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CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE ESPECIES DE FORMIGAS
CULTIVADORAS DE FUNGO (FORMICIDAE: MYRMICINAE: ATTINI: ATTINA)

RESUMO

As formigas cultivadoras de fungo, reunidas na subtribo Attina, sdo endémicas do
Novo mundo e incluem 286 espécies validas distribuidas em 10 géneros. Esse
estudo teve como objetivo caracterizar citogeneticamente cinco espécies de
formigas cultivadoras de fungo com a finalidade de contribuir com o conhecimento a
respeito da evolugdo cromossOmica desse grupo. Para isso, foram coletadas
colénias completas de cinco espécies no municipio de llhéus — Bahia. A técnica de
coloracdo convencional proporcionou informacfes relacionadas ao numero e
morfologia cromossdmica de: Mycocepurus goeldii Forel, 1893 (2n=7);
Sericomyrmex bondari (2n= 44); Sericomyrmex saussurei (2n=36); Sericomyrmex
mayri (2n=50) e Trachymyrmex bugnioni (2n=16), apresentando uma variagao de
2n=7 a 2n=50. A coloracédo sequencial com fluorocromos mostrou uma tendéncia do
grupo em ter a heterocromatina rica em GC (CMA+). A técnica de NOR permitiu a
visualizacado de regibes organizadoras de nucléolo. A partir da analise comparativa
do cariétipo das espécies presentes nesse estudo com os dados citogenéticos na
literatura, foi possivel constatar a ocorréncia de polimorfismo intraespecifico e
interespecifico nos géneros Mycocepurus, Sericomyrmex e Trachymyrmex. Foi
observada também uma variacao intraespecifica na espécie M. goeldii. Foi realizada
uma analise da variagdo cromossémica da subtribo Attina com base nos dados
citogenéticos disponiveis na literatura. A partir desses dados, foi verificada uma
variacdo de 2n=7 a 2n=54 nesse grupo. Os géneros Atta e Acromyrmex Sao 0S
Unicos dessa subtribo que apresentam cariétipo uniforme ou com poucas variacdes
morfologicas, os demais géneros sdo bem mais variaveis. A diversidade cariotipica
nos géneros ancestrais € mais significativa. Foi analisada também a direcdo da
evolucao cariotipica da subtribo Attina e o cariografo indicou que 0s cromossomos
sofreram ciclos sucessivos de rearranjos do tipo fissdo céntrica com adicdo de
heterocromatina e inversdo AM com alguns eventos de reducdo do numero
cromossOmico por meio de fusbes céntricas. Nossos ilustram a diversidade
cariotipica da subtribo Attina e contribuem para o conhecimento acerca da evolugéo
cromossOmica desse grupo.



CITOGENETIC CHARACTERIZATION IN SPECIES OF FUNGUS-GROWING
ANTS (FORMICIDAE: MYRMICINAE: ATTINI: ATTINA)

ABSTRACT

Fungus-growing ants, all in the subtribe Attina, are endemic to the New World and
include 286 valid species distributed in 16 genera. This study aimed to characterize
cytogenetically five species of fungus-growing ants in order to contribute to the
knowledge on chromosome evolution of this group. Complete colonies of five species
were collected in Ilhéus, Brazil. The conventional staining technique provided
information related to chromosome number and morphology of: Mycocepurus goeldii
Forel, 1893 (2n = 7); Sericomyrmex bondari (2n = 44); Sericomyrmex saussurei (2n =
36); Sericomyrmex mayri (2n = 50) and Trachymyrmex bugnioni (2n = 16), showing a
variation of 2n = 7 to 2n = 50. Sequential staining with fluorochromes showed a
tendency of the group to have GC-rich heterochromatin (CMA+). The NOR technique
allowed the visualization of nucleolar organizing regions. The comparative analysis of
the karyotype of the species in this study with literature allowed to confirm the
occurrence of intraspecific and interspecific polymorphism in the genera
Mycocepurus, Sericomyrmex and Trachymyrmex. Intraspecific variation in M. goeldii
was also observed. An analysis of the chromosomal variation of the subtribe Attina
was carried out based on the cytogenetic data available in the literature and a
variation of 2n = 7 to 2n = 64 in this group was observed. The genera Atta and
Acromyrmex are the only ones of this subtribe that show an uniform karyotype or with
few morphological variations, the other genera are much more variable. Karyotypic
diversity in ancestral genera is more significant. We also analyzed the direction of
karyotype evolution of the subtribe Attina and the kariograph indicated that the
chromosomes underwent successive cycles of centric fission with the addition of
heterochromatin and AM inversions and events of centric fusions that caused
reduction in chromosome number. Our results illustrate the karyotype diversity of the
subtribe Attina and contribute to the knowledge on chromosome evolution of this

group.
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1. Introducéo geral

A citogenética inclui os estudos relacionados aos cromossomos no que diz
respeito & sua morfologia, organizagcdo, funcdo e evolucdo (GUERRA, 1988). A
analise citogenética ndo é utilizada somente para determinacdo do numero e
morfologia de cromossomos em formigas, mas também como uma ferramenta
bastante salutar para comparar espécies (BARROS et al., 2016), diferenciar
espécies cripticas (CORREIA et al., 2016), estabelecer relacdes entre as espécies e
sua evolugdo (IMAI, 1971; PALOMEQUE et al., 1988, PALOMEQUE, 1993;
CARDOSO et al., 2014), caracterizar novas espécies (IMAI et al., 1994) e, ainda,
fornece subsidios para estudos de evolucdo cromossdmica (CARDOSO et al., 2014,
BARROS et al., 2012; BARROS et al., 2016).

A familia Formicidae € composta por 17 subfamilias, com aproximadamente
40 tribos e 334 géneros distribuidos em mais de 13.000 espécies descritas e €
considerada um grupo monofilético com origem no Cretaceo (BOLTON, 2019; 2003;
GRIMALDI et al., 1997). As formigas colonizaram quase todos os habitats devido a
sua organizacao social, a sua capacidade de modificar o ambiente, a exploracédo dos
recursos naturais e aos seus mecanismos de defesa (HOLLDOBLER; WILSON,
1990). Dentre os formicideos, sdo conhecidos os cariétipos de cerca de 800
morfoespécies com representantes das diferentes subfamilias (LORITE;
PALOMEQUE, 2010; MARIANO et al., 2011).

A subfamilia Myrmicinae destaca-se entre as demais subfamilias pela sua
diversidade taxonémica: abrange seis tribos contendo 143 géneros e mais de 6000
espécies descritas, possuem ampla distribuicdo geografica e englobam uma gama
de estilos de vida incluindo generalistas, especialistas, onivoros e herbivoros
(BOLTON, 2019; BROWN, 2000). Além disso, devido a coevolugdo com outros
organismos, essas formigas desenvolveram relagfes interespecificas tais como
comensalismo, parasitismo social e mutualismo (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

As formigas reunidas na subtribo Attina destacam-se entre os géneros da
subfamilia Myrmicinae pela sua relagdo mutualistica com fungo basidiomicetos
(WEBER, 1972). Sdo endémicas do Novo Mundo, distribuidas desde o Texas (EUA)
até o norte da Argentina e sdo consideradas um grupo monofilético (BRANDAO;
MAYHE-NUNES, 2007; SCHULTZ; BRADY, 2008). Os 16 géneros representantes

desta subtribo sdo: Acromyrmex Mayr, 1865; Apterostigma Mayr, 1865; Atta
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Fabricius,1804; Cyatta Sosa-Calvo et al.,, 2013; Cyphomyrmex Mayr, 1862,
Kalathomyrmex Klingenberg; Branddo, 2009; Mycetagroicus Brandao; Mayhé-
Nunes, 2001; Mycetarotes Emery, 1913; Mycetophylax Emery, 1913; Mycetosoritis
Wheeler, 1907; Mycocepurus Forel, 1893; Myrmicocrypta Smith, 1860;
Paramycetophylax Kusnezov, 1956; Pseudoatta Gallardo, 1916; Sericomyrmex
Mayr, 1865; Xerolitor Sosa-Calvo et al., 2018 e Trachymyrmex Forel, 1893 com
aproximadamente 286 espécies descritas (BRANSTETTER, 2017; BOLTON, 2019).

O conhecimento citogenético dessas formigas é escasso pois s6 abrange
cerca de 18% das espécies vélidas. Sdo conhecidos os cariétipos de apenas uma
espécie dos géneros Mycocepurus e Myrmicocripta e outros géneros como Cyatta,
Kalathomyrmex, Mycetagroicus, Mycetosoritis, Paramycetophylax, Pseudoatta e
Xerolitor ndo possuem nenhuma informacdo citogenética disponivel. Assim, a
realizacdo de mais estudos citogenéticos com essas formigas sao importantes tanto
para o conhecimento da diversidade cariotipica quanto para a compreensdo da
evolucdo cromossdmica do grupo.

Dez géneros das formigas cultivadoras de fungo (Acromyrmex, Apterostigma,
Atta, Cyphomyrmex, Mycetarotes, Mycetophylax, Mycocepurus, Myrmicocrypta,
Sericomyrmex e Trachymyrmex) sdo encontrados no municipio de llhéus (Bahia), de
acordo com dados da colecdo do Laboratério de Mirmecologia do Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPLAC/CEPEC) acronimo “CPDC” (DELABIE et al., 1998).
No entanto, poucas informacGes acerca das caracteristicas biologicas dessas
espécies estdo disponiveis, o que resulta em uma lacuna no conhecimento néo sé
da diversidade desse grupo como também na compreensdo da sua evolugcédo e

diversificacao.

1.1 Citogenética

Os primeiros estudos relacionados aos cromossomos foram realizados no
final do século XIX a partir da descrigdo do processo de mitose e do envolvimento de
um “material cromatico nuclear” em plantas e animais por Strasburger (1875) e
Flemming (1879). As primeiras ilustracbes dos cromossomos mitoticos nos animais
foram publicadas em 1882 por Flemming contudo o termo “cromossomos” foi

introduzido apenas em 1888 por Waldeyer baseado nas palavras gregas “Corpo
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colorido” (SUMNER, 2003; MALUF; RIEGEL, 2009). Ap6s o desenvolvimento da
Teoria CromossOmica da Heranca proposta por Sutton (1903) e Boveri (1904)
baseada nas leis mendelianas, as disciplinas de Citologia e Genética foram
combinadas para o estudo dos cromossomos dando origem a Citogenética
(GUERRA, 1988).

Atualmente a citogenética compreende o0s estudos relativos aos
cromossomos no que diz respeito a sua morfologia, organizacdo, variacdo e
evolucdo (GUERRA, 1988). Cada espécie possui um numero e morfologia de
cromossomos especificos que tendem a ser preservados entre os individuos da
mesma espécie (LORITE; PALOMEQUE, 2010). No entanto, alteracbes
cromossOmicas sdo observadas tanto em nivel intraespecifico quanto em nivel
interespecifico devido a mudancas na estrutura dos cromossomos, chamadas de
rearranjos cromossomicos, que, geralmente, desempenham um papel importante na
evolugao do grupo (SUMNER, 2003; GUERRA, 1988). Dentre os rearranjos estao a
Fuséo e a Fissdo céntrica, Inversdes e Translocacoes.

