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RESUMO

A Citogenética € o estudo dos cromossomos e caribtipos, tanto no que
diz respeito a sua morfologia, organizacéo, funcéo, quanto a sua variacdo e
evolucdo. Esses estudos podem ser realizados tanto utilizando a citogenética
classica, como a citogenética molecular. Em formigas, ha registro de dados
citogenéticos para mais de 750 espécies, que apontam uma variacdo de
namero dipldide entre 2n=2, a 2n=120. Para o0 género Azteca (subfamilia
Dolichoderinae) estudos citogenéticos ainda s&o incipientes quando se
compara a diversidade de espécies do género. Com isso, este estudo buscou
caracterizar os cariotipos de formigas do género Azteca, utilizando técnicas de
citogenética classica e molecular, com o intuito de verificar as diferencas
cariotipicas, em relacdo a estrutura dos cromossomos, localizacdo das
segmentos ricos em pares de bases Adenina-Timina, Citosina-Guanina e dos
clusters de genes ribossomais, conciliando os resultados obtidos com
conhecimento dos processos evolutivos em Formicidae. Foram analisadas
diferentes espécies do género Azteca, Forel, 1878, de diferentes localidades. A
analise convencional de coloracdo com Giemsa revelou uma variagdo numerica
e estrutural cromossdémica entre as espécies variando de 2n= 18 a 2n= 28. A
coloragdo com fluorocromos revelou mudltiplas marcacdes CMA3+ nos
cariétipos das espécies que foram submetidos a essa técnica. Foi realizado o
bandeamento NOR em uma espécie de Azteca (Azteca sp 2), resultando na
marcacao do 5° par cromossémico. Quanto ao padréo de hibridizacdo do DNA
(GA)15, a sonda estava presente ao longo de todos os pares cromossomicos,
Utilizando a técnica de FISH, foi possivel observar que Azteca alfari e Azteca
chartifex spiriti apresentaram diversidade nas marcagfes de CMA3+, porém na
localizagdo de genes ribossomais 18S marcou positivo para o 5° par
cromossOmico, coincidindo com a banda NOR. Com este estudo foi possivel
observar variagbes dentro do género Azteca, que podem ser Uteis em analises

filogenéticas.

Palavras-chave: cromossomos; citogenética; formigas; FISH.



Abstract

Cytogenetics is the study of chromosomes and karyotypes, with regard to
their morphology, organization, function, and their variation and evolution.
These studies can be performed either using classical cytogenetics or molecular
cytogenetics. In ants, there are records of cytogenetic data for more than 750
species, which show a diploid number variation between 2n=2, to 2n=120. For
the genus Azteca (subfamily Dolichoderinae) cytogenetic studies are still
incipient when considering the diversity of species of the genus. Thus, this study
sought to characterize the karyotypes of Azteca ants, using classical and
molecular cytogenetic techniques, with the aim of verifying karyotypic
differences in chromosome structure, location of segments rich in A-T and C-G
base pairs and of the ribosomal gene clusters, reconciling the results obtained
with knowledge of evolutionary processes in Formicidae. Different species of
the genus Azteca, Forel, 1878 from different locations were analyzed.
Conventional Giemsa staining analysis revealed numerical and structural
chromosomal variation between species ranging from 2n=18 to 2n=28.
Fluorochrome staining revealed multiple CMA3+ markings in the karyotypes of
the analyzed species. NOR banding was performed in an Azteca species
(Azteca sp 2), resulting in the marking of the 5th chromosome pair. As for the
hybridization pattern of the DNA probe (GA)15, the probe hybridized along all
chromosome pairs. It was possible to observe that Azteca alfari and Azteca
chartifex spiriti, despite presenting diversity in the CMA3+ markings, revealed
localization of ribosomal genes only in the 5th chromosome pair, coinciding with
the NOR band. With this study it was possible to observe a variation within the

genus Azteca, which may be useful in phylogenetic analyses.

