souza and Terezinha
Maria Castro Della Lucia.

The tribe Attini consists of a monophyletic group that includes about 230
species in 14 genera. Different biological substrate are utilized by these ants for
cultivation of the symbiotic fungus on which they feed and are necessarily
dependent. This tribe includes the leaf-cutting ants (Atta Fabricius and Acromyrmex
Mayr) that are known as important agricultural pests. The usage of cytogenetics in
the family Formicidae has made significant contributions in the study of more than
750 ant species. Only 10% of Attini’s species have some sort of cytogenetic data
available. This work aimed at cytogenetically studying six Acromyrmex species and
seven species of the tribe Attini divided into four genera: Apterostigma Mayr,
Mycocepurus Forel, Sericomyrmex Mayr and Trachymyrmex Forel. Some of the
species were also submitted to banding techniques. The karyotypes observed were:
Apterostigma madidiense Weber (n=23, 7m + 10sm + 5st + 1a), Apterostigma
steigeri Santschi (2n=22, 20m + 2sm), Mycocepurus goeldii (2n=8, 4m + 4sm),
Sericomyrmex sp. (2n=50, 44m + 6 sm; n=25, 22m + 3 sm), Trachymyrmex fuscus
Emery (2n=18, 16m + 2sm; n=9, 8m + 1sm), Trachymyrmex relictus Borgmeier
(2n=20m, n=10m) and Trachymyrmex sp. (2n=22, 18m + 4sm). A size
polymorphism on a short arm of a submetacentric pair from Trachymyrmex fuscus
was also pointed out. The possible causes of chromosomal segment duplication were
discussed. All studied species of the genus Acromyrmex presented 2n=38. Each
species showed a different karyotype in relation to morphology (A. balzani: 12m +
10sm + 14st + 2a; A. coronatus: 12m + 12sm + 12st + 2a; A. disciger: 10m + 12sm +
14st + 2a; A. niger: 12m + 18sm + 6st + 2a; A. rugosus: 16m + 12sm + 8st + 2a; A.
echinatior: 8m + 6sm + 14st + 10a), in the distribution of heterocromatin (C
banding) and GC rich regions (CMA3). For three species (A. coronatus, A. disciger,
A. niger) the first subtelocentric pair was the bearer of ribosomal genes. Acromyrmex
species presented stability in the number of chromosome with differences in the
karyotype. The results suggest that many chromosomal rearrangements such as
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translocations, growth of heterochromatin and inversion may have occurred during

their differentiation, contributing to the karyotype variability found.
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Introducéo Geral

Familia Formicidae

As formigas ocupam posicdo chave na maior parte dos ambientes terrestres e
correspondem de 15 a 20% da biomassa animal terrestre, mas em regides tropicais
esse valor pode ser ainda superior (Schultz, 2000). Na Floresta Amazénica brasileira,
por exemplo, a biomassa animal de formigas é quatro vezes superior a biomassa de
vertebrados terrestres (Wilson & Hollldobler, 2005). Devido & complexidade da
organizacdo das colonias, as formigas sdo consideradas organismos modelo para
estudos referentes a ecologia de comportamento e sociobiologia, particularmente em
estudos relacionados a dindmica da selecdo de parentesco, interesses de conflito
dentro da colbnia, diferenciagdo de castas e divisdo de trabalho (Schultz, 2000).
Existem mais de 12.500 espécies descritas de formigas (Agosti & Johnson, 2005),
incluidas em uma unica familia: Formicidae. Sdo encontradas em todos os ambientes
terrestres com excegdo dos polos (Holldobler & Wilson, 1990). S&o organismos
eusociais, por apresentarem sobreposicdo de geragdes, coopera¢do no cuidado da
prole e divisdo de tarefas entre os individuos (Wilson, 1971). Seu sistema de
determinacdo sexual é a haplodiploidia do tipo arrenétoca em que as fémeas sdo
diploides e os machos haploides (Kerr, 1967; Crozier, 1979; Suomalainen & Saura,
1993; Normark, 2003; Heimpel & Boer, 2008).

A tribo Attini

A agricultura é uma forma especializada de simbiose, estando presente em
algumas espécies de cupins, besouros, formigas e humanos (Holldobler & Wilson,
1990; Mueller et al., 2005). A agricultura na forma da fungicultura surgiu uma Unica
vez na familia Formicidae ha cerca de 50 milhdes de anos (Chapela et al., 1994;
Schultz & Meier, 1995; Schultz & Brady, 2008). As formigas da tribo Attini séo
exclusivas do Novo Mundo e sdo encontradas entre 40° de latitude norte e 44° de
latitude sul (Weber, 1966), principalmente na regido neotropical com cerca de 95%
das espécies da tribo Attini da regido neotropical e apenas 5% da regido Neartica
(Mayhé-Nunes & Jaffé, 1998). Existem atualmente mais de 230 espécies descritas na
tribo Attini (Schultz & Brady, 2008), agrupadas em 14 géneros (Klingenberg &

Brandao, 2009): Acromyrmex, Apterostigma, Atta, Cyphomyrmex, Kalathomyrmex,
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Mycetagroicus,  Mycetarotes, Mycetophylax, = Mycetosoritis,  Mycocepurus,
Myrmicocrypta, Paramycetophylax, Sericomyrmex e Trachymyrmex, considerando
Pseudoatta sinonimia de Acromyrmex (Holldobler & Wilson, 1990). Essas formigas
utilizam diferentes substratos para o cultivo do fungo simbionte do qual se
alimentam e sdo obrigatoriamente dependentes (Holldobler & Wilson, 1990). As
Attini sdo consideradas monofiléticas (Chapela, et al., 1994; Schultz & Meier, 1995;
Schultz & Brady, 2008), porém o fungo € considerado polifilético, uma vez que a
maior parte das formigas desta tribo cultiva um fungo pertencente a dois géneros da
familia Lepiotaceae, além de Apterostigma que cultiva um fungo da familia
Pterulaceae (Chapela et al., 1994). As Attini inferiores incluem o0s géneros
Apterostigma, Cyphomyrmex, Mycetagroicus, Mycetarotes, Mycetophylax,
Mycetosoritis, Mycocepurus, Myrmicocrypta, 0s quais apresentam coldnias menores,
com menor longevidade e formigas inconspicuas. As Attini superiores incluem os
géneros Atta, Acromyrmex, Trachymyrmex e Sericomyrmex, 0S quais apresentam
individuos de maior tamanho e as maiores col6nias.

As formigas cortadeiras, géneros Atta e Acromyrmex, sdo consideradas
herbivoras dominantes da regido neotropical (Holldobler & Wilson, 1990). Séo ainda
consideradas pragas agricolas por utilizarem fragmentos vegetais, flores e sementes
de plantas cultivadas para o cultivo do fungo simbionte do qual se alimentam (Della
Lucia & Fowler, 1993) e apresentam grande destaque entre as pragas agricolas e
florestais da regido neotropical (Della Lucia, 2003).

Estudos recentes indicam que o aumento do desmatamento contribui de
maneira significativa para o aumento da densidade dos formigueiros de algumas
espécies de Atta devido ao aumento da oferta de alimento e da diminuicdo dos
inimigos naturais (Leal, 2008). Em ecossistemas naturais, as formigas cortadeiras sao
importantes na dispersdo de sementes (Teixeira et al., 2008), em florestas
secundarias podem favorecer o crescimento de plantas devido a mudangas na
estrutura fisica e quimica do solo (Moutinho, 1994). Além disso, formigas do género
Atta desempenham um papel importante no sequestro de carbono e por sua possivel
influéncia na diminuicéo do efeito estufa (Souza-Souto et al., 2008).

Informagdes a respeito da biologia das Attine inferiores ainda séo escassas
(Mahyé-Nunes, 1995; Mayhé-Nunes & Jaffé, 1998; Leal & Oliveira, 2000; Solomon
et al., 2004; Schultz e Brady, 2008; Lacau et al., 2008). O estudo destas formigas é

importante para a elucidacdo dos eventos relacionados as primeiras etapas da



evolucéo do grupo (Rabeling et al., 2007). Alguns estudos evidenciam a importancia
ecologica destas formigas como, por exemplo, Mycocepurus goeldii, a qual apresenta
interagdo com o jatobd, Hymenaea courbaril L. (Fabaceae: Caesalpinioideae),
promovendo a limpeza das sementes, 0 que reduz o ataque de fungos, além de
facilitar a germinacdo (Oliveira et al. 1995); Mycocepurus goeldii € M. smithii
acumulam nutrientes em solos profundos que podem ser utilizados por plantas
superiores ao deixarem suas camaras (Rabeling et al., 2007), o que provavelmente
também ocorre com os demais géneros.

Portanto, estudos envolvendo Attini inferiores e também os géneros
Sericomyrmex e Trachymyrmex sdo informativos para a melhor compreensdo da

fungicultura bem como para a compreensao da evolugéo das formigas cortadeiras.

Citogenética

De acordo com White (1970), os rearranjos cromossémicos podem
desempenhar papel direto na especiacdo, portanto, a citogenética deve ocupar um
lugar central nos estudos de mecanismos de especiacdo. Além disso, grande nimero
de caracteres tem sido relacionado com polimorfismos de inversdes cromossomicas,
como o aumento da longevidade, aumento do tamanho corporal, habilidade de
competicdo e tempo de desenvolvimento, indicando que rearranjos cromossdmicos
podem alterar o fitness dos individuos (Hoffmann & Rieseberg, 2008). As
duplicacbes cromossdmicas também podem ser vantajosas porque 0S genes
duplicados podem produzir maiores quantidades do produto génico (Imai et al.,
1977; Camacho et al., 1986; Futuyma, 2003). Rearranjos cromossémicos sdo
importantes para a evolucdo das espécies ja que a expressdo génica € regulada, pelo
menos de forma parcial, pela localizagdo dos genes vizinhos e, assim, alteracfes
cromossdmicas podem levar a alteracGes fenotipicas (Ridley, 2006).

Vaérios tipos de rearranjos estruturais dos cromossomos alteram a posicédo dos
genes em relacdo uns aos outros, ainda que ndo haja modificacdo no numero de
copias e variedade dos genes. Dessa forma, a expressdo do gene pode ser alterada se
a sua posicao for mudada e acredita-se que a maior parte dos efeitos de posigéo seja
causada pelo efeito desativador da heterocromatina (Futuyma, 2003; Alberts et al.,
2008).



Embora cromossomos individuais ocupem posicdes distintas no nucleo
conhecidas como territorios cromossdmicos, evidéncias indicam que cromossomos
sdo estruturas dinamicas e que regides individuais dos cromossomos podem ser
reposicionadas e, dessa forma, contribuir para a regulacdo da expressdo génica
(Lanctot et al., 2007).

Alteracdes cromossdmicas podem atuar como um mecanismo de isolamento
reprodutivo e ser muito importantes para a evolucéo das espécies, o que justifica a
utilizacdo da citogenética como uma ferramenta que pode auxiliar no entendimento
do processo de especiacdo. Dessa forma, a citogenética pode ser utilizada como uma
ferramenta adicional em estudos evolutivos, filogenéticos e taxondmicos (Mac
Gregor, 1993; Mariano, 2004).

Estudos citogenéticos ja foram realizados em mais de 750 espécies de formigas
(Lorite & Palomeque, 2010) e mostram variagdo cromossémica de 2n=2 a 2n=120,
Myrmecia croslandi Taylor (Crosland & Crozier, 1986) e Dinoponera lucida Emery
(Mariano et al., 2008), respectivamente. A Teoria da Interacdo Minima (TIM) foi
formulada por Imai et al. (1986, 1988, 1994) para explicar a evolucdo dos
cromossomos de eucariotos, baseada na ocorréncia de rearranjos cromossémicos,
apoiada principalmente na hipo6tese de fissdo céntrica, embora outros tipos de
rearranjos cromossdémicos tais como inversdes e fusdes também sejam encontrados.
Tal teoria postula que existe uma tendéncia de diminuicdo no tamanho dos
Cromossomos e, consequentemente, aumento do nimero cromossémico por meio de
fissbes e posterior crescimento de heterocromatina. Como 0S Cromossomos se
encontram arranjados em seus respectivos territorios nucleares presos pelos seus
teldmeros a membrana nuclear, quanto maior o tamanho do cromossomo maior a
chance de ocorréncia de rearranjos como translocagdes reciprocas, consideradas
deletérias. A TIM foi baseada no estudo de mais de 500 espécies de formigas (Imai
etal., 1988, 1994).