Na Fus&@o céntrica dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos se
fundem, originando um cromossomo metacéntrico ou submetacéntrico; esse tipo de
rearranjo é considerado o mais comum e foi relatado em diversos grupos de animais
(SUMNER, 2003). Na fissdo céntrica ocorre a quebra do cromossomo metacéntrico
na altura do centrébmero, resultando em dois cromossomos telocéntricos; esse
evento é descrito com menor frequéncia, mas isso pode estar relacionado com o fato
de nem sempre ser possivel determinar a ocorréncia desse tipo de rearranjo
cromossOémico (SUMNER, 2003). Os eventos de Fissao e Fusdo céntrica resultam
em alteracdes no niumero de cromossomos sem que haja variacdo na quantidade de
DNA: A fusado céntrica reduz o numero de cromossomos enguanto a fissdo céntrica
aumenta esse numero (IMAI; MARUYAMA,1978; GUERRA, 1988; IMAI et al., 1977).

As Inversdes sao formadas por duas quebras no mesmo cromossomo e esse
segmento reorganiza-se de forma invertida antes de se fundir no cromossomo. Se
nesse segmento contiver o centrdbmero, essa inversdo é dita pericéntrica, se 0
centrbmero nao estiver presente no segmento a inversao é paracéntrica (GUERRA,
1988). Em geral, na Inversdo pericéntrica, um cromossomo acrocéntrico € rompido e
origina um cromossomo metacéntrico (Inversdo AM), 0 processo inverso origina

cromossomos  acrocéntricos  (Inverséo MA) (SUMNER, 2003; IMAI;
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MARUYAMA,1978). Nesse rearranjo, nao ha variacdo do nimero de cromossomos
somente do numero de bragos cromossémicos (IMAI; MARUYAMA,1978). Em
relacdo a ocorréncia, as inversdes do tipo AM sdo mais comuns (IMAI,
MARUYAMA,1978).

A Translocagao consiste na transferéncia de um segmento cromossomico
para outro cromossomo homodlogo ou ndo, com redistribuicdo do material genético
entre os cromossomos (GUERRA, 1988; MCGREGOR, 1993). Esse tipo de rearranjo
pode resultar na duplicacéo ou na delecdo cromossdmica e esse evento € raramente
observado no cariétipo dos animais (IMAI et al., 1977).

A andlise comparativa dos caridtipos entre espécies do mesmo género
permite a deteccdo de rearranjos cromossémicos e, além disso, possibilita a
observacdo das alteracbes cariotipicas que ocorreram ao longo do processo
evolutivo do grupo (IMAI et al., 1984).

O papel dos rearranjos cromossdémicos na especiagao tem sido investigado
por diversos autores que sugerem que tais alteracées podem favorecer a origem de
barreiras reprodutivas quando causam problemas na meiose de heterozigotos
levando & reducdo da infertilidade ou a supressdo da recombinacdo (FARIA;
NAVARRO, 2010, KIRKPATRICK; BARTON, 2006; MERICO, 2013, XAVIER, 2018;
JORON, 2011 LUKHTANOQV et al., 2011; POTTER et al., 2017).

1.1.1 Analise citogenética

A partir das técnicas citogenéticas sdo obtidas informacfes relacionadas a
estrutura, organizagdo molecular e comportamento dos cromossomos permitindo a
caracterizacao intraespecifica de uma espécie (KASAHARA, 2009). Com base nisso,
podem ser observadas variagdes intraespecificas e/ou interespecificas relacionadas
ao numero e morfologia cromossémica, quantidade de DNA, conteudo da
heterocromatina e nimero e posicéo das bandas (GUERRA, 1988).

Além disso, através da analise comparativa dos cariétipos de um grupo, &
possivel estabelecer relacbes de parentesco entre espécies relacionadas e, ainda,
propor hipoteses relacionadas a evolugdo cariotipica (GUERRA, 1988; LORITE;
PALOMEQUE, 2010; MARIANO et al., 2019). Isso justifica 0 uso da citogenética
como uma ferramenta adicional em estudos taxonémicos, sistematicos e evolutivos

em diversos grupos de animais tais como mamiferos (MAHMOUDI et al., 2018),
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peixes (DUARTE et al., 2018); e insetos nas ordens Hemiptera (CALLEROS et al.,
2010), Mecoptera (MIAO; HUA, 2017), e em formigas (MARIANO et al., 2003;
MARIANO et al., 2012; CARDOSO et al., 2014; MARIANO et al., 2019).

Até a década de 1970, os cromossomos eram somente evidenciados por
corantes que tinham afinidade com a cromatina como, por exemplo, o Giemsa que
consiste em uma mistura de azur-eosina-azul de metileno (MALUF; RIEGEL, 2009;
KASAHARA, 2009). Através da técnica de colocacdo convencional sdo obtidas
informacd@es relacionadas ao nimero e morfologia dos cromossomos.

Levan e colaboradores (1964) propuseram um sistema uniforme para a
classificacdo morfolégica dos cromossomos que € utilizado até os dias atuais. Tal
sistema baseia-se, morfologicamente, na posicdo do centrémero e, numericamente,
na razao entre o comprimento do braco longo em relagcdo ao comprimento do brago
curto. Assim, 0s cromossomos podem ser classificados em quatro grupos:
Metacéntrico (M) quando o centrémero esté localizado na regido central e a razéo é
igual a 1; Submetacéntrico (SM) quando o centrobmero esta posicionado fora da area
central e a razdo entre os bracos varia de 1 a 3; Subtelocéntrico (ST) quando o
centrébmero é encontrado na regido subterminal e a razao entre os bracos tem valor
entre 7 e 3; Acrocéntrico (A) quando o centrbmero € detectado proximo da
extremidade. (LEVAN et al., 1964; MALUF; RIEGEL, 2009).

A coloracdo convencional permite, também, a observacdo de algumas
particularidades tais como constricdes secundarias em um ou mais cromossomos,
presenca de fragmentos satélites, quebras eventuais, ocorréncia de cromossomos
B, alteragbes numéricas e também certos tipos de rearranjos estruturais
(KASAHARA, 2009). No entanto, esse tipo de coloracéo apresentava limitagdes uma
vez que ndo permite a identificacdo de cada elemento do par cromossémico
(MALUF; RIEGEL, 2009) Nesse sentido, o aprimoramento das técnicas de
bandeamento cromossdémico é de fundamental importancia para expansdo da
citogenética como disciplina, jA que promove 0 aparecimento das marcacbes ao
longo do cromossomo facilitando a identificagdo individual e, consequentemente,
fornecendo informacdes mais detalhadas a respeito da morfologia dos cromossomos
(GUERRA,1988).

1.1.2 Técnicas de bandeamento cromossdmico
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As técnicas citogenéticas podem ser divididas em duas categorias: a primeira
consiste na producdo de bandas ao longo de toda a extensdo dos cromossomos
(Bandas Q,G e R) e aquelas que marcam regides especificas de alguns ou de todos
os cromossomos (Banda C, NOR, DAPI/DA) (MALUF; RIEGEL, 2009). A seguir
serdo exploradas as técnicas relacionadas a coloragdo diferencial dos

Cromossomeos.

1.1.2.1 Banda C

O bandeamento C cora especificamente a heterocromatina constitutiva que
fica localizada preferencialmente ao redor dos centrébmeros. Essas regides possuem
DNA repetitivo de replicacdo tardia, sendo formado principalmente por DNA satélite
(MALUF & RIEGEL, 2011). Nessa técnica, o DNA € desnaturado por hidroxido de
bario e a renaturacdo (na presenca de solucdes salinas mornas) da dupla fita no
local em que o DNA € repetitivo ocorre mais rapidamente. Disso resulta que as
regides heterocroméaticas sdo coradas de forma mais intensa originando as bandas
C (GUERRA, 1988; MALUF; RIEGEL, 2009). Através dessa técnica sdo obtidas
informacdes relacionadas a localizacdo e quantidade das regides heterocromaticas
tornando possivel observar variagcdo no padrdo de banda C entre organismos
relacionados (KASAHARA, 2009).

O padrdo da banca C ja foi utilizado como parametro para identificacdo e
caracterizagdo dos blocos heterocroméaticos em grupos como Hemiptera
(BARDELLA et al., 2016; PAPESCHI, 1991), Orthoptera (CAMACHO et al., 1981), e
abelhas (ROCHA; POMPOLO, 1998). Foi utilizado na diferenciacdo de espécies em
coleopteros (AMORIM et al., 2018) e himenopteros (SANTOS et al., 2018) e pode
auxiliar no entendimento de possiveis mecanismos relacionados a evolucéo
cromossOmica como foi observado por Imai e colaboradores (1977;1991) em
formigas do género Myrmecia e em Diptera (CHIRINO et al., 2015; MICHAILOVA et
al., 2015).

1.1.2.2 Bandeamento NOR

O bandeamento NOR cora particularmente as regides organizadoras de
nucléolo que estdo localizadas na constricdo secundaria dos cromossomos onde

contém sitios de DNA moderadamente repetitivo, com sequéncias de genes
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ribossémicos (MALUF; RIEGEL, 2009). As proteinas existentes nessa regido que
estavam em atividade no ciclo celular anterior tem afinidade por prata. Assim, um
dos protocolos é submeter as laminas a um tratamento com nitrato de prata. Essa
técnica permite o estudo dos genes ribossomais e, através de comparacdes
interespecificas, podem ser observadas diferencas na quantidade e localizagbes de
NOR em espécies relacionadas e esses padrdes discrepantes sao importantes para
a citotaxonomia (KASAHARA, 2009).

Essa técnica é utilizada para identificacdo de cromossomos marcadores e na
deteccdo de rearranjos cromossodmicos (GROSS et al., 2010; SOTO et al., 2018) e
para comparar a quantidade e a variacao das regides organizadoras de nucléolo em
diversos grupos de organismos, como por exemplo, primatas (BAICHAROEN et al.,
2016), peixes (MANTOVANI et al., 2000; TAKAI, 2016) e formigas (LORITE et al.,
1997).

1.1.2.3 Coloracao com fluorocromos

Fluorocromos sao corantes fluorescentes que possuem afinidades por regides
do DNA ricas em bases AT ou em bases GC produzindo um padréao fluorescente
caracteristico. Os principais fluorocromos utilizados sédo 4,6 — Diamino-2-Phenole-
Indole (DAPI), o qual apresenta afinidade por bases AT e Cromomicina Az (CMA3)
qgue apresenta afinidade por GC (GUERRA,1988, MALUF; RIEGEL, 2009).