Keywords: chromosomes; cytogenetics; ants; FISH.
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1. INTRODUCAO

A ordem Hymenoptera € considerada um dos maiores grupos dentre os
insetos, compreendendo as vespas, abelhas e formigas (HANSON; GAULD,
1995). As formigas constituem um grupo bastante diverso, com 347 géneros
validos que agrupam mais de 14.087 espécies descritas, incluidas na familia
Formicidae. Representam de 15 a 20% da biomassa animal terrestre e s&o
abundantes especialmente, nas regides tropicais (SCHULTZ, 2000; BOLTON,
2022). As formigas surgiram durante o periodo Cretaceo, ha pouco mais de
100 milhées de anos (WILSON; HOLLDOBLER, 2005). O grupo ancestral
conhecido (Sphecomyrminae) viveu no hemisfério norte, entre 139 a 158
milhdes de anos atrds. Porém, somente a partir de 60 a 50 milh6es de anos
atras, as formigas se tornaram insetos dominantes nas savanas, florestas e
outros ambientes (GRIMALDI; AGOSTI; CARPENTER, 1997). As formigas
possuem uma grande importancia ecolégica, com papéis essenciais em muitos
ecossistemas terrestres. Algumas espécies chegam a ser consideradas pragas
em diferentes regides do mundo, como por exemplo, as formigas do género
Atta, Acromyrmex, (FERREIRA, 2010; PICANCO, 2010; AGUIAR, et al. 2020).

Todas as formigas s@o eusociais, ou seja, vivem em colénias em que as
geracdes se sobrepdem, com cuidado cooperativo a prole e divisdo de trabalho
reprodutivo (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O sistema reprodutivo observado
nas formigas é por partenogénese arrenétoca, em que os machos sé&o
produzidos a partir de ovos néo fertilizados e as fémeas a partir de ovos
fertilizados. Sendo assim, os machos sao haploides e as fémeas dipldides
(GOKHMAN; KUSNETSOVA, 2017). A organizacdo complexa desses insetos é

possivel devido ao elevado grau de adaptagéo das castas (WILSON, 1971).

A subfamilia Dolichoderinae € a quarta subfamilia em diversidade de
espécies das constituida por quatro tribos (Dolichoderini, Leptomyrmecini,
Bothriomyrmecini e Tapinomini), 28 géneros validos e 713 espécies validas
(WARD et al., 2010; BOLTON, 2022). As espécies estao distribuidas desde o
Paleartico, Neértico, regiao afrotropical e Malasia, até o Oriente Médio, regides
australianas e neotropicais (BOLTON, 1994). Essas formigas normalmente tém

hébitos arboricolas e uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontradas



principalmente em florestas tropicais Umidas (SANTOS et al. 2016;
FERNANDEZ; GERRERO; DELSINNE, 2019).

Estudos de taxonomia integrativa s&o Uteis para a compreensao das
espécies (SCHLIC-STEINER et al. 2010). Os estudos citogenéticos contribuem
para a biologia e taxonomia, tendo um valor significativo por permitirem a
diferenciacdo entre espécies cripticas e/ou morfologicamente parecidas
(SRIVASTAVA et. al., 2012; CHIRINO et. al., 2015). Em insetos, os estudos
citogenéticos se mostraram Uteis em muitas espécies, como por exemplo, em
abelhas (TAVARES et al. 2017; BARBOZA, 2021), gafanhotos (BIDAU;
MARTINI, 2010) e em .formigas (LORITE, PALOMEQUE, 2010).

Com isso, este estudo buscou caracterizar os cariétipos de formigas do
género Azteca, utilizando técnicas de citogenética classica e molecular, com o
intuito de verificar as diferencas cariotipicas e conciliar os resultados obtidos

com conhecimento dos processos evolutivos em Formicidae.