Essa teoria foi ainda mais reforcada em estudos citogenéticos de espécies de
Myrmecia do complexo pilosula da Australia, que tem uma grande variabilidade
cariotipica com 192 cariotipos diploides diferentes, sendo 0 menor numero de
diploides observado 2n=2, e 0 maior 2n=32 (Imai et al., 1994).

Informacdes citogenéticas podem ser muito Uteis para o reconhecimento de
espécies cripticas. Estudos citogenéticos em populacdes envolvendo apenas o

numero e a morfologia dos cromossomos no complexo Pachycondyla apicalis ja sdo
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muito representativos por evidenciarem grande variagdo no nimero cromossdmico
em P. apicalis Morfoespécie | (2n=36, 40 e 68), P. verenae Morfoespécie | (2n=42,
62) e P. verenae Morfoespécie Il (2n=58, 64). A complexidade morfoldgica refere-
se a um mosaico de espécies e ndo a uma clina biogeografica. Nesse caso, a
citogenética pode ser uma importante ferramenta para auxiliar a taxonomia (Mariano
et al., 2006; Delabie et al., 2008).

Os estudos citogenéticos na tribo Attini assim como de outras areas do
conhecimento também sdo bem escassos, pois existem apenas 22 espécies (25
espeécies e subespécies) com a descricdo do cariotipo, 0 que corresponde a cerca de
10% do numero de espécies descritas para a tribo (Gofi et al., 1983; Fadini &
Pompolo, 1996; Fadini et al., 1996; Santos-Colares et al., 1997; Murakami et al.,
1998; Barros et al., 2008).

O género Acromyrmex possui seis espécies estudadas citogeneticamente: trés
no Brasil (Fadini & Pompolo, 1996; Santos-Colares et al., 1997, Barros et al., 2008)
e trés no Uruguai (Gofi et al., 1983). Todas apresentaram 0 mesmo ndmero
cromossémico, 2n=38, com exce¢do da parasita social Acromyrmex ameliae, que
apresentou 2n=36 (Barros et al., 2008). A diferenca no niUmero cromossémico pode
ser consequéncia da fusdo de cromossomos. Os géneros Atta e Apterostigma
possuem cada um trés espécies estudadas; Cyphomyrmex, Trachymyrmex e
Mycetarotes possuem duas espécies estudadas enquanto Mycocepurus e
Sericomyrmex possuem cada um apenas uma espécie com cariotipos conhecidos. Os
géneros Mycetosoritis, Mycetophylax, Mycetagroicus e Myrmicocrypta nao
apresentam informacdes citogenéticas. A Tabela 1 apresenta dados citogenéticos da
tribo Attini.



Tabela 01 — Espécies da tribo Attini estudadas citogeneticamente (segundo Pompolo
& Mariano, 2003, modificado).

Género Espécie 2n Referéncia
Mycocepurus  Mycocepurus sp. 8 Murakami et al. (1998)
Apterostigma  A. mayri 24  Murakami et al. (1998)

Apterostigma sp. 24  Murakami et al. (1998)
Apterostigma sp. 20  Fadini & Pompolo (1996)
Mycetarotes M. carinatus 14 Fadinietal. (1996)
M. parallelus 54 Fadini et al. (1996)
Cyphomyrmex C. rimosus 32  Murakami et al. (1998)
C. costatus 20  Murakami et al. (1998)
Sericomyrmex  S. amabilis 50  Murakami et al. (1998)
Trachymyrmex Trachymyrmex sp. 1 12 Murakami et al. (1998)
Trachymyrmex sp. 2 18  Murakami et al. (1998)
T. septentrionalis 20  Murakami et al. (1998)
Acromyrmex  A. ambiguus 38  Goiii et al. (1983)
A. hispidus 38  Goiii et al. (1983)
A. (Moellerius) heyeri 38  Gofietal. (1983)
Santos-Colares et al. (1997)
A. crassipinus 38  Fadini & Pompolo (1996)
A. subterraneus 38  Fadini & Pompolo (1996)
molestans
A. subterraneus 38  Fadini & Pompolo (1996)
subterraneus Barros et al. (2008)
A. subterraneus 38  Barros et al. (2008)
brunneus
A. ameliae 36  Barros et al. (2008)
Atta A. bisphaerica 22  Fadini & Pompolo (1996)
A. colombica 22 Murakami et al. (1998)
A. laevigata 22  Fadini & Pompolo (1996)
A. sexdens rubropilosa 22  Fadini & Pompolo (1996)
A. sexdens piriventris 22  Santos-Colares et al. (1997)




As técnicas de bandamento cromossémico sdo de fundamental importancia
por possibilitarem a localizacdo especifica de determinadas regiGes cromossémicas,
0 que ndo seria possivel utilizando-se apenas a coloragdo convencional (Sumner,
2003). Além disso, os bandamentos cromossémicos podem ser muito Uteis na analise
de espécies com cariotipos muito semelhantes quanto ao nimero e morfologia, pois
podem revelar diferencas significativas que ndo seriam identificadas apenas com a
coloragéo convencional com Giemsa.

A heterocromatina se caracteriza normalmente por apresentar pouca ou
nenhuma atividade génica, alta condensacdo e a maior parte dela conter grande
concentracdo de DNA repetitivo. Esse DNA pode variar na sua composi¢do, sendo
rico em pares AT ou pares GC, e também em comprimento. A heterocromatina pode
ser encontrada em qualquer parte dos cromossomos como em regides intersticiais,
mas ocorre principalmente em centrémeros, teldmeros e NORs (Sumner, 2003).

A banda C é uma técnica empregada na identificacdo de heterocromatina
constitutiva. Devido ao fato de esta ser uma regido mais condensada da cromatina,
ela ndo é facilmente removida quando submetida ao tratamento com BSG (Hidrdxido
de Bério/Solucdo Salina/Giemsa) mostrando-se mais corada em relacdo a
eucromatina (Sumner, 1972). O estudo e a caracterizagdo da heterocromatina tém
grande importancia nos estudos citogenéticos da familia Formicidae devido a sua
participacdo central na evolugdo cromossémica do grupo (Imai et al., 1986, 1994).

Estudos envolvendo o bandamento C em espécies de Attini sdo restritos aos
géneros Atta, Apterostigma, Cyphomyrmex, Sericomyrmex e Trachymyrmex: Atta
colombica, Sericomyrmex amabilis e Trachymyrmex sp. 1 apresentam
heterocromatina centromérica e intersticial (Murakami et al., 1998); Cyphomyrmex
costatus e Apterostigma mayri apresentam heterocromatina centromérica (Murakami
et al.,, 1998); ja a parasita social Acromyrmex ameliae e suas hospedeiras
Acromyrmex subterraneus subterraneus e Acromyrmex subterraneus brunneus
apresentam heterocromatina nos bragos curtos de alguns cromossomos, além de
heterocromatina centromérica em alguns cromossomos metacéntricos (Barros et al.,
2008).

Os fluorocromos sdo corantes que fluorescem quando excitados por luz de
um comprimento de onda especifico. Estas substancias se ligam ao DNA que sdo
classificadas de acordo com a especificidade dos pares de bases separando-os em
duas categorias: AT e GC especificos (Schweizer, 1980; Sumner, 1990, 2003). O



fluorocromo Chromomicina A (CMAg3) se liga a regides ricas em pares GC,
enquanto o 4’6- diamidino-2-phenylindole (DAPI), a regides ricas em pares AT. O
CMA; ja foi utilizado em cromossomos de algumas formigas como Tapinoma
nigerrimum (Nylander) (Lorite et al., 1997), Dinoponera lucida (Mariano et al.,
2008), Wasmannia auropunctata (Roger) (Souza, 2007), Acromyrmex ameliae e suas
hospedeiras (Barros et al., 2008), as quais apresentam marcagdo em apenas um par
de cromossomos para o referido fluorocromo. Tapinoma nigerrimum (Lorite et al.,
1997) e D. lucida (Mariano et al., 2008) apresentaram o padrdo do fluorocromo
CMA; coincidindo com a localizagdo da NOR, assim como ocorre para a maioria dos
eucariotos (Reed & Phillips, 1995). O fluorocromo DAPI ndo apresentou um padréo
especifico nos cromossomos de formigas, mas se mostra negativo nas regides ricas
em pares GC, mostrando a complementaridade dos dois fluorocromos. Em W.
auropunctata, porém, foram observadas marcacGes na regido centromérica da maioria
dos cromossomos (Souza, 2007).

A técnica de FISH - hibridizacdo in situ por fluorescéncia - constitui uma
técnica de citogenética molecular usada para identificar regibes especificas do
genoma dos organismos pela utilizacdo de uma sonda previamente conhecida.
Sondas de rDNA sdo bastante empregadas em estudos citogenéticos de diferentes
organismos (Guerra, 2004). No entanto, a técnica de FISH ainda ndo foi aplicada aos

cromossomos de nenhuma espécie da tribo Attini.
2 — Objetivos
Objetivo Geral

Estudar citogeneticamente espécies do género Acromyrmex e de outros
géneros da tribo Attini com o intuito de enriquecer 0s conhecimentos sobre a
evolucdo cromossdmica da tribo e também sobre a diversidade de formigas
Neotropicais.

Objetivos Especificos

- Descrever os cariétipos de espécies da tribo Attini por meio do estudo do nimero e

morfologia dos cromossomos;



- Comparar os cariotipos das espécies do presente trabalho com os das espécies ja
estudadas;

- Estudar a localizacdo e composicdo da heterocromatina em espécies do género
Acromyrmex por meio das técnicas de bandamento cromossémico - Banda C e o0s
fluorocromos CMA; e DAPI, respectivamente — para melhor entendimento da
evolugéo cromossomica deste grupo;

- Localizar sitios rDNA 45S pela técnica de FISH de espécies do género

Acromyrmex.
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Capitulo 1

Estudos citogenéticos de seis espécies da tribo Attini
(Formicidae: Myrmicinae) com a descricdo de um

polimorfismo cromossémico para Trachymyrmex fuscus
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Estudos citogenéticos de seis espécies da tribo Attini (Formicidae: Myrmicinae)

com a descri¢cdo de um polimorfismo cromossdmico para Trachymyrmex fuscus

Resumo

Estudos citogenéticos na familia Formicidae ja foram desenvolvidos em mais
de 750 espécies de formigas e evidenciam a citogenética como importante ferramenta
em estudos evolutivos e taxondmicos. Na tribo Attini, foram estudadas cerca de 10%
das espécies descritas. O objetivo deste trabalho foi a descricdo citogenética dos
cromossomos de algumas espécies desta tribo, todas coletadas em Minas Gerais —
Brasil. Os cariotipos observados foram: Sericomyrmex sp. (2n=50, 44m + 6sm;
n=25, 22m + 3sm), Trachymyrmex fuscus Emery (2n=18, 16m + 2sm; n=9, 8m +
1sm), Trachymyrmex relictus Borgmeier (2n=20m), Trachymyrmex sp. (2n=22, 18m
+ 4sm), Apterostigma madidiense Weber (n=23, 7m + 10sm + 5st + 1a) e
Apterostigma steigeri Santschi (2n=22, 20m + 2sm). A maior parte das espécies
apresentou baixo nimero cromossdmico (n<12), com exceg¢do de Sericomyrmex sp. e
Apterostigma madidiense. Trachymyrmex fuscus apresentou polimorfismo de
tamanho no braco curto do par submetacéntrico. Foram observados individuos
heterozigotos HB (com diferenca de tamanho entre os bragos curtos), padrdo HH
(bracos curtos menores) e homozigotos BB (bragos curtos maiores). A técnica de
Banda C evidenciou que a diferenca de tamanho observada foi na regido eucromatica
do brago curto de um ou dos dois cromossomos homologos. As possiveis causas da

duplicacdo do segmento cromossémico sao discutidas.
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Introducéo

A tribo Attini é composta por um grupo monofilético de formigas que surgiu
h& cerca de 50 milhdes de anos (Chapela et al., 1994; Schultz & Meier, 1995;
Mueller et al., 1998; Schultz & Brady, 2008; Mehdiabadi & Schultz, 2009), tendo
uma relacdo simbidtica com o fungo cultivado para sua alimentagdo (Weber, 1966).
E exclusiva do Novo Mundo e encontrada principalmente na regifo neotropical
(Mayhe-Nunes & Jaffé, 1998). Estas formigas estdo agrupadas em 14 géneros
(Klingenberg & Brandédo, 2009), havendo mais de 230 espécies descritas (Schutz &
Brady, 2008, Mehdiabadi & Schultz, 2009).