Geralmente sdo utilizadas nessa técnica a combinacdo desses dois corantes
para a obtencdo de padrbes distintos de bandas cromoss6micas visando uma
analise mais detalhada do conjunto cromossomico (SCHWEIZER, 1981). A
coloracdo sequencial com fluorocromos base-especificos permite a caracterizacao
da constituicdo molecular das regifes heterocromaticas e permite a identificacdo de
diferentes tipos de heterocromatina (SCHWEIZER, 1981). Essa técnica tem sido
utilizada para identificacdo de rearranjos cromossémicos como foi observado em
formigas (CARDOSO et al., 2014; AGUIAR et al., 2017; KUMAR et al., 2017) e na
diferenciacdo de espécies, como por exemplo em Drosophila (MICHAILOVA et al.,
2015) e em coleodpteros (DA SILVA et al., 2015).
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1.2 Origem e evolucao no cultivo do fungo

Estudos filogenéticos estimam que a origem da subtribo Attina ocorreu ha
cerca de 66 milhdes de anos com divergéncia posterior entre duas linhagens ha 49 e
50 milhdes de anos que se diversificaram e formaram dois clados principais:
Paleoattina e Neoattina (BRANSTETTER, 2017). Estima-se que a agricultura na
forma de fungicultura teve uma Unica origem ha 50 milhdes de anos
(BRANSTETTER, 2017, SCHULTZ & BRADY, 2008).

Estudos filogenéticos apontam que as formigas cultivadoras de fungo séo
divididas em cinco sistemas de agricultura distintos, cada um representando uma
transicdo na evolugdo da agricultura dessas formigas. Esses sistemas sao:
Agricultura Basal (Lower Agriculture), Agricultura do Fungo Coral (Coral Fungus
Agriculture), Agricultura de Levedura (Yeast Agriculture), Agricultura superior
(Generalized Higher Agriculture) e a Agricultura das formigas cortadeiras (Leaf-
Cutter Agriculture) (SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER, 2017; MEHDIABADI
& SCHULTZ, 2010).

A maioria dos géneros praticam a agricultura basal juntamente com algumas
espécies de Apterostigma e Cyphomyrmex (Figura 1). O género Apterostigma é
dividido em dois clados irmdos, um contendo as espécies que realizam a agricultura
basal e outro com as espécies que cultivam um fungo coral. O género Cyphomyrmex
é dividido em dois grupos de espécies: C. wheeleri e C. rimosus. Desses grupos, o
primeiro pratica agricultura basal e o segundo grupo pratica agricultura de levedura.
Os géneros Trachymyrmex, Xerolitor e Sericomyrmex praticam a agricultura superior
e sado considerados intermediarios devido ao fato de ocasionalmente utilizarem
material vegetal fresco como substrato para o cultivo do fungo. As espécies dos
géneros Atta e Acromyrmex sédo consideradas as verdadeiras formigas-cortadeiras
por cultivarem fungos sobre substrato vegetal vivo e, portanto, cortarem folhas
frescas (SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER, 2017, MEHDIABADI,
SCHULTZ, 2010; DELLA LUCIA, 2011).
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Figura 1 - Filogenia e sistemas de agricultura da subtribo Attina (Adaptado de SCHULTZ; BRADY,
2008; BRANSTETTER, 2017)

As espécies dos géneros Atta e Acromyrmex tém sido amplamente estudadas
devido ao fato de serem apontadas como as principais pragas de plantios florestais,
agricultura e pecuaria (VARON et al., 2007; HERNANDEZ; JAFFE, 1995; ZANETTI
et al., 2003; PEREZ et al.,, 2011). Poucos estudos tém sido realizados com os
géneros que praticam 0s outros tipos de sistema de agricultura (CRISTIANO et al.,
2013; BARROS et al., 2011; BARROS et al., 2014).

1.3 Histdria natural das formigas cultivadoras de fungo

As formigas da subtribo Attina desenvolveram uma relagdo Unica de
mutualismo com o fungo basidiomicetos com o intuito de utilizar a suas hifas como
recurso alimentar para todos os individuos da col6nia. O fungo, por sua vez, recebe
substrato de boa qualidade para o seu crescimento, adquire protecéo e, ainda, é
dispersado pelas rainhas fundadoras de novos ninhos (DELLA LUCIA, 2011). Essas
formigas sdo extremamente variadas em relacdo a estrutura da coldnia, ao

forrageamento, ao padréo de organizacao social e ao sistema de agricultura.
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O comportamento de nidificagdo mais comum dessas formigas é a construcao
de ninhos subterréaneos a partir da escavagéo de camaras no solo que podem variar
desde uma Unica camara, em géneros basais, até centenas, em géneros derivados.
Pode-se, ainda, encontrar ninhos construidos em troncos em decomposi¢cdo ou
serapilheira, dependendo do género (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010).

Uma ou mais camaras do ninho sao exclusivamente utilizadas para o cultivo
do fungo que consiste no fungo junto com o substrato que é trazido regularmente
pelas formigas (WEBER 1958). Dentro do ninho, as operarias depositam enzimas
digestivas no substrato para facilitar a penetracdo no fungo, fazendo-o crescer
(ERTHAL, 2004). Os géneros basais utilizam como substrato carcaga de insetos,
sementes e partes de flores e frutas em decomposi¢cdo. Os géneros intermediarios
além de utilizarem tais recursos, ocasionalmente utilizam folhas frescas. Ja os
géneros mais derivados sO utilizam material vegetal fresco (MEHDIABADI &
SCHULTZ, 2010).

Os géneros basais vivem em colbénias que variam desde pequenas
populacdes de dezenas de operarias que apresentam pouca variacdo morfoldgica
entre as castas e 0s géneros mais derivados possuem col6nias grandes e altamente
populosas com centenas de operarias polimorficas (MEHDIABADI & SCHULTZ,
2010).

Todas as espécies cultivadoras de fungo compartilham habitos relacionados a
fundacdo de uma nova colonia. A fémea virgem alada armazena o micélio do fungo
do jardim da colonia da mde em sua bolsa infra-bucal, um local de filtragem
localizado abaixo de seus apéndices bucais (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010). Em
seguida ocorre o voo nupcial, 0 momento em que machos e fémeas de diferentes
colbnias realizam seus voos de reproducdo simultaneamente em grandes areas o
que diminui as chances de endogamia. A fundacéo da colbnia na maioria das vezes
é do tipo claustral e a distribuicdo dos novos formigueiros é aleatoria (DELABIE et
al., 2002).

A futura rainha entdo cuida da primeira prole e fornece substrato para o
crescimento do fungo até o crescimento dessa prole que ira forragear, cuidar da
futura prole e escavar mais camaras, enquanto a rainha permanece na cavidade
inicial colocando ovos (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010).
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1.4 Estudos Citogenéticos em Formicidae

Estudos citogenéticos realizados em cerca de 800 morfoespécies de formigas
mostram uma variagdo no numero haploide de cromossomos de n=1 em Myrmecia
croslandi (CROSLAND; CROZIER 1986) a n=60 em Dinoponera lucida (MARIANO
et al, 2008) tornando-o um dos grupos que apresentam maior variagcdo em relacao
ao numero de cromossomos entre os eucariotos (LORITE; PALOMEQUE, 2010).

Considerando a importancia dos dados citogenéticos para a analise da
biodiversidade e da variabilidade genética para a investigacdo da evolugéo
cariotipica, um banco de dados foi recentemente criado trazendo informacdes
citogenéticas da familia Formicidae chamado Ant Chromosome database — ACdb
(www.ants.ufop.br) com o intuito de facilitar o acesso a tais informacées (CARDOSO
et al., 2018).

A analise citogenética ndo é utilizada somente para determinacdo do nimero
e morfologia de cromossomos em formigas, mas também como uma ferramenta
bastante salutar para comparar espécies (BARROS et al.,, 2016), diferenciar
espécies cripticas (CORREIA et al., 2016), discutir relacbes evolutivas entre as
espécies (IMAI, 1971; PALOMEQUE et al., 1988; PALOMEQUE, 1993; CARDOSO
et al., 2014), fornecer subsidios para estudos de evolucdo cromossdmica
(CARDOSO et al., 2014, BARROS et al.,, 2012; BARROS et al.,, 2016) e na
caracterizacdo de novas espécies (IMAI et al., 1994).

De acordo com Imai et al. (1986, 1988, 1994), no que diz respeito a evolucao
dos cromossomos dos eucariotos, existe uma tendéncia ao aumento do niumero de
cromossomos causados, geralmente, por fissdes céntricas seguido de uma adicdo
de heterocromatina constitutiva, provavelmente devido a instabilidade dos teldmeros.
Dessa forma, ao longo da evolucéo, ocorre o aumento no nimero de Cromossomos,
mas o0 seu tamanho é reduzido. Essa teoria € conhecida como a Teoria da Interacao
Minima (Imai et al.1986). Ela explica a distribuicdo assimétrica do tamanho dos
Cromossomos e 0S possiveis mecanismos que governam a evolugao cariotipica das
formigas (LORITE; PALOMEQUE, 2010).

Para analise da evolucdo de cromossomos em diversos grupos zoologicos
Imai e colaboradores (1994) propuseram a utilizacdo de um meétodo estatistico
considerando a frequéncia dos tipos de cromossomos e as tendéncias das

alteragcbes cromossdmicas para tracar a direcdo da evolugcdo cromossbmica do
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taxon baseado na Teoria da Interacdo Minima. Nesse método, chamado cariografo,
sdo plotados o numero de bracos cromossdmicos em funcdo do numero de
cromossomos e a direcdo da evolucdo é indicada pela distribuicdo dos pontos
(Figura 2)

Esse método foi utilizado para analise da evolugéo cariotipica nos mamiferos
(IMAI; CROZIER,1980) e em formigas nos géneros Myrmecia (IMAI et al., 1994)
Camponotus (MARIANO et al., 2003), Pachycondyla (MARIANO et al., 2003), no
grupo de formigas “Poneromorfas” (MARIANO et al.,, 2015) e na subfamilia
Formicidae (MARIANO, 2004).
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Figura 2 - Cariografico adaptado de IMAI et al. 1994. Borda A:
Limite superior para o nimero de cromossomos acrocéntricos em
células diploides. Borda M: Limite inferior para o numero de
cromossomos metacéntricos em células diploides. C Fis = Fissao
céntrica, C Fus = Fusdo Céntrica, P Fis = Fissédo Pericéntrica, P
Fus = Fusdo Pericéntrica, AM inv = Inversdao Acrocéntrico —
Metacéntrico, MA inv= Inversdo Metacéntrico-Acrocéntrico. Fonte:
Mariano et al., 2012

Lorite e Palomeque (2010) observaram que as alteracdes cariotipicas estéao
diretamente relacionadas a diferenciacdo dos géneros e das espécies em
Formicidae e os possiveis mecanismos que governam a sua evolugcdo cariotipica
sdo a Fissdo e Fusédo céntrica uma vez que, dentre 0s rearranjos cromossomicos,

estes sdo os mais frequentemente observados.
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A subfamilia Myrmicinae foi a mais estudada do ponto de vista citogenético
abrangendo 441 morfoespécies e 59 géneros exibindo uma variagdo no numero
haploide de cromossomos de n=4 no género Stenamma (HAUSCHTECK,1962) a
n=35 no género Erromyrma (IMAI et al., 1984) (Tabela 1). O género Pheidole
apresenta o maior numero de morfoespécies com dados citogenéticos de 78
espécies. A evolucdo do caridtipo desse grupo foi analisada por Mariano (2004)
através de um cariografo que indicou que 0s cromossomos, ao longo do processo
evolutivo, sofreram ciclos de rearranjos fissdo seguida de Inversdo AM.

