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RESUMO

SILVEIRA, Linda Inés, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2022.
Citogenética classica e molecular em formigas do género Crematogaster Lund
1831 (Formicidae: Hymenoptera) com sondas especificas e de DNA repetitivo.
Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Coorientador: Hilton Jeferson Alves
Cardoso de Aguiar.

As formigas do género Crematogaster sao amplamente distribuidas, mas atingem sua
maior diversidade e abundéancia em regides tropicais e subtropicais. Esse género
representa um grupo monofilético, facilmente reconhecivel devido a configuragéo
apomorfica do pds-peciolo e gaster e é o terceiro maior género de formigas, com 773
espécies validas. Crematogaster apresenta alta variabilidade morfolégica
intraespecifica, 0 que exige um grande esforco para a identificacdo das espécies.
Citogeneticamente, ha dados para 18 morfoespécies de Crematogaster com variacdo
cromossémica de 2n= 24-58. Estudos citogenéticos direcionados ao rDNA e as
sequéncias microssatélites tém auxiliado na compreensdo da evolucéo
cromossbémica, resolucao taxonémica e filogenética em Formicidae. Nesse contexto,
o presente estudo teve por objetivo mapear a configuracao de regides especificas de
DNA no genoma de espécies de formigas Crematogaster, buscando padrbes e
insights que indiquem mecanismos recorrentes de rearranjos cromossdmicos entre as
espécies desse género. Foram aplicadas nos cromossomos metafasicos de cinco
espécies desse género a técnica convencional para analise cromossémica (Giemsa),
FISH para mapeamento de rDNA 18S e investigacdo de padrées de marcacao de
microssatélites. Das colonias analisadas, duas pertencem a C. erecta (2n=22)
(denominada aqui de citétipo | e II). Foram analisadas também Crematogaster aff.
erecta (2n=28), C. tenuicula (2n=38), C. limata (2n=38) e Crematogaster sp.1 (2n=38).
Todas as espécies analisadas apresentaram um par cromossdémico portador rDNA
18S naregido intracromossdmica. Foi observado heteromorfismo de tamanho de NOR
em C. erecta citotipo I. C. tenuicula apresentou blocos AT-positivos. O padrao disperso
do microssatélite (GA)15 nos dois bracos cromossémicos de Crematogaster sugere
que a configuragao cariotipica do género deve-se a rearranjos cromossémicos do tipo
fissbes céntricas seguidas por inversdes. Os telébmeros das espécies de
Crematogaster se mostraram ricos com a sequéncia (TTAGG)s em ambas as



extremidades, o padrdao observado em Formicidae. A sequéncia (TCAGG)s foi
observada nos teldmeros de duas espécies de Crematogaster estudadas e séo
inéditos em Formicidae. A sequéncia (TCAGG)s foi observada em regido centromérica
na espécie C. erecta citétipo |, o0 que sugere que fusdes podem estar envolvidas na
evolucao do género. Embora as duas col6nias de C. erecta sejam morfologicamente
indistinguiveis, elas apresentam variacbes citogenéticas na morfologia dos
cromossomos e padroées de NOR e microssatélites, sugerindo a possibilidade da
existéncia de potenciais espécies cripticas na regiao estudada. Os dados
citogenéticos moleculares do presente estudo sao inéditos em Crematogaster e
mostram claramente o0 seu potencial na contribuicdo de futuras discussées

relacionadas a evolucao cromossémica desse género de formigas.

Palavras-chave: Formicidae. Microssatélites. rDNA. Amazo6nia.



ABSTRACT

SILVEIRA, Linda Inés, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May, 2022. Classical
and molecular cytogenetics in ants of the genus Crematogaster lund 1831
(Formicidae: Hymenoptera) with specific and repetitive DNA probes. Adviser:
Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-Adviser: Hilton Jeferson Alves Cardoso de
Aguiar.

Crematogaster ants are widely distributed and they reach the apex of their diversity
and abundance in tropical and subtropical regions. Crematogaster is the third largest
genus of ants, with 773 valid species and is a monophyletic group easily recognizable
due to the post-petiole and gaster configuration considered to be apomorphic.
Crematogaster species have high intraspecific morphological variability, requiring
large taxonomic efforts for species delimitation. 18 Crematogaster morphospecies
have some kind of cytogenetic information, with chromosomal variation ranging from
2n= 24 to 2n=58. Cytogenetic studies including physical mapping of rDNA and different
microsatellites allowed better understanding of chromosomal evolution, taxonomic
issues and phylogenetic resolution within Formicidae. In this context, the present study
focused on physically mapping specific regions of DNA in the genome of
Crematogaster ant species, seeking patterns and insights that indicate recurrent
mechanisms of chromosomal rearrangements among species of this genus.
Conventional technique for chromosomal analysis (Giemsa), FISH for 18S rDNA
mapping and investigation of microsatellite labeling patterns were used. Of the
analyzed species, two belong to the species C. erecta (2n=22) with two different
cytotypes (I and Il). Crematogaster aff. erecta (2n=28), C. tenuicula (2n=38), C. limata
(2n=38) and Crematogaster sp.1 (2n=38). All species analyzed presented a
chromosomal pair carrying 18S rDNA in the intrachromosomal region. A size
heteromorphism of NOR was observed in C. erecta cytotype |. C. tenuicula showed
AT-positive blocks. The scattered pattern of the microsatellite (GA)1s in the two
chromosome arms of Crematogaster suggests that the karyotypic configuration of the
genus is due to chromosomal rearrangements of the centric fission type followed by
inversions. The telomeres of Crematogaster species were expectadely rich with the
(TTAGG)s sequence at both ends: a common pattern observed in Formicidae.
However the sequence (TCAGG)s was observed in the telomeres of two species of



Crematogaster studied and is unprecedented in Formicidae. The sequence (TCAGG)s
was observed in a centromeric region in the species C. erecta cytotype |, which
suggests that fusions may be involved in the evolution of the genus. The two colonies
of C. erecta are morphologically indistinguishable, however they present cytogenetic
variations such as morphological differences, NOR locality, and microsatellite pattern,
suggesting the possibility of potential cryptic species. The molecular cytogenetic data
of the present study are unprecedented in Crematogaster and will contribute to future

discussions related to the chromosomal evolution of this extremely complex ant genus.

Keywords: Formicidae. Microsatellites. rDNA. Amazon.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Familia Formicidae

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) estdo presentes em todos os
ambientes terrestres, com excecao dos poélos (Hélldobler & Wilson, 1990) e séo
responsaveis por 15 a 20% da biomassa animal terrestre, sendo as regides tropicais
aquelas onde estes insetos apresentam maior abundéancia e diversidade, ocupando
25% ou mais da massa animal (Schultz, 2000). A diversificacao das espécies de
formigas também chama a atencao pela sua forte relagdo com espécies vegetais
(Moreau et al. 2006). Existem 14.064 espécies de formigas descritas, distribuidas em
17 subfamilias e 340 géneros (Bolton, 2022). Deste total, estdo presentes na regido
neotropical 14 subfamilias e 157 géneros (Bolton, 2021).

Esses insetos sao polimérficos e em algumas espécies essa diferenca
morfolégica é muito evidente, como nas formigas dos géneros Afta e Acromyrmex
(Fernandez, 2003; Della Lucia et al., 2014; Baccaro et al., 2015) ao passo em que ha
espécies que possuem operarias monomorficas (Gullan & Cranston, 2012). Os
autores explicam ainda, que dentro da col6nia ha o dimorfismo entre operarias,
rainhas, gine e os machos (os dois ultimos geralmente sédo alados).

As formigas, assim como todos os insetos himenopteros, possuem um sistema
genético de determinacao sexual haplodiploide, no qual as fémeas sao produzidas a
partir de ovos fertilizados (diploides) e os machos a partir de ovos nao fertilizados
(haploides), ou seja, os machos recebem apenas 0s genes maternos, enquanto que
as fémeas herdam os genes de ambos os pais (Palomeque et al., 1990; Lorite &
Palomeque, 2010). H& sistema de castas especializadas com sobreposicao de
geracdes e cooperacdo entre os os membros que sao divididos em reprodutoras e
nao reprodutoras e machos (Wilson & Hélldobler, 2005). Por este motivo, Gullan &
Cranston (2012) atribuem a eusocialidade a chave para o sucesso ecoldgico desses

insetos.