A maior parte dos dados sobre histdria natural e ecologia é referente as Attini
superiores (Mayhé-Nunes & Jaffé, 1998; Leal & Oliveira, 2000; Schultz & Brady,
2008; Mehdiabadi & Schultz, 2009), que incluem os géneros Atta, Acromyrmex,
Trachymyrmex e Sericomyrmex. A maior parte deles refere-se as formigas
cortadeiras (Acromyrmex e Atta), em funcdo dos prejuizos econémicos causados por
estas formigas quando atacam plantas cultivadas, sendo que a maioria dos outros
géneros permanece na obscuridade (Lattke, 1999). A dificuldade de se estudar e,
principalmente, de coletar ninhos das Attini inferiores (composto pelos demais 10
géneros) se deve principalmente ao fato de os ninhos serem inconspicuos, pequenos e
as vezes localizados em camaras profundas no solo (Aradjo et al., 2002; Mackay et
al., 2004; Hernandez-Marin, et al., 2005; Rabeling et al., 2007; Rabeling et al.,
2009).

Os géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex podem apresentar col6nias
maiores com algumas milhares de operarias e aumento de tamanho dos individuos,
diferentemente do observado nas Attini inferiores, que normalmente apresentam
algumas dezenas de operéarias. Trachymyrmex é provavelmente o mais derivado das
Attini monomodrficas, pois algumas espécies apresentam algum polimorfismo de
tamanho entre as operarias. Portanto, € um grupo chave na compreensdo das relagdes
filogenéticas dos Attini superiores por ser considerado um dos mais proximos das
formigas cortadeiras (Branddo & Mayhé-Nunes 2007; Schultz & Brady, 2008).

Estudos citogenéticos na familia Formicidae ja foram desenvolvidos em mais
de 750 espécies de formigas (Lorite & Palomeque, 2010) e, assim como para outros
organismos, evidenciam sua grande importancia em estudos evolutivos e
taxondmicos (Imai et al., 1994; Mariano, 2004; Delabie et al., 2008; Lorite &
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Palomeque, 2010). Observa-se uma grande variagdo no nimero cromossémico das
formigas, sendo que Myrmecia croslandi Taylor (Crosland & Crozier, 1986) e
Dinoponera lucida Emery (Mariano et al., 2008) apresentam os dois extremos dessa
variacdo, 2n=2 e 120 cromossomos, respectivamente. Dinoponera lucida apresenta,
inclusive, o maior nimero cromossdémico da ordem Hymenoptera (Mariano et al.,
2004; Mariano et al., 2008).

De acordo com a Teoria da Interagdo Minima (Imai et al., 1994), existe uma
tendéncia a ocorréncia de fissbes céntricas, havendo, dessa forma, aumento do
numero e, consequentemente, diminuicdo do tamanho dos cromossomos. Embora as
fissBes tenham um papel importante na evolucdo do cariétipo em formigas, varios
rearranjos ja foram relatados, tais como inversdes, translocacbes, fusdo de
Cromossomos e cromossomos supranumerarios (revisado em Lorite & Palomeque,
2010).

Estudos citogenéticos na tribo Attini foram desenvolvidos até 0 momento em
23 espécies (26 espécies e subespécies), com informagdes de pelo menos o nimero e
a morfologia dos cromossomos, 0 que corresponde a cerca de 10% do namero total
de espécies descritas (Gofi et al. 1983; Fadini & Pompolo 1996; Fadini et al., 1996;
Santos-Colares et al., 1997; Murakami et al., 1998; Pompolo & Mariano, 2003;
Barros et al., 2008; Barros et al., no prelo). A variagdo no numero cromossémico
observada na tribo é de 2n=8-50 cromossomos em Mycocepurus sp. (Murakami et al.
1998) e Mycocepurus goeldii (Forel) (Barros et al., no prelo); e em Mycetarotes
paralellus Emery (Fadini et al., 1996), respectivamente.

O estudo citogenético da tribo Attini contribuira para a melhor compreensédo
da evolugdo cromossdmica do grupo e, assim, é importante aumentar 0 nimero de
espécies estudadas para fornecer subsidios para estudos comparativos posteriores.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar citogeneticamente seis espécies da

tribo Attini incluidas nos géneros Apterostigma, Trachymyrmex e Sericomyrmex.
Material e Métodos
Estudos citogenéticos foram realizados em Sericomyrmex sp., Trachymyrmex

relictus Borgmeier, Trachymyrmex sp., Trachymyrmex fuscus Emery, Apterostigma

steigeri Santschi e Apterostigma madidiense Weber, coletadas em Vigosa — MG
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(20°41°20”S - 20°49°35”'S; 42°49°36”W - 42°54°27”W) ¢ Paraopeba — MG (19°17°S
44°29°W) (Tabela 1).

As formigas foram mantidas em camara de incubagdo (B.O.D.) a 25°C no
Laboratorio de Citogenética de Insetos da Universidade Federal de Vigosa. As
metafases foram obtidas de acordo com o protocolo de Imai et al. (1988) utilizando-
se ganglios cerebrais ou testiculos de larvas pos defecantes. Os ganglios cerebrais
foram mantidos em solugéo de citrato e colchicina por uma hora e trinta minutos,
para acumular maior numero de metafases. Foram analisadas pelo menos 10
metafases por individuo, as quais foram coradas com Giemsa 4%, observadas e
fotografadas, usando-se um microscopio BX 60 com objetivas de 100X, acoplado a
um sistema de captura de imagens Q Color 3 Olympus®. A técnica de banda C foi
aplicada aos cromossomos de T. fuscus e T. relictus para localizacdo de
heterocromatina, de acordo com Sumner (1972), com adaptacGes propostas por
Pompolo & Takahashi (1990). O cariétipo foi montado em ordem decrescente de
tamanho alinhando-se os cromossomos na base do braco longo, seguindo-se a
classificacdo de Levan et al. (1964) que considera a razdo de bracos dos
cromossomos (r). Dessa forma, os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m, r=1-1,7), submetacéntricos (sm, r=1,7-3), subtelocéntricos (st, r=3-
7) e acrocéntricos (a, r >7). Os programas utilizados foram o Corel Photopaint 9 ©
para a montagem dos cariétipos e o Image Pro Plus® para a medicdo dos
Cromossomos.

Foi aplicado o teste t para testar uma possivel diferenca estatistica de tamanho
entre os bragcos do par de cromossomos submetacéntricos de T. fuscus. Foi usado um
total de 20 individuos de duas coldnias (uma com 16 e outra com quatro individuos,
sendo um deles macho) e feitas as medidas em 10 metafases por individuo no par
submetacéntrico. Foi comparada a média dos bracos curtos entre os homologos assim
como a média dos bracos longos para identificar nos cromossomos o local da
diferenca.

Foi feita a analise de variancia (ANOVA) usando-se as razdes médias do par
submetacéntrico (braco longo/brago curto) dos individuos que ndo apresentaram
diferenca de tamanho entre os bracos curtos do par submetacéntrico, cujas médias
foram comparadas pelo teste de Tukey. Foi aplicado o teste Dunnet para identificar
0s grupos de individuos discriminados pelo teste Tukey, que poderiam ser do tipo

padrdo (bracos curtos menores) ou bragos curtos maiores, através da comparagéo
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com um parametro (individuo 1/Colonia 1), o qual era heterozigoto e, assim,
apresentava os bracos curtos dos homoélogos com tamanhos diferentes. Foram usadas
as razBes dos bracos do par submetacéntrico de 10 metéfases por individuo para os
testes acima mencionados. O valor da significAncia nos testes estatisticos adotada foi
de P<0,05, ¢ o programa utilizado foi o SigmaStat® 3.0 (Systat Software Inc.).

Para T. fuscus, o cromossomo metacéntrico padréo foi identificado pela letra
H e o cromossomo que apresentou diferenca de tamanho em relacdo ao padrdo B,
seguindo a nomenclatura adotada por Palomeque et al., (1993). Portanto, 0s
individuos podem ser: heterozigotos HB (com diferenca de tamanho entre os bragos
curtos), padrdo HH (bragos curtos menores) e homozigotos BB (bragos curtos
maiores).

Espécimes adultos foram identificados pelo Dr. Jacques H. C. Delabie e
depositados na colecdo do Laboratorio de Mirmecologia do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC/Brasil) e tombados sob o nimero #5570. Adicionalmente, operarias
de Sericomyrmex sp. e Trachymyrmex sp. foram depositadas no Museu de Zoologia

da Universidade de Sao Paulo.

Resultados e Discussao

A variacdo no nimero cromossémico observada para as diferentes espécies
foi de 2n=18-50, em T. fuscus e Sericomyrmex sp., respectivamente (Tabela 1). A
maior parte das espécies apresentou baixo nimero cromossomico (n<12, Imai et al.
1988) com excec¢édo de Sericomyrmex sp. e A. madidiense, que apresentaram 2n=50 e

n=23 cromossomos, respectivamente.

Género Sericomyrmex

O nmero cromossdmico observado para Sericomyrmex sp. foi 2n=50 (Figura
la-b). O género Sericomyrmex possui 18 espécies descritas e apenas uma espécie
estudada citogeneticamente: Sericomyrmex amabilis (Murakami et al., 1998).

Embora nédo tenha sido identificada em nivel de espeécie, a referida populacéo
estudada corresponde certamente a uma espécie diferente de S. amabilis, (Delabie,

comunicagéo pessoal).
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Sericomyrmex sp. e S. amabilis estdo separadas por mais de 5000 km de
distancia e apresentam o mesmo nimero cromossomico e morfologia semelhante.
Embora Murakami et al. (1998) considerem todos os cromossomos de morfologia
metacéntrica, os de menor tamanho estdo pouco visiveis para caracteriza-los como
tal, havendo, porém, semelhanca entre os de maior tamanho.

Estudos citogenéticos sdo necessarios para verificar se 0 namero
cromossémico (2n=50 cromossomos) se mantém nas diferentes espécies ou em

grupos de espécies do género Sericomyrmex.

Género Trachymyrmex

Foram estudadas as espécies T. fuscus (Figura 2), T. relictus (Figura 3a-c) e
Trachymyrmex sp. (Figura 3d).

As trés espécies estudadas apresentaram a maior parte dos cromossomos com
morfologia metacéntrica e apenas alguns submetacéntricos: um e dois pares em T.
fuscus e Trachymyrmex sp., respectivamente. Trachymyrmex relictus (Figura 3a)
apresentou constricdo secundaria no quinto par de cromossomos nas fémeas e nos
machos (Figura 3b), o que sugeriu ser este par o portador da regido organizadora de
nucléolo (NOR). O resultado de banda C mostrou a presenga de heterocromatina
centromérica em todos os cromossomos de T. fuscus (Figura 2e) e também de T.
relictus (Figura 3c).

O género Trachymyrmex possui 47 espécies descritas. Murakami et al. (1998)
estudaram citogeneticamente trés taxons: Trachymyrmex sp. 1 (2n=12
cromossomos), Trachymyrmex sp. 2 (2n=18 cromossomos) e Trachymyrmex
septentrionalis (2n=20 cromossomos), que apresentou um cariotipo semelhante ao de
T. relictus, do presente trabalho.

Polimorfismo cromossémico € a existéncia de duas ou mais formas diferentes
para 0 mesmo cromossomo. De acordo com White (1973), é possivel encontrar
polimorfismos cromossdmicos em quase todas as populacdes naturais, podendo ou
ndo ocorrer em diferentes populagBes. Os polimorfismos cromossémicos podem
apresentar importante significado evolutivo.