Os dados citogenéticos disponiveis na literatura das formigas cultivadoras de
fungo mostram uma variagdo do numero dipléide de cromossomos de 2n=8 em
Mycocepurus goeldii (BARROS et al.,, 2010) a 2n=64 em Mycetophylax lectus
(MARIANO et al., 2019) exibindo uma diversidade cariotipica significativa.

A andlise comparativa desses cariotipos fornece subsidios para investigacédo
a respeito da evolucdo cromossomica da subtribo. Para a subtribo Attina existem
informacd@es citogenéticas relativas a 46 morfoespécies e 10 géneros apresentados
na Tabela 2 em anexo. A andlise dos dados citogenéticos desse grupo mostra
padrbes distintos de caribtipos e a ocorréncia de variacdo em relacdo ao nimero e
morfologia dos cromossomos e na composicado cromossdémica. Podemos observar
que 0s géneros mais basais apresentam um grau maior de diversidade cariotipica
guando comparado com 0s géneros mais derivados.

Tendo em vista que a citogenética é uma ferramenta imprescindivel para o
estudo da evolugdo cromossdmica dos organismos, 0 presente estudo tem como
objetivo caracterizar citogeneticamente espécies de formigas cultivadoras de fungo
com a finalidade de contribuir com o conhecimento a respeito da evolugéo

cromossdmica do grupo.
Dentre os objetivos especificos estao:

e Descrever o cari6tipo de algumas formigas cultivadoras de fungo por meio do
estudo do numero e morfologia dos cromossomos;

e Analisar a diversidade cariotipica entre as espécies estudadas;

e Comparar os cariétipos das espécies presentes no trabalho com aqueles ja
publicados;

e Estudar a localizacdo e composigcédo da heterocromatina por meio de técnicas

de bandeamento cromossémico -Fluorocromos CMA3 e DAPI, para
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contribuicdo no conhecimento a respeito da evolugdo cromossomica do

grupo;
e Realizar uma andlise evolutiva da subtribo Attina baseada nos dados

citogenéticos disponiveis na literatura.

O presente estudo é dividido em dois capitulos:

Capitulo I: Estudos citogenéticos em géneros da subtribo Attina
(FORMICIDAE: MYRMICINAE: ATTINI: ATTINA)
Capitulo Il: Evolucdo cariotipica da subtribo Attina (FORMICIDAE:

MYRMICINAE: ATTINI: ATTINA)
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Capitulo 1

Estudos citogenéticos em géneros da subtribo Attina
(FORMICIDAE: MYRMICINAE: ATTINI)



Estudos citogenéticos em géneros da subtribo Attina (FORMICIDAE: MYRMICINAE:
ATTINI)

RESUMO

A subtribo Attina € um grupo monofilético de formigas caracterizados pela relagdo simbidtica
com fungos ou leveduras que séo utilizados para a sua alimentacdo. Sao endémicas do Novo mundo
e incluem 286 espécies agrupadas em 16 géneros. Os dados citogenéticos disponiveis na literatura
sobre as formigas cultivadoras de fungo mostram uma variacao do nimero dipléide de cromossomos
de 2n=8 em Mycocepurus goeldii (BARROS et al., 2010) a 2n=64 em Mycetophylax lectus (MARIANO
et al.,, 2019) exibindo uma diversidade cariotipica significativa considerando que apenas 52
morfoespécies tém seus numeros cromossémicos conhecidos. Com base nessas informagfes, o
objetivo desse estudo foi caracterizar o cariétipo de algumas espécies pertencentes a subtribo Attina
com o intuito de contribuir para a compreensdo da evolugdo cromossdmica do grupo. Foram
coletadas colbnias de cinco espécies no municipio de Ilhéus — Bahia. A técnica de coloracéo
convencional permitiu a caracterizacdo dos cariétipos de quatro espécies: Mycocepurus goeldii
(2n=7); Sericomyrmex bondari (2n= 44); Sericomyrmex saussurei (2n=36); Sericomyrmex mayri
(2n=50) e Trachymyrmex bugnioni (2n=16). A analise comparativa dos dados presentes nesse estudo
com os dados citogenéticos disponiveis na literatura permitiu a verificagdo da ocorréncia de
polimorfismo intraespecifico e interespecificos nesses géneros. Foi observada também a ocorréncia
de uma variagdo intrapopulacional na espécie M. goeldii. Com relacdo a composi¢cdo cromossdémica,
a heterocromatina rica em GC (CMA+) foi observada de forma predominante nos diferentes géneros.
Os resultados obtidos nesse estudo ilustram a diversidade cariotipica da subtribo Attina e fornece
subsidios para o entendimento das alteracBes cariotipicas ocorridas ao longo da evolucdo desse

grupo.
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Introducéao

As formigas reunidas na subtribo Attina destacam-se entre os géneros da
subfamilia Myrmicinae pela relacdo mutualistica com fungos basidiomicetos ou
leveduras que sao utilizados como alimento para todos os individuos da colbnia
(WEBER, 1972). Sdo endémicas do Novo mundo e formam um grupo monofilético
que abrange 16 géneros e cerca de 286 espécies (BRANDAO; MAYHE-NUNES,
2007; BOLTON, 2019).

Essas formigas vivem em ninhos subterrdneos construidos a partir da
escavagdo de camaras no solo, sdo extremamente variadas em relacdo a estrutura
da col6nia, ao sistema de cultivo do fungo e ao padrao morfolégico (MEHDIABADI &
SCHULTZ, 2010). Diversos estudos foram realizados com o0s géneros Atta e
Acromyrmex principalmente devido ao fato de serem apontados como praga em
plantios florestais (DELLA LUCIA, 2011; HERNANDEZ; JAFFE, 1995). Pouco se
conhece acerca de diversos aspectos dos demais géneros da subtribo, o que resulta
em uma lacuna no conhecimento ndo so6 da diversidade desse grupo, como também
na compreensao da sua evolucéo e diversificacdo (BARROS et al., 2010; BARROS
et al., 2014).

A familia Formicidae destaca-se entre 0s eucariotos como um dos grupos que
apresenta maior variacdo em relacdo ao numero cromossdmico uma vez que
estudos citogenéticos realizados em cerca de 800 morfoespécies mostram uma
variagdo no numero haploide de cromossomos de n=1 em Myrmecia croslandi
(CROSLAND; CROZIER 1986) a n=60 em Dinoponera lucida (MARIANO et al,
2008). Os dados citogenéticos disponiveis na literatura sobre as formigas
cultivadoras de fungo mostram uma variacdo do numero dipldide de cromossomos
de 2n=8 em Mycocepurus goeldii (BARROS et al., 2010) a 2n=64 em Mycetophylax
lectus (MARIANO et al., 2019) exibindo uma diversidade cariotipica significativa
considerando que apenas 52 morfoespécies tém seus numeros cromossomicos
conhecidos.

Tendo em vista que a importancia dos dados citogenéticos para a analise da
biodiversidade e da variabilidade genética para a investigacdo da evolucéo
cariotipica, o presente estudo tem como objetivo caracterizar o cariotipo de algumas
espécies pertencentes a subtribo Attina e a composi¢do dos cromossomos com o

intuito de contribuir para a compreensao da evolugdo cromossomica do grupo.
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Metodologia

2.1 Material biolégico

Colbnias completas de cinco espécies de formigas pertencentes a subtribo
Attina foram coletadas no municipio de Ilhéus (Tabela 2). As larvas foram mantidas
vivas até o momento das preparacdes citolégicas e os espécimes adultos foram
montados em alfinete entomoldgico e depositados na colecdo CPDC. A identificacdo

das espécies foi realizada pelo Dr. Jacques H. C. Delabie.

2.2 Preparacgdes citologicas

Para as preparacdes cromossémicas foram extraidos ganglios cerebrais de
imaturos em fase de pré-pupa de cada ninho para a obtencdo de cromossomos
mitéticos metafasicos segundo o protocolo de Imai et al. (1988). Em seguida foram
aplicadas as técnicas de bandeamento Nor e coloracdo sequencial com
fluorocromos, de acordo com as metodologias de Howel e Black (1980) e Schweizer
(1980).

2.3 Anélise do material

Para determinacdo do numero e morfologia dos cromossomos foram
analisadas cerca de 10 metafases de cada espécie. Os cromossomos foram
classificados baseados na nomenclatura de Levan et al. (1964). As preparacoes
citogenéticas foram observadas e fotografadas, usando-se um microscépio Olympus
BX 60 com objetivas de 100X, acoplado a um sistema de captura de imagens Q-
capture 7.0. O programa utilizado para a montagem dos cariétipos foi o Adobe
Photoshop CS2.
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Resultados e discussao

Foram analisadas cinco espécies pertencentes a trés géneros da subtribo
Attina. A partir da analise da coloracdo convencional, foi observada uma variacéo
em relagdo ao numero cromossémico entre 2n=7 e 2n=50 em Mycocepurus goeldii e

Sericomyrmex mayri respectivamente (Tabela 5).

Tabela 1 - Espécies estudadas, local de coleta, tamanho da amostra (nimero de colbénias), material analisado (Nimero
de individuos/nimero de metafases), nimero cromossémico dipléide (2n), formula cariotipica (2K)

Col Lam./

Espécie Local de coleta met. 2n 2k
Mycocepurus goeldii Forel, 1893 CEPEC/CEPLAC - lIhéus, Bahia 2 5/44 7 IM+2ST+4A
CEPEC/CEPLAC - lIhéus, Bahia 3 17/25 44 12M+4ST+28A
Sericomyrmex bondari Borgmeier, 1937 Lagoa Encantada — llhéus, Bahia 1
Sericomyrmex saussurei Emery, 1894 CEPEC/CEPLAC - llhéus, Bahia 3 5/17 36 10M+6ST+20A
Sericomyrmex mayri Forel, 1912 Lagoa Encantada — Ilhéus, Bahia 1 5/20 50 20M+4ST+26A
Trachymyrmex bugnioni Forel, 1912 CEPEC/CEPLAC - llhéus, Bahia 3  10/35 16 14M+2ST

28



M . a)
1
ST “
2
RIKL
: 3 4
qule 30 9 g 25 ws b)
) 1 2 5
0 st '. "
7 L)

o8 &% 3 88 s 84 as
a 10 A 5

A

8% ga s s o0 W' g¥
w

w3 N M s )

. L B B
" 12

13

88 M W o= owx

“w b 3 1 i

Figura 3 - Caridtipos de: a) Mycocepurus goeldii; b) Sericomyrmex bondari; c) Sericomyrmex
saussurei; d) Sericomyrmex mayri e €) Trachymyrmex bugnioni, Ilhéus — BA, Brasil.
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Figura 4 - Metafases com os fluorocromos CMA3 (lado esquerdo) e DAPI (lado direito) de:

a) Mycocepurus goeldii; b) Sericomyrmex saussurei; c¢) Sericomyrmex bondari;
Sericomyrmex mayri e e) Trachymyrmex bugnioni, Ilhéus — BA, Brasil.

d)

30



Figura 5 - Cromossomos metaféasicos submetidos a dupla-coloracdo de CMA3/DAPI:
a) Mycocepurus goeldii; b) Sericomyrmex saussurei; ¢) Sericomyrmex bondari; d)
Sericomyrmex mayri e e€) Trachymyrmex bugnioni, Ilhéus — BA, Brasil.
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Figura 6 - Cromossomos metafasicos submetidos ao tratamento de banda NOR de:
Mycocepurus goeldii; b) Sericomyrmex saussurei; c¢) Sericomyrmex bondari;
Sericomyrmex mayri e e€) Trachymyrmex bugnioni, Ilhéus — BA, Brasil.

d)

32



Género Mycocepurus Forel, 1893

Foram obtidos 20 individuos de duas colénias de M. goeldii e 0 nimero de
cromossomos observado foi de 2n=7 em 44 metafases analisadas. Apenas uma
lamina com trés metafases apresentou o valor de 2n=14, o que pode ser resultado
de metafases poliploides. Essa afirmacéo deve-se ao fato de néo ter sido observado
a presenca de testiculos em nenhuma das pré-pupas utilizadas para as preparacoes
cromossdmicas. Com base nessas informagfes, concluimos que M. goeldii possui
um conjunto cromossdmico diploide de 2n=7 com dois cromossomos maiores ST,
quatro cromossomos A e um cromossomo M pequeno sem par cromossdémico
(Tabela 1; Figura 3a). Foi observada também a presenca de uma constricado
secundaria préxima a regido do centrébmero no braco longo em um dos
cromossomos ST.