1.2 Geénero Crematogaster
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O género Crematogaster Lund (1831) é o terceiro maior género de formigas
(Holldobler & Wilson, 1990; Blaimer, 2012a; Blaimer, 2012c) dentro da maior
subfamilia, Myrmicinae (Holldobler & Wilson, 1990; Ward, 2010), pertencem a tribo
Crematogastrini (Longino, 2003) e possuem 15 subgéneros dos quais apenas
Oxygyne e Atopogyne sao monofiléticos (Blaimer, 2012d). Atualmente, compreendem
515 espécies validas (Bolton, 2022). Com distribuicdo global, as espécies desse
género estao presentes na maioria dos habitats como florestas Umidas e savanas,
mas atingem sua maior diversidade e abundancia em regides de clima tropical e
subtropical, onde formam elementos dominantes da fauna arb6rea (Wheeler, 1986;
Blaimer, 2012b; Peeters et al., 2013).

A maioria das espécies de Crematogaster tropicais sdo arbéreas, nidificam
tipicamente em arvores, galhos mortos ou galhos no dossel, troncos podres no chao,
sob casca e copas de arvores ou musgo (Casevitz-Weulersse,1972; Santini et al.,
2007; Quinet et al.,, 2009; Santini et al., 2011; Blaimer, 2010, Blaimer, 2012c).
Usualmente, exercem uma associacdo mutualistica com plantas hospedeiras
(Feldhaar et al., 2003; Fernandez, 2003; Peeters et al., 2013). Algumas espécies
tropicais e de zonas temperadas fazem seus ninhos no solo (Wheeler 1906; Hosoishi
et al., 2010), outras em serrapilheira, como a Crematogaster sotobosque cujas
operarias forrageiam durante o dia em vegetagédo rasteira e sdo moderadamente
abundantes em floresta umida de planicie (Longino, 2003).

As formigas do género Crematogaster sao forrageadores generalistas e
onivoras, recrutam outras companheiras de ninho ao detectarem isca de acucar ou
proteinas e raramente atacam presas vivas (Longino, 2003). Além de capturarem
presas muito grandes, sao capazes de atacar e se alimentar coletivamente, gragas ao
recrutamento de curto prazo (Richard et al., 2001). Devido ao comportamento
agressivo, territorialista e a natureza populosa, as Crematogaster exibem potencial
significativo para atuar no controle bioldégico (Adgaba et al., 2014; Kamiyama et al.,
2021).

Crematogaster € um género monofilético (Longino, 2003; Blaimer, 2012a) e
reconhecivel pela configuracdo apomérfica do pds-peciolo e gaster (Longino, 2003,
Blaimer et al., 2018). Usualmente, o gaster das espécies de Crematogaster tem sua
estrutura que se assemelha a uma gota (Longino, 2003). As formigas operarias deste

género sao facilmente reconheciveis por algumas caracteristicas morfolégicas unicas
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(Fernandez, 2003). Entre elas estdo a fixacao dorsal do pds-peciolo ao 4° segmento
abdominal e a auséncia de n6 peciolar (Longino, 2003). Essas caracterisiticas confere
a estas formigas a capacidade de flexionar o gaster para frente sobre o0 mesossoma,
dando a esse género o apelido de “formigas acrobatas”, sendo essa uma postura
defensiva (Buren, 1959; Blaimer, 2012a; Blaimer, 2012c). Uma outra caracteristica
morfolégica do género é sua picada espatulada, usada para a aplicacdo do veneno
por contato e n&o por injegao (Buren, 1959; Marlier, 2004).

A taxonomia de Crematogaster exige um grande esforgo (Ward, 2007; Blaimer,
2010), devido a alta variabilidade morfolégica intraespecifica (Longino, 2003; Blaimer,
2010). Alguns taxonomistas sugerem que o0 género esta fortemente sobrecarregado
de sinonimias (Blaimer, 2012d; Hosoishi e Ogata, 2009), especialmente em espécies
que variam geograficamente e apresentam variagdao na morfologia, como tamanho ou
coloracao (Ward, 2010). De acordo com Longino (2003); Ward (2007, 2010) podem
ser observados niveis de desorganizagdo na nomenclatura das espécies do género
Crematogaster.

As castas das espécies desse género podem ser consideradas monomérficas
ou exibir algum nivel de polimorfismo (Longino, 2003), ou seja, as castas podem
apresentar caracteres morfoldgicos sutis. Além das castas das operarias e rainha,
Crematogaster pode apresentar uma terceira casta, os chamados “intermediarios”,
que possuem morfologia e comportamento especializados para a producao de ovos
tréficos, principal fonte de proteina para as larvas (Heinze et al., 1991; Peeters et al.,
2013). Esse caso é especialmente observado em larvas de C. smithi que ndo se
alimentam de itens sélidos que ndo sejam ovos e raramente recebem alimentos

liquidos via trofalaxia (Heinze et al., 1999).

1.3 Citogenética classica e molecular

A partir dos trabalhos citolégicos principalmente de Sutton (1903) e Boveri
(1904) por volta de 1900 (apud Guerra, 1988), a citogenética passou a ser reconhecida
como ciéncia. A citogenética é a ciéncia proveniente da unido dos conhecimentos
citologicos e genéticos, que consiste em estudar os cromossomos, abrangendo tanto
namero, morfologia, organizagdo, funcédo, quanto variacdo e evolugdo cariotipica
(Guerra, 1988).
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Os estudos de citogenética classica estdo relacionados a analise de
cromossomos mitéticos, atuando em uma fase especifica da divisdo celular, a
metafase (Chauffaille, 2005), sendo a fase em que os cromossomos se encontram
altamente condensados (Alberts et al.,, 2011). Esses cromossomos podem ser
evidenciados utilizando corantes como Giemsa, e bandamentos transversais como a
banda C para deteccao de heterocromatina (Sumner, 2003) e a banda NOR para
determinacao de posicdo e numero de regides organizadoras de nucléolos com
precipitacao de nitrato de prata (Howell & Black, 1980). Os parametros utilizados na
citogenética classica sdo numero, morfologia e estrutura cromossémica através do
pareamento e montagem do cariétipo (Guerra, 1988).

De forma complementar, a citogenética molecular visa a detecgédo de regides
homdélogas dos cromossomos com o uso da hibridizacao in situ fluorescente (FISH),
com o uso de sondas marcadas com fluorocromos, que hibridizam com sequéncias
especificas do DNA/RNA-alvo, para verificar a presenca e a localizacdo de uma dada
sequéncia de DNA no genoma da espécie estudada (Guerra, 2004). A técnica de FISH
consiste em desnaturar e renaturar a dupla hélice de DNA cromossdémico. Caso
durante a renaturacdo houver sonda especifica disponivel, esta podera se ligar as
regides complementares do DNA-alvo, concluindo o processo de hibridizacdo, e o
sinal seré detectado em microscépio de fluorescéncia (Levsky & Singer, 2003; Guerra,
2004).

A técnica de FISH, tem ampliado a capacidade de detectar alteracoes
cromossémicas (Chauffaille, 2005). O mapeamento cromossémico fisico por FISH
constitui uma estratégia rapida e facil para determinar a abundéancia e distribuicao
cromossémica de sequéncias alvo que indicam padrdes evolutivos e permitem
discussdes a respeito da evolucao do cariétipo de um dado grupo (Guerra, 2004). O
uso da técnica FISH, associado ao sondas baseadas em sequéncias de
microssatélites e outras sequéncias repetitivas séo Uteis, pois podem fornecer meios
para compreender a disposi¢cao de agrupamentos de genes no cariétipo (Ruiz-Ruano
et al., 2014). Dessa forma, fornece dados para questdes relacionadas a estrutura do
genoma e evolugéo de diferentes grupos (Schneider et al., 2015; Cunha et al., 2016;
Peixoto et al., 2016; Travenzoli et al., 2019).

Analises cariologicas mostram-se de fundamental importéncia para realizar

comparagbes entre espécies diferentes ou analisar variagdes intraespecificas,
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(Guerra, 1988; Loiselle et al., 1990). E possivel também caracterizar novas espécies
(Imai et al. 1994), comparar populacdes e espécies simpatricas (Mariano et al., 2012)
e auxiliar na separagao de espécies cripticas (espécies morfologicamente idénticas)
(Guerra, 1988). Nesse contexto, a citogenética que fornece informagdes nao
observaveis a nivel morfolégico (Mariano, 2004), quando associada a uma
identificacdo que € baseada tipicamente em tracos morfolégicos, que podem ou nao
ser alteradas ao longo do tempo pela pressao seletiva exercida pelo meio ambiente,
a qual cada espécie é submetida (Barros et al., 2014). No entanto, sdo uteis para
estudos filogenéticos, taxondmicos e evolutivos (Lorite & Palomeque, 2010; Barros et
al., 2015; Aguiar et al., 2017).

