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RESUMO

TEIXEIRA, Gisele Amaro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2018. Citogenética classica e molecular de formigas neotropicaiQrientador:
Pedro Crescéncio Souza Carneiro. Coorientadora: Silvia das Gracas Pompolo.

A citogenética compreende o estudo do cariétipo das espécies por meio de técnicas
cladssicas (numero e morfologia dos cromossomos e bandamentos) e moleculares (por
exemplo hibridizag&oin situ fluorescente -FISH). Os studos citogenéticos,
classicos e moleculares, em formigas tém grande aplicabilidade em areas como
evolucdo, conservacdo de espécies e na taxondiaonceito de taxonomia
integrativa evidencia a importancia da integracdo de dados de diversas areas da
ciéncia para auxiliar na delimitacdo de espécies. Dados citogenéticos moleculares
empregando FISH para localizacdo de genes ribossomais em formigas neotropicais
sdo escassos e disponiveis apenas para 25 espécies. A maioria das espécies
apresentou um par cromossOmico carreador desses genes, Bxogponera

gigantea e Camponotus renggeri. Esses genes mostraram-se ricos em pares de bases
GC em praticamente todas as espécies, com excedaolidboderus voraginosus.

A aplicacdo dos estudos citogenéticos moleculares para a compreensdo da evolucao
cromossbmica e auxilio a resolucao taxénomica demonstrado até o momento em
Formicidae, mostra a relevancia da extensao de estudos que visem 0 mapeamento
fisico de genes rDNA nas diferentes espécies de formAgsm, no primeiro
capitulofoi realizadoa FISH para mapeamento fisico de genes ribossomais 18S em
10 espécies de formigas neotropicais com representantes em trés subfamilias
(Ponerinae, Formicinae, Myrmicinae), além do emprego da técnica de coloragdo com
o fluorocromo CMA, com o intuito de verificar a composi¢cao de bases desses genes
No segundo capitulo, seguindo a proposta da taxonomia integrativa, foram estudadas
por meio da citogenética classica e molecular quatro espéci€namaptogenys
(Ectatominae), sendo uma delasGiaamptogenys striatula, uma espécie de ampla
complexidade taxonémicd.odas as quatorze espécies estudadas apresentaram um
par carreador dos genes rDNA 18S que coincidiram com as regides ricas em pares
GC, semelhante a maioria das espécies estudadagVaEmannia auropunctata e
Camponotus atriceps foi observado um heteromorfismo sutil do tamanho das regides

de rDNA 18S que pode ter origem por duplicacdes/delecdes devido a crossing-over

desigual. Polimorfismos cromossémicos envolvendo regides de genes ribossomais
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18S foram observados efdontomachus bauri e Ghamptogenys regularis, que

podem ter origem por duplicagbes/delecdes dessas sequéncias génicas repetitivas.
Esses dados sao inéditos em formigas. Os genes rDNA 18S localizados na regidao
pericentromérica de um par metacéntrico na formiga cultivadora de fungo
Myrmicocrypta sp. pode indicar uma caracteristica ancestral nesse gAIpo.
localizagéo dos genes rDNA 18S observada”Aenomyrmex echinatior representa

uma evidéncia de uma inversdo cromossdmica Aamomyrmex. Os nameros
cromossOmicos e férmulas cariotipicas observadas nas dbiadroptogenys spp.

foram: 2n=24 (18m+6sm) ef@. triangularis de ArapongaG, 2n=26 (24m+2sm,
25m+1sm) emG. regularis de Ponte NovdG, 2n=32 (20m+10sm+2st) el@.

striatula do Rio de Janeiro-RJ, 2n=34 (18m+8sm+8st, 18m+7sm+9st)Gem
striatula de Petropolis-RJ, 2n=34 (18m+8sm+8st) @mmoelleri de Vigcosa-MG e
Petropolis-RJ e 2n=44 (22m+14sm+8st) &mmoelleri de Acailandia-MA. EnG.

striatula de Petrépolis foi observado um polimorfismo cromossémico no par
cromossomico 17, que pode ter sido originado de duplicacfes devido a crossing-over
desigual ou translocacdes. Embdsa moelleri apresente caracteres morfologicos
bem estabelecidos, a populacdo de Acailandia apresentou nitidas variacbes
cromossbmicas em relacdo as populacdes de Vicosa e Petrdpolis, sugerindo que
essas podem ser espécies cripticas e isso deve ser melhor investigado. Diferencas
cariotipicas foram observadas entre as popula¢d€s sigatula do Rio de Janeiro e
Petropolis demonstrando que a citogenética pode ser uma ferramenta Util na
resolucao dos problemas taxonémicos dessa espécie
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Gisele Amaro, M.Sc., Universidade Federal de Vi¢osa, February, 2018.
Classical and Molecular cytogenetics of Neotropical antsAdvisor: Pedro
Crescéncio Souza Carneiro. Co-advisor: Silvia das Gracas Pompolo.

Cytogenetics includes the study of the karyotype of the species through classical
techniques (number, morphology of chromosomes, and banding) and molecular
techniques (e.g. fluorescencéa situ hybridization - FISH). The classical and
molecular cytogenetics studies have widely applied in evolution, species
conservation and taxonomy. The definition of integrative taxonomy highlights the
importance of integrating data from different areas of science to assist the
delimitation of species. Molecular cytogenetic data that have used FISH to physically
map the ribosomal genes of Neotropical ants are scarce, and such data are available
for only 25 species. Most species showed a single pair of NOR bearers, except
Dinoponera gigantea and Camponotus renggeri. These genes are rich in GC base
pairs in practically all species, with the exceptiorDofichoderus voraginosus. The
application of molecular cytogenetic studies to the understanding of chromosome
evolution and aid to the taxonomic resolution demonstrated to date in Formicidae
shows the relevance of the extension of studies aimed at the physical mapping of
rDNA genes in the different ant species. Thus, in the first chapter, FISH was used to
physical map 18S ribosomal genes in ten Neotropical ant species with
representatives of three subfamilies (Ponerinae, Formicinae, Myrmicinae). In
addition, the CMA fluorochrome staining technique was performed, in order to
verify the base composition of these genes. . In the second chapter, following
integrative taxonomy proposal, four speciesGriamptogenys (Ectatominae) were
studied through classical and molecular cytogenetics. One of them was
Gnamptogenys striatula, which has a complex taxonomy. All fourteen studied
species showed a pair of 18S rDNA bands that coincided with GC-rich regions,
similar to the most of the species already studiedNdsmannia auropunctata and
Camponotus atriceps, a small heteromorphism in the size of the 18S rDNA regions
was observed, which may have origm duplications/deletions due to unequal
crossing-over between homologous chromosomes. Chromosomal polymorphisms
involving 18S ribosomal genes regions were observeaddontomachus bauri and

Gnamptogenys regularis, which may have origimn duplications/deletions of these
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repetitive genetic sequences. These data are inedited in ants. The 18S rDBIA gene
located in the pericentromeric region of a metacentric pair on the fungus-growing ant
Myrmicocrypta sp. may indicate an ancestral characteristic in this group. The
location of the 18S rDNA genes observedArromyrmex echinatior represents an
evidence of a paracentric inversionAoromyrmex. The karyotypes observed in the
four Gnamptogenys spp. were: 2n=24 (18m+6sm) @ triangularis from Araponga-

MG, 2n=26 (24m+2sm, 25m+1sm) {&. regularis from Ponte NovavG, 2n=32
(20m+10sm+2st) inG. dtriatula from Rio de Janeiro-RJ, 2n=34 (18m+8sm+8st,
18m+7sm+9st) inG. striatula from Petropolis-RJ, 2n=34 (18m+8sm+8st) @
moelleri from Vigcosa-MG and Petropolis-RJ and 2n = 44 (22m + 14sm + 8&) in
moelleri from Acailandia-MA. In G. striatula from Petropolis, a chromosomal
polymorphism was observed in pair 17, which may have origin in duplications due to
unequal crossing-over or translocations. AlthoGgimoelleri presented well defined
morphological characters, the population of Acailandia presented distint
chromosomal variations in relation to those of Vicosa and Petrépolis, suggesting that
these may be cryptic species and which should be further investigated. Karyotype
differences were observed between populationS.afriatula from Rio de Janeiro

and Petrdpolis, indicating that cytogenetics mayaheauxiliary tool for solving

taxonomic problems of this species.



INTRODUCAO GERAL

Familia Formicidae

As formigas constituem um grupo diverso de insetos com mais de 13000
espécies descritas que estdo incluidas na familia Formicidae (Bolton 2018). Esta
abrange 17 subfamilias: Agroecomyrmecinae, Amblyponinae, Aneuretinae,
Apomyrminae, Dolichoderinae,  Dorylinae,  Ectatomminae, Formicinae,
Heteroponeriane, Leptanillinae, Martialinae, = Myrmeciinae, = Myrmicinae,
Paraponerinae, Ponerinae, Proceratiinae e Pseudomyrmecinae (Bolton 2018). Esses
himendpteros habitam os mais variados ambientes terrestres, com excecdo dos polos
(Holdobler e Wilson 1990). As formigas s&80 eussociais, pois apresentam
caracteristicas como cuidado cooperativo com a prole (as operarias alimentam,
carregam e limpam as larvas), sobreposicao de geragdes dentro de um mesmo ninho
e divisdo reprodutiva do trabalho (operarias estéreis e rainha fértil) (Wilson e
Holldobler 2005).

O sistema de reproducdo sexual observado nas formigas em geral é a
partenogénese arrenétoca, em que 0os machos sdo produzidos a partir de ovos ndo
fertilizados (partenogénese, reproducéo assexuada) sendo haploides e as fémeas sdo
produzidas a partir de ovos fertilizados (reproducdo sexuada) sendo diploides
(Gokhman e Kuznetsova 2017). Nesse sistema, a determinacdo do sexo € por
haplodiploidia, ou seja, os machos sao haploides e herdam apenas o lote
cromossOmico materno e as fémeas sao diploides herdam os lotes cromossdmicos de
ambos os pais (Gokhman e Kuznetsova 2017). Algumas espécies apresentam uma
forma peculiar de sistema de reproducéo sexual que é a partenogénese telitoca. Nesse
sistema, as fémeas diploides desenvolvem novas fémeas diploides por
partenogénese, ou seja, a partir de ovos nédo fertilizados. Em algumas espécies como
Mycocepurus smithii existem populacdes assexuadas, em que nao ocorrem nechos,
operérias e rainhas sdo produzidas por telitoquia. Em outras, coMdasemannia
auropunctata, esse sistema é utilizado somepdia producao de castas reprodutoras
e, ainda, enPlatythyrea punctata somente a producdo de operarias € por telitoquia

(Rabeling e Kronauer 2013).

Citogenética: classica e molecular


http://antcat.org/catalog/430014

A citogenética é uma area da genética que combina conhecimentos
citolégicos e genéticos e estuda o caridtipo dos organismos, ou seja, as caracteristicas
dos cromossomos como numero, morfologia, grau de condensacdo, organizacao,
funcdo e replicacdo, além de suas variagBes durante a evolucdo ocasionadas por
rearranjos cromossémicos. Para estudo do numero e morfologia dos cromossomos
normalmente faz-se a coloracdo dos cromossomos com 0 corante convencional
Giemsa, que também auxilia na observacdo de outras caracteristicas como
constricdes secundarias, par heteromorfico sexual, presenca de cromossmo B
alteracbes cromossdmicas numericas e estruturais. Além disso, é possivel observar
padrdo de distribuicdo de heterocromatina no cariétipo pela coloracdo com Giemsa
(Imai et al. 1988 Em Formicidae, estudos citogenéticos ja formmnduzidos em
mais de 750 espécies (Lorite & Palomeque 2010) e a variacdo cromossémica
observada € de 2n=2 edyrmecia croslandi (Crosland e Crozier 1986) e 2n=120
em Dinoponera lucida (Mariano et al. 2008).

Os bandamentos cromossémicos evidenciam regiéspecificas dos
cromossomos que nao seriam possiveis de serem visualizadas somente com
coloracdo convencional com Giemsa (Sumner 2003). Uma dessas técnicas € a
coloracdo com fluorocromos base-especificos, que s&do substancias que emitem
fluorescéncia quando excitadas em comprimentos de ondas especificos e tem
afinidade para determinadas categorias de bases nitrogenadas (AT ou GC) (Sumner
2003, Kasahara 2009). Esses fluorocromos podem funcionar como marcadores
citolégicos para caracterizar cariétipos sendo muito Uteis na comparacao de espécies
(Kasahara 2009).

Os fluorocromos Cromomicina ;A(CMA3) e 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) tem afinidade por regides ricas em pares de bases GC e AT, respectivamente,
e a utilizacdo desses fluorocromos para estudo dos cariotipos de formigas vem
aumentando nos ultimos anos (Barros et al. 2010, Santos et al. 2010, 2016, Cardoso
et al. 2014, Cristiano et al. 2013, Barros et al. 2014, 2015, 2016, Teixeira et al. 2017,
Aguiar et al. 2017). Com o fluorocromo CMAMesses estudos, ja foram observadas
espécies com apenas um par de marcagcdes, com dois pares de marcacfes ou com
multiplas marcagfes. A maioria das espécies ndo apresenta marcagfes diferenciais
ricas em AT detectadas com o DAPI, somente um padrdo negativo complementar
referente as regides ricas em GC observadas com o GMNo entanto,W.
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auropunctata (Souza et al. 2011) Mycetophylax conformis e Mycetophylax simplex
(Cardoso et al. 20)4presentaram multiplas marcacdes ricas em AT.

A utilizacdo de técnicas da biologia molecular para o estudo do cariétipo das
espécies caracteriza a citogenética molecular (Speicher e Carter 2005). Uma das
técnicas da citogenética molecular € a hibridizag&itu fluorescente (FISH) que
envolve a hibricagédo de segmentos de DNA/RNA marcados com fluorescéncia
(sondas) com o DNA-alvo complementar nos cromossomos (Guerra 2D04).
principio da hibridizacéo baseia-se na desnaturacdo do DNA cromossémico e na sua
renaturacdo sob a presenca de sondas marcadas com fluorocromos, assim, a sonda
ira se ligar as regides complementares ao DNA cromossémico e o sinal da sonda
sera detectado em um microscopio de fluorescéncia (Guerra 2004). Uma das
aplicacdes dessa técnica é o mapeamento fisico e preciso de genes ribossomais
(rDNA 45S e 5S), que se apresentam em varias capi@sdem no genoma dos
eucariotos, podendo os clusters estarem localizados em um Unico cromossomo ou
varios (Sumner 2003). Uma caracteristica importante desses genes ribossomais é que
sua sequéncia de nucleotideos é muito conservada evolutivamente e, portanto, sédo
particularmente Uteis como marcadores genéticos (Guerra 2004, Sumner 2003). No
entanto, a sequéncia do gene rDNA 5S € mais variavel que a do rDNA 45S (Guerra
2004).