O cariotipo dessa espécie foi estudado anteriormente por Barros e
colaboradores (2010) em Vicosa, MG e apresentou o numero cromossoémico diploide
de 2n=8 com a presenca de cromossomos M e SM diferindo em relagdo ao nimero
e morfologia dos cromossomos apresentados aqui. Foi apontado por esses autores
a presenca de uma constricdo secundaria proxima a regido do centrébmero no braco
longo em um cromossomo M.

A coloracdo com fluorocromos base-especificos revelou blocos ricos em GC
(CMA+) em diferentes regides dos cromossomos: na regido pericentromérica do
cromossomo ST e na regido centromérica do seu par homologo, na regido
centromeérica, no braco curto e no braco longo de diferentes cromossomos A (Figura
4 e 5 a). Foram observadas marcagOes negativas de DAPI correlacionadas com
essas regidbes de CMA+ indicando que essas regides sao ricas em base GC e
desprovidas de bases AT.

Barros e colaboradores (2010) apontaram blocos ricos em GC (CMA+) na
regido centromérica de dois pares de cromossomos M e na regido pericentromérica
de dois pares de cromossomos SM (Figura 5 a). Essas regibes foram
correspondentes ao DAPI negativo indicando complementariedade ao CMA. A partir
dessas informacgdes, podemos observar diferencas nos padrdes de bandas tanto em
relacdo a localizacdo quanto em relagdo a quantidade de marcagdes, 0 que permite
a diferenciacao entre as populacoes.

33



Regibes ricas em GC geralmente correspondem a NOR e a marcagao obtida
com a técnica de Ag-NOR coincidiu com essas regifes permitindo concluir a
existéncia de uma NOR em Mycocepurus goeldii (Figura 6 a) indicando a presenca
de genes ribossomais ativos nesse par de cromossomos. A presenca de uma NOR
em apenas um par de cromossomos jé foi relatado em estudos anteriores com essa
espécie (BARROS et al., 2012) e em outros géneros dessa subtribo, tais como Atta
(BARROS et al., 2015) e Acromyrmex (BARROS et al., 2016).

A ocorréncia da variacdo intraespecifica entre as populacbes de M. goeldii
pode estar relacionada com a distancia geografica uma vez que cerca de 1000 km
separam essas populacbes ja estudadas do ponto de Vvista citogenético.
Polimorfismos cromossdmicos entre populacdes em Formicidae foram relatados em
diversas espécies nos géneros Aphaenogaster, Camponotus, Formica, Lasius,
Monomorium, Myrmecia, Pachycondyla, Pheidole, Ponera e Rhytidoponera
(MARIANO, 2004).

Uma segunda hipotese que explica essa variacdo considera gue esses
caridtipos podem pertencer a espécies distintas uma vez que as revisdes
taxonbmicas mais recentes desse género abrangem apenas seis espécies
conhecidas até o momento (MAYHE-NUNES; MENEGUETE, 2000; MACKAY et al.,
2004; CANTONE, 2017). Para isso seriam necessarios estudos mais detalhados a
respeito da biologia e da ecologia dessa espécie.

O caridtipo de M. goeldii estudado por Barros e colaboradores (2010)
apresentou 2K= 4M + 4SB, com um par de cromossomos M grandes e um par de
cromossomos M pequenos. Em contrapartida, a populacédo presente nesse estudo
apresentou uma formula cariotipica de 2K= 1M+ 2ST+ 4A indicando uma variagdo
tanto em relacdo ao numero quanto em relacdo a morfologia cromossémica
sugerindo a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos. Sugerimos que as alteracdes
no cariotipo séo resultado de dois eventos: 1) Os dois pares de cromossomos A sao
resultados de inversées MA uma vez que ocorre a redugdo do numero de bragos
cromossdmicos e 2) O cromossomo ST com tamanho desproporcional ao seu
homologo € resultado de um evento de fusdo entre um cromossomo SM com um
cromossomo M o que resultou na reducédo do nimero de cromossomos.

A ocorréncia de numeros cromossdmicos dipldides impares causados por

rearranjos cromossomicos foi relatada anteriormente nos géneros Monomorium
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(IMAI et al., 1984), Tetramorium (IMAI et al., 1984), Myrmecia (IMAI et al., 1988) e
Ponera (IMAI; KUBOTA, 1972; CROZIER, 1975; IMAI et al., 1988).

Foi possivel verificar também a ocorréncia de polimorfismo interespecifico em
Mycocepurus. Além dos dados citogenéticos citados, a morfoespécie Mycocepurus
sp. foi estudada por Murakami e colaboradores (1998) em Barro Colorado, Panama
e apresentou o conjunto diploide de cromossomos de 2n=8, com predominancia de
Cromossomos metacéntricos.

Os resultados apresentados aqui revelam a existéncia de variabilidade
cariotipica nesse género que era considerado homogéneo em relacdo ao numero

cromossOmico e contribui para o entendimento da evolugdo cromossomica

Género Sericomyrmex Mayr, 1865

Nesse estudo foram analisados os cariétipos de trés espécies do género
Sericomyrmex: S. bondari com 2n=44; S. saussurei com 2n=36 e S. mayri com
2n=50 (Figura 3 b, c e d, respectivamente). Esses resultados mostram a variacao
cariotipica dentro desse género, que era considerado homogéneo em relagdo ao
namero de cromossomos a partir dos dados de duas morfoespécies/espécies:
Sericomyrmex sp. (BARROS et al.,, 2013) em Vicosa, MG e S. amabilis Wheeler,
1925 (MURAKAMI et al., 1998) em Barro Colorado, Panama ambas com numero
dipléide de cromossomos de 2n=50 com predominancia de cromossomos M, caso
pouco frequente em caridtipos de Formicidae com essa quantidade de
Cromossomos.

A coloragao sequencial com fluorocromos evidenciou diferentes padrbes de
bandas nas trés espécies analisadas. Em S. saussurei foram evidenciados blocos
ricos em GC (CMA+) na regido centromérica de dois pares de cromossomos M, dois
pares de cromossomos ST e dois pares de cromossomos A (Figura 5 b). Essas
regides coincidiram com marcacdes negativas do DAPI indicando que essas regides
sao ricas em pares de bases GC e desprovidas de bases AT. Foram evidenciados
também marcacdes positivas de CMA no braco curto de um par de cromossomos A,
em um par de cromossomos ST e no brago curto e na regido centromeérica em um
par de cromossomos ST, sendo essa marcagcdo mais acentuada em um dos

homologos.
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Em S. bondari, foram observados blocos ricos de GC na regido centromérica
de um par de cromossomos M, em dois pares de cromossomos ST e em um par de
cromossomos A (Figura 5 c). Essas regides apresentaram marcacdes negativas com
o DAPI indicando a complementariedade dos fluorocromos. Foram observados
também padrbes distintos de marcagdo no braco curto dos cromossomos: Dois
pares de cromossomos A foram evidenciados na coloragdo com CMA e essas
regides eram correlacionadas com a marcacao negativa da coloragdo com DAPI.
Este resultado sugere que essas regibes sdo ricas em pares de bases GC e
desprovidas de bases AT. Além disso, dois pares de cromossomos A, de forma
oposta, foram evidenciados com a coloracdo DAPI e essas regides sao
correlacionadas com a marcacdo negativa com o CMA. Foi observada também a
presenca de um cromossomo inteiramente rico em bases AT, o0 que indica a
diferenciacao cariotipica entre as espécies.

Na populacdo de S. mayri, foram observadas marcacdes positivas com o
fluorocromo CMA na regido centromérica de pares de cromossomos A e em dois
pares de cromossomos M (Figura 5 d). Da mesma forma que nas outras espécies ja
citadas, essas regibes eram correlacionadas com a marcacdo negativa com o
Fluorocromo DAPI.

N&o existem informacdes na literatura relacionadas a coloracdo dupla com
fluorocromos nesse género tornando as informacdes presentes nesse estudo
inéditas. Esses resultados mostram que os blocos heterocromaticos se distribuem
preferencialmente na regido centromérica e no braco curto de alguns cromossomos.
A presenca de blocos ricos em pares de bases GC no brago curto indica a
ocorréncia de eventos de fissdo céntrica seguida do crescimento de heterocromatina
constitutiva (IMAI et al., 2001). Foi possivel observar também a presenca de dois
tipos de heterocromatina no genoma das espécies e essa diferenciacdo da
heterocromatina pode estar relacionada com a diferenciacdo das espécies (WHITE,
1981).

Foram observadas quantidades diferentes de marcacfes com a técnica de
NOR nas espécies: S. saussurei apresentou duas marcagfes (Figura 6 b) e as
espécies S. bondari e S. mayri apresentaram quatro marcacgoes.

A variabilidade cromossOmica presente nesse género pode ser resultado da

ocorréncia de eventos de rearranjos cromossémicos ao longo do processo evolutivo
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do grupo. Estudos filogenéticos apontam S. saussurei como a mais basal seguida
por S. amabilis, S. bondari e S. mayri e, considerando os resultados apresentados
agui, o mecanismo responsavel pelas alteracdes cariotipicas € a fissdo céntrica
devido a tendéncia do numero cromossdmico em aumentar (SCHULTZ; BRADY,
2008; BRANSTETTER, 2017).

Tendo em vista a similaridade morfologia que existente entre as espécies do
género Sericomyrmex, 0s resultados presentes nesse estudo contribuem para a
caracterizagao, identificacdo e diferenciagcdo de S. bondari, S. mayri e S. saussurei

principalmente quando associado com outras caracteristicas bioldgicas.