1.4 rDNA e Microssatélites

O genoma dos eucariotos contém grandes quantidades de DNA repetitivo,
classificado em sequéncias moderadamente ou altamente repetitivas de acordo com
o grau de repetitividade (Britten & Kohne, 1968). Essas regides de DNA repetitivo
também podem ser agrupadas através dos critérios de organizagcdo (em
conjunto/tandem ou disperso) ou de acordo com seu papel funcional (Lopez-Florez &
Garrido-Ramos, 2012).

Entre os DNAs repetitivos in tandem, ha DNAs moderadamente repetitivos,
como RNA ribossémico (rRNA) (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012). Os genes de
rRNA estao presentes em uma ou centenas de copias no genoma (Hadjiolov, 1985) e
estdo agrupados nas células mitéticas nas regides organizadoras de nucléolos
(NORs) em um ou mais cromossomos (Roussel et al.,1996; Lopez-Florez & Garrido-
Ramos, 2012). Durante a mitose, os agrupamentos de genes de rRNA sao geralmente
vistos na maioria dos casos, como constricoes secundarias nos respectivos
cromossomos, as quais durante a mitose em um ou alguns cromossomos, Sao 0S
locais de formag&o do nucléolo na teléfase (Hadjiolov, 1985).

Nas células eucaritdticas durante a intérfase, os nucléolos séo os locais de
transcricdo de rDNA, processamento de rRNA e montagem de ribossomos (Warner,
1990; Hadjiolov, 1985). Para a maioria dos organismos, cada copia do gene rDNA 45S
é constituida de uma subunidade pequena 18S, uma subunidade grande 28S, e o
gene 5.8S, bem como dois espacadores externos transcritos cercando os 18S e 28S,
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dois espacadores internos transcritos entre os genes e um espacador intergénico
grande e nado transcrito. H4 também a regido do promotor, que possui duas
sequéncias relevantes, o elemento de controle a jusante e o nucleo promotor (Hillis &
Dixon, 1991; Raska et al. 2004; Nei & Rooney, 2005; Lopez-Florez & Garrido-Ramos,
2012). Os ribossomos sdo compostos por duas subunidades principais, a subunidade
pequena (40S) composta pelo rRNA 18S juntamente com 32 proteinas que em
eucariotos contém apenas um tipo de rRNA e a subunidade maior (60S) com trés tipos
de rRNA, 20S, 5.8S e 5S com 47 proteinas cada uma com rRNAs distintos e proteinas
ribossomais (Hillis & Dixon, 1991; Xue & Barna 2012). Trés dos quatro tipos de RNA
riboss6mico 18S, 5.8S e 28S sao transcritos pela RNA polimerase | (Xue & Barna
2012). Enquanto o quarto rRNA, 5S, € transcrito por polimerase Il (Hadjiolov,1985;
Raska et al. 2004; Xue & Barna, 2012)

O RNA ribossomal 18S da subunidade menor do ribossomo de eucariotos é um
dos genes mais frequentemente usados em estudos filogenéticos, pois possui as
sequéncias de evolugao mais lentas encontradas em todos os organismos vivos (Hillis
& Dixon, 1991; Anne, 2006). Em geral o rDNA é util para analises filogenéticas devido
as suas diferentes regides de unidade de repeticdo que evoluem em taxas muito
diferentes (Kocher et al., 1989). Além de serem sequéncias altamente conservadas
dentro da maioria dos genes rRNA, podem ser usadas para construcdo de primers
universais para sequenciamento de rRNA e rDNA (Kocher et al., 1989). Podendo
também serem usadas para amplificacdo de regides de interesse, através da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), devido ao seu arranjo repetitivo dentro do genoma,
fornece quantidades excessivas de DNA para PCR, mesmo em organismos menores
(Meyer et al., 2010) ou para andlise de enzimas de restricdo (Kocher et al., 1989).

As sequéncias nucleotidicas das regides codificadoras de rRNA sdo quase
idénticas entre espécies intimamente relacionadas e sdo semelhantes mesmo entre
espécies distantes (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012). Desse modo o gene rRNA
18S é um marcador molecular importante, amplamente utilizado em inferéncias
filogenéticas, analises moleculares para reconstruir a histéria evolutiva dos
organismos (Hillis & Dixon, 1991; Meyer et al., 2010).

No outro extremo da taxa de variagdo, os microssatélites ou repeticdes simples
de sequéncia (SSRs) séo repeti¢des in tandem curtas, com menos de 9 nucleotideos
distribuidos nos cromossomos (Cuadrado & Jouve, 2007; Lopez-Florez & Garrido-
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Ramos, 2012; Schemberger et al., 2014; Abad et al., 2014) eocorre com frequéncia
no genoma de eucariotos e procariotos (Jentzsch et al., 2008). Os microssatélites
podem ser encontrados tanto nas regides de codificacdo de proteinas quanto na
regido de nao codificacao, incluindo sequéncias regulatérias (Lopez-Florez & Garrido-
Ramos, 2012; Li et al., 2004). A distribuicdo de microssatélites é altamente variavel
nos genomas das espécies e estes podem ser encontrados em regides especificas
ou dispersos pelos cromossomos, de forma n&o aleatoria (Li et al., 2004; Hatanaka et
al., 2002; Cuadrado & Jouve, 2007; Jentzsch et al., 2008). Os microssatélites sao
altamente polimérficos tanto entre populacdes, quanto dentro de uma mesma
populacdo e, portanto, podem oferecer uma fonte de informacdo para uma
compreensao mais completa de estrutura populacional (Hatanaka et al., 2002;
Cuadrado & Jouve, 2007; Jentzsch et al., 2008).

Os dinucleotideos sao o principal tipo de repeticoes de microssatélites para
muitas espécies (Jentzsch et al., 2008; Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012). O tipo
mais comum de repeticdo de dinucleotideo no genoma de algumas espécies de
invertebrados sao os (CT)n/ (GA)n (Estoup et al., 1993; Naciri et al., 1995).

Os microssatélites contendo unidades de repeticdo mais longas (os
tetranucleotideos) tendem a evoluir mais rapidamente do que aqueles que contém
unidades mais curtas, devido ao reparo relativamente ineficiente durante o processo
celular (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012). A taxa de mutacao dos microssatélites
é 10 a 100.000 vezes maior que a taxa de mutacao em outra parte do genoma
(Gemayel et al., 2010). As mutacées ndo sao apenas mutacdes pontuais, mas
também estado relacionadas a variacao no numero de repeticbes em cada l6cus dos
microssatélites, pois os diferentes individuos em uma populagéo diferem em numero
de repeticdo em cada locus de microssatélites (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012).
Ou seja, é devido a variagdo no numero de unidades repetidas que os microssatélites
sao altamente polimdrficos (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012; Schneider et al.,
2015; Li et al., 2004). Esta caracteristica os tornam uma fonte de informacdes para
estudos de genética evolutiva através de mapeamento genético (Hatanaka et al.,
2002). Os microssatélites dentro dos genes evoluem através de processos
mutacionais semelhantes aos localizados em outras regidées genémicas, incluindo

desvio de replicacdo, mutagao pontual e recombinacéo (Li et al., 2004).
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Os microssatélites sao instaveis e as taxas de mutacdo variam entre as
diferentes sondas, e isso ir4 depender do nimero de unidades repetidas, pureza e o
comprimento da unidade de repeticdo (Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012). Além
do mais, a evolugdo dos microssatélites nos genes codificadores e regides
reguladoras devem compartilhar processos mutacionais semelhantes aos
microssatélites em regides nao transcritas (Li et al., 2004).

A maioria dos microssatélites em um genoma pode nado ter uma funcéo
definida, mas a variagdo em microssatélites € gerada constantemente e estes
constituem um rico reservatério de variacao genética, pois € essa variacao intrinseca
dentro dessas sequéncias, tanto em regido funcional quanto regides nao funcionais,
que fundamenta a importancia evolutiva dos microssatélites (Li et al., 2004; Jentzsch
et al., 2008).

De acordo com Lopez-Florez & Garrido-Ramos (2012), essas caracteristicas
inerentes aos microssatélites, bem como sua evolucao, fornecem informacdes para
estimativas dos niveis de variabilidade e diversidade genética entre populagdes,
namero de alelos por locus, frequéncias alélicas, distancia genética entre popula¢oes
ou entre individuos de uma mesma populacao, assim como informacdes para analise

filogenéticas.