Foi observada diferenga de tamanho significativa entre os homélogos do par
submetacéntrico em T. fuscus (Tabela 2), o que confirmou a presenca de um

polimorfismo de tamanho no brago curto deste par de cromossomos (Figura 2). Os
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individuos heterozigotos foram denominados HB. Foi ainda constatada diferenca
significativa entre os individuos que apresentam os homoélogos de mesmo tamanho,
indicando que estes individuos ndo sdo todos iguais, havendo individuos HH e BB.
Foi possivel discriminar estes dois grupos cromossdémicos - 0s da colbnia 1 e os da
colénia 2 (Tabelas 3 e 4). Nenhum dos individuos analisados na colonia 1
apresentou-se BB comparando-os com o individuo parametro (individuo 1 da col6nia
1). Uma das fémeas da col6nia 2 e 0 macho apresentaram os homdélogos maiores
sendo, portanto, BB e B, respectivamente (Tabelas 5 e 6). Dessa forma, foi possivel
discriminar individuos heterozigotos HB (com diferenca de tamanho entre os bragos
curtos) (Figura 2b), padrdo HH (bracos curtos menores) (Figura 2a), e também
homozigotos BB (bracos curtos maiores) (Figura 2c), confirmando as observagoes
citoldgicas.

Cerca da metade dos individuos observados na colénia 1 (56,25%),
apresentou o par heterozigoto (Tabela 2). Acredita-se que a rainha da colonia era
heterozigota e 0 macho apresentava 0 cromossomo sem aumento de tamanho, uma
vez que foram observados individuos normais e heterozigotos na colénia 1 (Tabelas
1-3). A probabilidade de se encontrar tal fenétipo é, pelo menos em teoria, de 50%,
caso o polimorfismo ndo diminuia o fitness dos heterozigotos. Para a colénia 2 em
que foram observados heterozigotos e homozigotos, além de um macho portador do
cromossomo de maior tamanho (Figura 2d, Tabela 4), acredita-se que a rainha era
heterozigota e 0 macho portador do cromossomo de maior tamanho (B). Estes
resultados corroboram esta espécie como monoginica e monandrica (Villesen et al.,
2002; Mehdiabadi & Schultz, 2009).

A duplicacdo em tandem devido ao crossing-over desigual (Futuyma, 2003)
pode ter originado este tipo de polimorfismo (Figura 2). Outra possibilidade que nao
pode ser descartada é o surgimento do polimorfismo por translocacdo entre
cromossomos homologos (Imai et al., 1977), ou mesmo entre cromossomos nao
homologos, o que em termos praticos resulta neste tipo de polimorfismo observado.
As diferentes situacdes podem originar um cromossomo portador de uma duplicacéo
em tandem para um ou mais locos e outro com deficiéncia.

As duplicacdes podem ser fixadas nas populagdes e até mesmo ser vantajosas
porque 0s genes duplicados podem produzir maiores quantidades do produto génico
(Imai et al., 1977; Camacho et al., 1986; Futuyma, 2003). A espécie de gafanhoto

Oedipoda fuscocincta apresentou uma maior atividade da regido organizadora de
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nucléolo devido a duplicacdo destes genes, em funcdo de uma translocacdo entre
cromossomos ndo homdlogos (Camacho et al., 1986).

Além disso, locos génicos que estdo presentes em duplicata podem acumular
mutacdes independentes e adquirir novas funcGes sem perturbar a adaptabilidade do
organismo, uma vez que os alelos ndo modificados poderiam realizar, sem prejuizo, a
funcédo original do loco (Bridges, 1935; Stebbins, 1970; Koszul & Fischer, 2009) e,
eventualmente, contribuir para eventos de especiagédo (Bridges, 1935; Palomeque et
al., 1993).

Alteracdes cromossdmicas estruturais nem sempre sdo faceis de serem
visualizadas ao microscopio éptico, sobretudo as que envolvem pequenas regifes
cromossdmicas, e as vezes até mesmo em materiais mais favordveis como o0s
cromossomos politénicos de glandulas salivares de Drosophila e outros dipteros
(Dobzhansky, 1970; White, 1973). Porém, em cromossomos mitdticos ou meioticos,
segmentos duplicados ja foram observados em diferentes organismos como
gafanhotos (Camacho et al., 1984; Camacho et al., 1986; Camacho & Cabrero, 1987,
Rufas et al., 1988) e peixes (Maistro et al., 2001).

Duplicacdes cromossdmicas foram identificadas em diferentes subfamilias de
formigas (Dolichoderinae, Formicinae e Myrmicinae) (Imai et al., 1977; Palomeque
et al., 1993). Este tipo de polimorfismo é provavelmente uma forma frequente de
variacdo cromossdmica em formigas, e o0 estudo das caracteristicas e do
comportamento dos polimorfismos nestes organismos assim como a comparagado
com outras espécies animais parecem um objeto de estudo citogenético bastante
interessante (Palomeque et al., 1993). A espécie estudada no presente trabalho, T.
fuscus, representou o primeiro relato de polimorfismo cromossémico para a tribo
Attini.

Imai et al. (1977) relatam a presenca de polimorfismo cromossdmico
envolvendo duplicagdo de segmentos cromossdmicos em Monomorium sp.l,
Crematogaster sp.1 e Monomorium rothsteini. Nesta espécie, foram observadas duas
colbnias com auséncia de duplicacdo dos cromossomos; uma col6nia com individuos
heterozigotos e homozigotos; e outra colonia com individuos homozigotos para o
polimorfismo.

E pouco provavel que em T. fuscus tenha ocorrido um processo inverso, ou

seja, delecdo de uma parte do braco curto, pois ela normalmente € deletéria e
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apresenta pouca significancia para a evolucdo dos organismos (Stebbins, 1970; Imai
et al., 1977; Futuyma, 2003).

O resultado de banda C indicou a presenca de blocos de heterocromatina
restritos a regido centromérica em todos os cromossomos de T. fuscus (Figura 2e).
Consequentemente, a diferenca de tamanho observada no par submetacéntrico nos
individuos HB e BB ndo correspondeu ao crescimento diferencial de
heterocromatina, e sim a diferenca na regido eucromatica do bragco curto de um ou
dos dois cromossomos homologos, o que parece indicar a duplicacdo de uma regido
eucromatica.

Os segmentos supranumerarios sdo normalmente heterocromaticos, porém ha
relatos de espécies com duplicacbes de segmentos cromossdmicos eucromaticos
(Camacho et al., 1984; Palomeque et al., 1993), assim como foi observado em T.
fuscus.

Foi observada heterocromatina centromérica nos cromossomos de T. relictus,
sendo que a maioria deles possuiu grandes blocos, todavia alguns mostraram
marcacdo bem discreta (Figura 3c).

A presenca de heterocromatina em T. fuscus e T. relictus foi observada
apenas na regido centromérica, porém Murakami et al. (1998) observaram a presenca
de heterocromatina centromérica e intersticial nos cromossomos de uma das espécies
de Trachymyrmex.

Embora exista variacdo no numero cromossdmico nas espécies de
Trachymyrmex do presente trabalho e das estudadas por Murakami et al. (1998)
(2n=12, 18, 20, 22), ndo foram observados cromossomos de menor tamanho e/ou
com braco curto de tamanho reduzido que indicassem eventos de rearranjos
cromossdmicos do tipo fissdo céntrica. Além disso, T. relictus e T. fuscus
apresentaram heterocromatina exclusivamente na regido centromérica. O estudo da
heterocromatina deste género em trabalhos posteriores sera muito informativo quanto
aos rearranjos cromossdmicos envolvidos na evolugdo destas formigas, contribuindo

para melhor entendimento do grupo.

Género Apterostigma

Duas espécies foram estudadas citogeneticamente — A. steigeri e A.

madidiense — com 0s numeros cromossdémicos 2n=22 (Figura 4a) e n=23 (Figura 4b)
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(Tabela 1). Em A. steigeri, foi observada presenca de constricdo secundaria em pelo
menos um dos homélogos do maior par metacéntrico, indicando que este par é
provavelmente o portador da NOR. A constrigdo secundaria ndo foi observada em A.
madidiense e ndo foi relatada nos estudos realizados por Murakami et al. (1998) e
Fadini & Pompolo (1996).

O género Apterostigma possui 46 espécies descritas (Fernandez, 2003;
Agosti, & Johnson, 2005), e apenas quatro taxons estudados citogeneticamente: A.
mayri (2n=24 cromossomos, Murakami et al., 1998), Apterostigma sp. (2n=24
cromossomos, Murakami et al., 1998), Apterostigma sp. (2n=20 cromossomos,
Fadini & Pompolo 1996) e Apterostigma sp. (2n=32 cromossomos, Mariano et al.,
no prelo).

Apterostigma madidiense apresentou em machos n=23 cromossomos e
provavelmente 2n=46 cromossomos nas fémeas, mais que o dobro do numero
cromossémico da espécie estudada por Fadini & Pompolo (1996), que apresentou
2n=20 cromossomos.

Tsutsui et al. (2008) levantam a possibilidade de duplicacdo do genoma no
género Apterostigma, pois o estudo do conteldo de DNA de diferentes espécies de
formigas indicou cerca do dobro do contetdo de DNA para Apterostigma
dentigerum, em relagdo a outras espécies da tribo Attini: Atta cephalotes, Atta
colombica e Sericomyrmex amabilis. Além disso, A. dentigerum apresentou 0 maior
conteddo de DNA na subfamilia Myrmicinae (cerca do dobro das outras espécies), o
que pareceu indicar a possibilidade de duplicacdo do genoma em formigas ancestrais
do género Apterostigma. Entretanto, ndo existe relato da citogenética em A.
dentigerum.

Considerando a falta de dados citogenéticos sobre o género Apterostigma, a
hipotese de fissdo céntrica é mais provavel do que a da poliploidia, por apresentar
melhor suporte da Teoria da Interacdo Minima, ou seja, parece haver uma tendéncia
de aumento do numero cromossémico por rearranjos do tipo fissdo céntrica. Além
disso, Apterostigma sp., estudada por Mariano et al. (no prelo), apresentou nimero
cromossomico intermediério (2n=32 cromossomos).

Assim, estudos citogenéticos de mais espécies do género Apterostigma séo
necessarios para conhecer o nimero e a morfologia dos cromossomos de outras
espécies, além da aplicacdo de técnicas de bandamento cromossémico e de

citogenética molecular, o que sera util para o melhor entendimento da evolugéo
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cromossdmica do género e da possivel duplicagdo do contetdo de DNA destas
formigas, seja por meio de poliploidia ou um possivel aumento no contetdo de DNA
por outras formas, como, por exemplo, duplicacbes devidas ao crossing-over
desigual, translocacGes, elementos transponiveis ou mesmo aumento no conteddo de
heterocromatina (Gregory, 2005).

Estudos citogenéticos de espécies da tribo Attini sdo necessarios para
verificar se 0 nimero cromossémico (2n=50 cromossomos) se mantém nas diferentes
espécies ou em grupos de espéecies do género Sericomyrmex, assim como o estudo da
heterocromatina no género Trachymyrmex o qual sera muito informativo quanto aos
rearranjos cromossomicos envolvidos na evolugdo destas formigas, assim como a
composicdo e localizagdo de heterocromatina dos outros géneros, . Além disso, a
descricdo do numero e morfologia de mais espécies de Attini poderdo ser associados
aos dados do presente trabalho e aos dados disponiveis na literatura para que

inferéncias sobre a evolugdo cromossdmica destas formigas possam ser feitas.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1 — Espécies estudadas citogeneticamente, localidade, nimero de coldnias/
numero de individuos estudados, numero cromossdmico diploide (2n)/ haploide (n),

formula cariotipica (2n) segundo Levan et al., (1964).