As regides organizadoras de nucléolo (NORs) correspondem aos genes
ribossomais 18S, 5.8S e 28S (rDNA 45S) e geralmente formam uma estrutura
caracteristica nos cromossomos, a regido de constricdo secundéaria (Sumner 2003).
Cada copia do gene rDNA 45S é constituida, nessa ordem para a maioria dos
organismos, pelos genes ribossomais 18S, 5.8S e 28S, os espacadores internos
transcritos entre esses genes, 0s espacadores externos transcritos flanqueando os
genes 18S e 28S, uma regido denominada de espacador intergénico nao transcrita,
além da regido do promotor que contém duas sequéncias importantes para a
formacdo do complexo transcricional, o elemento de controle a jusante e o nucleo
promotor (Sumner 2003, Raska et al. 2004). O gene rDNA 45S geralmente se
localiza em uma regido distinta da NOR (Sumner 2003).

Os RNAs riboss6micos sdo os mais abundantes dentre os RNAs existentes
em uma célula (Sumner 2003). Os genes da NOR sdao transcritos em uma unidade de
RNAr 45S pela DNA polimerase | no nucléolo onde também sdo processados

(Sumner 2003, Xue e Barna 2012). Os rRNA transcritos a partir desses genes
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ribossomais irdo constituir as subunidades maior e menor dos ribossomos. Em
mamiferos, o rRNA 18S ir& compor em associagdo com 32 proteinas ribossomais a
subunidade menor 40S enquanto que os rRNAs 28S, 5.8S e 5S irdo compor a
subunidade maior 60S com auxilio de 47 proteinas ribossomais (Xue e Barna 2012).

Dados citogenéticos molecularesnpregando FISH para localizacdo de
genes ribossomaé&mn formigas neotropicais sédo escassos e estao disponiveis para 26
espécies que incluem os génerDgioponera (Mariano et al. 2008, Aguiar et al.
2011),Anochetus (Santos et al. 2010Acromyrmex (Barros et al. 2016, Teixeira et
al. 2017),Mycocepurus (Barros et al. 2012Dolichoderus (Santos et al. 2016Mtta
(Barros et al. 2015, Teixeira et al. 201Qamponotus (Aguiar et al. 2017)e
Trachymyrmex (Barros et al. no prelo). Dentre essas espécies neotropicais estudadas,
a maioria apresentou apenas um par cromossdémico carreador dos genes ribossomais
45S ou 18S, com excecado d@noponera gigantea (Aguiar et al. 2011) e
Camponotus renggeri (Aguiar et al. 2017). Recentemente, 0 mapeamento de genes
ribossomais 5S em formigas foi conduzeto trés espéciesCamponotus renggeri,
Camponotus rufipes e Camponotus cingulatus, que apresentaram esses genes na
regido terminal de todos os cromossomos. Essa localizagdo dos blocos de rDNA 5S
coincidiu com a heterocromatina terminal nessa espécies, um padrdo peculiar que
precisa ser investigado em estudos futuros (Aguiar et al. 2017).

O CMA; evidencia regifes ricas em pares de bases GC, e como as regides
de genes ribossomais (rDNA) possuem alta freqtiéncia desses pares de bases,
usualmente as marcagbes de GMA FISH coincidem (Sumner 2003). Essa
correspondéncia de regides ricas em GC e de rDNA 45S ou 18S foi observada para a
maioria das formigas neotropicais que tiveram seus genes ribossomais mapeados
(por exemplo Mariano et al. 2008, Santos et al. 2016, Barros et al. 2014, 2015,
Teixeira et al. 2017, Aguiar et al. 2017). No entanto, nem todas as regides ricas em
GC evidenciadas com o CMAcorrespondem aos genes rDNA. Nas formigas
neotropicaisMycocepurus goeldii (Barros et al. 2010, 2012fcromyrmex niger
(Barros et al. 2016)Dolichoderus lutosus, Dolichoderus diversus e Dolichoderus
bidens (Santos et al. 20167cromyrmex striatus (Cristiano et al. 2013, Teixeira et
al. 2017)e Trachymyrmex holmgreni (Barros et al. no prelo) foram observados
apenas um par cromossdmico carreador de genes ribossomais e regidgs CMA
localizadasem mais de um par de cromossomos. Além disso, uma observacao

peculiar foi descrita enbolichoderus voraginosus em que ndo se observou uma
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correspondéncia entre as regides ricas em GC, localizadas na regido centromérica de
todos os cromossomos, e 0os agrupamentos de rDNA 45S localizados na regido
terminal do braco menor do maior par metacéntrico (Santos et al. 2016). Isso
demonstra a importancia da complementacdo de dados citogenéticos classicos com
moleculares (Barros et al. 2016, Teixeira et al. 2017).

Estudos citogenéticos classicos e moleculares em formigas tém grande
aplicabilidadee relevancia em areas como citotaxonomia, evolucéo, filogenia e
conservacao de espécies (Mariano et al. 2008, Santos et al. 2010, 2016, Barros et al.
2015, Cristiano et al. 2013, Aguiar et al. 2010)conceito de taxonomia integrativa,
que tem sido muito discutido, corresponde a integracdo de dados de diversas areas da
ciéncia para auxiliar na delimitacdo de espécies (Schlick-Steiner et al. 2010). Nesse
contexto, a citogenética tem se mostrado uma ferramenta Util na resolucéo de grupos
taxondmicos complexos em Formicidae (Cristiano et al. 2013, Correia et al. 2016,
Santos et al. 2016, Aguiar et al. 2017). Esses estudos citogenéticos em formigas
mostraram variacfes cariotipicas nitidas entre os taxons morfologicamente
complexos estudados, o que permitiu distingui-los, seja em relacdo ao numero,
morfologia cromossémica, padrdo de bandamentos cromossémicos (citogenética
classica) e/ou a distribuicdo das regides de genes ribossomais (citogenética
molecular), auxiliando na taxonomia dos mesmos.

Rearranjos cromossOmicos sdo responsaveis por diferencas cariotipicas
interindividuais ou interespecificas observadas nos diferentes organismos (Kasahara
2009) e podem originar polimorfismos cromossomicos em populacdes naturais
(White 1973). Polimorfismos cromossémicos foram definidos por Sumner (1990)
como resultado de inversfes e outros rearranjos em que somente as formas selvagem
e as rearranjadas sao possiveis de ocorrer sendo essas claramente descontinuas.
Varios estudos de variagdes cromossOmicas estdo de acordo com esse conceito, pois
em uma mesma populacao observam-se os portadores heteromorficos do rearranjo e
os individuos homomoérficos para um ou outro tipo de cromossomos, podendo existir
formas distintas de constituicdo cariotipica (Kasahara 2009). O estudo citogenético
em diferentes populacdes de espécies de formigas tem permitido a identificacdo e
caracterizagdo de polimorfismos cromossomicos e a compreensdo da dinamica
evolutiva cromoss6mica nas espécies (Mariano et al. 2008, Aguiar et al. 2017).

E bastante comum observar em diferentes organismos variagbes entre 0s

cromossomos homologos referentes a tamanho ou intensidade no padrédo de
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coloracdo de marcacdes observadas em técnicas citogenéticas. Essas variacdes sao
denominadas de heteromorfismos cromossOmicos, um termo mais neutro,
reconhecido em 1985 durante o ISCN (Supplement to the Paris Conference), que
indica diferentes formas cromossdmigag nédo necessariamente sdo descontinuas e,
ainda, nado obrigatoriamente ocorrem juntas no mesmo hab#dtieteromorfismos
cromossbmicos mais comuns sdo os de regides heterocrométicas e de regibes de
genes ribossomais (NORs). Nesse Ultimo, as diferencas no tamanho das regides de
rDNA entre os homologos carreadores desses genes é devido a variagdes no numero
de copiasn tandem dessas sequéncias ribossomais (Sumner 1990, Kasahara 2009).
Heteromorfismos de regifes de genes ribossomais em formigas ja foram relatados,
por exemplo, emAnochetus altiquamis e Anochetus horridus (Santos et al. 2010),

Azteca trigona (Cardoso et al. 2012)@mponotus cingulatus (Aguiar et al. 2017).

Portanto, para conhecer o numero, localizacdo e composicdo de bases dos
genes ribossomais no cariétipo de outras formigas neotropicais, no primeiro capitulo
deste estudo foi realizado o FISH para mapeamento de genes ribossomais 18S em 10
espécies de formigas neotropicais com representantes em trés subfamilias
(Ponerinae, Formicinae, Myrmicinae), além do emprego da técnica de coloracdo com
o fluorocromo CMA, com o intuito de verificar correspondéncia na localizacao das
regides ricas em pares de bases GC e dos genes ribossomais 18S.

No segundo capitulo foram estudadas por meio da citogenética classica
(numero, morfologia cromossdmica e localizacao das regides ricas em pares de bases
GC, AT) e molecular (localizagdo dos genes rDNA 18S) quatro espécies de
Gnamptogenys, sendo uma delas, &namptogenys striatula Mayr, 1884, uma
espécie com grande complexidade taxonémica que ha tempos € um desafio aos

mirmecologos (Lattke et al. 2008).

Referéncias Bibliograficas

Aguiar H.J.A.C., Barros L.A.C., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C., Pompolo S.G.
(2011) 45S rDNA localization for the giant aBinoponera gigantea (Perty,
1833) with evolutionary inferences fobDinoponera genus (Formicidae:
Ponerinae). Sociobiology, 57: 607-620.

Aguiar H.J.A.C., Barros L.A.C., Alves D.R., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C.,
Pompolo S.G. (2017) Cytogenetic studies on populatioZawiponotus rufipes
(Fabricius, 1775) andCamponotus renggeri Emery, 1894 (Formicidae:
Formicinae). PLoS ONE, 12(5): e0177702.



Barros L.A.C., Aguiar H.J.A.C., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C., Pompolo S.G.
(2010) Cytogenetic characterization of the lower-AttiMgcocepurus goeldii
(Formicidae: Myrmicinae: Attini). Sociobiology, 56: 57-66.

Barros L.A.C., Aguiar H.JA.C., Andrade-Souza V., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C.,
Pompolo SG (2012) Occurrence of pre-nucleolar bodies and 45S rDNA location
on the chromosomes of the aMycocepurus goeldii (Forel) (Formicidae,
Myrmicinae, Attini). Hereditas, 149: 50-54.

Barros L.A.C., Teixeira G.A., Aguiar H.J.A.C., Mariano C.S.F., Delabie J,H.C.
Pompolo S.G. (2014) Banding patterns of three leafcutter ant species of the
genus Atta (Formicidae: Myrmicinae) and chromosomal inferences. Florida
Entomologist, 97: 1694-1701.

Barros L.A.C., Aguiar H.J.A.C., Teixeira G.A., Mariano C.S.F., Teixeira M.C.,
Delabie J.H.C., Pompolo S.G. (2015) Cytogenetic data on the threatened
leafcutter ant Atta robusta Borgmeier, 1939 (Formicidae: Myrmicinae:
Attini). Comptes rendus biologies, 338(10): 660-665.

Barros L.A.C., Aguiar H.J.A.C., Mariano C.S.F., Andrade-Souza V., Costa M.A.,
Delabie J.H.C., Pompolo S.G. (2016) Cytogenetic data on six leafcutter ants of
the genusAcromyrmex Mayr, 1865 (Hymenoptera, Formicidae, Myrmicinae):
insights into chromosome evolution and taxonomic implications. Comparative
Cytogenetics, 10: 229-243.

Barros L.A.C., Teixeira G.A., Aguiar H.J.A.C., Lopes D.M., Pompolo S.G. (no
prelo)  Cytogenetic studies ihrachymyrmex holmgreni Wheeler,
1925(Formicidae: Myrmicinae) by conventional and molecular methods.
Sociobiology.

Bolton B. (2018) An online catalog of the ants of the world. http://antcat.org.
(accessed on 05 January 2018..

Cardoso D.C, Cristiano M.P., Barros L.A.C., Lopes D.R., Pompolo S.G. (2012) First
cytogenetic characterization of a species of the arboreal ant §eteoa Forel,
1978 (Dolichoderinae, Formicidae). Comparative Cytogenetics, 6(2): 107-114.

Cardoso D.C., Pompolo S.G., Cristiano M.P., Tavarez M.G. (2014) The role of
fusion in ant chromosome evolution: insights from cytogenetic analysis using a
molecular phylogenetic approach in thengs Mycetophylax. PLoS ONE, 9(1):
e87473.

Correia J.P.S.O., Mariano C.S.F., Delabie J.C.H., Lacau S., Costa M.A. (2016)
Cytogenetic analysis ofPseudoponera stigma and Pseudoponera gilberti
(Hymenoptera: Formicidae: Ponerinae): a taxonomic approach. dlorid
Entomologist, 99(4): 718-721.

Cristiano M.P., Cardoso D.C., Fernandes-Salomé&o T.M. (2013) Cytogenetic and
molecular analyses reveal a divergence betwsaomyrmex striatus (Roger,



1863) and other congeneric species: taxonomic implications. PloS one, 8(3):
e59784.

Crosland M.W.J., Crozier R.H. (198®B)yrmecia pilosula, ha ant with only one pair
of chromosome. Science, 231(4743):1278.

Gokhman V.E., Kuznetsova V.G. (2017) Parthenogenesis in Hexapoda:
holometabolous insects. Journal of Zoological Systematics and Evolutionary
Research, 56: 234.

Guerra M. (2004) FISH - Conceitos e aplicacbes na citogenética. Sociedade
Brasileira de Genética, Ribeirdo Preto. 184pp.

Holldobler B., Wilson E.O. (1990) The ants. Harvard University Press, USA, 732 pp.

Imai H., Taylor R.W., Crosland M.W., Crozier R.H. (1988) Modes of spontaneous
chromossomal mutation and karyotype evolution in ants with reference to the
minimum interaction hypothesis. Japanese Journal of Genetics, 63: 159-185.

Kasahara S. (2009) Introducdo a pesquisa em Citogenética de Vertebrados. 12 ed.
Sociedade Brasileira Genética. Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil. 160 pp.

Lattke J.E., Ferndndez F., Arias-Penna T.M., Palacio E.E.; Mackay W., Mackay E.
(2008) Génerdsnamptogenys Roger. In: Jiménez E, Fernandez F, Arias-Penna
TM, Lozano-Zambrano FH (org). Sistemética, Biogeografia y conservacion de
las hormigas cazadoras de Colombia. Instituto de Investigacion de Recursos
Biol6gicos Alexander von Humboldt, Bogota D.C., Colombia. pp. 66-107.