1.5 Citogenética classica e molecular de Formicidae

Dados citogenéticos ja foram publicados em mais de 800 espécies de formigas
(Lorite & Palomeque, 2010; Mariano et al., 2015, 2019; Aguiar et al., 2020; Teixeira et
al., 2020; 2021; Barros et al., 2021a, b) com variagcdo no numero cromossémico de
2n=2 em Myrmecia croslandi (Myrmeciinae) (Taylor, 1991) a 2n=120 em Dinoponera
lucida (Ponerinae) (Emery, 1901) (Mariano et al. 2008). A subfamilia Myrmicinae é
aquela com o maior numero de espécies descritas (Bolton, 2022) e também possui 0
maior nimero de espécies ja analisadas citogeneticamente (Lorite & Palomeque,
2010). No entanto, anadlises citogenéticas em Formicidae ndao sao igualmente
distribuidas entre as subfamilias e géneros, e a maioria dessas analises diz respeito
somente a numero e morfologia cromossdémica (Lorite & Palomeque, 2010; Mariano
et al., 2019).
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O mapeamento fisico de genes de rDNA para Formicidae utilizando a técnica
de FISH foi descrito pela primeira vez em formigas australianas por Hirai et al.,
(1994,1996). Atualmente, estao disponiveis dados para 19 géneros de formigas que
tiveram seu genes ribossomais mapeados: Myrmecia Fabricius, 1804 (Hirai et al.,
1994,1996); Tapinoma Foerster, 1850 (Lorite et al., 1997); Dinoponera Roger, 1861;
(Mariano et al., 2008; Aguiar et al., 2011); Mycetophylax Emery, 1913 (Barros et al.,
2010, 2012; Cardoso et al., 2014; Micolino et al., 2019a); Anochetus Mayr, 1861
(Santos et al., 2010; Teixeira et al., 2021); Acromyrmex Mayr, 1865 (Cristiano et al.,
2013; Barros et al. 2016; 2021a; Teixeira et al., 2017, 2021); Atta Fabricius, 1804
(Barros et al., 2014, 2015, Teixeira et al., 2017); Dolichoderus Lund, 1831 (Santos et
al., 2016); Camponotus Mayr, 1861 (Aguiar et al., 2017; Teixeira et al., 2021);
Mycetomoellerius Solomon, Rabeling, Sosa-Calvo & Schultz, 2019 (Barros et al.,
2018. Publicada como Trachymyrmex); Gnamptogenys Roger, 1863 (Teixeira et al.,
2020, 2021); Crematogaster Lundi, 1831; Gigantiops Roger, 1863; Myrmicocrypta
Smith, F., 1860; Odontomachus Latreille, 1804; Pheidole Westwood, 1839;
Pseudoponera Emery, 1900; Solenopsis Westwood, 1840 (Teixeira et al., 2021) e
Strumigenys Smith, F., 1860; (Teixeira et al., 2021; Barros et al., 2021).

Dados citogenéticos disponiveis na literatura relacionados ao mapeamento de
genes de rDNA, mostram que para todas a formigas neotropicais que tiveram seus
genes ribossomais mapeados, foi observado a presenca de apenas um unico par de
cromossomos portador de genes rRNA 18S (Mariano et al. 2008; Santos et al. 2010,
2016; Barros et al. 2012, 2015, 2016, 2018, 2020, 20214, b; Teixeira et al., 2017, 2020,
2021, Aguiar, 2017, 2020), com excec¢ao de Dinoponera gigantea Perty, 1833 e
Camponotus renggeri Emery, 1894 (Aguiar et al., 2011, 2017) respectivamente.

Estudos citogenéticos moleculares sobre genes de rDNA e a utilizacdo de
microssatélites em formigas tém auxiliado na compreensdo da evolugcao
cromossémica, filogenia e resolugdes taxondmicas fornecidas para diferentes grupos
de formigas (Hirai et al., 1994, 1996; Santos et al., 2010, 2016), pois os rDNA séo
utilizadas como marcadores genéticos moleculares, permitindo comparacoes entre
taxons distantes (Teixeira et al., 2021), assim como auxiliam na compreensao de
probleméticas envolvendo complexos de espécies (Teixeira et al., 2017, Barros et al.,
2021Db).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Mapear citogeneticamente a configuracao de regides especificas de DNA no
genoma de espécies de formigas do género Crematogaster, buscando padrdes e
insights que indiguem mecanismos recorrentes de rearranjos cromossémicos entre as

espécies desse género.

2.2 Obijetivos especificos

|. Caracterizar citogeneticamente cinco espécies amazbnicas do género

Crematogaster, com relacdo ao numero e morfologia dos cromossomos;

[l. Mapear fisicamente os clusters de genes rDNA 18S nos cromossomos de
cinco espécies de Crematogaster amazénicas;

[ll. Mapear fisicamente os cromossomos de cinco espécies do género
Crematogaster com microssatélites (GA)1s, (CA)1s, (CAA)10, (CAG)10, (CGG)io,

(GAG)10, (TAT)10, (TTAGG)s e (TCAGG)s.
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1. INTRODUCAO

As formigas sao as espécies mais ricas e ecologicamente dominantes de todos
os insetos eusociais (Holldobler & Wilson, 1990), e sua diversidade varia entre os
continentes e as regides biogeograficas (Lach et al., 2009). Sao facilmente
encontradas por todos os ambientes terrestres, com excecao dos polos (Hoélldobler &
Wilson, 1990), com maior abundancia e diversidade em regides tropicais, como a
Amazobnia (Oliveira et al.,, 1995). Atualmente ha 14.064 espécies de formigas
descritas, distribuidas em 345 géneros (Bolton, 2022). Todas as formigas sao
eusociais (Holldobler & Wilson, 2009; Ward, 2014) e possuem sistema genético de
determinacao sexual € haplodiploide, com fémeas diploides e machos haploides
(Gokhman & Kuznetsova, 2017).

Atualmente 515 espécies validas pertencem ao género Crematogaster (Bolton,
2022), o qual esta inserido na subfamilia Myrmicinae, (Hélldobler & Wilson, 1990;
Blaimer, 2012a; Blaimer 2012c). A sua capacidade de flexionar o gaster sobre o
mesossoma em uma postura defensiva (Blaimer, 2012a, 2012c) deu a essas espécies
o apelido de “formigas acrobatas”. As espécies desse género possuem distribuicao
global e estao presentes na maioria dos habitats, desde savanas até florestas Umidas,
mas atingem maior diversidade e abundancia nos tropicos e subtropicos (Wheeler,
1906; Blaimer, 2012b; Peeters et al., 2013). Embora a maioria das espécies do género
nos tropicos e subtrdpicos seja arbbérea, algumas espécies tropicais e de zonas
temperadas nidificam no solo (Longino, 2003; Hosoishi et al., 2010). O género
Crematogaster € monofilético (Longino, 2003; Blaimer, 2012a) e reconhecivel pela
configuracdo apomérfica do pds-peciolo e gaster (Longino, 2003; Blaimer, 2012a).
Porém, ha problemas na identificacao taxonémica das espécies desse género (Ward,
2007; Blaimer, 2010) devido a alta variagao intraespecifica (Longino, 2003; Blaimer,
2010).

Citogeneticamente ja foram estudadas mais de 800 espécies de formigas
(Lorite & Palomeque, 2010; Aguiar et al., 2020; Teixeira et al., 2021; Barros et al.,
2021a, 2021b). H& dados citogenéticos a respeito de 18 morfoespécies de
Crematogaster da Malasia, Indonésia, india, Japao, Australia, e Guiana Francesa com
variagdo cromossémica de 2n= 24-58 (revisado em Lorite & Palomeque 2010; Aguiar
et al., 2020, Teixeira et al., 2021). Imai et al. (1984) analisaram citogeneticamente
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quatro espécies do género, da India, C. biroi 2n=24, C. brunnea 2n=36, C. rothneyi
2n=50 e C. subnuda 2n=36 e relacionaram C. biroi com C. rothneyi devidoa
ocorréncias de rearranjos robertsonianos especificos. No Novo Mundo, informacdes
citogenéticas do género sao restritas a C. (Orthocrema) longispina, coletada no
Escudo das Guianas, com 2n= 24 cromossomos (Aguiar et al., 2020; Teixeira et al.,
2021).

Uma das técnicas da citogenética molecular é a hibridizag&o in situ fluorescente
(FISH), e 0 mapeamento fisico dos cromossomos por FISH constitui uma estratégia
rapida e facil para determinar a abundancia e distribuicdo de sequéncias repetitivas
especificas capazes de permitir discussdes a respeito da evolug¢ao do cariétipo de um
dado grupo (Guerra, 2004). O uso da técnica de FISH associado a sondas baseadas
em sequéncias microssatélites e outras sequéncias repetitivas sdo Uteis pois podem
fornecer meios para compreender a disposicao de grupamentos de genes no cariétipo
(Ruiz-Ruano et al., 2014). Dessa forma, o uso de microssatélites por meio do FISH
fornece dados relacionados a organizagdo cromossémica, sua estrutura e funcao
(Ruiz-Ruano et al., 2014). Essa abordagem pode ser utilizada para a compreensao da
evolucao de diferentes grupos (Schemberger et al., 2014) sendo inclusive aplicavel
em um contexto populacional (Goldstein & Schlbtterer, 1999) (Schneider et al., 2015;
Cunha et al., 2016; Peixoto et al., 2016).