Género Trachymyrmex Forel, 1893

Trachymyrmex bugnioni apresentou um conjunto cromossémico dipléide de
2n=16, com a presenca de cromossomos metacéntricos e subtelocéntricos (Figura 3
e). Dentre as 48 espécies descritas do género Trachymyrmex, apenas cinco
espécies/morfoespécies foram estudadas do ponto de vista citogenético: Murakami e
colaboradores (1998) descreveram o cariotipo de trés morfoespécies: Trachymyrmex
sp.1l, com 2n=12; Trachymyrmex sp. 2 com 2n=18 e T. septentrionalis com 2n=20.
Barros e colaboradores (2013, 2014, 2018) analisaram os cariétipos de T. relictus
com 2n=20; Trachymyrmex sp. 2n=22; T. fuscus com 2n=18 e T. holmgreni com
2n=20. Com base nessas informacdes, observamos a diversidade cariotipica desse
género.

Na coloracdo sequencial com fluorocromo com a espécie desse estudo nao
foi observado um padrdo de marcagdo especifica em nenhum dos fluorocromos
utilizados, algo pouco frequente nas demais espécies desse género (Figura 5 e). A
heterocromatina rica em GC (CMA+) foi observada no cariétipo de T. fuscus e T.
holmgreni estudado por Barros e colaboradores (2014; 2018) na regido centromérica
e pericentromérica de todos 0s cromossomos. Essas regifes coincidiram com o
DAPI negativo indicando complementariedade com o fluorocromo CMA. Marcacoes
especificas de DAPI ndo foram detectadas em nenhuma das espécies citadas.

Esses dados mostram que ndo ha homogeneidade tanto em relacdo ao
namero e morfologia dos cromossomos quanto em relacdo ao padrao de bandas

nesse género. O polimorfismo interespecifico pode estar relacionado ndo s6 com a
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ocorréncia de polimorfismos cromossémicos, mas também com a polifilia desse
género (SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER, 2017)

Nossos dados mostram a diversidade cariotipica dos géneros Mycocepurus,
Sericomyrmex e Trachymyrmex. A analise comparativa do cariotipo das espécies
presentes nesse estudo com os dados da literatura permitiu a verificacdo da
ocorréncia de polimorfismo intraespecifico e interespecifico nos géneros o que

contribui com o conhecimento acerca da evolugcdo cromossémica nesse grupo.
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Capitulo 2

Evolugcdo cariotipica na subtribo Attina (FORMICIDAE:
MYRMICINAE: ATTINI)



Evolucgédo cariotipica na subtribo Attina (FORMICIDAE: MYRMICINAE: ATTINI:
ATTINA)

RESUMO

A subtribo Attina reline um grupo monofilético de formigas que possuem uma relacdo mutualistica
com um fungo ou leveduras. Essas formigas sdo endémicas da regido do Novo mundo e abrangem
16 géneros. A citogenética tem sido largamente utilizada em estudos evolutivos e sistematicos em
formigas pois contribui na identificacdo e diferenciacido das espécies. O objetivo desse estudo foi
realizar uma andlise evolutiva da subtribo Attina baseada nos dados citogenéticos disponiveis na
literatura. Para isso foram coletados e organizados os dados citogenéticos de 10 géneros dessa
subtribo e foi realizada uma analise de regresséo para avaliar a evolugéo cariotipica da subtribo e
uma andlise de distribuicdo de frequéncias para avaliar a variagdo cromossémica do grupo. Os dados
citogenéticos disponiveis na literatura de cinquenta espécies das formigas cultivadoras de fungo
mostram que ha géneros com espécies com caridtipos uniformes e outros altamente diversificados.
Em relacdo a evolucdo cariotipica, o cariografo indica que os cromossomos sofreram ciclos
sucessivos de rearranjos do tipo fissdo céntrica com adicdo de heterocromatina e inversdo AM com
alguns eventos de reducdo do nimero cromossémico por meio de fusdes céntricas. Os resultados
obtidos nesse estudo ilustram a diversidade cariotipica da subtribo Attina e contribuem para o
conhecimento acerca da evolugdo cromossdmica desse grupo.
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Introducéao

A analise citogenética ndo é utilizada somente para determinagdo do numero
e morfologia de cromossomos de formigas, mas também como uma ferramenta
bastante pratica para estabelecer relacbes de parentesco entre espécies
relacionadas, diferenciar espécies e, ainda, propor hipéteses relacionadas a
evolucao cariotipica (LORITE; PALOMEQUE, 2010; GUERRA, 1988). Por isso, 0s
dados citogenéticos tem sido largamente utilizados em estudos sistematicos e
evolutivos em formigas (MARIANO et al., 2003; LORITE; PALOMEQUE, 2010;
MARIANO et al., 2012; MARIANO et al., 2019; CARDOSO et al., 2014).

As formigas reunidas na subtribo Attina destacam-se entre os géneros da
subfamilia Myrmicinae pela relacdo mutualistica com fungos basidiomicetos e
leveduras (WEBER, 1972; CRAVEN et al., 1970). Sdo endémicas da regiao do Novo
mundo, incluem 16 géneros e cerca de 286 espécies (BOLTON, 2019). Os dados
citogenéticos disponiveis na literatura a respeito dessas formigas abrangem 52
espécies/morfoespécies distribuidas em 10 géneros e mostram uma variacdo do
conjunto cromossdmico dipléide de 2n=7 em Mycocepurus goeldii (Capitulo 1) a
2n=64 em Mycetophylax lectus (MARIANO et al.,, 2019). Além disso, foram
observados polimorfismos cromossémicos intraespecifico e interespecifico nos
diferentes géneros, a presenca de um polimorfismo estrutural na espécie
Trachymyrmex fuscus (BARROS et al., 2014); varia¢do cariotipica intrapopulacional
em Mycetophylax morschi (CARDOSO et al., 2014) e uma variagao interpopulacional
do tamanho do cari6étipo em Trachymyrmex holmgreni (CARDOSO et al., 2018).
Esses dados ilustram a diversidade cariotipica dessa subtribo e a analise dessas
informacdes contribuird ndo s6 para a descricdo dos mecanismos envolvidos nas
alteracdes cariotipicas que ocorreram ao longo do processo evolutivo do grupo, mas
também para a investigacéo sobre a diferenciacdo das espécies.

Com base nessas informacdes, o objetivo desse estudo € realizar uma
analise evolutiva da subtribo Attina baseada nos dados citogenéticos disponiveis na

literatura.
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Metodologia

Para avaliar a variagdo cromossémica na tribo Attina foi realizada uma anélise
da distribuicdo de frequéncia a partir das informacdes citogenéticas de 50
morfoespécies compilados na tabela 2 (em anexo).

Esses dados também foram utilizados para o estudo da variagdo do numero
haploide de cromossomos em funcdo do niumero de bragos cromossémicos por meio
do caridgrafo. Nesse método € plotado o niumero de bracos cromossémicos (AN, se
os numeros forem haploides e 2AN se os numeros forem diploides) em funcdo do
namero de cromossomos (n para conjuntos cromossémicos haploides e 2n para
conjuntos cromossémicos dipldides). Para isso, os cromossomos foram classificados
em acrocéntricos e metacéntricos baseados na nomenclatura proposta por Imai et
al., (1991). Para calcular o numero de bragcos cromossémicos utilizamos a soma de
cromossomos acrocéntricos (a) mais o dobro de cromossomos metacéntricos (m),
representado pela formula: AN= a+2m ou 2AN= 2(a+2m).

Sao apresentadas também hipoteses para possiveis direcfes da evolucao
nos diferentes géneros da subtribo Attina cujas informacdes citogenéticas estdo

disponiveis

Resultados e discussao

Existem dados citogenéticos disponiveis na literatura de 52 espécies das
formigas cultivadoras de fungo, representando 18% das espécies descritas (Tabela
2, em anexo). Na figura 6 podemos observar que a variacdo cromossémica entre as
espécies desse grupo € de 2n=7 a 2n=64 e ha uma maior concentracdo dos
conjuntos cromossomicos diploides no intervalo 2n= 14-38 (Figura 7).

O género Mycocepurus apresenta um numero cromossémico baixo (n>11,
IMAI et al., 1977) dentro da subtribo, o que pode ser resultado de uma retencéo de
caracteres e essa informacdo € corroborada pelos estudos filogenéticos mais
recentes que apontam M. goeldii como a espécie mais basal dentro da subtribo
Attina (BARROS et al., 2011; SCHULTZ; BRADY, 2008; BRANSTETTER, 2017).

Os géneros Atta (2n=22) e Acromyrmex (2n=38) apresentaram o maior
namero de espécies estudadas do ponto de vista citogenético com 23 espécies

analisadas. Essas espécies possuem o cariotipo uniforme ou com poucas variacdes
42



cromossOmicas, 0 que indica uma origem mais recente do género (POMPOLO;
MARIANO, 2003). O género Atta apresenta um cariétipo uniforme em relacdo ao
namero e morfologia cromossdémica a partir dos dados citogenéticos relativos a seis
espécies, 0 que sugere uma origem mais recente do género (BARROS et al., 2014;
2015). Estudos citogenéticos em A. striatus (2n=22) e A. ameliae (2n=36) indicaram
diferengas em relagdo ao numero cromossdémico quando comparados as demais
espécies (BARROS et al., 2010). Acromyrmex striatus (2n=22) possui o0 numero e
morfologia de cromossomos semelhante a Atta e por isso € sugerido que esse
cariétipo seja plesiomoérfico (BARROS et al.,, 2010; CRISTIANO et al., 2013). Os
dados citogenéticos associados aos dados moleculares apontam que A. striatus é
grupo irmao das formigas cortadeiras e se diferenciou antes da divergéncia entre
Acromyrmex e Atta (CRISTIANO et al., 2013). Ja o cari6tipo de A. ameliae (2n=36)
seria resultado de rearranjo do tipo fusdo céntrica (CRISTIANO et al., 2013). Nesse
género foi observado também diferencas morfoldgicas relacionadas a quantidade de
heterocromatina nos bracos curtos dos cromossomos, o que permite a diferenciacao
das espécies (BARROS et al., 2010; 2016; TEIXEIRA et al., 2017).

O pico representado por 2n=20 abrange espécies dos géneros Apterostigma,
Cyphomyrmex e Trachymyrmex o que evidencia a heterogeneidade dos cariotipos
da subtribo Attina. A distribuicdo dos ndmeros cromossémicos € desigual uma vez
gue alguns géneros sdo representados por apenas uma espécie como pode ser
observado nos picos 2n=7, 8, 12, 23, 26, 54 e 64.
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Figura 7 - Frequéncia do nimero dipléide de cromossomos das espécies da subtribo Attina
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A variagdo no numero cromossdmico entre as espécies dos géneros
Apterostigma (2n= 20, 22, 24, 32, 46), Cyphomyrmex (2n = 20, 22, 32) e
Sericomyrmex (2n=36, 44, 50), tem sido relacionada com eventos de fissdo céntrica,
0 que explicaria a tendéncia do aumento do nimero cromossémico nesses géneros
(BARROS et al., 2013; 2011; Ver capitulo 1).