Lorite P., Palomeque T. (2010) Karyotype evolution in ants (Hymenoptera:
Formicidae), with a review of the known ant chromosome numbers.
Myrmecological News, 13: 89-102.

Mariano C.S.F., Pompolo S.G., Barros L.A.C., Mariano-Neto E., Campiolo S.,
Delabie J.H.C. (2008) A biogeographical study of the threateneldianponera
lucida Emery (Hymenoptera: Formicidae: Ponerinae) using a cytogenetic
approach. Insect Conservation and Diversity, 1: 161-168.

Rabeling C., Kronauer D.J.C. (2013) Thelytokous Parthenogenesis in Eusocial
Hymenoptera. Annual Review of Entomology, 58: 273

Ragka I., KobernaK., MalinskyJ, Fidlerova H, Masata M. (2004) The nucleolus
and transcription of ribosomal genes. Biology of the Cell, 96(8): 579-594.

Santos I.S., Costa M.A., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C., Andrade-Souza V., Silva
J.G. (2010). A cytogenetic approach to the study of Neotrofidahtomachus
and Anochetus ants (Hymenoptera: Formicidae). Annals of the Entomological
Society of America, 103(3): 424-429.

Santos I.S., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C., Costa M.A., Carvalho A.F., Silva J.G.
(2016) "Much more than a neck" Kkaryotype differentiation between

8



Dolichoderus attelaboides (Fabricius, 1775) andolichoderus decollatus F.
Smith, 1858 (Hymenoptera: Formicidae) and karyotypic diversity of five other
Neotropical species dbolichoderus Lund, 1831. Myrmecological News, 23:61-
69.

Schlick-Steiner B.C., Steiner F.M., Seifert B., Stauffer C., Christian E., Crozier R.H.
(2010) Integrative taxonomy: a multisource approach to exploring
biodiversity. Annual Review of Entomology, 55: 421-438.

Souza A.L.B., Mariano C.S.F., Delabie J.H.C., Pompolo S.G., Serrdo J.E. (2011)
Cytogenetic studies on workers of the neotropicalVéadmannia auropunctata
(Roger 1863) (Hymenoptera: Formicidae: Myrmicinae). Annales de la Socieété
Entomologique de France, 47: 510-513.

Speicher M.R., Carter N.P. (2005) The new cytogenetics: blurring the boundaries
with molecular biology. Nature Reviews Genetics, 6(10): 782-792.

Sumner A.T. (1990) Chromosome banding. Uniwin Hyman, London, 423 pp.

Sumner A.T. (2003) Chromosomes: Organization and Function. Blackwell
Bublishing. North Berwick- United Kingdom. 287 pp.

Teixeira G.A., Barros L.A.C., Aguiar H.J.A.C., Pompolo S.G. (2017) Comparative
physical mapping of 18S rDNA in the karyotypes of six leafcutter ant species of
the generdtta andAcromyrmex (Formicidae: Myrmicinae). Genetica, 145: 351-
357.

White M.J.D. (1973) Animal Cytology and Evolution. 32 ed. Cambridge: Cambridge
University Press. 961 pp.

Wilson E.O., Holldobler B. (2005) Eusociality: Origin and consequences.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 102(38): 13367-13371.

Xue S., Barna M. (2012) Specialized ribosomes: a new frontier in gene regulation
and organismal biology. Nature Review Molecular Cell Biology, 13:-368.



Capitulo 1

Mapeamento de genes ribossomais 18S em dez espécies de
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Mapeamento de genes ribossomais 18S em dez espécies de formigas neotropicais

Resumo

Estudos citogenéticos moleculares que empregaram a técnica de hibridizacao
in situ fluorescente (FISH) para mapeamento de genes ribossomais em formigas
neotropicais foram conduzidos apenas em 25 espécies. Muitos desses estudos
envolvendo citogenética molecular em Formicidae tém subsidiado hipoteses acerca
da evolucdo cromossdmica, filogenia e auxiliado na resolucdo taxonbémica de
diferentes espécies. A maioria das espécies que tiveram seus genes rDNA (45S ou
18S) mapeados apresentaram apenas um par cromossOmico carreador dos genes
ribossomais, excet®inoponera gigantea e Camponotus renggeri. Além disso, 0s
genes rDNA mostraram-se ricos em pares de bases GC em praticamente todas as
espécies, com excecdo dmlichoderus voraginosus. A aplicacdo dos estudos
citogenéticos moleculares para a compreensdo da evolugdo cromossdémica e
resolucdo taxénomica demonstrado até o momento em Formicidae mostra a
relevancia da extensdo de estudos que visem o mapeamento fisico de genes rDNA
nas diferentes espécies de formigAssim, o presente estudo teve por objetivo
mapear 0s genes ribossomais 18S de dez espécies de formigas neotropicais:
Acromyrmex echinatior, Camponotus atriceps, Crematogaster longispina,
Gigantiops destructor, Myrmicocrypta sp.,Pheidole germaini, Solenopsis geminata,
Odontomachus bauri, Odontomachus haematodus e Wasmannia auropunctata, além
de observar a riqueza de pares de bases GC. Todas as dez espécies apresentaram
apenas um par de marca¢des para genes rDNA 18S, que foram ricas em pares de
bases GC, semelhante a maioria das espécies de formigas neotropicais estudadas
citogeneticamente. En®. bauri foi observado um polimorfismo cromossémico
envolvendo regides de genes rDNA 18S que pode ter sido originado por
duplicacdes/delecbes dessas sequéncias génicas repetitivasaltropunctata e C.
atriceps um heteromorfismo sutil no tamanho dessas regiées de rDNA 18S também
foi observado. Os genes rDNA 18S localizados na regido pericentromérica de um par
metacéntrico na formiga cultivadora de furiggrmicocrypta sp. pode indicar uma
caracteristica ancestral para esse grépaonfiguracdo da localizacdo dos genes
rDNA 18S observadas ef echinatior representam uma evidéncia de uma inversao
cromossOmica enfcromyrmex. Os dados citogenéticos moleculares do presente

estudo sdo os primeiros para a maioria dos géneros aqui estudados e permitirdo
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discussbes posteriores acerca da evolucdo desses genes ribossomais nos cariétipos
dessas espécies e de formigas neotropicais.
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Introducao

A citogenética molecular € um campo da genética que compreende a
utilizacdo de técnicas da biologia molecular para estudo do cariétipo (Speicher e
Carter 2005). Uma dessas técnicas € a hibridizacédu fluorescente (FISH) que
envolve a hibridizacdo de segmentos de DNA/RNA marcados com fluorescéncia
(sondas da regido de interesse) com o DNA-alvo complementar nos cromossomos
(Guerra 2004). Uma das aplicacbes da FISH é o mapeamento fisico e preciso dos
genes ribossomais (rDNA) (Guerra 2004). Estes codificam os RNAs ribossémicos
gue em associacao com varias proteinas irdo constituir as subunidades maior e menor
dos ribossomos (Xue e Barna 2012). As regides organizadoras de nucléolo (NORS)
correspondem aos genes ribossomais 45S (28S+18S+5.8S) e estédo localizadas em
porcdes no DNA que apés sua condensacao irdo constituir as constricbes secundarias
nos cromossomos metafasicos (Sumner 2003). Os genes rDNA 45S se apresentam
em varias copiagn tandem no genoma de eucariotos, podendo os clusters estarem
localizados em um (nico cromossomo ou em Varios (Sumner 2003). Uma
caracteristica importante desses genes ribossomais € que sua sequéncia de
nucleotideos é muito conservada evolutivamente e portanto sédo particularmente Uteis
como marcadores genéticos (Guerra 2004, Sumner 2003).

O mapeamento fisico de genes ribossomais utilizando a técnica de FISH em
formigas neotropicais vem aumentando nos ultimos anos e ja foram conduzidos em
25 das mais de 13.000 espécies descritas e incluem sete géneros (Tabela 1). Dentre
as espécies neotropicais estudadas, a maioria apresentou apenas um par
cromossomico carreador dos genes ribossomais 18S ou 45S (18S+ 5.8S+ 28S), com
excecao ddinoponera gigantea com multiplas marcacdes para rDNA 45S (Aguiar
et al. 2011) eCamponotus renggeri com os rDNA 18S localizados em dois pares
cromossomicos (Aguiar et al. 2017).

Os estudos citogenéticos moleculares empregando FISH para localizacdo de
genes ribossomais em formigas neotropicais tém subsidiado hipoteses acerca da
evolucdo cromossObmica e filogenia, bem como tem auxiliado na resolucéo
taxon6mica de diferentes espécies (Santos et al. 2010, 2016, Teixeira et al. 2017,
Aguiar et al. 2017). Por exemplo,mapeamento fisico de genes ribossomais 45S
associado aos dados de namero cromossémico, morfologia e localizacdo de regioes

ricas em pares de bases GC com o fluorocromo C&fA espécies dénochetus e
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Odontomachus possibilitaram um melhor entendimento da filogenia e dos processos
de evolugcédo cromossdmica que levaram a divergéncia desses géneros (Santos et al.
2010). Ogesultados permitiram apoiar a hipotese de @Qdentomachus divergiu de

uma linhagem dé\nochetus por meio de rearranjos principalmente do tipo fissdo
céntrica, e outros rearranjos menos frequentes (Santos et al. Q0fr@).exemplo

mais recente foi o estudo citogenético conduzido por Aguiar et al. (2017) em
Camponotus rufipes e Camponotus renggeri. Os autores mapearam 0S genes
ribossomais 18S nessas duas espécies e observaram ryfi@es tem apenas um

par cromossOmico carreador desses genes ribosso@argrggeri tem dois pares.

Esses dados citogenéticos moleculares diferenciam de forma clara essas duas
espécies, 0 que ndo esta de acordo com a ideia de sinonimizacdo que foi sugerida
para os dois taxons (Aguiar et al. 2017).

O fluorocromo Cromomicina ACMA3) evidencia regides ricas em pares de
bases GC, e como as regides de genes ribossomais (rDNA) possuem alta frequiéncia
desses pares de bases, usualmente as marcacfes de eCMISH coincidem
(Sumner 2003). Essa correspondéncia de regifes ricas em GC e de rDNA foi
observada para a maioria das formigas neotropicais que tiveram seus genes
ribossomais mapeados (Tabela 1). No entanto, nem todas as regifes ricas em GC
evidenciadas com o fluorocromo CMAcorrespondem aos genes rDNA. Nas
formigas neotropicaiMycocepurus goeldii (Barros et al. 2010, 2012Acromyrmex
niger (Barros et al. 2016),Dolichoderus lutosus, Dolichoderus diversus e
Dolichoderus bidens (Santos et al. 2016) Acromyrmex striatus (Cristiano et al.

2013, Teixeira et al. 2017) foram observados apenas um par cromossdmico carreador
de genes ribossomais e regides GMAocalizadasem mais de um par de
cromossomos. Além disso, uma situacdo peculiar foi descritdD@nshoderus
voraginosus em que nao se observou uma correspondéncia entre as regides ricas em
GC, localizadas na regido centromérica de todos 0s cromossomos, e 0S agrupamentos
de rDNA 45S localizados na regido terminal do braco menor do maior par
metacéntrico (Santos et al. 2016). Isso demonstra a importancia da complementagéo
de dados citogenéticos classicos com moleculares (Barros et al. 2016, Teixeira et al.
2017).

A aplicacdo dos estudos citogenéticos moleculares para a compreensdo da
evolucdo cromossémica e resolugdo taxébnomica demonstrado até o momento em

Formicidae mosti@arelevancia da extensdo de estudos que visem o mapeamento
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fisico de genes rDNA nas diferentes espécies de formigas. Portanto, para conhecer o
namero e localizacdo dos genes ribossomais no caridtipo de outras formigas
neotropicais, o0 presente estudo teve por objetivo mapear fisicamente os rDNA 18S
de dez espécies representando trés subfamilias (Formicinae, Myrmicinae e
Ponerinae), bem commomparar os dados do fluorocromo Cjp@om os dados do

FISH para rDNA 18S, a fim de verificar a composi¢cédo de bases desses genes.

Materiais e Métodos

Dez espécies de formigas neotropicais tiveram suas sequéncias de genes
ribossomais 18S fisicamente mapeadAsromyrmex echinatior (Forel, 1899)
Camponotus atriceps (Fabricius, 1804),Crematogaster longispina Emery, 1890,
Gigantiops destructor (Fabricius, 1804),Myrmicocrypta sp., Pheidole germaini
Emery, 1896 Solenopsis geminata (Fabricius, 1804)0Odontomachus bauri Emery,

1892, Odontomachus haematodus (Linnaeus, 1758) @Nasmannia auropunctata

(Roger, 1863)Tabela 2). As coletas dos espécimes no territdrio brasileiro foram
autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBI0). Ja os espécimes da Guiana Francesa foram coletados em parceria com o
pesquisador Jérdme Orivel vinculado & EcoFoG (CNRS, UMR Ecologie des Foréts
de Guyane). Espécimes adultos foram identificados pelo Dr. Jacques H. C. Delabie e
depositados na colecdo do Laboratorio de Mirmecologia Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC/ Comisséao Executiva para o Plano da Lavoura CacaG&RLAC

— Brasil).

As metafases mitéticas foram obtidas de ganglios cerebrais de larvas apos
eliminacao dameconium (pés-defecantes) utilizando a metodologia descrita por Imai
etal. (1988). Os cromossomos foram organizados em ordem decrescente de tamanho
alinhando-os na base do brago longo, e classificados segundo a metodologia de
Levan et al. (1964) que considera a razdo de bragcos dos cromossomos (r = braco
longo/bracgo curto. Os programas utilizados foram o Adobe® Photoshop® CS6 para
a montagem dos cariotipos e o Image Pro Plus® para a medigdo dos cromossomos.

Laminas da maioria das espécies, com excecad\. dechinatior, foram
submetidas a coloracao sequencial com os fluorocromos Cromomic{iGdViA;) e
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para localizagao de regides ricas em bases GC e
AT, respectivamente, de acordo com o protocolo desenvolvido por Schweizer (1980)

com modificagdes.
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Os genes rDNA 18S das dez espécies foram mapeados fisicamente pel
técnica de FISH de acordo com o protocolo de Pinkel et al. (1986). A sonda da
regido rDNA 18S foi obtida por amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando oprimers 18SF1 (5-GTC ATA TGO TG TCT CAA AGA-3) e
18SR1.1 (5CGC AAA TGA AAC TTT TTT AAT CT-3') desenhados para a
espécie de abelhdeipona quinquesfasciata (Pereira 2006) e DNA total extraido da
formiga Camponotus rufipes. As condi¢cdes de amplificacdo utilizadas foram obtidas
de Pereira (2006). As sondas da regido rDNA 18S foram marcadas pelo método
indireto utilizando-se digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemanha) e o
sinal foi detectado com anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science).