Estudos relacionados a deteccdo de microssatélites em insetos ja foi
conduzidos em ortopteros (Milani & Cabral-de-Mello, 2014; Palacios-Gimenez &
Cabral-de-Mello, 2015), abelhas (Travenzoli et al., 2019) e formigas (Barros et al.,
2018). Para Formicidae estes estudos sdo conhecidos até o momento apenas para
trés espécies da subtribo Attina [Mycetomoellerius holmgreni (publicada como
Trachymyrmex holmgreni) foi estudada através de sondas (GA)is e Acromyrmex
ameliae e Ac. striatus estudadas com sondas teloméricas (TTAGG)s (Barros et al.,
2021a; Pereira et al., 2018) respectivamente.

Sob o aspecto biogeografico ha hipdteses que sugerem que as espécies de
Crematogaster da América do Sul sdo resultado de mais de uma onda migratéria de
populagcdes de outras localidades (Blaimer et al.,, 2012a), podendo apresentar
variacdes citogenéticas. As sequéncias repetitivas permitem a detecgcédo de variagdes
em caribtipos conservados e assim auxiliam na compreensao da evolu¢cdo do genoma

de Formicidae, incluindo aquelas localizadas na regido do escudo das Guianas
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Brasileiro, que ainda sao pouco conhecidas. Assim, a analise citogenética por meio
do mapeamento fisico dos cromossomos é uma ferramenta Gtil para a deteccéao de

padrbes abordagens moleculares.

2. MATERIAIS E METODOS

Seis colbnias de Crematogaster foram coletadas no municipio de Oiapoque-
Amapa, Brasil, (3°50'31.5"n 51°50'05.9"w) localizada no escudo das Guianas, de
acordo com a licenga de coleta sisbio/ibama n°62598: Crematogaster erecta (mayr,
1866), Crematogaster limata (smith, f., 1858), Crematogaster tenuicula (forel, 1904),
Crematogaster aff. erecta, Crematogaster sp. (grupo limata), por meio do método de
busca ativa. Para a identificagéo, individuos adultos de cada espécie fixados em alcool
pa foram enviados para analises taxonémicas e identificacao pelo dr. Jacques h. C.
Delabie, e consequente depédsito e tombamento na colecdo do laboratério de

mirmecologia do centro de pesquisas do cacau (cpdc/brasil), em ilhéus, na bahia.

2.1 Analise citogenética classica

As metafases mitéticas foram obtidas de ganglios cerebrais de larvas pds-
defecantes, extraidos com o auxilio de estiletes sob lupa estereoscopio LEICA KL 300
LED. Os ganglios cerebrais foram submetidos a tratamento com 1% de citrato de sédio
contendo 0,005% de colchicina por 90 minutos, de acordo com protocolo descrito por
Imai et al. (1988). A coloracao foi realizada com Giemsa 4%, por 20 minutos. Para a
visualizacdo das metafases, as laminas foram fotografadas fazendo uso do
microscopio Olympus BX53, com camera DP73F Olympus, utilizando-se o software
CellSens Imaging.

Para a determinacgao do cari6tipo, foram analisados pelo menos trés individuos
por espécie e pelo menos dez metafases por lamina, totalizando 30 metafases por
espécie. Os cromossomos foram medidos e classificados em metacéntricos (1,00—
1,70), submetacéntricos (1,71-3,00), subtelocéntricos (3,01-7,00) e acrocéntricos (a
partir de 7,01) de acordo com a metodologia de Levan et al. (1964) que considera a

razdo de bracos dos cromossomos (r = braco longo/brago curto). Os programas
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utilizados foram o Adobe® Photoshop® CS6 para a montagem dos caribtipos e o
Image Pro Plus® para a medicdo dos cromossomos.

2.2 Analise de citogenética molecular

Para deteccao de regides repetitivas in tandem (microssatélites) foi aplicada a
técnica de Pinkel et al. (1986), com modificacées de Cioffi et al. (2010). Através da
técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH), foram utilizadas as sondas (GA)1s,
(CA)15, (CAA)15, (CAG)15, (CGG)15, (GAG)15, (TAT)15, (TTAGG)s, (TCAGG)s,
marcadas com Cianina 3 (Cy3) na extremidade 5’ terminal na sua sintese conforme
sugestado da Sigma (St. Louis, MO, USA). A detecgéo dos genes rDNA 18S, as laminas
foram submetidas a marcacgéo indireta de acordo com o protocolo de (Pinkel et al.,
1986). A sonda para a regiao rDNA 18S foram obtidas através de amplificacado do DNA
total por PCR utilizando primers rDNA 18SF1 (5 GTC ATAGCT TTG TCT CAA AGA-
3') e 8SR1.1 (5'-CGC AAATGA AAC TTT TTT AAT CT-3’) construidos para a abelha
Melipona quinquefasciata (Pereira, 2006) e DNA total extraido da formiga
Camponotus rufipes. As condicdes de amplificacao utilizadas foram obtidas de Pereira
(2006). As sondas da regiao 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 a detec¢ao
de regides ricas em AT, as metafases foram tratadas com fluorocromo DAPI de acordo
com Schweizer (1980).

Para todas as detecgdes de genes rDNA e microssatélites foram utilizadas pelo
menos trés laminas de cada uma das espécies estudadas. As laminas submetidas as
técnicas de FISH para mapeamento de microssatélites, foram submetidas a um passo
extra para permitir sua reutilizacdo. Esse protocolo de reutilizagdo consiste no
aquecimento da lamina (utilizada previamente para marcagdao com outra sonda) por 5
minutos a 80 °C com 1xPBS. Apds esse tempo a lamina foi lavada com Tween e
1xPBS por 5 minutos cada, e posteriormente desidratada em série alcodlica de 50%,
70% e 100% por 2 minutos. Apés esse procedimento as laminas foram submetidas a
técnica de FISH. Esse protocolo permite que os cromossomos de uma mesma
metafase sejam marcados por diferentes marcadores reduzindo variaveis como a

compactacao dos cromossomos ou eventuais sobreposi¢ées. Essa técnica facilita as
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comparacdes dos mapas fisicos obtidos das diferentes espécies analisadas. E
fundamental observar que em todos os casos foram analisadas também laminas nao

reaproveitadas (virgens) para o controle dos resultados obtidos.
3. RESULTADOS

Este é o primeiro registro da ocorréncia de C. erecta, C. limata e C. tenuicula
no estado do Amapa. Ha o registro dessas espécies na Guiana Francesa (Franco et
al. 2019) e no estado do Para (Albuquerque et al. 2021), evidenciando a escassez de
dados mirmecolégicos no Amapa.

Os dados cromossGmicos obtidos para as espécies de Crematogaster
estudadas estdo resumidos na tabela 1. Foram analisadas seis col6nias do género
Crematogaster. Destas, duas colbnias pertencem a C. erecta Mayr, 1866. Essas duas
colbénias possuem 0 mesmo numero cromossdémico 2n=22, porém formulas
cariotipicas distintas, aqui consideradas como citdtipos diferentes. A férmula
cariotipica diploide de C. erecta citétipo | tem configuragdo cariotipica igual a
2n=18m+4sm (figura 1a), o citétipo Il tem 2n=20m+2sm (figura 1b). A C. aff. erecta
apresentou 2n=28 (24m+4sm) (figura 1c).

As trés espécies pertencentes ao grupo limata apresentaram o0 mesmo numero
cromossémico (2n=38). C. limata Smith, F., 1858, 2n= 6m+14sm+16st+2a (figura 1d),
C. tenuicula Forel, 1904 2n=22m+14sm+2st (figura 1e), C. Crematogaster sp.1 (figura
1f) 2n=22m+14sm+2st.