Colbdnias 2n  Formula cariotipica

Espécies Localidade individuos  (n) 2n (n)

Sericomyrmex sp. Vicosa — MG 1-10 50 44m+6sm

(25) 22m+3sm
Trachymyrmex fuscus Emery Paraopeba — MG 2-20 18 16m+2sm

9) (8m+1sm)
Trachymyrmex relictus Borgmeier  Vicosa — MG 5-21 20 20m

(10) (10m)
Trachymyrmex sp. Vicosa — MG 1-5 22 18m+4sm
Apterostigma steigeri Santschi Vicosa — MG 2-6 22 20m+2sm
Apterostigma madidiense Weber Vicosa — MG 1-4 (23)  (7m+10sm+5st+1a)
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Tabela 2 — Comprimento médio (em micrémetros) dos bragos curtos e longos do par de cromossomos submetacéntricos de Trachymyrmex
fuscus obtidos de 19 individuos de duas coldnias (16 da Coldnia 1 e 3 da Colénia 2).

Braco curto (Média)" Braco longo (Média)"

Individuo - Colonia Cromossomo 1 Cromossomo 2 P valor Cromossomo 1  Cromossomo 2 P valor
1 2,126 1,393 0,006 * 3,634 3,419 0,833
2 1,581 1,194 0,010 * 2,598 2,605 0,987
3 1,813 1,189 0,005 * 2,779 2,895 0,787
4 2,217 1,552 0,026 * 3,469 3,430 0,943
6 1,186 1,111 0,373 2,781 2,656 0,446
7 1,767 1,252 0,049 * 2,802 2,833 0,952
8 1,416 1,327 0,555 3,066 3,121 0,905
9 1 0,996 0,925 0,439 2,240 2,245 0,983
10 1,310 1,224 0,562 2,846 2,838 0,985
11 1,718 1,284 <0,001 * 2,949 2,793 0,343
12 1,391 1,109 0,002 * 2,587 2,582 0,977
13 1,434 1,115 0,006 * 2,417 2,386 0,916
14 1,332 1,257 0,619 3,039 3,069 0,920
15 1,273 1,017 0,036 * 2,188 2,179 0,983
16 1,343 1,241 0,408 2,962 2,918 0,876
17 1,255 1,176 0,616 2,758 2,611 0,729
1 1,620 1,255 0,030 * 2,759 2,820 0,842
3 2 1,852 1,343 0,043 * 2,902 3,062 0,705
5 1,474 1,354 0,285 2,573 2,466 0,600

" significativo pelo teste t, em nivel de 5% de probabilidade.
! obtido de 10 metafases.



Tabela 3 — Resumo da andlise de varidncia dos valores médios obtidos de 10
metafases da razdo entre bracos longos/ bracos curtos do par de cromossomos
submetacéntricos de Trachymyrmex fuscus de 8 fémeas das duas colonias que nédo
apresentaram diferenca significativa de tamanho entre estes homoélogos e também de
um macho da col6nia 2.

FVv GL QM F P
Entre individuos 8 0,601 10,141 <0,001*
Residuo 81 0,059
Total 89

* significativo a 5% probabilidade pelo teste F.

Tabela 4 — Razbes médias entre bragos longos/ bracos curtos do par de cromossomos
submetacéntricos de Trachymyrmex fuscus de 10 metafases dos individuos que néo
apresentaram diferenca significativa de tamanho nestes homdlogos submetidas ao
teste de Tukey.

Individuo - Colbnia Médias

6-1 2,360 a
14-1 2,304 a
9-1 2,257 a
16-1 2,194 a
17 -1 2,174 a
10-1 2,147 a
8-1 2,122 a
5-2 1,753 b
macho - 2 1,627 b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 5 — Resumo da anélise de variancia dos valores médios obtidos da razdo entre
bracos longos/ bragos curtos do par de cromossomos submetacéntricos de 19 fémeas
e 1 macho de duas coldnias de Trachymyrmex fuscus obtidas pela medicdo de 10
metafases. Para os individuos heterozigotos (HB) foi utilizada a razdo do maior
cromossomo submetacéntrico (B), ou seja, que difere do cromossomo padrao.

FV GL QM F P
Tratamentos 19 0,874 20,383 <0,001*
Residuo 180 0,043
Total 199

* significativo a 5% probabilidade pelo teste F.

Tabela 6 — Razdes médias de bracos (longos/ curtos) obtidas de 10 metéfases do par
submetacéntrico (sm) dos individuos sem diferenca de tamanho nos bragos curtos do
referido par submetidas ao teste Dunnett. Foi utilizada a razdo de bragos do maior
cromossomo submetacéntrico do Individuo 01/ Colénia 1, como parametro, o qual é
heterozigoto. Foram ainda incluidas no teste as razbes médias dos bracos
cromossémicos com aumento de tamanho (que difere do cromossomo padrdo) dos
individuos heterozigotos das duas coldnias.

Diferenca  Classificacédo

Individuos  ColGnias L
das médias do par sm

6 ° 0,706 Padréo
14 ® 0,651 Padréo
17 ® 0,620 " Padréo
9 0,603 " Padréo
16 ° 0,541" Padréo
10° 0,493 " Padréo
8 0,469 " Padréo
3 1 0,123 Heterozigoto
7 0,110 Heterozigoto
12 0,099 Heterozigoto
4 0,094 Heterozigoto
2 0,083 Heterozigoto
11 0,066 Heterozigoto
15 0,025 Heterozigoto
13 0,016 Heterozigoto
1 0,031 Heterozigoto
3 5 0,057 Heterozigoto
5% 0,099 Homozigoto
macho 0,025 Homozigoto

% individuos sem diferenca de tamanho entre os bracos curtos do par submetacéntrico.
significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1 — Caridtipo de Sericomyrmex sp. a) fémea (2n=50), b) macho (n=25).
Barra=5 pm.
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Figura 2 — Cari6tipo de Trachymyrmex fuscus (2n=18, n=9), a) fémea com o par
submetacénrico padrdo HH (bracgos curtos menores), b) fémea heterozigota HB para
o polimorfismo no par submetacéntrico (com diferenca de tamanho entre os bragos
curtos), ¢) fémea homozigota BB (bragos curtos maiores no par submetacéntrico), d)
macho com aumento de tamanho no cromossomo submetacéntrico (B), e) banda C
em fémea heterozigota. Barra = 5 pum.
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Figura 3 — Cari6tipo de Trachymyrmex a) fémea de T. relictus (2n=20), b) macho de
T. relictus (n=10), c) banda C em macho de T. relictus, d) fémea de Trachymyrmex
sp. (2n=22). Barra =5 um.
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Figura 4 — Caridtipos de espécies de Apterostigma a) fémea de A. steigeri (2n=22), b)

macho de A. madidiense (n=23). Barra =5 um.
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Capitulo 2

Caracterizacdo citogenética de seis espécies do género

Acromyrmex (Formicidae: Myrmicinae)
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Caracterizacdo citogenética de seis espécies do género Acromyrmex

(Formicidae: Myrmicinae)

Resumo

Estudos citogenéticos de espécies do género Acromyrmex estudadas no Brasil
e no Uruguai mostraram nimero cromossdmico constante (2n=38 cromossomos),
com excecdo da parasita social Acromyrmex ameliae Souza, Soares & Della Lucia,
com 2n=36 cromossomos. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
estudar citogeneticamente outras seis espécies: Acromyrmex balzani (Emery),
Acromyrmex coronatus (Fabricius), Acromyrmex disciger (Mayr), Acromyrmex
echinatior (Forel), Acromyrmex niger (Smith) e Acromyrmex rugosus (Smith), todas
coletadas em Minas Gerais — Brasil, com excecdo de A. echinatior que foi coletada
na llha Barro Colorado — Panama. Foram analisados o nimero, a morfologia dos
cromossomos e também aplicadas técnicas de bandamento: banda C
(heterocromatina), os fluorocromos CMA; e DAPI, e a FISH, para detecgdo de sitios
rDNA 45S. As seis espécies estudadas apresentaram 0 mesmo nimero cromossdmico
ja observado para as outras espécies do género: 2n=38 cromossomos. Acromyrmex
balzani teve um caridtipo diferente em relacdo as demais principalmente pela
presenca de um par metacéntrico de maior tamanho. A distribuicdo da
heterocromatina se mostrou variavel entre as espécies: nos bragos curtos de
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos e na regido centromérica de
alguns cromossomos metacéntricos em A. balzani, A. coronatus, A. disciger e A.
rugosus; no primeiro e segundo pares de subtelocéntricos em A. echinatior e A.
niger. Entretanto, todas as espécies apresentaram uma marcagdo no braco curto do
primeiro par subtelocéntrico. O fluorocromo CMA; evidenciou marcacdo no braco
curto do primeiro par subtelocéntrico para as seis espécies enquanto A. rugosus e A.
niger mostraram também marcagBes em outros cromossomos. Para o fluorocromo
DAPI ndo foram observadas marcaces especificas. Os genes ribossomais 45S,
utilizando a técnica de FISH, foram localizados no brago curto do primeiro par de

subtelocéntricos para A. coronatus e A. disciger e A. niger.
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Introducéo

A tribo Attini inclui as formigas cortadeiras dos géneros Acromyrmex e Atta,
considerados os mais derivados, tendo surgido ha cerca de 8-12 milhGes de anos
(Holldobler & Wilson, 1990; Schultz & Meier, 1995; Villesen et al., 2002;
Fernadndez-Marin et al., 2004; Schultz & Brady, 2008; Mehdiabadi & Schultz, 2009).

Um total de 30 espécies estd incluido no género Acromyrmex (Agosti &
Johnson, 2005), porém, somando-se as subespecies e variacdes existem mais de 60
tdxons descritos (Bolton, 2003). A distribuicdo geogréfica vai desde a California
(EUA) até a Patagbnia (Argentina), com excecdo do Chile. Dois taxons ndo sdo da
Regido neotropical - A. versicolor versicolor (Pergande) e A. versicolor chisosensis
Wheeler. A maior parte das espécies constatadas no Brasil apresenta ampla
distribuicdo, algumas, porém, com distribuicdo mais restrita (Goncalves, 1961;
Mayhé-Nunes, 1991).

O género é subdivido em dois subgéneros: Acromyrmex e Moellerius. Este
ualtimo inclui as cortadeiras de gramineas, consideradas uma transicdo morfoldgica
entre Acromyrmex e Atta (Fowler, 1988). O estudo da filogenia baseada em
caracteres morfoldgicos desse género mostrou que os dois subgéneros formam dois
grupos distintos sendo que o subgénero Moellerius é considerado o mais derivado
(Mayhé-Nunes, 1991).

Estudos citogenéticos realizados na familia Formicidae mostraram a grande
relevancia desta ferramenta em estudos filogenéticos e taxonémicos nas mais de 750
espéecies de formigas estudadas (Imai et al., 1988; 1994; Mariano et al., 2006;
Delabie et al., 2008), pois o0s rearranjos cromossdmicos podem desempenhar papel
direto na especiacdo e, assim, a citogenética deve ocupar lugar central nos estudos de
mecanismos de especiagdo (White, 1970).

Da tribo Attini sdo conhecidos até 0 momento os cariotipos de 23 espécies
(26 espécies e subespécies) com informacg6es de pelo menos o nimero e a morfologia
dos cromossomos (Gorii et al. 1983; Fadini & Pompolo 1996; Fadini et al., 1996;
Santos-Colares et al., 1997; Murakami et al., 1998; Pompolo & Mariano, 2003;
Barros et al. 2008; Barros et al., 2010), o que corresponde a 10% do nimero total de
espécies descritas (Schultz & Brady, 2008; Mehdiabadi & Schultz 2009). Em alguns
géneros, 0s numeros cromossdmicos das espécies estudadas sdo variaveis, enquanto
em Atta (Fadini & Pompolo 1996; Santos-Colares et al., 1997; Murakami et al.,

1998) e Acromyrmex (Gofii et al. 1983; Fadini & Pompolo 1996; Santos-Colares et
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al., 1997; Murakami et al., 1998; Barros et al. 2008) uma uniformidade cariotipica
foi observada com 2n=22 e 38 cromossomos, respectivamente.