Para as técnicas de coloracao sequencial com os fluorocromos e de FISH para
rDNA 18S pelo menos 15 metafases foram analisadas para cada espécie por técnica
ou dois individuos por espécie (Tabela 2). As metafases foram analisadas e/ou
documentadas utilizando o microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60
acoplado com um sistema de captura de imagens QColor Olympus® utilizando os
filtros WB (450-480 nm), WU (330-385 nm) e WG (510-550 nm) para os
fluorocromos CMA, DAPI e rodaminasespectivamente.

Resultados e Discussao

Todas as dez espécies de formigas neotropicais estudadas no presente
trabalho apresentaram apenas um par carreador dos genes ribossomais 18S (Tabela 3,
Figura 1, 4, 6, 8). Esses resultados se assemelham aos observadosagara aas
espécies de formigas neotropicais que ja tiveram suas regides de rDNA mapeadas
(Tabela 1). Esse padrao diferiu das espébiemponera gigantea que apresentou
multiplas marcacfes para rDNA 4%8guiar et al. 2011) €amponotus renggeri
com os clusters de rDNA 18S localizados em dois pares cromossomicos (Aguiar et
al. 2017).

A localizacdo das regifes de genes ribossomais 18S em todas as dez espécies
coincidiu com a das regides CMAindicando que esses genes S0 ricos em pares de
bases GC (Figuras 2, 3, 5, 7, 9). Esses dados sdo semelhantes aqueles observados
para a maioria das espécies de formigas neotropicais estudadas citogeneticamente
(Tabela 1). A Unica excecdo, até o momentd).é/oraginosus em que nao se

observou uma correspondéncia entre as regides ricas em GC, localizadas na regiao
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centromérica de todos 0s cromossomos, e 0s agrupamentos de rDNA 45S localizados
na regido terminal do braco longo do maior par metacéntrico (Santos et al. 2016).
Marcacdes diferenciais com o fluorocromo DAPI, o qual evidencia regides ricas em
pares de bases AT, ndo foram observadas em nenhuma das espécies do presente
estudo:O. haematodus (Figura 2b),0. bauri (Figura 3b, 3d, e C. atriceps e G.

destructor (Figura 5b, d, f, respectivamente,. longispina, P. germaini e S

geminata (Figura 7b, d, f, respectivament&y, auropunctata e Myrmicocrypta sp.

(Figura 9b, d, respectivamente).

Subfamilia Ponerinae

Duas espécies representantes dessa subfamilia foram estudadas:
Odontomachus haematodus (2n=44) e Odontomachus bauri (2n=44). Os genes
ribossomais 18S e as regides CMAiocalizaramse em O. haematodus na regido
pericentromeérica do braco longo do terceiro par subtelocéntrico (Figura la, 2a) e em
O. bauri na regido pericentromérica do segundo maior par subtelocéntrico (Figura
1b, c e 3a, c¢). Na colbnia estudada@lebauri foi observado um polimorfismo
envolvendo as regides dos genes ribossomais. Alguns individuos apresentaram o0s
blocos de rDNA 18S e CMA de tamanhos iguais entre os homologos (Figura 1b e
3a) enquanto, em outros individuos foi observado blocos de rDNA 18S g'@RIA
tamanhos diferentes entre os homodlogos, com um deles apresentando o bloco
aproximadamente duas vezes maior em relagcdo ao outro (Figura 1c e 3c). Foi
observado um macho com os blocos ricos em GC de tamanho menor (Figura 3d).

Ehmer e Holldobler (1995) sugeriram que colbnias @e bauri sao
monoginicas. Assim, considerando os cariétipos dos individuos analisados, é
provavel que a rainha parental desses individuos apresentasse a condicao
heteromérfica com um dos homologos com a regido de rDNA 18S aproximadamente
duas vezes maior em relagcdo ao outro e 0 macho parental apresentava 0 cromossomo
homologo subtelocéntrico com a regido de rDNA 18S de tamanho menor. Esse
polimorfismo da regido de genes ribossomais 18S observa@b leguri pode ter se
originado de duplicacbes/delecdes dessas sequéncias devido a permuta génica
desigual (Kasahara 2009, Schubert e Lysack 204 )individuos que apresentam
blocos extras de genes ribossomais podem aumentar potencialmente a sua
capacidade de sintese proteica (Camacho et al. 1886hora polimorfismos

cromossOmicos envolvendo regides de genes ribossomais ja tinham sido descritos
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para outros insetos como no gafanhOgolipoda fuscocincta (Camacho et al. 1986

esses dados sao inéditos em formigadontomachus chelifer e Odontomachus
meinerti, ambas com 2n=44 cromossomos, apresentaram as regides ricas em pares de
bases GC na regido pericentromérica do braco longo do nono e décimo par
cromossOmico telocéntrico, respectivamente (Santos et al. 2016). Os autores
sugeriram que essas regibes CiMAorresponderiam aos genes ribossomais. A
localizac&o das regifes ricas em GC e de rDNA 18S observad@s leauri e O.
haematodus no presente estudo se assemelham aquelas das e§péatidser e O.

meinerti  (regido  pericentromérica do braco longo de um par
subtelocéntrico/telocéntrico) que certamente devem coincidir com as regides dos
genes ribossomais como sugerido por Santos et al. (2010).

Além disso, Santos et al. (2010) mapearam os genes rDNA 45S de duas
espécies incluidas no géneXochetus, considerado grupo irméo @elontomachus.
Anochetus altiquamis (2n=30) apresentou o0s genes ribossomais 45S na regiao
pericentromérica do braco longo do terceiro par submetacéntriéooehetus
horridus (2n=46) na regido pericentromérica do braco longo do quarto par
telocéntrico. Os dados citogenéticos moleculares obtidos @arbauri e O.
haematodus do presente estudo confirmam a posicdo pericentromérica dos genes
ribossomais 18S ricos em pares GC em um par cromossémico subtelocéntrico e dao
suporte a hipotese evolutiva sugerida por Santos et al. (2010) ebdoptermachus
teria divergido de uma linhagem Aaochetus por meio de rearranjos principalmente

do tipo fissdo céntrica e outros rearranjos menos frequentes.

Subfamilia Formicinae

Duas espécieepresentantes dessa subfamilia foram estud@dagonotus
atriceps (2n=40) eGigantiops destructor (n=38). O génerdCamponotus € 0 mais
diversoem formigas, com 1023 espécies descritas, por outro Gagantiops € um
género monoespecifico (Bolton 2018).

Camponotus atriceps (2n=40) apresentou 0s genes ribossomais 18S na regiao
pericentromérica da extensdo principal do braco curto do segundo par
submetacéntrico (Figura 4a) que coincidiu com as regides ricas em pares de bases
GC dessa espécie no cerrado observadas por Aguiar et al. (2017) e no presente
estudo (regido de Mata Atlantica) (Figura 5a). Esse padréo de localizacdo dos rDNA

18S também foi observado e@amponotus rufipes (2n= 39, 40) eCamponotus
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cingulatus (2n=40) (Aguiar et al. 2017). No entanto, €nrenggeri esses genes
também se localizaram no segundo par submetacéntrico e adicionalmente em toda
extensdo do braco curto de um par subtelocéntrico de tamanho médio (Aguiar et al.
2017). Os autores sugerem que translocacdes cromossdmicas podem ter originado os
clusters adicionais de genes ribossomais nesse par subtelocéntGcaoedggeri.

Em C. atriceps foi observado em todos os individuos analisados uma sutil diferenca
no tamanho dos blocos de rDNA 18S entre os homoélogos do par submetacéntrico,
caracterizando um heteromorfismo cromossémico. Esse tipo de heteromorfismo de
NOR pode ter sido originadde duplicacdes/delecdes devido a crossing-over
desigual.Heteromorfismos de tamanho de regifes de genes ribossomais ja foram
relatados em outras formigas co@ocingulatus (Santos et al. 2010, Cardoso et al.
2012, Aguiar et al. 2017), em outros insetos (Cabral-de-Mello et al. 2011, Meneses et
al. 2014 Maryanska-Nadachowska et al. 2016), em anfibios (Amaro-Ghilardi et al.
2008) e em peixes (Kavalco et al. 2005, Mendes et al. 2012).

O macho désigantiops destructor (n=39) apresentou 0s genes rDNA 18S em
guase toda a extensdo do braco curto do oitavo par metacéntrico, com excecao da
regido centromérica (Figura 4b). Marcagdes GMfram observadas na mesma
regido do par carreador dos genes ribossomais e adicionalmente na regiao intersticial
do braco longo do maior par subtelocéntrico (Figura 5c, e). Assim, nem todas as
regides ricas em GC nessa espécie corresponderam aos genes ribossomais. Outras
formigas neotropicais comd. goeldii (Barros et al. 2010, 2012), niger (Barros et
al. 2016),D. lutosus, D. diversus e D. bidens (Santos et al. 2016)A. striatus
(Cristiano et al. 2013, Teixeira et al. 20E7T. holmgreni (Barros et al. no prelo)
também apresentaram regides CMAocalizadasem mais de um par de

Cromossomos e apenas um par cromossdmico carreador de genes ribossomais.

Subfamilia Myrmicinae

Seis espécies representantes dessa subfamilia foram estudadas:
Crematogaster longispina (2n=24),Pheidole germaini (2n=22),Solenopsis geminata
(2n=32), Wasmannia auropunctata (2n=32) e as formigas cultivadoras de fungos
Myrmicocrypta sp. (2n=30) eAcromyrmex echinatior (2n=38). Os genes rDNA 18S
e as regibes ricas em GC localizaram-gen C. longispina na regiao
pericentromérica do braco longo do maior par metacéntrico (Figura 6a, 7R), em

germaini na regido pericentromérica do braco longo do par subtelocéntrico (Figura

19



6b, 7c) e ents. geminata na regido pericentromérica do brago curto do menor par
submetacéntrico (Figura 6c, 7e).

Em W. auropunctata os genes rDNA 18S localizarase-em todo o braco
curto do sétimo par metacéntrico (Figura 8a), correspondente com as marcacoes
CMA3" observadas por Souza et al. (2011) p¥va auropunctata em duas
localidades da Bahia no presente estudo (Figura 9dm sutil heteromorfismo
cromossOmico envolvendo o tamanho dos blocos de rDNA 18S foi observado em
todos os individuos analisados. Regifes ricas em pares de bases AT) (Drsh
observadas na regido pericentromérica da maioria dos cromossEIMmod/.
auropuctata de Ilhéws (BA) e Una (BA) (Souza et al. 2011). No entanto, marcacgdes
diferenciais ricas em AT nédo foram observadas com o fluorocromo DAPI nas
colénias de Vicosa (MG) do presente estudo (Figura 9b), padrédo semelhante ao de
outras espécies de formigas (por exemplo Teixeira et al. 2017, Aguiar et al. 2017).

Em Myrmicocrypta sp. os genes rDNA 188o0s blocos ricos em GC foram
observados na regido pericentromérica do braco longo do menor par metacéntrico
(Figura 8b, 9¢). O mapeamento fisico de genes rDNA em formigas cultivadoras de
fungos néo cortadeiras de folhas estdo disponiveidpaaepurus goeldii (2n=10)

(Barros et al. 2012) & achymyrmex holmgreni (2n=20) (Barros et al. no prelo), em

que a primeira apresentou os genes rDNA 45S na regido pericentromerica do
segundo par metacéntrico e a segunda os genes rDNA 18S se localizaram na regido
centromérica do quarto par metacéntrico. Porém foram observadas nessas espécies
marcacdes ricas em GC na regido centromérica nos demais cromossomos (Barros et
al. 2010, Barros et al. no prelo). Os géneMgmicocrypta, Mycocepurus e
Apterostigma séo considerados os menos derivados dentre as formigas cultivadoras
de fungos enquantdrachymyrmex o género de transicdo para as formigas
cortadeiras, mais derivadas (Schultz e Brady 2008). Assim, a localizacéo
pericentromérica em um par metacéntrico dos genes rDNA, observada ranto e
Myrmicocrypta sp. (presente estudo) como & goeldii (Barros et al. 2012¢ T.
holmgreni (Barros et al. no prelo), pode ser um carater ancestral em formigas
cultivadoras de fungos.

A formiga cortadeiraA echinatior apresentou os genes rDNA 18S na regiéo
intersticial do brago curto do maior par cromossémico subtelocéntrico (Figura 8c),
denominado de par $Tpor Barros et al. (2016). Essa localizacdo dos genes

ribossomais enf\. echinatior diferiu das demaig&\cromyrmex spp. estudadas, com
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2n=38 cromossomos, as quais apresentaram esses genes na regiao terminal do braco
curto do par STque também séo ricos em GC (Barros et al. 2016, Teixeira et al.
2017). A ocorréncia de uma inversao pericéntrica foi sugerida para explicar a
posicdo intersticial das regides ricas em bases GC observadaseenmatior. A
localizacdo dos genes rDNA 18S observadas nessa espécie no presente estudo
coincidiu com as regides CMAobservadas por Barros et al. (2016), o que confirma
a ocorréncia do rearranjo inversao paracéntrica envolvendo a regido de genes
ribossomais enAcronyrmex.

Em concluséo, todas as dez espécies estudadas apresentaram apenas um par
portador dos genes ribossomais 18S ricos em pares de bas€s @€nes rDNA
18S localizados na regido pericentromérica de um par metacéntrico na formiga
cultivadora de fungaMyrmicocrypta sp. pode indicar uma caracteristica ancestral
para o grupoO estudo dos genes rDNA 18S nessas espécies permitiram sugerir
presenca de um polimorfismo eddontomachus bauri, e heteromorfismo sutil em
Wasmannia auropunctata e Camponotus atriceps, originados possivelmente por
duplicacdes/delecbes, e ainda confirmar inversdo paracéntricAceomyrmex
echinatior. Os dados citogenéticos moleculares referentes a utilizacdo da técnica de
FISH para mapeamento dos genes rDNA 18S obtidos no presente estudo s&o o0s
primeiros para a maioria dos géneros aqui estudados, com exceCamuimotus
(Aguiar et al. 2017) eAcromyrmex (Barros et al. 2016, Teixeira et al. 2017) e
permitirdo discussdes posteriores acerca da evolucédo desses genes ribossomais nos
cariotipos de formigas neotropicais e consequentemente dos préprios cariétipos
dessas formigasEste estudo contribui para ampliar os dados referentes a

citogenética molecular em Formicidae neotropical.
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Tabela 1- Resumo dos dados citogenéticos moleculares para deteccédo de rDNA (45S ou 183) eon Espécies de formigas neotropicais.