As cinco espécies estudadas apresentam os genes rDNA 188S restritos a regido
intracromossomica (intersticial/pericentromérica) de um Unico par de cromossomos
homologos (figura 2). Em C. erecta citétipo | (2n=22) a marcagéo de rDNA 18S foi
observada na regiao intersticial do braco longo do par cromossdémico subtelocéntrico
11 (figura 2a). Foi observado também uma diferenga no tamanho das bandas entre os
homologos. A localizagéo dos genes ribossomais 18S em C. erecta citotipo Il (2n=22),
foi observada na regiao pericentromérica do brago curto do terceiro par metacéntrico
(figura 2b); nesta espécie as bandas eram do mesmo tamanho. Em C. aff. erecta
(2n=28) os genes ribossomais foram observados no quarto par metacéntrico na regidao
pericentromérica do brago longo (figura 2c). Em C. limata (2n=38) os genes

ribossomais foram observados na regido pericentromérica no brago curto do primeiro
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par metacéntrico (figura 2d). Em C. tenuicula (2n=38) os genes rDNA 18S foram
observados na regiao intersticial, com o0 mesmo tamanho das bandas entre os
homologos ocupando quase todo o brago cromossémico longo (figura 2e). Em
Crematogaster sp. (grupo limata) (2n=38) a marcac¢ao dos genes 18S foi observada
no quinto par metacéntrico, na regiao intersticial, ocupando quase todo o braco longo
(figura 2f). Foi observado em C. tenuicula blocos de AT-positivos (DAPI+) em regides
pericentroméricas (figura 6).

Foram mapeados nove microssatélites nos cromossomos de Crematogaster
incluindo, di, trinucleotideos e motifs teloméricos. Os microssatélites (CA)1s, (CAA)1o,
(CAG)10, (CGG)10, (GAG)10, (TAT)10, ndo foram detectados nos cromossomos das
espécies analisadas. A sonda repetitiva (GA)1s apresentou distribuicao dispersa nos
cromossomos de todas as espécies estudadas (figura 3). Em C. erecta citotipo |, a
sonda (GA)is revelou além da distribuicao dispersa, sinais especificos em regiao
centromérica, chamada aqui de clusterizacao evidente (CE) (figura 3a).

O microssatélite (TTAGG)s foi observado em regides teloméricas de todas as
espécies analisadas (figura 4). Em C. aff. erectae C. limataa sonda (TCAGG)s marcou
as regides teloméricas (figura 5b e 5¢), mas em C. erecta citétipo |, este microssatélite
foi observado nas regides centroméricas dos cromossomos (figura 5a). Nao foi
observado em C. erecta citétipo Il, C. tenuicula e Crematogaster sp. (grupo limata) a
presenca de microssatélites com essas sequéncias.
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Tabela 1. Resumo das espécies de Crematogaster coletadas em Oiapoque-AP e analisadas por meio da citogenética classica e
molecular. Nomero cromossémico diploide (2n), formula cariotipica de acordo com Levan et al. (1964).

Espécie de 2n Férmula Padroes gerais de bandeamento pelas sondas em FISH
Crematogast cariotipica 18S Microssatélites
er (GA)15 (TTAGG)s (TCAGG)s
C. erecta 22 18m+4sm int () disp, CE tel cent
citotipo |
C. erecta 22 20m+2sm peri (p) disp tel -
citotipo
Crematogaste 28 24m+4sm peri (q) disp tel tel
r aff. erecta
C. limata 38 6m+14sm+16 peri (p) disp tel tel
st+2a
C. tenuicula 38 22m+14sm+2 int () disp tel o
st
Crematogaste 38 22m+14sm+2 int (q) disp tel -
rsp. (grupo st
limata)

= braco curto; q = brago longo; m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntricoperi =
pericentromérica; int= intersticial; subt subterminal; tel = telomérico; ter = terminal; disp = disperso; cent = centromérica; CE =
clusterizagao evidente na regido pericentromérica do braco longo do segundo par metacéntrico.
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Figura 1 —Cariétipo de Crematogaster. (a) e (b) C. erecta citétipo | e citétipo Il
respectivamente (2n= 22), (c) C. aff. erecta (2n= 28), (d) C. limata (2n= 38), (e) C.
tenuicula (2n=38), (f) Crematogaster sp. (grupo limata) (2n= 38). Barra: 5um.
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Figura 2 — Deteccdo de rDNA 18S (blocos vermelhos) nos cromossomos de
Crematogaster. (a) e (b) C. erecta citétipo | e citétipo Il respectivamente (2n= 22),
(c) C. aff. erecta (2n= 28), (d) C. limata (2n= 38), (e) C. tenuicula (2n=38), (f)
Crematogaster sp. (grupo limata) (2n= 38). Barra: 5um.
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C. erecta citotipo | C. erecta citotipo 11 C. aff. erecta

C. limata C. tenuicula Crematogaster sp. (grupo limata)

Figura 3. Metafases de fémeas de Crematogaster submetidas ao microssatélite
(GA)15. As setas indicam a regido de clusterizagdo evidente e as cabecas de setas
indicam o par cromossémico carreador do gene rDNA 18S. Os cromossomos sé&o
corados com DAPI (azul) e os sinais da sonda hibridizada estdo em vermelho. Barra:
Sum.
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C. erecta citotioo | C. erecta citotipo Il C. aff. erecta

C. limata C. tenuicula Crematogaster sp. (grupo limata)
Figura 4 - Metafases de fémeas de Crematogaster submetidas ao microssatélite
(TTAGG)s. Os cromossomos sao corados com DAPI (azul) e os sinais da sonda

hibridizada estdo em vermelho. Barra: 5um.

C. erecta citotipo | C. aff. erecta C. limata

a)

Figura 5 - Metafases de fémeas de Crematogaster submetidas ao microssatélite
(TCAGG)s. Os cromossomos sao corados com DAPI (azul) e os sinais da sonda
hibridizada estdo em vermelho. Barra: 5um.
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Figura 6. Metafase Crematogaster tenuicula (2n=38) corada com fluorocromo (DAPI).

As setas brancas indicam a coloragao positiva para regides ricas em AT. Barra =5 um
4. DISCUSSAO

Todas as espécies analisadas no presente estudo foram encontradas em
simpatria e estao incluidas no subgénero Crematogaster (Orthocrema). Os resultados
mostraram que C. erecta (2n=22) possui 0 menor numero cromossémico entre as
espécies do género, sendo que 0 maior niumero cromossdmico ja observado pertence
a Crematogaster. sp 2 da Indonésia, com 2n=58 (Imai et al. 1985). Assim como
observado em Crematogaster, outras formigas também exibem variacado
interespecifica no numero de cromossomos como observada em Gnamptogenys
Roger, 1863 (2n=16-68) (revisado em Mariano et al., 2019), Cyphomyrmex Mayr, 1862
(2n=20-64) (revisado em Mariano et al., 2019), Mycetophylax Emery, 1913 (Cardoso
et al., 2014), Dolichoderus Lund, 1831 (2n=10-38) (Santos et al., 2016 ).

As variagdes cariotipicas podem indicar altas taxas de reorganizagdo gendémica
durante a evolucao (Menezes et al., 2014), contudo, em Crematogaster a maior parte
dessas variacdes envolvem o nimero dos cromossomos e nao sua morfologia, pois 0
cariétipo das diferentes espécies de Crematogaster aqui estudadas e outras espécies
ja analisadas citogeneticamente por Imai et al. (1984) e Aguiar et al. (2020) sao ricos
em cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Considerando a variagdo no
namero cromossdmico observado em Crematogaster (2n=22-58) fissdes céntrica e/ou
translocacdes (fusbes) robertsonianas provavelmente desempenham papel central

nessa variagao.
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Os genes ribossomais 18S nas espécies de Crematogaster analisadas foram
detectados em apenas um par de cromossomos e localizados em regides
intracromossdmicas (intersticial/pericentromérica) (figura 2). Tanto 0 niumero como a
localizagdo desses genes ribossomais seguem o padrao observado na maioria das
espécies de formigas que tiveram seus genes ribossomais mapeados (revisado em
Teixeira et al.,, 2021). Essas regides provavelmente correspondem a NOR (ver
discussao em Teixeira et al., 2021). Em C. erecta (citétipo ) foi possivel observar uma
constricao secundaria que coincidiu com a localizagdo dos genes rDNA 18S (figura
1a, 2a respectivamente). A presenga de um unico sitio de rDNA é considerada uma
caracteristica plesiomorfica em Formicidae (Teixeira et al., 2021a).

Andlises citogenéticas realizadas em diferentes espécies animais e vegetais
apontam que as NORs estdo usualmente localizadas na heterocromatina em posi¢ao
terminal, frequentemente nos bracos curtos de cromossomos acrocéntricos (Hall &
Parker, 1995; Dutrillaux et al., 2016). Embora em muitos organismos essa posi¢ao
terminal seja comum, como insetos da ordem Orthoptera, esses genes sao
encontrados preferencialmente nas posi¢cées pericentroméricas (Sochorova et al.,
2018). Em Formicidae clusters de rDNA em posicoes terminais sdo menos
abundantes como revisado em Teixeira et al. (2020).