O género Mycetarotes possui a variacdo mais alta encontrada na subtribo
Attina de 2n=14-54, considerando o numero baixo de espécies estudadas. M.
carinatus (2n=14) possui um cariétipo composto majoritariamente por cromossomos
grandes metacéntricos e submetacéntricos enquanto M. parallelus possui uma
guantidade maior de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, mas de
tamanho menor, o que indica a ocorréncia de rearranjos cromossémicos do tipo
fissdo céntrica (BARROS et al., 2011).

O género Mycetophylax apresenta uma variagdo cromossdmica significativa
de 2n=26 — 64. Estudos citogenéticos realizados por Cardoso e colaboradores
(2014) com colbénias da espécie Mycetophylax morschi Emery, 1888 mostrou a
presenca de dois caridtipos distintos de 2n= 26 e 2n=30, resultando em uma
variacdo cariotipica intrapopulacional (CARDOSO et al., 2014). Os autores
concluiram que essa variacdo pode estar relacionada com a existéncia de espécies
cripticas e que esse polimorfismo pode ser resultado de fusao céntrica (CARDOSO
et al.,, 2014). O cariétipo de Mycetophylax lectus (2n=64) €& composto por
cromossomos metacéntricos e acrocéntricos e, por isso, pode ser resultado de
eventos de fiss&o céntrica.

Com relacdo a evolugdo do cariotipo da subtribo Attina, Barros e
colaboradores (2011) sugerem que o principal mecanismo € a Fissdo Céntrica visto
gque ha uma tendéncia dos géneros mais basais possuirem um ndamero
cromossémico menor em relacdo aos géneros mais derivados.

O cariégrafo aponta uma tendéncia tanto do aumento do numero
cromossémico quanto do numero de bragos cromossdmicos na subtribo Attina
(Figura 8). Nessa subtribo, existem alguns cariétipos compostos exclusivamente por
cromossomos M e por isso ha uma concentracdo dos pontos ao longo da borda M.
Apesar do numero baixo de espécies amostradas, é possivel observar que a
distribuicdo dos pontos é similar ao padrdo encontrado na subfamilia Myrmicinae
(MARIANO, 2004).
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Figura 8 - Cariégrafo de espécies da subtribo Attina

Com relacéo a evolugdo do cariétipo, os principais mecanismos relacionados
as alteracbes cariotipicas da subtribo Attina sé@o ciclos sucessivos de rearranjos do
tipo fissdo céntrica e inversdo AM com adi¢do de heterocromatina e alguns eventos
de redugdo do numero cromossémico por fusdes céntricas. Esses ciclos de
rearranjos explicam a existéncia de cariétipos com elevado nimero cromossémico
(n>11, em IMAI et al., 1977) compostos exclusivamente por cromossomos M e a
auséncia de caridtipos composto exclusivamente por cromossomos A. Esses
eventos explicam também a tendéncia em cariotipos de numeros cromossomicos
mais elevados possuirem cromossomos A.

A distribuicdo dos pontos no cariografo mostra de forma evidente a ocorréncia
de inversdo entre as especies dos géneros Cyphomyrmex, Mycetophylax,
Acromyrmex e Atta. Em todos 0s casos as espécies dos respectivos géneros
apresentaram 0 mesmo ndamero cromossOdmico e variaram em relacdo ao numero de
bragos cromossdémicos indicando a ocorréncia de inversbes AM que séao
consideradas comuns de ocorrerem (IMAI; MARUYAMA, 1978)

A ocorréncia de fusdes céntrica teria originado os cariétipos compostos
predominantemente por cromossomos M nos géneros Mycetarotes, Mycetophylax,
Trachymyrmex, Acromyrmex e Atta sugerindo uma origem mais recente. No entanto,

de acordo com os estudos filogenéticos, os géneros Acromyrmex e Atta sdo 0s
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géneros mais derivados da subtribo, assim o evento relacionado as alteragbes
cariotipicas que originaram os demais géneros provavelmente estdo relacionados
com o fato de que fusdes céntricas podem ocorrer em grupos de espécies que ja
sofreram diversos ciclos de rearranjos cromossomicos (MARIANO, 2004; IMAI et al.,
1994)

Em relacdo ao género Acromyrmex, o cariografo indica que o cariétipo da
espécie A. striatus € resultado de eventos de fusdo céntrica, o que teria ocasionado
um cariétipo composto predominantemente por cromossomos M. A distribuicdo dos
pontos sugere uma tendéncia ao aumento do nimero cromossémico por meio de
fissbes céntricas nas espécies desse género exceto no cariotipo da espécie A.
ameliae seria resultado de um evento de fusao céntrica, como foi sugerido por
Cristiano e colaboradores (2013).

Foram analisadas hipéteses para possiveis direcbes da evolugdo nos
diferentes géneros da subtribo Attina em que as informacdes estdo disponiveis
(Figura 8). O cariografo indica que os cariétipos dos géneros Apterostigma,
Cyphomyrmex e Trachymyrmex tendem ao aumento do nimero cromossémico
devido aos ciclos de rearranjo do tipo inversdo AM-fissdo. Ja o0s géneros
Mycetarotes, Mycetophylax e sofreram ciclos de rearranjo cromossémico do tipo
Fissdo-Inversao.

Nos géneros Acromyrmex e Sericomyrmex 0s cariotipos sofreram ciclos
sucessivos de rearranjos com tendéncia ao aumento do nimero cromossémico por
meio de fissdo céntrica com alguns eventos de redu¢do do niumero cromossdmico
por meio de fusdo céntrica. A distribuicdo dos pontos do género Trachymyrmex

sugere a predominancia de fissdes céntricas.
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Concluséao geral

No presente estudo foi realizada a caracterizacdo citogenética de cinco
espécies de formigas cultivadoras de fungo que apresentaram numeros
cromossOmicos variaveis entre 2n=7 — 50.

O menor numero cromossémico presente nesse estudo pertence a
Mycocepurus goeldii (2n=7). Trés espécies de Sericomyrmex apresentaram
polimorfismo cromossdmico: S. bondari (2n= 44); S. saussurei (2n=36); S. mayri
(2n=50) e Trachymyrmex bugnioni apresentou um cariétipo dipldide 2n=16. Esses
resultados ilustram a diversidade cariotipica da subtribo Attina considerando o
namero baixo de espécies estudadas.

A coloracédo sequencial com fluorocromos mostrou que a heterocromatina dos
géneros presentes nesse estudo é rica em GC (CMA3+), exceto em S. bondari que
apresentou um cromossomo inteiro formado por heterocromatina rica em AT. Essas
informacdes sdo importantes para a determinacdo dos padrfes caracteristicos de
cada espécie além de fornecer informacdes a respeito da composicdo da
heterocromatina constitutiva.

A andlise comparativa desses dados somados aos da literatura mostram a
ocorréncia de polimorfismos intraespecificos e interespecificos nos géneros
Mycocepurus, Sericomyrmex e Trachymyrmex. Em M. goeldii, foi observada uma
variacdo intraespecifica do numero diploide de 2n=7-8. Essas informacdes
demonstram a importancia da caracterizacao citogenética e fornecem subsidios para
o entendimento das alteracOes cariotipicas que ocorreram ao longo do processo
evolutivo desse grupo uma vez que as diferencas cariotipicas observadas podem ser
resultado de rearranjos cromossdmicos Sucessivos.

A variagdo cromossOmica observada na subtribo Attina € de 2n=7 a 2n=64.
Os cariotipos dos géneros basais sdo mais variaveis quando comparados com 0s
cariotipos dos géneros derivados.

O cariografo indica que a diferenciacdo cariotipica na subtribo Attina foi
resultado de ciclos de rearranjos do tipo inversdo AM e fissdo céntrica com adicao
de heterocromatina com alguns eventos de reducdo do niumero cromossdémico por

fusdes céntricas.
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Os resultados obtidos nesse estudo contribuem para o aumento de 57
espécies de formigas -cultivadoras de fungo estudadas do ponto de Vvista
citogenético.

A utilizagdo das técnicas de citogenética molecular em M. goeldii, como por
exemplo o FISH, sdo importantes para suportar a hipétese de fusdo céntrica que foi
observada na espécie presente nesse estudo.

Com os resultados obtidos nesse estudo aumentam para 57 espécies de
formigas cultivadoras de fungo estudadas do ponto de vista citogenético. Estudos
citogenéticos de mais espécies sdo necessarios tanto para o conhecimento da
diversidade cariotipica quanto para a compreensao da evolu¢cdo cromossémica do
grupo, incluindo os géneros que ndo possuem dados citogeneticos disponiveis tais
como Cyatta, Kalathomyrmex, Mycetagroicus, Mycetosoritis, Paramycetophylax,
Pseudoatta e Xerolitor.

A caracterizacdo citogenética de mais espécies dos géneros Mycocepurus,
Sericomyrmex e Trachymyrmex é importante para avaliar a variagdo cromossémica
desses grupos e realizar inferéncias a respeito das alteracdes cariotipicas ocorridas
nesses géneros.

Além disso, aumentar a area de estudo sera importante para avaliar a
diversidade das formigas cultivadoras de fungo presentes no municipio de Illhéus, o

gue contribuira com o entendimento da evolucéo e diversificacado desse grupo.
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Anexos

Tabela 1 - Citogenética de Myrmicinae

Género N° de Variacdo 2n
espécie

Acanthomyrmex 3 2n= 22, 24

Acromyrmex 17 2n=22, 38

Aphaenogaster 23 2n=22, 30,32, 34, 36, 38, 40, 41,
42, 44, 45, 46

Apterostigma 6 2n=20,22,23,24,32

Atta 6 2n=22

Basiceros 1 2n= 20

Cardiocondyla 4 2n=22, 28, 40, 44

Carebara 12 2n= 26, 32, 34, 36, 38, 42, 44,

Cephalotes 3 2n= 22, 32, 44

Colobostruma 3 2n=22, 28

Crematogaster 17 2n= 24, 26, 36, 40, 50, 56

Cyphomyrmex 3 2n=20,22,32

Dacetinops 1 2n=16

Epopostruma 2 2n=20

Erromyrma 1 2n=70

Eurhopalothrix 1 2n=18

Formicoxenus 4 2n=22, 28, 30

Harpagoxenus 2 2n=36, 40

Kyidris 1 2n=56

Leptothorax 23 2n= 22, 24,26, 30, 32, 34, 36,42,
44, 46, 48, 50, 52, 56

Lophomyrmex 3 2n= 22, 38

Manica 1 2n=44

Mayriella 1 2n=36

Megalomyrmex 1 2n=50

Meranoplus 6 2n= 18, 16, 20, 22

Messor 3 2n=41, 42, 44

Monomorium 23 2n= 20, 22, 24, 32, 34, 38, 42

Mycetarotes 2 2n=14,54

Mycetophylax 3 2n=26,30,36

Mycocepurus 2 2n=8

Myrmecina 7 2n= 28, 66, 68

Myrmica 8 2n=44, 46,48, 56

Myrmicaria 6 2n= 44, 46

Myrmicocripta 1 2n=30

Myrmoxenus 2 2n=20

Oligomyrmex 10 2n= 26, 32, 34, 36, 38, 44

Orectognathus 3 2n= 22, 30

Pheidole 78 2n=12, 16, 18, 20, 21, 22, 24, 28,
30, 32, 34, 36, 37, 38,39, 40, 42

Pheidologeton 1 2n=42

Podomyrma 3 2n= 49, 50, 51

Pogonomyrmex 18 2n= 32, 36, 49, 50, 51, 58, 60, 61,
62

Pristomyrmex 3 2n= 22, 24, 28

Proatta 1 32

Pyramica 2 2n=38

Recurvidris 1 2n=24
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Sericomyrmex 2 2n=50