Espécie, nimero cromossémico diploide, localizacdo dos genes ribossomais no cariotipo, representacdo grafica do croreaskomosca

genes ribossomais (blocos vermelhos-rDNA 18S, blocos amarelos-rDNA#B®Epondéncia das marcacbes GV de rDNA(45S ou 18S)

erespectiasreferéncias bibliograficas

L Localizacao dos genes Correspondéncia Referéncias
Especie 2n/(n) rDNA no caritipo ldeograma CMA y/rDNA CMA rDNA
Acromyrmex aspersus 38 Maior par subtelocéntrico [ D CE— Sim Teixeira et al. (2017)
Acromyrmex coronatus 38 Maior par subtelocéntrico D Sim Barros et al. (2016)
Acromyrmex disciger 38 Maior par subtelocéntrico D Sim Barros et al. (2016)
Acromyrmex niger 38 Maior par subtelocéntrico D_ Sim* Barros et al. (2016)
. a : Cristiano et al. (2013)
Acromyrmex striatus 22 Segundo par metacéntrico Sim Teixeira et al. (2017)
Acromyrmex subterraneus 38 Maior par subtelocéntrico D<_1 Sim Teixeira et al. (2017)
mol estans
Anochetus altiqguamis 30 Terceiro par submetacéntrico COME__J - Santos et al. (2010)
Anochetus horridus 46 Quarto par telocéntrico DE—1 - Santos et al. (2010)
Atta bisphaerica 22 Quarto par metacéntrico C—CE Sim Barros et al. (2014)/

Teixeira et al. (2017)

*Marcacgoes adicionais CMA +Multiplos pares carreadores dos genes ribossomais
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Tabela 1- Cont.

s Localizacao dos genes Correspondéncia Referéncias
Especie 2n/(n) rDNA no cariétipo ldeograma CMA 5/rDNA CMA 5/rDNA
. N , Barros et al. (2014)/
(—e -

Atta laevigata 22 Quarto par metacéntrico Sim Teixeira et al. (2017)

Atta robusta 22 Quarto par metacéntrico C—CE Sim Barros et al. (2015)

. N : Barros et al. (2014)/

(—en | o
Atta sexdens rubropilosa 22 Quarto par metacéntrico Sim Teixeira et al. (2017)
Camponotus cingulatus 40 Segundo par submetacéntrico D] Sim Aguiar et al. (2017)
Segundo par submetacéntreo [ c—
Camponotus renggeri 40 par subtelocéntrico de tamanh € Sim Aguiar et al. (2017)
médio x—]
Camponotus rufipes 40 Segundo par submetacéntrico D] Sim Aguiar et al. (2017)
Dinoponera giganteat 82 N&o foi posswel observar - - Aguiar et al. (2011)
a morfologia dos cromossomos

Dinoponera lucida (59) Maior par cromossdmicéM ") COoCEN Sim Mariano et al. (2008)
Dolichoder us attel aboides 58 Maior par submetacéntrico I Sim Santos et al. (2016)
Dolichoderus bidens 18 Maior par metacéntrico | >XW ] Sim* Santos et al. (2016)
Dolichoderus decollatus 38 Segundo par metacéntrico > ] Sim Santos et al. (2016)

*Marcacées adicionais CMA Muiltiplos pares carreadores dos genes ribossomais



Tabela 1- Cont.

s Localizacao dos genes Correspondéncia Referéncias

Especie 2n/(n) rDNA no caribtipo ldeograma CMA 3/rDNA CMA 4/DNA
Dolichoderus diversus 22 Maior par metacéntrico | ) d | Sim* Santos et al. (2016)
Dolichoderus imitator 38 Maior par metacéntrico | >XW ] Sim Santos et al. (2016)
Dolichoderus lutosus 10 Segundo par metacéntrico [ > Sim* Santos et al. (2016)
Dolichoderus voraginosus 20 Maior par metacéntrico C—C Nao Santos et al. (2016)
. A . Barros et al. (2010)/

/] *

Mycocepurus goeldii 8 Segundo par metacéntrico Sim Barros et al. (2012)
Trachymyrmex holmgreni 20 Quarto par metacéntrico C—oaEa— Sim Barros et al. no prelo

*Marcac6es adicionais CMA fMultiplos pares carreadores dos genes ribossomais
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Tabela 2—- Localidade, numero de individuos e metafases analisados por espécie de formiga neotropicai negtoekeriEstados brasileiros:
MG: Minas Gerais e MA: Maranhao

Espéces Localidade Individuos Metéafases
Acromyrmex echinatior Barro Colorado - Panamé 2 8
Camponotus atriceps Vicosa (MG) - Brasil 3 28
Crematogaster longispina Montagne des Singes - Guiana France 2 33
Gigantiops destructor Sinnamary - Guiana Francesa 3 41
Myrmicocrypta sp. Sinnamary - Guiana Francesa 2 31
Odontomachus bauri Acailandia (MA) - Brasil 5 45
Odontomachus haematodus Ubéa (MG) - Brasil 3 41
Pheidole germaini Vicosa (MG) - Brasil 4 54
Solenopsis geminata Sinnamary - Guiana Francesa 4 49
Wasmannia auropunctata Vicosa (MG) - Brasil 4 51
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Tabela 3—- Resumo dos dados citogenéticos moleculares para detec¢cdo de rDNA 18S por FISpicias de formigas neotropicais do
presente estudo. Numero cromossdémico diploide/ (haploide), localizacdo desses genes no caribtipo, repggaéosach cromossomo
carreador desses genes (blocos vermealbds\ 189, correspondéncia das marcacbes GMA de rDNA 18S e respectivas referéncias

bibliogréaficas

Localizacao dos genes Correspondéncia

Especie 2n/(n) rDNA no cari6tipo ldeograma CMA 3/rDNA
Subfamilia Ponerinae
Odontomachus haematodus 44 Terceiro par subtelocéntrico ODa—_—_— Sim
. . (I m— YV :
Odontomachus bauri 44/(22 Segundo par subtelocéntrico Sim
(22 Segundop oY m—
Subfamiilia Formicinae
Camponotus atriceps 40 Segundo par submetacéntrico .X:;) u Sim
Gigantiops destructor (39) Oitavo par metacéntrico [ Dam. Sim*
Subfamilia Myrmicinae
Acromyrmex echinatior* 38 Maior par subtelocéntrico 1 ) C— Sim
Myrmicocrypta sp. 30 Menor par metacéntrico CoE] Sim
Crematogaster longispina 24 Maior par metacéntrico CDoaE—] Sim

*Marcacdo CMA" adicional no maior par subtelocéntrico
tRegibes ricas em pares de bases GC estudadas por Barros et al. (2016)
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Tabela 3— Cont.

Localizacao dos genes

Correspondéncia

Especie 2n/(n) rDNA no cariotipo ldeograma CMA 3/rDNA
Subfamilia Myrmicinae
Pheidole germaini 22 Maior par subtelocéntrico O&E— Sim
Solenopsis geminata 32 Menor par submetacéntrico »>C_1 Sim
Wasmannia auropunctata 32 Sétimo par metacéntrico o Sim
[ e

*Marcacdo CMA" adicional no maior par subtelocéntrico
1: Regiodes ricas em pares de bases GC estudadas por Barros et al. (2016)
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Figura 1 - Cariotipos de fémeas de Odontomachus haematodus (2n=44) (a)
e Odontomachus bauri (2n=44) (b,c) submetidas a técnica de FISH para sonda
rDNA 18S (blocos vermelhos). Caixas mostram par cromossomico 5 em O. bauri em
(b) uma das formas homozigotas com os blocos de rDNA 18S de tamanho pequeno e
(c) na forma heterozigota com um dos homdélogos com os blocos de rDNA 18S de
tamanho duplicado. Barra: 5 um.
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Figura 2 - Metafases de fémeas de Odontomachus haematodus (2n=44) submetidas
a coloragdo com os fluorocromos CMA | (a) e DAPI (b). Setas indicam regides
ricas em pares de baes GC. Barra: 5 pm.
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Figura 3 - Metafases de fémeas (2n=44, a, b, ¢, d) e macho (n=22, e, f) de Odontomachus
bauri submetidas a coloragdo com os fluorocromos CMA (a, ¢, ) e DAPI (b, d, f). Setas
indicam regides ricas em pares de bases GC no par cromossomico 5. Em (a) uma das
formas homozigotas com os blocos CMA " de tamanho pequeno, (b) forma heterozigota
com um dos homologos com os blocos CMA " de tamanho duplicado e (¢) macho
portando o bloco CMA " de tamanho menor. Barra: 5 um.
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Figura 4 - Caridtipos de (a) fémea de Camponotus atriceps (2n=40) e (b) macho de
Gigantiops destructor (n=39) submetidas a técnica de FISH para sonda rDNA 18S
(blocos vermelhos). Barra: 5 pm.
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Figura 5 - Metafases de fémea de Camponotus atriceps (2n=40, a,b) e de fémea (2n=78, c, d)
e macho (n=39, e.f) de Gigantiops destructor submetidas a coloragio sequencial com os
fluorocromos CMA | (a, c, ) e DAPI (b, d, f), respectivamente. Setas indicam regides
ricas em pares de bases GC. Barra: 5 um.
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Figura 6 - Caridtipos de fémeas de (a) Crematogaster longispina (2n=24), (b)
Pheidole germaini (2n=22) e (¢) Solenopsis geminata (2n=32) submetidas a técnica de
FISH para sonda rDNA 18S (blocos vermelhos). Barra: 5 um.
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Figura 7 - Metafases de fémeas de Crematogaster longispina (2n=24), Pheidole germaini
(2n=22) e macho de Solenopsis geminata (n=16) submetidas a coloragdo com os
fluorocromos CMA | (a, ¢, e) e DAPI (b, d, f), respectivamente. Setas indicam
regides ricas em pares de bases GC. Barra: 5 pm.
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Figura 8 - Cariotipos de fémeas de (a) Wasmannia auropunctata (2n=32),

(b) Myrmicocrypta sp. (2n=30) e (¢) Acromyrmex echinatior (2n=38) submetidas
a técnica de FISH com sonda para rDNA 18S (blocos vermelhos). Barra: 5 pm.




Figura 9 - Metafases de fémeas de Wasmannia auropunctata (2n=32) e
Myrmicocrypta sp. (2n=30) submetidas a coloragdo sequencial com os
fluorocromos CMA | (a) ¢ DAPI (b). Setas indicam regides ricas em pares de
bases GC. Barra: 5 pm.
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Capitulo 2

Citogenética classica e molecular de quatro espécies de

Gnamptogenys Roger, 1863 (Formicidae: Ectatominae)
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Citogenética classica e molecular de quatro espécies@eamptogenys Roger,
1863 (Formicidae: Ectatominae)

Resumo

O género Gnamptogenys apresenta 140 espécies descritas com ampla
distribuicdo, sendo sua maior diversidade observada na regido neotropical. Algumas
espécies neotropicais apresentam uma complexa taxonomia, como é o caso de
Gnamptogenys striatula, em que se observa variacbes morfoldgicas intraespecificas
em diferentes populagfes. Muitos estudos citogenéticos classicos e moleculares em
formigas tém auxiliado na resolucdo taxonémica de diferentes espécies com
morfologia complexa. Dados citogenéticos estdo disponiveis para 14 téxons
incluem somente niumero e alguns estudos com a morfologia dos cromossomos.
Assim, seguindo a proposta da taxonomia integrativa e considerando a complexidade
morfolégica de algumas espécies cof@ostriatula, o presente estudo objetivou
caracterizar por meio de técnicas citogenéticas classicas e moleculares quatro
espécies d&namptogenys: G. striatula, G. moelleri, G. regularis e G. transversus.

Os numeros cromossdmicos e férmulas cariotipicas observadas foram: 2n=24
(18m+6sm) emG. triangularis, 2n=26 (24m+2sm, 25m+1sm) e@. regularis,

2n=32 (20m+10sm+2st) emG. driatula do Rio de Janeiro-RJ, 2n=34
(18m+8sm+8st, 18m+7sm+9st) en®. striatula de Petrépolis-RJ, 2n=34
(18m+8sm+8st) emG. modleri de Vicosa-MG e Petrépolis-RJ e 2n=44
(22m+14sm+8st) en®. moelleri de Acailandia-MA. EnG. striatula de Petropolis

foi observado um polimorfismo cromossémico no par 17. Rearranjos cromossdmicos
como duplicacdes devido a crossing-over desigual ou translocacbes podem estar
envolvidos na origem desse polimorfismo. Em regularis foi observado um
polimorfismo envolvendo a regido de genes ribossomais no par cromossémico 13,
qgue pode ter sido origindado por duplicacdes/delecbes dessas sequéncias repetitivas
devido a permuta génica desigual. Todas as quatro espécies estudadas apresentaram
um par de marcagoes para rDNA 18S que coincidiram com as regides ricas em pares
de bases GC (CM4), como observado para a maioria das formigas neotropicais ja
estudadas. Emboi@. moelleri apresente caracteres morfologicos bem definidos, a
populacdo de Acailandia apresentou variacdes cromossdmicas em relagcdo as de
Vicosa e Petropolis, e isso sugere que essas sejam espécies cripticasDiferencas

cariotipicas foram observadas entre as popula¢t€s sigatula do Rio de Janeiro e
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Petropolis demonstrando que a citogenética pode ser uma ferramenta na resolugéo
dos problemas taxonémicos dessa espécie
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Introducao

O géneroGnamptogenys Roger, 1863 possui 140 espécies descritas (Feitosa
2015) distribuidas na regido neotropical, neartica, indo-malaia e australiana (Lattke
1995, Lattke et al. 2008). A regido neotropical apresenta maior diversidade de
Gnamptogenys spp., com 90 espécies validas, o que corresponde a aproximadamente
64% do total das espécies desse género (Feitosa 2015, Camacho e Feitosa 2015). Até
o momento, 33 espécies Gmamptogenys estdo presentes no Brasil (Feitosa 2015,
Camacho e Feitosa 2015).