Variagbes numéricas de NORs dependem principalmente de sua localizagéo,
pois as NORs multiplas estao frequentemente em posi¢cdes terminais e subterminais,
que favorecem rearranjos, podendo aumentar o numero de rDNA no genoma, devido
a proximidade das regides terminais dentro do ndcleo interfasico (Martins & Wasko,
2004; Roa & Guerra, 2012; Hirai, 2020). As espécies de Crematogaster aqui
estudadas apresentaram NOR simples em regides intersticiais e pericentroméricas.
NORs simples ja foram observadas em diferentes grupos animais entre eles: Primatas
(Gerbault et al., 2017), Coleoptera (Dutrillaux et al., 2016), Lepidoptera (Nguyen et al.,
2010), Formicidae (Teixeira et al., 2020; Teixeira et al., 2021, Barros et al., 2021a, b).
NORs simples, geralmente estdo em posicao intersticial e tendem a permanecer
Gnicas no mesmo cromossomo, e podem eventualmente mudar de posicao em
diferentes espécies (Gerbault et al., 2017, Dutrillaux et al., 2016; Nguyen et al., 2010).
Os mecanismos que levam a dispersao de NORs no genoma, sdo pouco comuns em
regides intracromossdmicas, visto que recombinacdes ectdpicas, translocacoes,

trocas desiguais, podem resultar em gametas desequilibrados, e por tanto seriam
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fortemente contra selecionados durante a evolugao (Martins & Wasko, 2004; Dutrillaux
et al., 2016; Gerbault-Seureau et al., 2017, Hirai, 2020).

Os resultados observados sugerem que a evolugao dos genes de rDNA nos
cromossomos das espécies de Crematogaster, incluindo C. longispina estudada por
Teixeira et al. (2021), esta de acordo com a hip6tese proposta por Teixeira et al.
(2020) que discute a disperséo e localizacdo das NOR, pois os clusters unicos de
rDNA das espécies estudadas s&o intersticiais ou pericentromericos.

Heteromorfismos de tamanho de NOR instersticiais como os observados em C.
erecta citétipo | (figura 2a) ja foram relatados em posi¢des terminais nos cromossomos
de cigarras, besouros, abelhas (Maryanska-Nadachowska et al., 2016; Cabral-de-
Mello et al., 2011; Andrade-Souza et al., 2018) e em algumas formigas Azteca trigona
(Cardoso et al., 2012), Camponotus cingulatus (Aguiar et al., 2017), Camponotus
atriceps, Gnamptogenys tortuolosa (Teixeira et al., 2021). Heteromorfismos
envolvendo regides terminais podem ser consequéncia de variagcbes no numero de
cépias de rDNA, devido a ocorréncia de duplicagbes/exclusdées, como resultado de
crossing-over desigual (Sumner, 2003, Schubert & Lysack, 2011). Destaca-se
inclusive que a ocorréncia de trocas em regides intracromossdémicas sSao pouco
comuns, pois essas regides tém poucas chances de entrar em contato com outras
regides durante a meiose (Hirai et al., 2020).

Em C. erecta citétipo | foram observadas variagdes de tamanho nos sitios de
rDNA em regides intracromossdmicas (intersticial/pericentromérica). Esse padrao ja
foi observado em espécies de formigas como em Gnamptogenys reqularis,
Odontomachus bauri (Teixeira et al., 2020; 2021) Anochetus spp. (Santos et al., 2010).
O mecanismo envolvido no heteromorfismo de rDNA em regides intracromossémicas
pode estar associado a formacao de DNA circular extracromossémico (eccDNAs), que
provavelmente formariam sequéncias repetitivas in tandem (repeticbes em sequencia)
semelhantes aos genes do rDNA (Cohen & Segal, 2009). Acredita-se que DNAs
repetitivos desempenhem um papel significativo na formacao de eccDNA (Gaubatz,
1990). Estudos mostram que a maioria dos eccDNA consistem em repeticdes
cromossomicas in tandem, como DNA ribossémico e DNA telomérico (Cohen & Segal,
2009; Moller, et al., 2015; Paulsen et al., 2018).

O microssatélite (GA)1s mostrou sinal disperso nas espécies de Crematogaster,
o qual é semelhante ao observado em formigas cultivadoras de fungos (Teixeira et al.,



45

2021), na vespa Polybia fastidiosuscula (Marchioro et al., 2021) e em abelhas do
género Melipona (Santos et al., 2018; Travenzoli et al., 2019a). O microssatélite (GA)n
€ um dos dinucleotideos mais comuns em invertebrados (Estoup et al., 1993; Naciri et
al., 1995), e representam as repeticdes de microssatélites mais abundantes, ap6s os
mononucleotideos para muitas espécies (Jentzsch et al., 2008; Lopez-Florez &
Garrido-Ramos, 2012). A presenca do microssatélite (GA)is disperso nos
cromossomos de Crematogaster, 0s quais sao em sua maioria metacéntricos, permite
alguns insights sobre a evolugdo cromossémica do grupo. O grande numero de
cromossomos metacéntricos poderia ser explicado pelo crescimento de
heterocromatina nos bracos curtos apds as fissées céntricas, o que estabilizaria os
cromossomos rearranjados de acordo com a teoria da interacdo minima (ver mais
detalhes em Imai et al., 1988). Porém, ao observar o padrao do microssatélite (GA)1s5
disperso pelos dois bragcos cromossémicos é possivel inferir auséncia de crescimento
de heterocromatina, apdés as fissbes céntricas, pois em cromossomos de
Hymenoptera, os microssatélites (GA)1s tém sido observados em regides
eucromaticas como em abelhas (Piccoli et al., 2018; Santos et al., 2018; Travenzoli et
al., 2019) e formigas (Barros et al., 2018; Teixeira et al., 2021). Dessa forma,
rearranjos do tipo fissdo céntrica, seguidos por inversées poderiam explicar o padrao
de cromossomos metacéntricos nas espécies do género Crematogaster e assim
desempenham importante papel na evolugédo dos seus cariétipos.

Além da distribuicdo dispersa, foi observado em C. erecta citétipo |
clusterizagdo evidente na regido centromérica de um par de cromossomos
metacéntricos. O acumulo de microssatélites em algumas regides cromossémicas ja
foi observado em diferentes espécies como plantas, peixes, abelhas (Kubat et al.,
2008; Poltronieri et al., 2013; Santos et al., 2018). Esses resultados sao consistentes
com aqueles observados em diferentes espécies, que indicam que os microssatélites
podem se acumular em teldbmeros e centrémeros (Martins, 2007; Kubat et al., 2008;
Poltronieri et al., 2013). Estudos apontam que sequéncias repetitivas tendem a se
acumular em &reas sujeitas a baixa recombinacao (Charlesworth et al., 1994; Stephan
& Cho, 1994).

A sequéncia canonica (TTAGG)n é parte do telomero de muitos insetos (Vitkova
et al.,, 2005; revisdo em Kuznetsova et al., 2019). Os telébmeros protegem os

cromossomos de fusdbes com outros cromossomos e estabilizam sua estrutura
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(Zakian, 1995, 2012; Jentzsch et al., 2008), além da interacdo com a membrana
nuclear (Hirai et al., 2020). Em Formicidae, a sequéncia repetitiva (TTAGG)n parece
ser o principal componente dos telémeros e além disso essa sequéncia € considerada
conservada entre diferentes linhagens de formigas (revisdo em Kuznetsova et al.,
2019). A sequéncia telomérica (TTAGG)n ja foi observada em formigas cortadeiras
como as Acromyrmex (Pereira et al., 2018, Barros et al.,2011a, Castro et al., 2020) e
Atta (Castro et al., 2020), e em outros géneros Manica yessensis (Okazaki et al.,
1993), Myrmecia (Meyne et al., 1995), Tapinoma nigerrimum (Lorite et al.,2002).

A composicao dos teldbmeros das espécies estudadas de Crematogaster se
mostrou rica com a sequéncia canénica (TTAGG)n em ambas as extremidades dos
cromossomos. Esse padrao é o mesmo daquele observado em Formicidae. Embora
a sequéncia telomérica (TTAGG)n, seja a mais comum em Insecta, alguns grupos
possuem teldmeros com repeticdes diferentes (Kuznetsova et al., 2019) como alguns
besouros das familias Tenebrionidae, Mycetophagidae e Meloidae (Mravinac et al.,
2011), que apresentam sequéncias teloméricas alternativas com repeticdo (TCAGG)n.
Em duas das cinco espécies de Crematogaster analisadas, essa sequéncia
"alternativa" esteve restrita as regides teloméricas. Contudo, em C. erecta citétipo |
essa sequéncia foi detectada nas regides centroméricas da maioria dos cromossomos
(figura 5a).