A citogénetica em Acromyrmex € restrita a um total de seis espécies (oito
espécies e subespécies) coletadas no Brasil: A. (A.) crassipinus (Forel), A. (A.)
subterraneus molestans Santschi (Fadini & Pompolo, 1996), A. (Moellerius) heyeri
(Forel) (Santos-Colares et al., 1997), A. (A.) subterraneus subterraneus Forel (Fadini
& Pompolo, 1996; Barros et al., 2008), A. (A.) subterraneus brunneus Forel, A. (A.)
ameliae Souza, Soares & Della Lucia (Barros et al., 2008), e no Uruguai: A. (A.)
ambiguus (Emery), A. (A.) hispidus (Santschi) e A. (Moellerius) heyeri (Forel) (Gofi
et al., 1983). Todas apresentaram 0 mesmo ndmero cromossdmico (2n=38
cromossomos) com excecao da parasita social A. ameliae, com 2n=36 cromossomos
(Barros et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi estudar citogeneticamente espécies do género
Acromyrmex — numero, morfologia, utilizacdo de técnicas de bandamento C,
fluorocromos CMA; e DAPI e deteccdo de sitios rDNA 45S através da técnica de
FISH — para testar a constancia do cariotipo de diferentes espécies deste género com

0 intuito de enriguecer os conhecimentos sobre a evolucdo cromossdmica do género.

Material e Métodos

Seis espécies do género Acromyrmex foram estudadas citogeneticamente,
todas coletadas em Minas Gerais — Brasil, com exce¢do de Acromyrmex echinatior a
qual foi gentilmente cedida pela Dra. Cléa S. F. Mariano (Tabela 1). As metafases
foram obtidas utilizando-se ganglios cerebrais ou testiculos de larvas pds-defecantes
de acordo com o protocolo de Imai et al., (1988). Para a defini¢cdo da morfologia dos
cromossomos, as ldminas foram coradas com Giemsa 4% e foi feita anélise de pelo
menos 10 metafases por individuo. O nimero de coldnias e individuos amostrados
estdo disponiveis na Tabela 1. Para as técnicas de bandamento cromossémico, foram
usados de 4-10 individuos: banda C para a deteccdo de heterocromatina de acordo
com Sumner (1972), com adaptacdes propostas por Pompolo & Takahashi (1990); e
a coloracdo sequencial com os fluorocromos CMA3/DA/DAPI (Schweizer, 1980)
para evidenciagdo de regides ricas em GC e AT. Para a deteccdo de regides
organizadoras de nucléolo (NORs), 2-4 individuos foram submetidos a técnica de

FISH, usando-se uma sonda rDNA 45S isolada de Arabidopsis thaliana (Moscone et
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al., 1996). As metafases foram observadas e fotografadas com o auxilio de um
microscopio BX 60 com objetivas de 100X, acoplado a um sistema de captura de
imagens Q Color 3 Olympus®. Para a analise dos fluorocromos, foram utilizados
filtros WB (450 - 480 nm) e WU (330 - 385 nm) para o CMA3; e DAPI,
respectivamente, enquanto para a técnica de FISH, foram utilizados o microscépio
Leica DMRAZ2 filtros Y3 (545/30 nm), o programa de captura de imagens D Leica
IM50 Version 5 Release 190, e as figuras foram organizadas usando-se o programa
Adobe Photoshop C3°.

O cariotipo foi montado em ordem decrescente de tamanho alinhando-se 0s
cromossomos na base do brago longo, seguindo-se a classificacdo de Levan et al.,
(1964), que considera a razao de bracos dos cromossomos (r), que consiste na razéo
do brago longo pelo braco curto. Dessa forma, os cromossomos foram classificados
em metacéntricos (m, r=1-1,7), submetacéntricos (sm, r=1,7-3), subtelocéntricos (st,
r=3-7) e acrocéntricos (a, r>7). O programa utilizado para a montagem dos cario6tipos
foi o Corel Photopaint 9 ®e para a medicdo dos cromossomos foi o Image Pro Plus ©.

Espécimes adultos foram identificados pelo Dr. Jacques H. C. Delabie e
depositados na colecdo do Laboratorio de Mirmecologia do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC/Brasil), tombados sob 0 nimero #5570.

Resultados

As seis espécies estudadas apresentaram o mesmo numero diploide de
cromossomos: 2n=38 (Tabela 1, Figura 1). Em machos de A. coronatus, foi
encontrado n=19 cromossomos (Tabela 1).

Medicbes realizadas nos cromossomos indicaram diferencas morfologicas
entre os cariétipos das seis espécies (Tabela 1). Um grupo de cromossomos foi de
facil reconhecimento entre as espécies: 0 primeiro par de metacéntricos, os dois
primeiros pares de subtelocéntricos e o0 maior (ou Unico) par acrocéntrico (Figura 1).
O cariotipo de A. balzani se destacou por apresentar o primeiro par de metacéntricos
maior em relacdo as outras espécies (Figura la). Além disso, comparando-se o
tamanho do primeiro par metacéntrico e o primeiro par subtelocéntrico, pode-se
observar grande semelhanca de tamanho entre estes dois pares para todas as espécies
(figuras 1b-f), com excecdo de A. balzani. Ndo foram encontradas diferencas nos

cariotipos das espécies amostradas em mais de uma localidade (Tabela 1).
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Os resultados do bandamento C em A. balzani, A. coronatus, A. disciger, A.
rugosus indicaram variagdes nas marcaces de alguns cromossomos: nos bracos
curtos de submetacéntricos e subtelocéntricos e na regido centromérica em
metacéntricos (Figura 2). O primeiro par de cromossomos subtelocéntricos (stl)
mostrou marcacdo em todas as espécies: na regido telomérica do braco curto em A.
disciger (Figura 2c) e A. rugosus (Figura 2d); no brago curto em A. balzani (Figura
2a), A. coronatus (Figura 2b) e A. echinatior (Figura 2f), na regido telomérica do
braco curto e na regido pericentromérica do braco longo do par st1 em A. niger
(Figura 2e), na regido pericentromérica no segundo par de subtelocéntricos em A.
rugosus e A niger. Para A. echinatior e A. niger s6 foram observadas marcagoes
envolvendo o primeiro e segundo pares de subtelocéntricos.

Com o fluorocromo CMA;3;, 0s bragos curtos do par stl apresentaram
variacbes nas marcacGes nas seis espécies. Acromyrmex disciger nas regides
teloméricas (Figura 3c); A. balzani (Figura 3a) e A. coronatus (Figura 3b) nos bragos
curtos; e A. echinatior na regido intersticial (Figura 3f). Entretanto, em A. niger
(Figura 3e) e A. rugosus (Figura 3d), além da regido telomérica do par stl outros
Cromossomos mostraram-se marcados: na regido pericentromérica do braco longo do
par stl e no braco longo do segundo maior par de subtelocéntricos, em A. niger
(Figura 3e); marcacGes pequenas nas regides teloméricas em pelo menos mais trés
cromossomos, em A. rugosus (Figura 3d).

Para o fluorocromo DAPI (Figura 3a’-f’), foram observadas marcagdes
negativas correspondentes as marcacdes positivas para o fluorocromo CMA;.

A técnica de FISH, para deteccdo de sitios rDNA 45S, marcou o brago curto

do par stl de A. coronatus, A. disciger e A. niger (Figura 4).

Discussao

A distingdo entre os cariotipos das espécies do género Acromyrmex, estudadas
neste trabalho, s6 pode ser feita com base na medicdo dos cromossomos.
Acromyrmex balzani, porém, apresentou o maior par de metacéntricos bastante
diferenciado em relacédo as demais espécies e esta espécie esta, inclusive, incluida no
subgénero Moellerius, considerado o mais derivado do género (Fowler, 1988;
Mayhé-Nunes, 1991). Esta é primeira vez que se realizou medi¢Ges cromossdmicas

em espécies de Acromyrmex.
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A presenca de heterocromatina nos bragcos curtos de alguns cromossomos
submetacéntricos e subtelocéntricos indicou a presenca de rearranjos do tipo fisséo
céntrica em formigas ancestrais do género o que pode ter contribuido para o
surgimento do ndmero cromossémico de 2n=38, em Acromyrmex. Estudos
filogenéticos recentes (Schultz & Brady, 2008) evidenciaram que um grupo de
espécies de Trachymyrmex é o grupo mais proximo de Acromyrmex. Dados
citogenéticos estdo disponiveis para algumas espécies de Trachymyrmex e foi
observada variacdo no numero cromossémico de 2n=12-20 no Panama (Murakami et
al., 1998) e 2n=18-22 no Brasil (Barros et al., dados ndo publicados). Isto parece
indicar que formigas ancestrais apresentavam baixo nimero cromossémico e que 0s
rearranjos do tipo fissdo céntrica podem ter contribuido para a evolugéo do cariétipo
de Acromyrmex. O posterior crescimento de heterocromatina apds as fissdes teria o
papel de auxiliar na manutencdo da estabilidade telomérica dos cromossomos, 0 que
estd de acordo com a Teoria da Interacdo Minima proposta por Imai et al. (1988,
1994).

O padrdo de banda C observado em A. balzani, A. coronatus, A. disciger, A.
rugosus (do presente trabalho) é semelhante aos resultados de A. ameliae e suas
hospedeiras A. subterraneus subterraneus e A. subterraneus brunneus (Barros et al.,
2008), ou seja, marcacdes nos bragos curtos e na regido centromérica de alguns
cromossomos. Além disso, a marcacao no braco curto do par stl foi observada em
todas as espécies.

O rearranjo cromossdmico do tipo translocacdo pode estar envolvido na
evolucdo do caridtipo de A. balzani em funcdo da grande diferenca de tamanho
comparando-se 0 primeiro par metacéntrico com os das outras espécies.

Para o fluorocromo CMAg3, o padrdo de marcacdo apenas no braco curto do
par stl observado em A. balzani, A. coronatus e A. disciger é semelhante ao de
Acromyrmex ameliae e suas subespécies hospedeiras (Barros et al., 2008). Embora A.
niger e A. rugosus tenham apresentado marcagdes em outros cromossomos, também
foi observada marcacdo no par stl. As marcagdes intersticiais no par stl em A.
echinatior podem sugerir rearranjo cromossomo do tipo inversao paracéntrica.

O padrdo de marcacdo inespecifico do fluorocromo DAPI é semelhante ao
observado para Acromyrmex ameliae e suas hospedeiras (Barros et al., 2008), pois se

mostrou negativo nas regides ricas em pares GC, mostrando uma complementaridade
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dos dois fluorocromos. Porém, nédo foi observado um padrédo especifico de regides
ricas em sequéncias AT nas espécies estudadas.

As seis espécies apresentaram marcagdo no braco curto do par stl para a
banda C, assim como para o fluorocromo CMA;3, indicando que esta regido
heterocromaética rica em GC corresponde a NOR, como confirmado pela técnica de
FISH para os sitios rDNA 45S nos cromossomos de A. coronatus, A. disciger e A.
niger. Esta técnica possibilitou, inclusive, a deteccdo de NOR simples em A. niger,
embora tenham sido observadas marcacdes multiplas para 0 CMA;. Isto pode indicar
que Vvarias destas marcacdes nao estdo relacionadas aos genes ribossomais. As NORs
sdo geralmente ricas em GC e produzem bandas fluorescentes nestes sitios com o
CMA; em diferentes organismos (Schmid & Guttenbach, 1988; Reed & Phillips,
1995), porém outras regides podem ter a referida especificidade e ndo apresentar
sitos rDNA (Sumner, 1990), assim como foi observado para A. niger. Marcag6es
multiplas com 0 CMA; e NOR simples também foram observadas em Mycocepurus
goeldii (Forel) (Barros et al., no prelo; dados ndo publicados). Uma possivel
explicacdo para a presenca de marcacdes multiplas para o fluorocromo CMA3; em A.
niger e A. rugosus se deve a presenca de transposons, ou elementos transponiveis do
genoma, que poderiam ser os responsaveis pela insercdo destes fragmentos em
diferentes cromossomos (Bowen & Jordan, 2002).