Gnamptogenys foi dividido em dez grupos de espécies com base em
caracteres morfolégicos sendo quatro no velho mundivagensis, coxalis,
epinotalis e laevior) (Lattke 2004) e seis na regido neotropicilidtula, minuta,
rastrata, sulcata, mordax e concinna) (Lattke 1995). A filogenia disponivel, baseada
em caracteres morfologicos, dos grupos de espécies da regido neotropical sugere que
0 grupostriatula € o menos derivado e grupo irméo das deBasnptogenys spp.
neotropicaisrastrata é possivelmente o mais proximo sléatula, mordax e sulcata
sdo considerados grupos-irmaos e 0s mais derivados e 0 gamgoina
provavelmente ndo é um grupo monofilético (Lattke 1995).

Lattke et al. (2008) enfatizam a complexa resolucdo taxondmica de algumas
espécies neotropicais, cont@namptogenys striatula, pois eta apresenta notavel
variabilidade morfolégica intraespecifica em diferentes populacdes que dificulta sua
delimitacdo, o que indica de que se trata de um complexo de espécies. Os autores
apontam algumas possiveis causas dessas variagbes morfoldégicas como a
plasticidade fenotipica para diferentes ambientes, a existéncia de espécies cripticas, o
deslocamento de caracteres e ainda a existéncia de zonas de ocorréncia de hibridos
(Lattke et al. 2008)As espécies d&namptogenys incluidas no grupatriatula e
complexo rastrata (grupo rastrata) presentes no Brasil foram revisadas
taxonomicamente por Camacho (2013) e Gualberto (2013), respectivamente. Ao
todo dez espécies foram redescritas e outras seis novas espeécies foram descritas
(Camacho 2013, Gualberto 2013).

O conceito de taxonomia integrativa, que tem sido muito discutido,
corresponde a integracéo de dados de diversos campos de estudo, como por exemplo,
o estudo da morfologia, do DNA nuclear e mitocondrial, da ecologia, do

comportamento, da quimica, da citogenética, para auxiliar na delimitacdo de espécies
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(Schlick-Steiner et al. 2010). Nesse contexto, a citogenética tem se mostrado uma
ferramenta Util na resolugdo de grupos taxondmicos complexos em Formicidae
(Cristiano et al. 2013, Correia et al. 2016, Santos et al. 2016, Aguiar et al. 2017).
Esses estudos citogenéticos em formigas mostraram variacfes cariotipicas nitidas
entre os tdxons morfologicamente complexos estudados, o que permitiu distingui-los,
seja em relacdo ao numero, morfologia cromossémica, padrdo de bandamentos
cromossOmicos (citogenética classica) e/ou a distribuicdo das regides de genes
ribossomais (citogenética molecular).

A variacdo numeérica cromossdmica observada em formigas neotropicias é de
2n= 4 emSrumygenys louisianae (Alves-Silva et al. 2014) e 2n=120 ddnoponera
lucida (Mariano et al. 2008). Imai et al. (1994) propuseram a Teoria da Interacao
Minima para explicar essa grande variagcdo cromossémica observada em formigas.
Segundo essa teoria, 0s caridtipos tendem a um aumento do nimero de cromossomos
e reducdo do tamanho dos mesmos por meio de fissdes céntricas. Posteriormente,
ocorreria crescimenton tandem de heterocromatina para estabilidade telomérica
resultando em cromossomos com bracos heterocromaticos. Esse processo diminuiria
a proximidade fisica dos cromossomos no nucleo interfasico reduzindo assim as
chances de ocorréncia de rearranjos cromossémicos deletérios.

Estudos citogenéticos e@Bnamptogenys sdo escassos e foram conduzidos em
14 taxons, com informacBes sobre o numero e, em alguns trabalhos, com
informacdes da morfologia dos cromossomos (Tabela 1). A variagdo no numero
cromossbmico observada entre @samptogenys spp. estudadas € 2n=16 em
Gnamptogenys sp. 2 (Mariano et al. 2015) e 2n=68 d&mamptogenys annulata
(Borges et al. 2004). Os grupoastrata, striatula, mordax da regido neotropical e
coxalis da regido oriental apresentam espécies com informacéo citogenética. Dados
referentesa bandamentos cromossdémicos e mapeamento de genes ribossomais séo
ausentes para o0 género. De acordo com os dados citogenéticos disponiveis para as
espécies d&namptogenys, Mariano et al. (2015) sugerem que os cariétipos tendem
em direcdo a um aumento do niumero de cromossomos por meio de processos de
fissdo céntrica, 0 que segue as propostas da Teoria da Interacdo Minima.

Considerando a complexa resolugdo taxondmica de alguns grupos em
Gnamptogenys como o complexostriatula (G. striatula), e assim, seguindo a
proposta da taxonomia integrativa, o presente estudo teve por objetivo estudar por

meio de técnicas citogenéticas classicas e moleculares quatro espécies de
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Gnamptogenys. Gnamptogenys striatula Mayr, 1884 e Gnamptogenys moelleri
(Forel, 1912) ambas do grupiatula, Gnamptogenys triangularis (Mayr, 1887) do
gruporastrata e Gnamptogenys regularis Mayr, 1870 do grupaordax.

Materiais e Métodos

Quatro espécies désnamptogenys foram estudadas citogeneticamente
(Tabela 2). As coletas dos espécimes foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio). Espécimes adultos foram identificados
pelo Dr. Jacques H. C. Delabie e depositados na colecdo do Laboratorio de
Mirmecologia (Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC/ Comissdo Executiva para o
Plano da Lavoura Cacaueira CEPLAC — Brasil). Todas as colonias de
Gnamptogenys spp. estudadas no presente trabalho foram coletadas de troncos caidos
no chdo em decomposicdo, nidificacdo caracteristica da maioria das espécies do
género (Lattke 1995).

As colbnias foram mantidas no Laborat6rio de Citogenética de Insetos da
Universidade Federal de Vicosa para obtencdo de larvas em estdgio especifico de
desenvolvimento. As metafases mitéticas foram obtidas de ganglios cerebrais de
larvas apOs eliminacdo dameconium (pés-defecantes) utilizando a metodologia
descrita por Imai edl. (1988). Para determinar o niumero e morfologia cromossémica
das Gnamptogenys spp. estudadas um total de cinco metafases de trés individuos
para cada espécie foram analisados. Para as técnicas subsequentes pelo menos 30
metafases foram analisadas para cada espécie (Tabela 2).

Os cariétipos foram montados em ordem decrescente de tamanho alinhando-
se 0s cromossomos na base do braco longo e foram medidos e classificados segundo
a metodologia de Levan et al. (1964) que considera a razdo de bracos dos
cromossomos (r = braco longo/brago curto). Segundo essa metodologia o0s
cromossomos sao classificados em metacéntricos (1 <r < 1,7), submetacéntricos (1,7
<r < 3), subtelocéntricos (3 < r < 7) e telocéntricos (r > 7). Os programas utilizados
foram o Adobe® Photoshop® CS6 para a montagem dos cariétipos e o Image Pro
Plus® para a medigcdo dos cromossomos.

Laminas de todas as espécies foram submetidas a coloracdo sequencial com

os fluorocromos Cromomicinaz;ACMA3) e 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para
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localizagao de regides ricas em bases GC e AT, respectivamente, de acordo com o
protocolo desenvolvido por Schweizer (1980) com modificacdes.

Os genes rDNA 18S das quatro espécies estudadas foram mapeados pela
técnica de FISH de acordo com o protocolo de Pinkel et al. (1986). A sonda da
regidao rDNA 18S foi obtida por amplificacdo por reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando osprimers (5'-GTC ATA TGC TTG TCT CAA AGA-3) e
18SR1.1 (5-CGC AAA TGA AAC TTT TTT AAT CT-3') desenhados para a
espécie de abelldelipona quinquesfasciata (Pereira 2006) e DNA total extraido da
formiga Camponotus rufipes. As condi¢cées de amplificacéo utilizadas foram obtidas
de Pereira (2006). As sondas rDNA 18S foram marcadas pelo método indireto
utilizando-se digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemanha) segundo
condicbes de PCR do fabricante e o sinal foi detectado com anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science).

As metafases foram analisadas e documentadas utilizando um microscépio de
epifluorescéncia Olympus BX60 acoplado com um sistema de captura de imagens
QColor Olympus® utilizando os filtros WB (45080 nm), WU (330-385 nm) e WG

(510-550 nm) para os fluorocromos CHRAPI e rodaminaiespectivamente.

Resultados

Os dados cromossbmicos obtidos para as espécieSsndmptogenys
estudadagoram resumidos na tabela 2. O nimero cromossémico observa@ em
triangularis foi 2n=24 (2n=18m+6sm) (Figura 1)Gnampogenys regularis
apresentou 2n=26 cromossomos (Figura 2). Um polimorfismo cromossomico foi
observado no par cromossdmico 13. Os individuos heterozigotos apresentaram este
par com um cromossomo metacéntrico com o braco longo menor e seu homologo
submetacéntrico com braco longo aproximadamente trés vezes maior (2n=26,
25m+1sm) (Figura 2a). Também foram observados nessa colbnia individuos
homozigotos com o par 13 formado por dois cromossomos submetacéntricos com
braco longo triplicado (2n=26, 24m+2sm) (Figura 2b). Nao foram observados
individuos homozigotos com dois cromossomos metacéntricos de braco longo de
menor tamanho. Tragcos de mosaicismo nao foram observados nos individuos

analisados.
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Gnamptogenys striatula e G. moelleri apresentaram variagdes no cariotipo
entre as populacdes estudadas. Emstriatula do Rio de Janeiro (RJ) foram
observados 2n=32 cromossomos (2n=20m+10sm+2st) (Figura 3a), enqua@®o que
striatula de Petropolis (RJ) apresentou numero cromossémico 2n=34 (Figura 3b, c).
Em Petropolis (RJ)G. striatula apresentou o par cromossdmico 17 em estado
polimérfico. Os individuos heterozigotos apresentaram um Cromossomo
subtelocéntrico com braco longo maior e seu homologo submetacéntrico com braco
longo menor (2n=34, 18m+7sm+9st) (Figura 3b). Também foram observados
individuos homozigotos com dois cromossomos submetacéntricos de bracos longos
menores (2n=34, 18m+8sm+8st) (Figura 3c). Nado foram observados individuos
homozigotos com dois cromossomos subtelocéntricos de braco longo maior.

Em G. modleri foi observado numero cromossdmico 2n=34
(2n=18m+8sm+8st nas populacdes de Petrépolis (RJ) e Vicosa (MG)) (Figura 4a, b)
e 2n=44 cromossomos (2n=22m+14sm+8st) na populacdo de Acailandia (MA)
(Figura 4c). Para todas as populacfes estudad&k deiatula e G. modlleri as
regides de constricdo secundaria coincidiram com a localizagdo das bandgseCMA
rDNA 18S (Figura 3, 4, asteriscos).

Apenas um par de regides ricas em pares de bases GG {[Cdide regides
de genes ribossomais 18S foi observado com o fluorocromoz;@wam a técnica
de FISH, respectivamente, em tedas quatro espécies estudadas. BEn
triangularis, as marcaces CMA e rDNA 18S foram observadas na regi&o
intersticial do braco longo no maior par metacéntrico (Figura 5&5.9egularis
apresentou as regides CNAe de rDNA 18 localizadas no braco longo do par
cromossodmico 13 polimorfico. Foram observados individuos com diferenca no
tamanho das bandas entre os homologos, com uma banda menor pericentromérica no
homologo metacéntrico e uma banda maior no submetacéntrico em quase todo o
braco longo (Figura 6a, 10a) e individuos com as bandas do mesmo tamanho entre os
homologos submetacéntricos e se localizaram em quase todo o braco cromossémico
longo (Figura 6¢, 10b). As regides ricas em pares de bases GC e de genes rDNA 18S
localizaram-se en. striatula (2n=32) na regiédo intersticial do braco longo do sexto
par metacéntrico (Figura 7a, 11b) e @mnstriatula (2n=34),G. moelleri (2n=34) e
G. modlleri (2n=44) na regido intersticial do bragco menor do quinto par metacéntrico

(Figura 7c, 8a, c, e, 12a, b). MarcagOes diferenciais com fluorocromo DAPI n&o
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foram observadas em nenhuma das espécies estudadas (Figura 5b, 6b, 6d, 7b, 7d, 8b,
8d, 8f).

Discussao

O ndamero cromossdmico observado p@rariangularis do presente estudo
com 2n=24 cromossomos diferiu da mesma espécie da Guiana Francesa, a qual
apresentou 2n=20 cromossomos (Mariano et al. 2015). Embora apenas dados de
namero cromossdmico estejam disponiveis par&. atriangularis da Guiana
Francesa esses resultados ja mostram divergéncia cariotipica entre elas. Além disso,
€ preciso considerar a distancia entre as duas popula¢cdes (Guiana Francesa e Minas
Gerais-Brasil) e as suas caracteristicas biogeograficas muito diferentes (Mata
Atlantica e Floresta Amazonica).

Os dados citogenéticos obtidos p&aregularis representam os primeiros
para o grupanordax e ja mostram uma diversidade cariotipica para essa espécie. Foi
possivel observar variagdo cromossdmica entre os individuos da colénia em relagédo
ao tamanho das regides de rDNA 18S entre os homadlogos carreadores desses genes.
Isso refletiu em diferencas no tamanho dos bracos longos e, consequentemente, na
morfologia cromossdémica entre os homoélogos do par 13 nos diferentes individuos,
caracterizando um polimorfismo cromossémico estrutural. Alguns individuos
apresentaram a condi¢cdo heterozigota com com um cromossomo metacéntrico com
uma banda de rDNA 18S pequena e seu homologo submetacéntrico com uma banda
de rDNA 18S aproximadamente trés vezes maior. Outros individuos apresentaram
uma das formas homozigotas com os dois homdélogos submetacéntricos com as
bandas de rDNA 18S de tamanho triplicado.

Lattke (1990) e Lattke et al. (2008) reportam a ocorréncia de oito rainhas sem
asas em um mesmo ninho@eregularis, o que parece indicar que as colbnias dessa
espécie sao poliginicas. Dessa forma, ndo ha como ter certeza de que os individuos
analisados foram gerados de uma mesma rainha ou de varias e analisar o possivel
cariotipo da rainha parental. No entanto, devido alguns individuos terem apresentado
0 par homozigoto com dois cromossomos submetacéntricos com as bandas de rDNA
18S triplicadas, é possivel afirmar que o macho haploide parental desses individuos

certamente apresentava o cromossomo submetacéntrico com as regides de rDNA 18S
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em quase todo o brago cromossémico, ou seja, com maior numero de cépias desses
genes.