Solenopsis 10 2n= 22, 32, 38

Stenamma 2 2n=8, 40

Strongylognathus 1 2n=28

Strumigenys 8 2n= 16, 22 24, 26, 36, 38,40

Temnothorax 54 2n=12, 18, 16,20, 22, 24, 26, 27,
28, 34, 36, 42, 44, 46, 48, 50,

Tetramorium 31 2n= 4, 14, 18, 20, 22, 24, 26, 28,
35, 36,

Trachymyrmex 7 2n=12,18,20,22,

Trichomyrmex 1 2n=38

Triglyphothrix 2 2n=14

Trigonogaster 1 2n=24

Veromessor 1 2n=40

Vollenhovia 8 2n= 33, 34,36, 40, 49, 50,

Wasmannia 1 2n=32

60



Tabela 2 — Referencias de estudos citogenéticos realizados com as formigas cultivadoras de fungo

Género Espécies 2n cariotipo Referencia
Acromyrmex Acromyrmex ambiguus 38 2M+6SM+16ST+14A Gofii et al. (1983)
A. hispidus 38 2M+6SM+16ST+14A Gofii et al. (1983)
A. heyeri 38 2M+6SM+16ST+14A Gofii et al. (1983)
A. heyeri 38 2M+6SM+16ST+14A Santos-Colares et al. (1997)
A. crassipinus 38 2M+6SM+16ST+14A Fadini & Pompolo (1996)
A. subterraneus molestans 38 2M+6SM+16ST+14A Fadini & Pompolo (1996)
A. subterraneus 38 2M+6SM+16ST+14A Fadini & Pompolo (1996);
Barros et al (2008); Teixeira
et al (2017)
A. subterraneus brunneus 38 Barros et al (2008)
A. ameliae 36 Barros et al (2008)
A. striatus 22 20M+2SM Cristiano et al (2013)
A. balzani 38 12M+10SM+14ST+2A  Barros et al (2016)
A. coronatus 38 12M+8SM+16ST+2A Barros et al (2016)
A. disciger 38 10M+12SM+14ST+2A  Barros et al (2016)
A. niger 38 12M+14SM+10ST+2A  Barros et al (2016)
A. rugosus 38 16M+12SM+8ST+2A Barros et al (2016)
A. echinatior 38 8M+6SM+14ST+10A Barros et al (2016)
A. aspersus 38 8M+10SM+16ST+4A Teixeira et al (2017)
Apterostigma Apterostigma mayri 24 24M Murakami et al. (1998)
Apterostigma sp. 24 24M Murakami et al. (1998)
Apterostigma sp. 20 6M+12SM+2A Fadini & Pompolo (1996)
Apterostigma steigeri 22 20M+2SM Barros et al (2013)
Apterostigma madidiense 23 7m+10sm + 5st + 1a Barros et al (2013)
Apterostigma sp. 32 14M+6SM+10ST+2T Mariano et al (2011)
Atta Atta bisphaerica 22 12M+6SM+4A Fadini & Pompolo (1996)
A. colombica 22 12M+6SM+4A Murakami et al. (1998)
A.laevigata 22 12M+6SM+4A Fadini & Pompolo (1996)
A. sexdens 22 12M+6SM+4A Fadini & Pompolo (1996);
A. sexdens 22 12M+6SM+4A Santos-Colares et al. (1997)
A. robusta 22 18M+2SM+2ST Barros et al (2015)
Cyphomyrmex Cyphomyrmex rimosus 32 28M+4A Murakami et al. (1998)
C. costatus 20 20M Murakami et al. (1998)
C. cornutus 22 10M+12SM Mariano et al (2011)
Cyphomyrmex sp. 32 20M+12A Mariano et al., 2019
Mycetarotes Mycetarotes carinatus 14 8M+6SM Fadini et al. (1996)
M. parallelus 54 13M+8SM+6A Fadini et al. (1996)
Mycetophylax Mycetophylax morshi 30 18M+10SM+2A Cardoso et al (2014)
Mycetophylax morshi 26 18M+6SM+2A Cardoso et al (2014)
M. conformis 30 22M+8SM Cardoso et al (2014);
Cardoso et al (2017)
M. simplex 36 20M+16SM Cardoso et al (2014)
M. lectus 64 22M+42A Mariano et al., 2019
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Mycocepurus Mycocepurus sp. 8 8M Murakami et al. (1998)
M. goeldii 8 8M Barros et al (2010)
M. goeldii 7 1M+2ST+4A Presente estudo
Myrmicocripta Myrmicocrypta sp. 30 6M+10SM+14A Mariano et al (2011)
Sericomyrmex s. amabilis 50 50M Murakami et al. (1998)
Sericomyrmex sp. 50 44M+6SM Barros et al (2013)
S. bondari 44 12M+4ST+28A Presente estudo
S. mayri 50 20M+4ST+26A Presente estudo
S. saussurei 36 10M+6ST+20A Presente estudo
Trachymyrmex Trachymyrmex sp. 1 12 12Mm Murakami et al. (1998)
Trachymyrmex sp. 2 18 18M Murakami et al. (1998)
T. septentrionalis 20 20M Murakami et al. (1998)
Trachymyrmex relictus 20 20M Barros et al (2013)
Trachymyrmex sp 22 18M+4SM Barros et al (2013)
T. fuscus 18 16M+2SM Barros et al (2014)
Trachymyrmex holmgreni 20 20M Barros et al (2018)
T. bugnioni 16 14M+2ST Presente estudo
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Tabela 2 — dados citogenéticos utilizados para a montagem do cariégrafo

Género Espécies n°deA n°deM 2AN 2n
Acromyrmex Acromyrmex ambiguus 30 8 46 19
A. hispidus 30 8 46 19
A. heyeri 30 8 46 19
A. heyeri 30 8 46 19
A. crassipinus 30 8 46 19
A. subterraneus molestans 30 8 46 19
A. subterraneus 30 8 46 19
A. subterraneus brunneus 30 8 46 19
A. ameliae 10 26 62 18
A. striatus 0 22 44 11
A. balzani

balzani 16 22 60 19
A. coronatus 18 20 58 19

A. disciger 16 22
g 60 19
A. niger 12 26 64 19
A. rugosus 10 28 66 19
A. echinatior 24 14 - 19
A. aspersus 20 18 44 11
Apterostigma Apterostigma mayri 0 24 56 19
Apterostigma sp. 0 24 48 12
Apterostigma sp. 2 18 48 12
Apterostigma steigeri 0 22 38 10
Apterostigma madidiense 6 17 44 11
Apterostigma sp. 12 20 92 23
Atta Atta bisphaerica 4 18 50 16
A. colombica 4 18 40 11
A.laevigata 4 18 40 11

A. sexdens 4 18
40 1
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A. sexdens

18

40 1
A. robusta 2 20 40 11
Cyphomyrmex Cyphomyrmex rimosus 4 28 42 11
C. costatus 0 20 60 16
C. cornutus 0 22 40 10
Cyphomyrmex sp. 12 20 52 16
Mycetarotes Mycetarotes carinatus 0 14 44 11
M. parallelus 30 24 28 7
Mycetophylax Mycetophylax morshi 2 28 78 27
Mycetophylax morshi 2 24 58 15
M. conformis 0 30 50 13
M. simplex 0 36 60 15
M. lectus 42 22 86 32
Mycocepurus Mycocepurus sp. 0 8 72 18
M. goeldii 0 8 16 4
M. goeldii 6 1 16 4
Myrmicocripta Myrmicocrypta sp. 14 16
Sericomyrmex s. amabilis 0 50 46 15
Sericomyrmex sp. 0 50 100 25
S. bondari 32 12 56 22
S. mayri 26 10 70 25
S. saussurei 30 20 46 18
Trachymyrmex Trachymyrmex sp. 1 0 12 100 25
Trachymyrmex sp. 2 0 18 24 6
T. septentrionalis 0 20 36 9
Trachymyrmex relictus 0 20 40 10
Trachymyrmex sp 0 22 40 10
T. fuscus 0 18 44 11
Trachymyrmex holmgreni 2 14 36 9
T. bugnioni 0 20 30 8

64



20 yd 25 yd
VAR R 2R L R L 4 O
18 L 2 s
S /
1 A / T a yd
2 / 3 S/
Eu S — £ / ~
@ / g i iy [m] -
7 7
512 /- - g1 / .
E / 'S e £ / T
s / - 3 4
5 10 y . 5 . O -
T yd e & Acromyrmex T yd o o 7 O Apterosigma
s / m b B / M v
e vd 7 H / -
H S H /
soa S - ki i L 5 /, - Mo i
2 /// o chm /// bR CRa
v P
0 o«
] 10 20 30 40 50 50 70 0 20 40 50 80 100
N* hapldide de bracos cromossémicos(AN) N* hapldide de bracos cromossdmicos (AN)
e
i y 0 /
/ /
16 s . . s A
= A d 25 A 4
Yy, —
S 7 < S
E / 5 /
a1 yd ~ % 0 yd ~
H 4 7 g /
E 10 d .
5 . £ / ~
] Y / 515 Yy, -
o og p -
]
z y ® Cyphomyrmex = S e & Mycetarctes
= /! =
5 6 M ces  prs 5 4
° . 5 10 M s o
z P / % // e € P
7 .
o 4 i o = " A
N / - L. Vs A Maiow i
2 Yy
S PR CFs ;o PR CRs
z--/ /(/
0k o L
0 10 20 30 40 50 50 70 0 0 40 50 80 100
N* hapléide de bracos cromossémicos(AN) N hapléide de bracos cromossémicos (AN)
e
35 y 30 yd
' d
w / X /
d /
= A / =5 A /oA A
= 4 = /
] / A
£ Y E //,
a / . 520 /
F e - 2 A
g 20 /- - E s
2 / -
g y, 515 4 -
515 4 Mycetophyl 5 / %
H / " K Mycetophylax - / o 4 Sericomyrmex
= / K- = .
=) s M CHs  PFs & 10 M chs prs
5 10 y - =
= s T a
b y, - ki i B e At
5 # - =3
~ Prus  CRa PR Chus
0 0
o 0 40 60 80 100 0 20 40 50 80 100 120
N® hapléide de bracos cromossémicos (AN) N® hapldide de bragos cromossémicos (AN)

=]

w

= Trachymyrmex

N° hapldide de cromossomos (n)
@

4 PRy
My
2
0
0 10 20 30 40 50

N* hapldide de bragos cromossdmicos (AN)

Figura 9 - Cariégrafo elaborado a partir dos dados citogenéticos de: a) Acromyrmex; b) Apterostigma;

¢) Cyphomyrmex; d) Mycetarotes; €) Mycetophylax; f) Sericomyrmex e g) Trachymyrmex.

65