Embora usualmente regides teloméricas em Formicidae sejam ricas em
repeticbes (TTAGG)n, variacbes podem ser observadas como sequéncias
(TTAGGG)n em algumas espécies de Myrmecia (Meyne et al.,1995). As espécies de
Crematogaster estudadas aqui apresentaram repeticoes (TCAGG)s nas regides
telomeéricas, um registro inédito em cromossomos de formigas. Os microssatélites
(TCAGG)s e (TTAGG)s foram observadas em regides centroméricas de cromossomos
de Polybia fastidiosuscula Saussure (Marchioro et al., 2021). Hipotetiza-se que a
repeticdo telomérica (TTAGG)s teria sido perdida no ancestral de Apocrita e
reaparecido em Formicidae e Apidae (Menezes et al. 2017). Buscando explicar os
padroes observados para as repeticdes teloméricas alternativas (TCAGG)s e
(TTAGG)s em P. fastidiosuscula, os autores assumiram que essas na verdade nao
seriam repeti¢cdes teloméricas, mas resquicios ndo perdidos/modificados de eventuais
ancestrais e, por meio de rearranjos, restritas nas regides centroméricas nos grupos

recentes. Para C. erecta cit6tipo |, a hipétese de fusdo explica de forma mais
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adequada a variacdo observada visto que ha redugcéo do numero cromossémico para
2n=22 e além disso os cromossomos de C. limata e C. aff. Erecta ainda retém
repeticoes (TCAGG)s nas suas regides teloméricas e todas as espécies apresentam
a repeticao (TTAGG)s nos teldmeros. Desse modo, através de eventos de fusao esses
sitios até entdo terminais seriam observados na regiao centromérica.

A maioria dos cromossomos de Crematogaster sao metacéntricos. Dessa
forma, o mecanismo sugerido para a redu¢ao do numero cromossémico no género e
a presengca de cromossomos meta/submetacéntricos seria a fusdo robertsoniana.
Resultados semelhantes foram observados por Travenzoli et al. (2019b), em que as
fusdes foram hipotetizadas para explicar a reducao do numero cromossémico nas
abelhas do género Melipona.

Crematogaster tenuicula apresentou blocos AT-positivos, em regides
pericentroméricas dos cromossomos (figura 6). Outras espécies como Wasmannia
auropunctata (Souza et al., 2011), Mycetophylax conformis e Mycetophylax simplex
(Cardoso et al., 2014, 2021) também mostraram regides ricas em AT em regides
heterocromaticas dos seus genomas. Blocos cromossémicos ricos em AT séo raros
nos genomas de espécies de formigas e podem eventualmente ser Uteis na
compreensao taxon6mica e na construcdo de hipbéteses sobre a evolucao
cromossémica de diferentes grupos de Formicidae.

Duas colénias de C. erecta apresentaram citétipos distintos (figura 1a, 1b).
Embora os dois citétipos tenham apresentado 2n=22 cromossomos, o Citotipo | possui
férmula cariotipica 2n=18m+4sm e o citétipo Il 2n=20m+2sm. Nota-se que essa
variacao é resultado de alteragbes cromossémicas capazes de afetar o tamanho dos
bragos dos cromossomos e assim a posi¢cdao do centrobmero. Nao foram detectados
individuos heterozigotos, ou seja, com um par de cromossomos homedlogos com
morfologia distinta. Uma segunda caracteristica é a posicao da NOR em que o citétipo
| mostrou clusters de rDNA restritos ao brago longo do ultimo par submetacéntrico,
enquanto que no citétipo Il, esses genes estavam presentes no brago curto do terceiro
par metacéntrico (figura 2a, 2b). Alguns individuos do citétipo | apresentaram um
heteromorfismo de tamanho dos sitios de NOR (figura 2a) e ndo foram detectados
heteromorfismos no cit6tipo Il. Nao foram observados individuos com caracteres
intermediarios ou combinados, 0 que sugere auséncia de fluxo génico entre esses

dois grupos, ou selegcdo contra eventuais caracteres intermediarios. Embora as
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operéarias tenham caracteres morfolégicos semelhantes, as diferencas cariotipicas
observadas entre os dois citétipos de C. erecta corroboram a hipétese da existéncia
de espécies cripticas nesse taxon .

Cada espécie caracteriza-se por apresentar um cariétipo cujo numero e
morfologia dos cromossomos usualmente sdo conservados entre diferentes
populagbes, independentemente de sua distribuicdo geografica (Guerra,1988;
Mariano et al., 2015). Embora cada espécie tenha um numero cromossémico
caracteristico, rearranjos cromossdmicos causam mudangas no cariétipo, que podem
alterar o numero e a morfologia dos cromossomos, ocasionando diferencas a niveis
inter e intrapopulacional e, entre espécies irmas ou espécies cripticas (Lorite &
Palomeque, 2010).

A maioria das descricdes de espécies esta de acordo com o que pode ser
considerado como o conceito morfolégico de espécie, mas a especiacao nem sempre
€ acompanhada por mudanca morfoldgica (Bickford et al., 2006) uma vez que,
modificacées numeéricas ou alteragdes morfolégicas nos cromossomos podem resultar
em especiacao (Lorite & Palomeque, 2010). Os espécimes de C. erecta estudados
sao morfologicamente indistinguiveis, porém apresentam variacdes citogenéticas
complexas (numero, morfologia, padrao de microssatélites e NOR) sugerindo a
possibilidade de existéncia de citétipos distintos, e potencialmente de espécies
cripticas.

Para a delimitacao das espécies de Crematogaster ha problemas taxonémicos,
desde a desorganizacdo na nomenclatura das espécies até o excesso de
sinonimizagées (Blaimer, 2012d; Hosoishi e Ogata, 2009). E possivel hipotetizar que
0 numero real de espécies do género provavelmente seja maior do que aquele
atualmente reconhecido. Estudos citogenéticos tém auxiliado na resolucdo de
problemas taxondmicos em espécies de formigas pertencentes a grupos taxondmicos
complexos (Aguiar et al., 2017; Teixeira et al., 2020; Barros et al., 2021b). Associar
informacdes citogenéticas com dados morfolégicos e ecoldgicos mostra-se uma
poderosa abordagem para ajudar na na delimitacao de taxons de taxonomia complexa
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5. CONCLUSOES

Dados citogenéticos inéditos para cinco espéces de formigas do género
Crematogaster sao apresentados. Além disso, ha o primeiro registro da ocorréncia de
C. erecta, C. limata e C. tenuicula no estado do Amapa, extremo norte do Brasil, a
qual é uma regiao cujos dados mirmecologicos e, consequentemente, muitas espécies
ainda permanecem desconhecidos, sem qualquer informagéo citogenética disponivel.
Dados a respeito do mapeamento fisicos de regides repetitivas de DNA nos
cromossomos mostraram seu grande potencial auxiliando a compreender padrdes de
evolucao cariotipica, eventuais rearranjos e deteccao de espécies cripticas. As cinco
espécies de Crematogaster apresentaram apenas um par cromossémico portador dos
genes ribossomais 18S localizados em regiéo intracromossdémica. Um heteromorfismo
de tamanho de NOR na regido intracromossémica em C. erecta citotipo | foi detectado.
A distribuicao dispersa dos microssatélites (GA)1s e as caracteristicas dos cariétipos
de Crematogaster, sugerem que rearranjos do tipo fissées céntricas, com sucessivas
inversdes tém grande importancia na evolugdo dos cromossomos das espécies desse
género. Padrdes potencialmente relevantes para a compreensao evolutiva do grupo
foram obtidos observando o padrdo de distribuicdo de sequéncias teloméricas
TCAGGe) em C. erecta citotipo I. Seu padrdo centromérico sugere que fusdes
cromossémicas também possuem seu papel no processo de evolugado dos cariétipos
dessas formigas.

Dois citétipos para C. erecta foram detectados através da analise morfoldgica
dos seus cromossomos, do par portador de genes 18S e de um heteromorfismo de
tamanho de NOR. através do estudo citogenético realizado foi possivel relacionar
esses citétipos a potenciais espécies cripticas.

Crematogaster € reconhecidamente um género de formigas extremamente
complexo, com distribuicdo cosmopolita. A histéria natural das espécies desse género
é intimamente relacionada ao seu padrdao biogeografico e, desse modo, nao
necessariamente seguem um Unico padrdo. Investigagcdes citogenéticas de
Crematogaster na Amazdnia através do mapeamento fisico de regides repetitivas de
DNA contribuirdo com as futuras discussdes da evolugao das espécies do género e
enriquecerdo a compreensao taxon6mica de outras espécies desse género

localizadas em outras regides.
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