Esse polimorfismo cromossémico envolvendo regifes de genes ribossomais
observado en®. regularis pode ter sido originado por duplicacdes/delecbes dessas
sequéncias, consequéncia de permuta génica desigual (Kasahara 2009, Schubert e
Lysac 2011). Ainda ndo hé relatos de polimorfismos envolvendo regiées de genes
ribossomais em formigas. No entanto, polimorfismos envolvendo duplicacbes de
regides de genes ribossomais ja foram observados em outros insetos como no
gafanhotoOedipoda fusconcicta (Camacho et al. 1986). Neste estudo, os autores
observaram machos com apenas uma NOR (Regido Organizadora de Nucléolo) ativa
no par cromossdmico M9 e machos heterozigotos com duas NORs ativas no par
cromossoémico M9 e S10. Esse segmento cromossdmico adicional contendo NOR
ativa observado nos machos heterozigotos foi originado possivelmente devido a
ocorréncia de translocacdo entre os cromossomos ndo homoélogos M9 e S10. Os
individuos que apresentam blocos extras de genes ribossomais podem aumentar
potencialmente a sua capacidade de sintese proteica (Camacho et al. 1986). Em
peixes, polimorfismos cromossdmicos de NOR também ja foram observados (Vicari
et al. 2006, Phimpan et al. 2013).

A populacdo des. striatula de Petropolis (RJ) (2n=34) do presente estudo
apresentou um polimorfismo cromossémico observado pela diferenca de tamanho do
braco longo entre os homélogos do par cromossémico 17. Em todas as quatro
colénias analisadas foram observados individuos heterozigotos com um cromossomo
submetacéntrico com brago longo pequeno e um cromossomo subtelocéntrico com
braco longo de tamanho maior. Somente em uma dessas colbnias ([Giak0)
observados homozigotos com dois homodlogos submetacéntricos de braco longo
pequeno. Nas trés colbnias em que somente os heterozigotos foram observados nao
foi possivel obter muitos individuos para analise (Tabela 2).GEmtriatula, as
colénias podem apresentar varias rainhas ou varias gamergates (operarias férteis
acasaladas) que compartilham a reproducdo, sendo ambas funcionalmente
poliginicas (Blatrix e Jaisson 2000, Giraud et al. 2000). Dessa forma, ndo ha como
ter certeza de que os individuos analisados foram gerados de uma mesma fémea
reprodutora ou de varias e ndo ha como analisar o possivel cariétipo da fémea
parental. No entanto, devido alguns individuos da col6nia Cl 20 terem apresentado o

par homozigoto com dois cromossomos submetacéntricos de braco longo pequeno, o
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macho haploide parental desses individuos certamente apresentava 0 cromossomo
submetacéntrico com brago longo pequeno.

O polimorfismo cromossémico observado é&m striatula de Petrépolis
(2n=34) pode ter sido originado por duplicacdes devido a permuta génica desigual
entre homdlogos ou translocagdes entre cromossomos ndo homoélogos (Imai et al.
1977, Schubert e Lysak 2011). Inversdes pericéntricas seguidas de permuta génica na
area invertida também podem originar duplicacbes ou delecbes de segmentos
cromossOémicos. Em uma inversao pericéntrica € muito raro as quebras ocorrerem
equidistantes da regido centromérica (Kasahara 2009). Assim, se uma inversao
pericéntrica tivesse ocorrido o homologo rearranjado teria o centrdmero deslocado da
sua posicado original, e consequentemente, alteraria a medida dos bracos
cromossomicos. No entanto, essa hipotese € pouco provavel, uma vez que os bracos
curtos dos homologos do par cromossémico polimérfico possuem tamanhos muito
semelhantes.

Polimorfismos cromossoémicos devido a duplicacdes, translocacdes e
inversdes ja foram observados em muitas outras espécies de formigas (revisdo em
Lorite e Palomeque 2010, Barros et al. 2014a, Aguiar et al. 2017). Rearranjos do tipo
translocacdes sao mais comuns em espécies de formigas com baixo numero
cromossomico (n < 12) (Imai et al. 1977, Barros et al. 2014a). No enfanto,
striatula, a qual o polimorfismo cromossémico foi observado, apresentou n=17
cromossomos. A ocorréncia de polimorfismos cromossdémicos devido a
translocacdes em formigas com alto nimero cromossémico (n>12) tem sido relatada,
como emCamponotus rufipes (n=20) (Mariano et al. 2001, Aguiar et al. 2017).
Nessa espécie foi possivel detectar um polimorfismo cromossémico numérico devido
a translocacao robertsoniana em diferentes populacgées, inclusive machos portando o
cromossomo rearranjado foram observados (Aguiar et al. 2017).

Em G. driatula (2n=34), o polimorfismo cromossomico envolveu a
modificacdo da morfologia dos cromossomos homélogos (um cromossomo
submetacéntrico e seu homoélogo subtelocéntrico). No entanto, podem ser observados
sem mudancas na morfologia cromossdémica dos homologos como observado na
formiga Trachymyrmex fuscus (Barros et al. 2014a). Os cromossomos rearranjados
podem ser identificados mesmo na andlise por coloragcdo convencional, se houver

mudanca na morfologia dos cromossomos, mas se 0s segmentos forem muito curtos
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e a morfologia cromossémica ndo for alterada, o rearranjo pode ser de dificil
identificacdo (Kasahara 2009).

A populacdo deG. striatula de Petropolis (RJ) (2n=34) do presente estudo
apresentou caridtipo muito semelhante, quanto o numero e morfologia
cromossObmica, as populacbes da mesma espécie de Vigcosa (MG) e llhéus (BA)
estudadas por Borges et al. (2004). Entretanto o polimorfismo cromossémico
supracitado na populacéo de Petropolis (RJ) nado foi relatado por Borges et al. (2004)
nas localidades de Vicosa e llhéus.

Nitidas diferencas cromossdmicas, no entanto, foram observadas entre a
populacdo de Petrépolis (RJ) quando comparada d@nstéiatula do Rio de Janeiro
(RJ). Considerando a citogenética classiatriatula do Rio de Janeiro apresentou
namero cromossdmico menor, 2n=32, enquantoGerstriatula de Petrépolis foi
observado 2n=34 cromossomos. Ao comparar a morfologia dos cromossomos entre
as duas populacbes é possivel distinguir alguns pares cromossdémicos entre elas. O
cariétipo do Rio de Janeiro apresentou dois pares de tamanho maior adicionais, um
metacéntricoe um submetacéntrico, em relacdo ao cariétipo de Petrépolis. Em
contrapartida, esse ultimo apresentou dois pares subtelocéntricos de maior tamanho e
um par subtelocéntrico de tamanho menor com brag¢o curto muito pequeno que néo
foram observados no primeiro. Em relacdo a citogenética molecular, a localizacao
dos genes ribossomais 18S, ricos em pares de bases GC, também diferiu nas duas
populacdesEm G. striatula do Rio de Janeiro esses genes foram observados no
braco curto do sexto par metacéntrico eCrstriatula de Petrépolis no braco longo
do quinto par metacéntrico.

Todas essas diferencas citogenéticas classicas (numero, morfologia
cromossOmica, localizacdo das regides ricas em pares de base GC) e moleculares
(localizacdo dos genes ribossomais 18S) observadas entre a populacdo do Rio de
Janeiro (RJ) e a de Petropolis (RJ) sugerem @uetriatula seja complexo de
espécies. Esses dados citogenéticos estdo de acordo com os dados morfolégicos
observados pard&. dtriatula, que apresenta uma grande variacdo morfoldgica
intraespecificaem diferentes populacdes e que também indicam de que se trata de
um complexo de espécies (Lattke et al. 2008, Camacho 2013).

As populagbes d&. modlleri de Vigcosa-MG e Petropolis-RJ do presente
estudo apresentaram mesmo numero de cromossomos, morfologia cromossdmica, e

localizac&o das regifes de rDNA 18S ricas em pares de bases GC. O mesmo numero
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cromossomico (2n=34) foi observado &mmoelleri da Bahia (Mariano et al. 2015).
Entretanto, a populacdo d&. moelleri de Acailandia apresentou um cari6tipo
diferente com numero cromossémico maior (2n=44), cinco pares cromossoémicos
adicionais, em relacdo as demais populacdes (2n=34). Considerando a morfologia
cromossomicai. modlleri (2n=44) apresentou dois pares metacéntricos e trés pares
submetacéntricos adicionais em relacaG.anoelleri (2n=34). A localizacdo dos
genes ribossomais 18S nas trés populacd€s deelleri estudadas foi semelhante,

no braco longo do quinto par cromossémico metacéntrico. No entanto, observou-se
uma pequena diferenga no tamanho do par cromossomico carreador desses genes,
uma vez que o tamanho desse paGemoelleri de 2n=44 se assemelha muito ao do
quarto par metacéntrico enquanto @mmolleri de 2n=34 ele € menor em relagcéo ao
quarto par metacéntrico. Assim, o par carreador dos genes ribossomais 18S € maior
emG. moelleri (2n=44) em relagéo ao @ modlleri (2n=34).

Em G. modleri ndo se observa alto grau de variabilidade morfolégica
intraespecifica nas diferentes populacdes, como Genstriatula, ou seja, 0s
caracteres diagnosticos @& moelleri se mantém bem definidos ao longo do seu
gradiente de distribuicdo (Camacho 2013). No entanto, as diferencas cariotipicas
descritas entre a populagdo de Acailandia (2n=44) e as demais (2n=34) (presente
estudo, Mariano et al. 2015), mostraram divergéncia dessa populacdo (2n=44) em
relacdo as outras (2n=34), o que sugere que essas podem serespécies cripticas.
Posteriores estudos citogenéticos em outras populacdes dessa espécie permitirdo
investigar melhor essa hipotese.

Os cariotipos dés. striatula de Petropolis (RJ) 6. moelleri de Petropolis
(RJ) e Vicosa (MG) do presente estudo apresentaram 0 mesmo namero
cromossodmico (2n=34) e morfologia cromossémica (2n=18m+8sm+8st), mesma
localizagdo das regifes ricas em pares de bases GC e de rDNA 18S (regiao
intersticial do bragco longo do quinto par metacéntrico), 0 que sugere uma
proximidade filogenética em termos citogenéticos entre essas espécies. Comparando
0os cariétipos dessas duas espécies, pode-se observar que o par cromossdmico
polimorfico encontrado er®. striatula de Petropolis esta presente na forma de dois
cromossomos submetacéntricos pequenos, com braco longo me@rnaod | eri.

Isso implica que possivelmente essa forma homomorfica seria a condicdo
plesiomoérfica para esse par cromossémico, e que a forma homomorfica com dois

homologos subtelocéntricos com braco longo maior seria a mais derivada, a qual néo
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foi observada nos individuos @ striatula analisados. Partindo desse pressupé@sto,
pouco provavel a hipotese de ocorréncia de dele¢cdes de segmentos cromossémicos
no par polimorfico dé. striatula.

Existe uma grande proximidade de morfologia externa (padrdo de
egulturacdo do mesossoma, por exemplo) eBtretriatula e G. moelleri, e nédo é
incomum a confuséo na identificacdo dessas duas espécies, no entanto, essas podem
ser distinguidas, por exemplo, pelas medidas do comprimento da cabeca e do escapo
e largura da cabeca que variam significativamente entre elas, sendo caracteres claros
que as segregam (Camacho 2013). Lattke (1995) reportou a ocorréncia de varios
espécimes dé&. striatula da Bolivia com uma longa inclinacdo anterior do nodo,
uma condicdo que se aproxima G@Gmamptogenys pleurodon. O mesmo autor
também reportou espécimes ocasionai§dpleurodon com estriagdes verticais na
declividade do propddeo que se assemell@ ariatula. Além disso, Camacho
(2013) também comemt a proximidade, considerando a morfologia externasde
pleurodon com G. striatula e também de5. moelleri. Essas trés espécies foram
incluidas no grupcstriatula, porém em subgrupos diferent&s, moelleri e G.
striatula no subgrupdtriatula enquantoG. pleurodon no subgrupgorcata (Lattke
1995).

Dados citogenéticos disponiveis paBa pleurodon coletada na Guiana
Francesa se restringem ao numero cromossémico que corresponde a 2n=32
cromossomos (Mariano et al. 2015). Assim, utiliza@lopleurodon como grupo
externo € possivel propor um caminho evolutivo para os diferentes caritipos
observados nas populacfesGletriatula e G. moelleri. O cari6tipo menos derivado
seria 0 de 2n=32 cromossomos observado tant&.epheurodon (grupo externo) e
G. dtriatula do Rio de Janeiro (RJ). Rearranjos do tipo fissdo céntrica dariam origem
ao caridtipo de 2n=34 cromossomos (2n=18m+8sm+8st), o qual & observado em
striatula de Petropolis (RJ) (presente estudo), Bahia (BA) e Vicosa (MG) (Borges et
al. 2014) e ent. modlleri de Vicosa, Petrépolis (presente estudo) e Bahia (Mariano
et al. 2015). Rearranjos do tipo duplicacdes ou translocacdes podem ter originado o
polimorfismo cromossdémico observado no cariétipo @e striatula (2n=34,
18m+7sm+9st) de Petropolis (RJ). O cariétipo observado Genmoelleri de
Acailandia com 2n=44 cromossomos (2n=22m+14sm+8st) seria 0 mais derivado e
originado por meio de fissbes céntricas a partir de 2n=34 cromossomos. Embora esse

cariotipo apresente poucos pares cromossOmicos subtelocéntricos e uma
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predominancia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, esses poderiam
apresentar os bracos heterocromaticos, o que estaria de acordo com a teoria da
interacdo minima proposta por Imai et al. (1994). Posteriores estudos sobre a

distribuicdo de heterocromatina nos cariétipos dessas populacdes poderao auxiliar na
melhor compreensdo desse caminho evolutivo cariotipicoGerdriatula e G.

moelleri.

As NORs contém os genes que codificam os RNAs ribossdémicos—(45S
28S+18S+5.8S¢ estdo localizadas em por¢cdes no DNA que apds sua condensacao
irdo constituir as constricdes secundarias nos cromossomos metafasicos (Sumner
2003). Regides de constricdes secundarias foram observadas nos diferentes
caridtipos das populacbes @& striatula e G. modlleri, que corresponderam as
localizacBes dos genes ribossomais 18S. Constricdes secundarias correspondentes as
NORs ja foram observadas em outras formigas dgiyemcepurus goeldii (Barros et
al. 2010) eAtta spp.(Barros et al. 2014b

Somente um par de marcacfes para genes ribossomais 18S em todas as
populacdes das quatro espécies @eamptogenys estudadas foi observado,
semelhante & maioria das espécies de formigas neotropicais que ja tiveram suas
regides de rDNA mapeadas (Mariano et al. 2008, Santos et al. 2010, 2016, Barros et
al. 2012, 2015, 2016, Aguiar et al. 2017, Teixeira et al. 2017). Esse padrao diferiu
das formigas neotropical3inoponera gigantea (Aguiar et al. 2011) €amponotus
renggeri (Aguiar et al. 2017). A localizacdo dos rDNA 18S @Gammptogenys spp.
estudadas coincidiram com as marcagdes €MAgue indica que essas regides sdo
ricas em pares de bases GC. Essa relacdo também foi observada para a maioria de
formigas neotropicais ja estudadas (Mariano et al. 2008, Barros et al. 2015, 2016,
Santos et al. 2016, Teixeira et al. 2017, Aguiar et al. 2017). A excecdo, até o
momento, € a espécibolichoderus voraginosus em que ndo se observou uma
correspondéncia entre as regides ricas em GC, e os agrupamentos de rDNA 45S
(Santos et al. 2016).