A diferenca de tamanho das marcac@es no par stl para as diferentes técnicas
(banda C, fluorocromo CMA; e FISH) mostrou que o par portador da NOR ¢é
heteromérfico, e isto evidenciou que ha variacdo no nimero de clpias de genes
ribossomais entre os homologos, refletindo duplicagdes em tandem da NOR. A
diferenca entre os homologos pode ter ocorrido por meio de mecanismos de
crossing-over desigual, transposicdo e outros rearranjos (Galetti-Jr et al., 1995). Este
padrdo também foi observado em A. ameliae e suas subespécies hospedeiras (Barros
et al., 2008). O heteromorfismo no tamanho da NOR também foi observado para
outros organismos como abelhas (Mampumbu, 2002), anfibios (Busin et al., 2001;
Busin et al., 2008) e peixes (Galetti Jr et al., 1995).

Cinco das seis espécies do género Acromyrmex deste trabalho foram
coletadas no estado de Minas Gerais — Brasil, 0 que corresponde a distancias
geograficas relativamente pequenas. Porém, A. echinatior, coletada no Panama a
uma distancia de mais de 5.000 km. Além disso, trés espécies estudadas por Gofii et

al. (1983) sdo provenientes do Uruguai. Considerando 0 numero cromossdmico
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constante encontrado nas diferentes espécies ja estudadas, e embora tenham sido
observadas diferencas nos cariétipos, pode-se considerar que as espécies do género
Acromyrmex apresentam estabilidade no nimero cromossémico com diferencas nos
cariotipos.

Estudos sobre filogenia molecular com os genes COIl e COIl de varias
espécies de Acromyrmex incluiram A. balzani em um clado muito préximo ao género
Atta (Attini). Embora os autores admitam o baixo suporte da posi¢do filogenética
obtida para A. balzani (Sumner et al., 2004), os dados citogenéticos das cinco
colbnias estudadas no presente trabalho (3 de Vicosa e 2 de Paraopeba — MG)
mantiveram o mesmo ndmero cromossdmico observado para a maioria das espécies
de Acromyrmex, além de semelhancas na morfologia de alguns cromossomos. As
espécies do género Atta estudadas no Brasil e Panama, porém, possuem 2n=22
cromossomos: Atta colombica Guérin-Meéneville (Murakami et al. 1998), Atta
bisphaerica (Forel), Atta laevigata (Smith), Atta sexdens rubropilosa Forel (Fadini &
Pompolo, 1996) e Atta sexdens piriventris Santschi (Santos-Colares et al., 1997), o
que parece confirmar o baixo suporte observado pelos dados moleculares.

Existem dados citogenéticos para 12 espécies (14 espécies e subespécies) de
Acromyrmex, incluindo os do presente trabalho. Com excecdo da parasita social A.
ameliae, que apresenta 2n=36 cromossomos, todas as outras 11 espécies apresentam
2n=38 cromossomos, 0 que inclui dados para os subgéneros Acromyrmex e
Moellerius (Gofii et al., 1983; Fadini & Pompolo, 1996; Santos-Colares et al., 1997;
Barros et al., 2008). A diferenca no nimero cromossdmico da parasita se deve,
provavelmente, a fusdo de cromossomos (Barros et al., 2008). Todas as espécies
estudadas de Atta apresentam numero cromossdmico constante. Estes géneros sao
considerados os mais derivados da tribo e tiveram sua origem e diferenciacdo
recentes (Holldobler & Wilson, 1990; Schultz & Meier, 1995; Villesen et al., 2002;
Fernandez-Marin, 2004; Schultz & Brady, 2008; Mehdiabadi & Schultz, 2009).
Além disso, muitas dessas espécies possuem ampla distribuicdo, o que
provavelmente contribuiu para a conservacdo do nimero cromossdmico (Mariano,
2004), embora diferencas no padrdo de marcacOes das técnicas de bandamento
cromossémico e na morfologia dos cromossomos possam ser observadas no género
Acromyrmex.

Espécies com numero cromossdmico constante ja foram observadas em

diferentes géneros de formigas, como em Pogonomyrmex, que tem 13 das 15
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espeécies estudadas com 0 mesmo nimero cromossémico. As outras duas pertencem a
um outro subgénero: Ephebomyrmex (Taber et al., 1988). Isto também ocorreu para o
subgénero Myrmothrix do género Camponotus, que apresentou 0 mesmo ndmero
cromossémico (Mariano et al., 2001; Mariano et al., 2003), assim como nos géneros
Pheidole, Lasius e Iridomyrmex (revisado em Lorite & Palomeque, 2010).

NUmeros cromossdmicos constantes ja foram observados em varios outros
organismos, como, por exemplo, para a maior parte das aves e também para
diferentes géneros de insetos da ordem Lepidopera (White, 1973). Tal caracteristica
também ¢ observada em géneros de abelhas tais como Melipona (revisado em Rocha
et al., 2007) e Partamona (revisado em Martins et al., 2009).

O género Acromyrmex apresentou manutencdo do ndmero cromossémico
(2n=38) em mais de 1/3 do total das espécies (com excecdo de A. ameliae).
Entretanto, rearranjos do tipo inversdo, crescimento de heterocromatina e
translocacGes devem ter ocorrido durante a diferenciacdo das espécies deste género,
levando a modificacGes no tamanho, morfologia dos cromossomos o0 que j& aponta
certa diferenciacdo deste grupo de formigas. O estudo de mais espécies deste género
assim como um estudo mais detalhado das espécies do género Atta, considerado o
mais derivado dentro da tribo Attini, incluindo técnicas de bandamento
cromossémico, serd muito importante para confirmar a hip6tese de que géneros
recentes apresentam maior uniformidade cariotipica, contribuindo assim para melhor
compreensdo da evolucdo cromossdmica das formigas cortadeiras e da familia

Formicidae.
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Tabela e Figuras

Tabela 1 — Espécies do género Acromyrmex estudadas citogeneticamente. Local de coleta, niUmero de coldnias e de individuos analisados com Giemsa,
nimero cromossdmico e formula cariotipica.

Espécie Localidade Col. - Ind.? 2n (n) Formula cariotipica
A. (Moellerius) balzani (Emery) Vicosa — MG — Brasil 3-12 38 2n =12m + 10sm + 14st + 2a
A. (Moellerius) balzani (Emery) Paraopeba — MG — Brasil 2-15 38 2n =12m + 10sm + 14st + 2a
A. (A.) coronatus (Fabricius) Séo Tiago — MG — Brasil 1-10 38 (19) 2n =12m + 12sm + 12st + 2a
A. (A.) coronatus (Fabricius) Paraopeba — MG — Brasil 5-20 38 2n =12m + 12sm + 12st + 2a
A. (A.) disciger (Mayr) Santos Dumont — MG — Brasil 2-15 38 2n =10m + 12sm + 14st + 2a
A. (A.) niger (Smith) Vicosa — MG — Brasil 3-21 38 2n =12m + 18sm + 6st + 2a
A. (A.) rugosus (Smith) Florestal — MG — Brasil 1-6 38 2n =16m + 12sm + 8st + 2a
A. (A.) rugosus (Smith) Paraopeba — MG — Brasil 5-22 38 2n =16m + 12sm + 8st + 2a
A. (A.) echinatior (Forel) Ilha Barro Colorado — Panamé 2-10 38 2n = 8m + 6sm + 14st + 10a

& nimero de coldnias e de individuos analisados.
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Figura 1 — Carittipo das espécies de Acromyrmex: a) A. balzani, b) A.
coronatus, c¢) A. disciger, d) A. rugosus, €) A. niger, f) A. echinatior. As seis
espécies apresentam 2n=38 cromossomos. Barra = 5um.
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Figura 2 — Metafases submetidas a técnica de banda C para deteccdo de
heterocromatina. a) A. balzani, b) A. coronatus, c) A. disciger, d) A. rugosus, €) A

niger, f) A. echinatior. Setas indicam marcacdo no maior par de Cromossomos
subtelocéntricos. Barra = 5um.
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Figura 3 — Metéfases das espécies de Acromyrmex submetidas aos fluorocromos
CMA; e DAPI, respectivamente. a) A. balzani, b) A. coronatus, ¢) A. disciger, d)
A. rugosus, e) A. niger, f) A. echinatior. Setas indicam marcagdo para 0 CMA3; no
maior par de cromossomos subtelocéntrico. Cabecas de seta indicam marcacgdes
adicionais para 0 CMA3; em A. niger e A. rugosus. Barra = 5um.

Figura 4 — Metafases submetidas a técnica de FISH para detecgdo de sitios rDNA
45S. a) A. disciger, b) A. coronatus, c) A niger. Setas indicam marcagdo no maior
par subtelocéntrico. Barra = 5um.
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1
Cytogenetic Characterization of the Lower-Attine Mycocepurus
goeldii (Formicidae: Myrmicinae: Attini)

by

Luisa Ant6nia Campos Barros'?, Hilton Jeferson Alves Cardoso de Aguiar'?,
Cléa dos Santos Ferreira Mariano*, Jacques Hubert Charles Delabie*s”
& Silvia das Gragas Pompolo'?

ABSTRACT

The objective of this study was the cytogenetic characterization - number,
morphology and banding pattern - of Mycocepurus goeldii Forel, 1893 as a
contribution for abetter comprehension of the evolution of the Attini tribe, a
particular group ofants that obligately depend on the cultivation of fungus for
food. The chromosome number observed was 2n=8 chromosomes (2K=8M).
C-bandingtechnique indicated positive markings in the centromeric regions
of three pairs of chromosomes, and the second-largest pair had a pericentro-
meric band on its long arm. Also, C-banding markings were coincident with
CMA3 fluorochrome markings. The genus Mycocepurusis characterized by the
lowest chromosome number in the Attini tribe, suggesting the karyotype to
berelict, based on Minimum Interaction Theory. This plesiomorphy confirms
this genus in a basal condition relative to the remaining Attini.

Key words: cytogenetics, ant, chromosome banding, evolution

INTRODUCTION

Cytogeneticshasgained adeserved placein comparative biologyasanimpor-
tanttoolfor thestudy of evolution, since chromosomealterationsare important
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for species evolution and are able to influence their adaptation (Hoffmann &
Rieseberg 2008), acting also as isolation factors that contribute to speciation
(White 1970). Moreover, gene expression is regulated, at least partially, by the
neighboring genes' location, and thus a chromosomal rearrangement can lead
to phenotypic alterations (Ridley 2006). Thus, cytogenetic data are useful for
phylogenetic, taxonomic and evolutionary studies (McGregor 1993).

Ants occupy a keystone position in most terrestrial environments and are
useful as model organisms for many studies (Schultz 2000). There are almost
12,600 species described (Agosti & Johnson 2005) and chromosome numbers
are known for more than 750 ant populations (Lorite & Palomeque 2010).
Chromosome numbers range from 2n=2 chromosomes in Myrmecia crosland;
Taylor (Crosland & Crozier 1986) to 120 chromosomes in Dinoponera lucida
Emery (Mariano ez al.2008). Few cytogenetic data are available for the Attini
tribe, a particular group of ants that obligately depend on the cultivation of
fungus for food, where only 23 taxa have been studied to date (Goii ez 4.
1983; Fadini & Pompolo 1996; Fadini ez 4/. 1996; Murakami ez 4/. 1998; Bar-
ros et al. 2008) which represents about 10% of described species. Within this
tribe, chromosome numbers range from 2n=8 chromosomes in Mycocepurus
sp. (Murakami ez a/. 1998) to 2n=54 chromosomes in Mycetarotes paralellus
Emery (Fadini & Pompolo 1996).

The Neotropical genus of fungus-growing ants Mycocepurus (Myrmicinae,
Attini) includes currently five valid species (Kempf 1963; Mackay 1998; Fer-
nandez2003) thathave been until recentlylittle studied probablybecause of the
difficulties of excavations of ant nests ( Rabelingez4/.2007,2009). Morphologic
and behavioral data suggesting that this genus is plesiomorphic within Attini
(Schultz & Meyer 1995; Rabeling et 4/. 2007; Mehdiabadi & Schultz 2009),
and therefore cytogenetic, are particularly relevant for the understanding of
the evolution in the tribe. Most of the evolutionary studies are related to the
genera of higher agriculturists (sensu Mehdiabadi & Schultz 2009), which are
more derived and less informative for the elucidation of the events related to
the first steps of the evolution of the group (Rabeling ez 4/. 2007).