A variacdo no niumero cromossémico observada denteasptogenys spp.
estudadas citogeneticamente foram até o momento de 2n= 16, 20, 24, 26, 32, 34, 36,
42, 44, 46 e 68 cromossomos (Tabela 1, presente estudo), incluindo dados para os
gruposstriatula, mordax, rastrata da regidao neotropical @xalis da regido oriental.

Além disso, duas espécies do presente esdmgularis (2n=26) e€G. striatula de

Petropolis-RJ  (2n=34), apresentaram polimorfismo cromossémico estrutural
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envolvendo regibes de rDNA 18S e de uma regido com sequéncia desconhecida,
respectivamente. Caribtipos distintos foram observados em populacd€s de
striatula (2n=32, 34) eG. modlleri (2n=34, 44)no presente estudo. Todos esses
dados citogenéticos, que incluem informacdes somente para 14 das 140 espécies
descritas, ja mostram uma grande complexidade e diversidade cariotipica para o
género, provavelmente reflexo de sua longa historia evolutiva (Lattke 1995, Lattke et
al. 2008).

No presente estudo foi possivel distinguir populacdes. deriatula (Rio de
Janeiro— RJ e Petropolis- RJ) e G. modleri (PetropolisR¥VicosaMG e
Acailandia-MA) por meio do numero e morfologia cromossémica, par
cromossOmico carreador das regifes ricas em pares de bases GC e dos genes
ribossomais 18S. Além disso foi possivel identificar padrdes de polimorfismos
cromossémicos que awdlam a compreensdo da evolugdo cariotipica @m
regularis e G. striatula de Petrdpolis. Posteriores estudos em diferentes populacfes
de G. modlleri serdo uteis para investigar melhor a hipotese sugerida deespécies
cripticas. Os dados cromossdmicos obtidos faratriatula demonstram que a
citogenética, classica e molecular, pode ser uma ferramenta Util para auxiliar na
delimitacdo dos limites especificos desse complexo de espécies, seguindo o conceito
da taxonomia integrativa. Toda essa diversidade cariotipica observada nas espécies
do presente trabalho demonstra o quanto futuros estudos citogenéticos em

Gnamptogenys Sao promissores.
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Tabela 1- Resumo dos dados citogenéticos disponiveis na literatu@nateptogenys spp. Espécie, grupos segundo classificacdo de Lattke
1995 e 2004, numero cromossdmico diploide/ haploide, féormula cariotipica, localidade e referéncias biblidgsédidas.brasileiros: MG:

Minas Gerais e BA: Bahia

Espécie Grupo 2n/n Formula Cariotipica Localidade Referéncias
Gnamptogenys sp. 2 - 16/8 - Brasil - BA Mariano et al. 2015
Gnamptogenys triangularis Rastrata 20/ 10 - Guiana Francesa Mariano et al. 2015
Gnamptogenys spl - 26/13 14M + 12A Costa Rica Mariano et al. 2015
Gnamptogenys pleurodon striatula 32/ 16 - Guiana Francesa Mariano et al. 2015
Gnamptogenys sp2 - 32/16 16M + 16A Costa Rica Mariano et al. 2015
Gnamptogenys moelleri driatula 34 /17 20M + 14A Brasil -BA Mariano et al. 2015
Gnamptogenys striatula striatula 34 24M + 10A Brasil - BA, MG Borges et al. 2004
Gnamptogenys sp. 1 - 36/18 - Brasil -BA Mariano et al. 2015
Gnamptogenys sp. 2 - 36 - Cingapura Goni et al. 1981, Imai et al. 198<
Gnamptogenys menadensis coxalis 42 - Maléasia Imai et al. 1983
Gnamptogenys sp. 1 - 42 - Maléasia, Cingapure Goni et al. 1981, Imai et al. 198%
Gnamptogenys binghami coxalis -122 - Malasia Imai et al. 1983
Gnamptogenys sp. nv. - 46/ 23 16M + 30A Brasil -BA Borges et al. 2004
Gnamptogenys annulata rastrata 68 6M + 62A Brasil -BA Borges et al. 2004

Classificagao dos cromossomos segundo Imai (1991): M:metacéntrico, A:acrocéntrico
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Tabela 2—- Espécies d&namptogenys estudadas citogeneticamente no presente trabalho. Col6nias, espécies, grupos segundo cldssificacdo
Lattke (1995), localidade, numero total de individuos e metafases analisados por col6nia, nimero cromossémico diploidecarifdtipica.
Estados brasileiros: MG: Minas Gerais, RJ: Rio de Janeiro e MA: Masanh

Colonia Gnamptogenys spp. Grupo Localidade Ind/Met 2n Formula Cariotipica
Cl 61 G. triangularis rastrata Araponga- MG 6/48 24 18m + 6sm
Lu 62 G.regularis mor dax Ponte Nova- MG 4/56 26 25m + 1sm*
3/46 26 24m + 2sm
Cl 104 G. driatula striatula Rio de Janeire RJ 10/122 32 20m + 18m+ 2st
Cl 105 G. dtriatula striatula Rio de Janeire RJ 4/35 32 16m + 12sm + 4st
Cl 14 G. dtriatula striatula Petropolis- RJ 1/10 34 18m + Bm+ 9st**
Cl 18 G. gtriatula striatula Petrépolis- RJ 2/31 34 16m + Bm+ 9st**
Cl19 G. striatula striatula Petrépolis- RJ 1/8 34 16m + Bm+ 9st**
Cl 20 G. dtriatula striatula Petrépolis- RJ 5/98 34 16m + Bm+ 9 st**
2/24 34 16m + 8sm + 8st
Cl 26 G. modlleri striatula Petropolis- RJ 5/134 34 18m + &m+ 8st
Cl75 G. modlleri striatula VigosaMG 6/87 34 18m + 8sm + 8st
Cl 349 G. modlleri striatula Vigosa— MG 4/36 34 18m + 8sm + 8st
Cl 350 G. modlleri striatula Vicosa— MG 1/19 34 18m + 8sm + 8st
Cl1 389 G. modlleri striatula Vicosa— MG 4/79 34 18m + 8sm + 8st
Cl1 180 G. moelleri striatula Acailandia— MA 9/109 44 22m + 14sm + 8st

* Individuos heterozigotos para o polimorfismo envolvendo regifes de genes ribossomais do p@r dyalaris
**|ndividuos heterozigotos para o polimorfismo cromossémico do par 1@.eimniatula de Petropolis RJ
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Figura 1 - Caridtipo de fémea de Gnamptogenys triangularis (grupo rastrata) com 2n=24
(18m+6sm) cromossomos. Barra: 5 pm.
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Figura 2 - Cari6tipos de fémeas de Gnamptogenys regularis (grupo mordax) com (a) 2n=26
cromossomos e formula cariotipica (a) 2n=25m+1sm e (b) 2n=24m+2sm. Caixas mostram

par cromossdmico 13 polimérfico, (a) no estado heterozigoto e em (b) em um dos
estados homozigotos. Barra: 5 pm.
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Figura 3 - Cariotipos de fémeas de Gnamptogenys striatula (grupo striatula) do (a) Rio de
Janeiro (RJ), (2n=32, 18m+10sm+2st), (b) de Petrdpolis (RJ) (2n=34, 18m+7sm+9st) e (¢) de
Petropolis (RJ) (2n=34, 18m+8sm+8st). As caixas mostram par cromossémico polimoérfico
na populagdo de Petropolis (RJ), (b) no estado heterozigoto e (¢) em um dos estados
homozigotos. Asteriscos indicam pares cromossomicos metacéntricos com constri¢do
secundaria. Barra: 5 pm.
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Figura 4 - Caridtipos de fémeas de Gnamptogenys moelleri (grupo striatula) de: (a)
Petropolis (RJ) - 2n=34 (18m+8sm+8st), (b) Vigosa (MQG) - 2n=34 (18m+8sm+8st) e
(c) Agailandia (MA) - 2n=44 (22m+14sm+8m). Os asteriscos indicam pares cromossomicos
com constrigdo secundaria. Barra: 5 um.
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Figura 5 - Metafases de fémeas de Gnamptogenys triangularis (2n=24) submetidas aos
fluorocromos CMA, (a) e DAPI (b). Setas indicam regides ricas em pares de bases GC.
Barra: 5 pm.

Figura 6 - Metafases de fémeas de Gnamptogenys regularis submetidas aos fluorocromos
CMA (a, ¢) e DAPI (b, d). Setas indicam regides ricas em pares de bases GC que se localizaram
no par cromossoémico 13. Em (a) as regides CMA " sdo de tamanhos diferentes entre
os homdlogos e em (b) as regides CMA " sdo do mesmo tamanho. Barra: 5 um.
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Figura 7 - Metafases de Gnamptogenys striatula do Rio de Janeiro (RJ) (2n=32) e
Petropolis (RJ) (2n=34) coradas com os fluorocromos CMA (a, ¢) e DAPI (b, d),
respectivamente. Setas indicam regides ricas em pares de bases GC. Barra: 5 um.
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Figura 8 - Metafases de témeas de Gnamptogenys moelleri de Petropolis (RJ) (2n=34),
Vicosa (MG) (2n=34) e Acailandia (MA) (2n=44) submetidas a colorag¢do com
os fluorocromos CMA (a, ¢, €) e DAPI (b, d, ), respectivamente. Setas indicam regides

ricas em pares de bases GC. Barra: 5 pm.




Figura 9 - Cariotipo de fémea de Gnamptogenys triangularis submetida a técnica de FISH
com sonda rDNA 18S (blocos vermelhos). Barra: 5 pm.

Figura 10 - Cariotipos de f€émeas de Gnamptogenys regularis submetidas a técnica de FISH
com sonda de rDNA 18S (blocos vermelhos). Os blocos de genes ribossomais 18S se localizaram
no par cromossomico polimorfico 13. Caixas mostram esse par em (a) estado heterozigoto
com diferenga no tamanho dos blocos rDNA 18S entre os homologos e (b) um dos estados
homozigotos, homologos submetacéntricos com blocos de rDNA 18S de mesmo tamanho.
Barra: 5 pm.
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Figura 11 - Cariotipos de fémeas de Gnamptogenys striatula de (a) Rio de Janeiro (RJ)
(2n=32) e (b) Petropolis (RJ) (2n=34) submetidas a técnica de FISH com sonda para rDNA
18S (blocos vermelhos). Caixa mostra o par cromossomico 17 no estado heterozigoto nao
carreador dos genes ribossomais 18S. Barra: 5 pm.
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Figura 12 - Caridtipos de fémeas de Gnamptogenys moelleri de (a) Petropolis (RJ) (2n=34)
e (b) Agailandia (MA) (2n=44), submetidas a técnica de FISH com sonda para rDNA 18S
(blocos vermelhos). Barra: 5 pm.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo permitiu concluir que:

e Todas as 14 espécies de formigas neotropicais estudadas, que incluiram
representantes de quatro subfamilias (Ponerinae, Ectatominae, Formicinae e
Myrmicinae) apresentaram apenas um par cromossomico carreador dos genes
ribossomais 18S;

e Em todas as 14 espécies de formigas neotropicais estudadas, as regides de
genes rDNA 18S coincidiram com as regides positivas ao fluorocromo;CMA
evidenciando que esses genes sdo ricos em pares de bases GC;

e Um sutil heteromorfismo de regides de genes ribossomais 18S foi observado
em Camponotus atriceps e Wasmannia auropunctata e podem ter sido originados de
um pequeno numero de duplicacdes/dele¢cdes devido a crossing-over desigual;

e A localizacdo dos genes ribossomais na regido pericentromérica em um par
cromossOmico metacéntrico observada tanto Bhwmicocrypta sp. e em
Mycocepurus goelddi (Barros et al. 2012), espécies consideradas menos derivadas
entre as formigas cultivadoras de fungos, pode ser um carater ancestral nesse grupo
de formigas;

e Acromyrmex echinatior apresentou os genes rDNA 18S na regido intersticial
do braco curto do maior par subtelocéntrico, 0 que coincidiu com as regides CMA
observadas por Barros et al. (2016), e confirma a ocorréncia do rearranjo do tipo
inversao paracéntrica eftromyrmex;

e Polimorfismos cromossomicos envolvendo regibes de rDNA 18S foram
observadosem Odontomachus bauri e em Gnamptogenys regularis. Rearranjos
como duplicagBes/delecbes nessas sequéncias cromossdmicas repetitivas podem ter
originado esses polimorfismos cromossdmicos nessas duas espécies. Esses dados de
polimorfismos envolvendo regides de genes ribossomais séo inéditos em formigas.

e Um polimorfismo de tamanho no braco longo do par cromossémico 17 foi
observado emGnamptogenys striatula de Petropolis-RJ. Foram encontrados
individuos heterozigotos (dois cromossomos submetacéntricos pequenos) e
individuos com uma das formas homozigotas (um cromossomo pequeno

submetacéntrico e um cromossomo maior subtelocéntrico). Rearranjos do tipo
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duplicacdes devido a permuta génica desigual ou translocacdo podem ter originado
esse polimorfismo cromossémico;

e Embora Gnamptogenys moelleri apresente caracteres morfolégicos bem
definidos, a populacdo de Acailandia apresentou varia¢cdes cromoss6micas (numero,
morfologia e par cromossdmico carreador das regides de genes ribossoais 18S
relacdo as de Vicosa e Petropolis, 0 que sugere que essas sejam espécies cripticas;

¢ Foi possivel diferenciar citogeneticamente duas populacd@samhaptogenys
striatula (Rio de Janeire- RJ e Petropolis RJ) por meio do numero e morfologia
cromossOmica, par cromossomico carreador das regides de genes ribossomais 18S,
ricas em pares de bases GC. Isso demonstra que a citogenética, classica e molecular,

pode ser uma ferramenta auxiliar na resolucao taxonémica dessa espécie.
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