The morphology of Mycocepurus ants is easily characterized among the
fungus-growingantsbecause of their numerous spines on most bodily surfaces;
additionally, this is the only genus in the New World that have a crown of
spineson the promesonotum (Mayhé-Nunes & Meneguete 2000; Mackay ez 4.
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2004). Mycocepurus goeldii (Forel) iswidely distributed, ranging from northern
Argentinato the Guyana (Kempf1963; Mackay2004). An interaction between
this species and the Hymenaea courbaril L. (Fabaceae: Caesalpinioideae) tree
has been reported, where the removal of fruit matter by ant predation lowers
fungal seed attack, enhancing seed germination (Oliveira ez 4Z. 1995). Myco-
cepurus goeldii, as well as Mycocepurus Smithii (Forel), accumulates nutrients
in low soil layers that can be utilized by higher plants after they leave the ant
nest chambers (Rabeling ez 4/. 2007, 2009).

Mycocepurus smithii is a rare case of thelytokous parthenogenesis in ants
(Rabelingezal. 2009; Mehdiabadi 8 Schultz2009), while M. goeldsireproduces
sexually, being reported as mating with several males (polyandry) (Rabeling
et al. 2009; Mehdiabadi & Schultz 2009). The only cytogenetic information
available for this genus s for an unidentified Mycocepurus species from Panama
(2n=8) (Murakami ez 2/. 1998).

Fluorochromes are substances that can emit fluorescence under specific
wavelengths. They are very useful in cytogenetics by their binding to the
DNA with different affinities regarding the base pair composition. Usually
fluorochromes are classified in two categories: AT-and GC-specific (Sumner
2003). Heterochromatin study and characterization is also important in cy-
togenetic studies of the family Formicidae, due to its central role in chromo-
some evolution of the group (Imai e 2/. 1988; Imai 1991). The fluorochrome
Chromomicin A, (CMA,) marks regions which are rich in GC pairs and has
already been used for ant chromosomes such as in D. fucida (Mariano ef al.
2008), Wasmannia anropunctata (Roger) (Souza 2007), the social parasite
Acromyrmex ameliae Souza, Soares & Della Lucia and its hosts Acromyrmex
subterraneus subterraneus Forel and Acromyrmex subterraneus brunneus Forel
(Barros et al., 2008), Tapinoma nigerrimum (Nylander) (Lorite ez al. 1997),
and Gnamptogenys striatula Mayr (Barros et al., unpublished data). Typically,
all studied ants have CM A, markings on only one pair of chromosomes. In
D. lucida and T. nigerrimum, the pair of chromosomes marked by CMA,
overlaps with nucleolus organizing regions (NOR) evidenced with FISH
through rDNA hybridization.

'This study focused the cytogenetic characterization of M. goeldii (chromo-
some number, morphologyand banding pattern), in a putative plesiomorphic
position of this genus within Attini (Mehdiabadi & Schultz 2009).
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MATERIALS AND METHODS

A colony of M. goeldsi with a single queen was collected in the Forest Re-
serve Mata do Paraiso in Vigosa, State of Minas Gerais, Brazil (20°41°20”S
-20°49°357S; 42°49'36™ W - 42°54'27” W) and reared at the Insect Cytoge-
netics Laboratory, Federal University of Vicosa, to warrant brood produc-
tion used for cytogenetic studies. The metaphases were obtained from brain
ganglia of pharate pupae of 20 workers, according to Imai ez 4/. (1988). Eight
to 10 metaphases were observed per individual. No male brood was found
in the colony.

A portion of the obtained slides was stained with Giemsa to define chro-
mosome morphologyand the remaining part was submitted to chromosome
banding techniques. The chromosomes were classified according to the no-
menclature proposed by Imai (1991).

The distribution pattern of heterocromatin was obtained by C banding
technique (Sumner 1972). The characterization of GC and AT base pairs
richness along their chromosomes was obtained with Chromomycin A,
(CMA,) and by 4'6- diamidin-2-phenylindole (DAPI) fluorochromes ac-
cording to Schweizer (1980).

The metaphases were analyzed with an Olympus BX 60 microscope
coupled to a computer image digitalizing system. The Q Capture® program
was used to obtain the images. All slides submitted to the CMA, and DAPI
fluorochrome techniques wereanalyzed with an epifluoerescence microscope
with a WB filter (450 to 480 nm) for the CMA, and the WU filter (330 to
385 nm) was used for the DAPIL

Imagovouchersweredeposited in the collection Myrmecology Laboratory
at the Cocoa Research Center (CEPEC), Ilheus, State of Bahia, Brazil.

RESULTS AND DISCUSSION

The chromosome number of M. goeldii was 2n=8 chromosomes (Fig. 1)
in all individuals (workers). All chromosomes were metacentric according
to Imai (1991) and karyotypic formula 2K=8M. However, according to the
chromosome classification proposed by Levan ez al. (1964), both the biggest
and smallest chromosome pairsare assorted as metacentric, and the other two
pairs are submetacentric. The Mycocepurus sp. karyotype studied in Panama
by Murakami ez 4/. (1998) had the same chromosome number and type. In
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some metaphases observed in M. goeldii, the second pair of chromosomes
presented secondary constriction on the long arm, close to the centromere
region, which can be seen at least in one of the homologous chromosomes
(Fig.2).

The C-banding technique indicated positive markings at centromeric and
pericentromeric regions. Three pairs of chromosomes presented centromeric
markings and the second-largest pair presented pericentromeric markings
on its long arm.

b

um.

Fig. 2. Second-largest pair of chromosomes indicating the presence of the secondary constriction at
least in one of the homologous pairs. Bar=5 um.

b

Fig. 3. a) Metaphase submitted to the C banding technique for heterochromatin detection; and b)
its karyotype. Bar=5 pm.
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Centromericregions of three chromosome pairs were rich in GCbase pairs
(CMA,*),and one pair presented a marking on the pericentromeric region of
thelongarm (CMA,*) (Fig. 4a). The centromericand pericentromeric regions
that were rich in GC base pairs evidenced by the CMA, fluorochrome were
the same regions highlighted by heterochromatin using C banding technique.
The fluorochrome DAPI did not present a specific marking pattern but the
CMA3+ regions showed DAPT, indicating that these fluorochromes were
complementary (Fig.4b). Unlike the pattern observed in different ant species
studied with only one pair of markings for CMA, fluorochrome, M. goeldii
showed four marks for this fluorochrome.

Cytogenetic studies in ants indicate conservative pattern of NORs re-
stricted to a single pair of chromosomes, in a GC-rich base pairs region. In
M. goeldii, the CM A, fluorochrome marked all chromosomes and therefore
did not show a NOR specific location. It is unlikely that all markings are
NOR bearers. However, considering that the second pair of chromosomes
showed pericentromeric heterochromatin, secondary constriction and large
CMA3ﬂuorcscent marking without DAPI marking, we concluded that this
pair likely bears NOR regions in this species.

Based on the Minimum Interaction Theory (Imai ez 2/. 2002), lower chro-
mosome numbers are expected to be a plesiomorphic trait. The Mycocepurus
genus presents to date the smallest chromosome number for the Attini tribe,

Fig. 4. a) Metaphase stained with the fluorochrome CMA, and b) DAPI. Arrows points the positive
and negative marks, for the fluorochromes CMA, and DAPI respectively in the second pair of
chromosomes, the likely NOR bearer pair. Bar=35 um.
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a potential plesiomorphic characteristic and so, a relict karyotype (Imai ez 2/
2002), that suggests an older origin for this genus that confirms the phylo-
genetic molecular study by Schultz and Brady (2008) and other information
about fungus-growing ant evolution (Mehdiabadi & Schultz 2009).

Cytogenetic data for the Attini tribe indicate patterns of variation in chro-
mosome numbers that range from 2n=8 chromosomes in Mycocepurus sp.
(Murakami ez al. 1998), M. goeldii (present work) to 2n=54 chromosomes in
Myce. paralellus(Fadini & Pompolo 1996). Most genera of this tribe for which
cytogenetic information is available present variation species-level variation
in their chromosome numbers. In the genus Mycetarotes, for example, Myc-
etarotes carenatus Mahye-Nunes presents 2n=14 and Myce. paralellus 2n=54
(Fadini ez al. 1996). However, species of Atza and Acromyrmex have uniform
chromosome numbers: 2n=22 and 2n=38 respectively, with the exception
of Ac. ameliae which has 2n=36 chromosomes. The karyotypic conservatism
of these two genera denotes evolutionary stability or recent differentiation
from acommon ancestor. Then, the low chromosome number observed in M.
goeldii suggests retention of the low chromosome number which is certainly
an ancestral character of the tribe.

The applying of CMA, fluorochrome to different ant subfamilies studied
to date presented a marking on only a single pair of chromosomes including
the A. ameliae species and its hosts (Barros ez /. 2008), that belong to the
same tribe as M. goeldii. Thus the study of the location and composition of
the heterochromatin in other species of this tribe might be informative on
the retention or loss of heterochromatin regions that are rich in GC pairs.
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Anexo — Figuras do Capitulo 3
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Figure 1 — a) Female metaphase of Mycocepurus goeldii stained with Giemsa; and b)
its karyotype. Bar =5 pum.
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Figure 2 — Second-largest pair of chromosomes indicating the presence of the
secondary constriction at least in one of the homologous. Bar =5 pm.
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Figure 3 — a) Metaphase submited to the C-banding technique for heterochromatin
detection and b) its karyotype. Bar =5 um.

Figura 4 — a) Metaphase stained with the fluorochrome CMA3; and b) DAPI. Arrows
point the positive and negative marks, for the fluorochromes CMA3; and DAPI,
respectively, in the second pair of chromosomes, the likely NOR bearer pair. Bar =5

pm.
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Conclusotes Gerais

Os estudos citogenéticos na tribo Attini permitiram concluir que:

O cariotipo de Sericomyrmex sp. mostrou 2n=50 (44m + 6sm); n=25 (22m +
3sm) semelhante ao cari6tipo da espécie endémica do Panama, Sericomyrmex
amabilis.

Para as trés espécies do género Trachymyrmex foram encontradas as
seguintes formulas cariotipicas: T. fuscus 2n=18 (16m + 2sm), T relictus, 2n=20m e
Trachymyrmex sp. 2n=22 (18m + 4sm). A heterocromatina foi localizada na regi&o
centromérica nas espécies T. fuscus e T. relictus.

Um polimorfismo de tamanho no braco curto do par submetacéntrico foi
observado em T. fuscus. Foram encontrados individuos heterozigotos (com diferenca
de tamanho nos bragos curtos), padréo (bragos curtos sem aumento de tamanho) e
homozigotos (bragos curtos com aumento de tamanho).

Os cariotipos de Apterostigma madidiense e Apterostigma steigeri mostraram
diferencas na morfologia e no nimero cromossdémico: 2n=22 (20m + 2sm) e n=23
(7m + 10sm + 5st + 1a), respectivamente.

As seis espécies do género Acromyrmex apresentaram 2n=38 cromossomos.
Cada espécie mostrou um cari6tipo diferenciado em relacdo a morfologia e variacdes
na distribuicdo de heterocromatina (banda C) e regides ricas em GC (CMA3). Em
trés espécies (A. coronatus, A. disciger, A. niger) o par subtelocéntrico de maior
tamanho foi o portador de genes ribossomais 45S. Os dados citogenéticos até entdo
obtidos corresponderam a cerca de 1/3 do total de espécies descritas para o género.

Mycocepurus goeldii apresentou 2n=8 cromossomos (4m + 4sm), o0 que
correspondeu a0 menor numero cromossdmico observado na tribo Attini, até o
momento. O baixo nimero cromossdmico sugere um caridtipo reliquia, uma
potencial caracteristica plesiomdrfica. Além disso, a localizacdo da heterocromatina
ocorreu na regido centromérica em trés pares de cromossomos e pericentromerica no
braco longo em um par de cromossomos. Este padrédo de marcacdo coincide com o
padrdo do fluorocromo CMA;. O par de cromossomos que apresentou marcagédo
pericentromérica mostrou a maior marcacéo para os bandamentos além de constri¢do

secundaria, 0 que sugere que este par de cromossomos seja o portador da NOR.
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