2. Fundamentacéo tedrica

2.1 O género Azteca

Azteca pertence a subfamilia Dolichoderinae, e é endémico dos trépicos
americanos onde sdo abundantes no estrato arbéreo (LONGINO, 2007). O
género possui 84 espécies e 29 subespécies validas (BOLTON, 2022). Essas
formigas exibem uma variedade de habitos de nidificacdo, construindo seus
ninhos em copas das arvores e em cavidades de madeiras “vivas” ou “mortas”,
bem como a formacao de jardins de formigas. Jardins de formigas sdo ninhos
de formigas arboreas que brotam epifitas de material de ninho de “papelao”.
Algumas espécies constroem seus ninhos a base de fibras processadas e
celulose, podendo abrigar milhares de individuos. (EMERY, 1913; AYALA et al.,
1996). Os ninhos de “cartdo” encostados a troncos ou grandes ramos, tém uma
superficie curiosamente esculpida, ou seja, o cartdo forma relevos em forma de
lagrimas gigantes, achatadas e arredondadas em baixo. Estes ninhos séo

geralmente alargados e arredondados no fundo (LONGINO, 1986).



As colonias de Azteca possuem operarias polimorficas, sendo que as
maiores possuem grandes cabecas em forma de coracdo. As formigas desse
género sao facilmente reconhecidas pelo seu odor caracteristico, quando
perturbadas, pois ao se sentirem ameacadas, essas formigas liberam um
composto defensivo, que € produzido por uma glandula localizada na regido
anal (FOREL, 1878; CARROLL, 1983; FOWLER et al. 1998).

A polidomia esta relacionada ao fato de uma colénia estar socialmente
conectada em ninhos separados. Para se dizer que uma colbnia esta
socialmente conectada, mas em ninhos separados, € importante observar as
seguintes caracteristicas: compartilhamento de recursos, de espaco e de
genes. A polidomia esta presente nas subfamilias Ponerinae, Myrmecinae,
Pseudomymercinae, Dolichoderinae, Formicinae e Aneuretinae (DEBOUT et
al., 2007; ELLIS et al., 2017) e facilita o deslocamento das formigas ao longo
dos galhos das arvores e permite uma ampla defesa do territorio (SOARES et
al. 2022).

Formigas do género Azteca sao potenciais agentes de controle
biologico (VANDERMEER, et al., 2002), possuem um habito alimentar
generalista e podem apresentar associacdes com hemipteros (por exemplo,
cuidado com Coccidae), vespas e plantas. As espécies tém um comportamento
agressivo e assim, acabam fornecendo defesa aos organismos associados
(BACARO et al.,, 2015; JARDINE et al.,, 2020). As operarias auxiliam na
remocao de vegetacdo competidora da planta associada, como lianas, epifitas,
arbustos vizinhos a sua arvore hospedeira. Também podem ser consideradas
pragas (MELO, 2018).

Existem casos de simbiose ocorrem entre formigas do género Azteca e
plantas mirmecofitas especializadas, sendo 0 caso mais notavel a relagéo entre
Azteca e Cecropia (LONGINO, 1991). As espécies que nidificam em caules
vivos e as paredes internas do ninho sao frequentemente incrustadas com
cochonilhas e escamas (LONGINO, 2007). Nesta associacédo, as formigas
defendem a planta de potenciais herbivoros, e a planta por sua vez, fornece
alimento e abrigo para nidificagdo (GARFINK, 2019; JARDINE et al., 2020;
WCISLO et al., 2021). O alimento ofertado pela planta é representado pela
secrecdo constante de corpusculos ricos em albumina, os corpusculos

mdullerianos (corpusculos de



Muller), uma secrecdo que compde o principal alimento para a formiga
associada (FOREL, 1985). Numa mesma planta podem ser encontradas varias
colonias de Azteca spp. cada uma com uma rainha, separada por septos nao
perfurados (HARADA, 1989). Dentre outras associa¢gfes, Aztecas operdrias ja
foram observadas cuidando de cochonilhas (Coccidae). Devido a riqueza de
interacbes ecologicas entre Azteca, hemipteros e plantas, as espécies de
formigas deste género também sdo objetos de estudos de adaptacdo e
coevolucdo (LONGINO, 2007).

Apesar da dificuldade taxonb6mica na identificacdo das espécies de
Azteca (a presenca da rainha € essencial para a identidade da espécie)
(LONGINO, 1991; LONGINO 2007)., estas espécies sdo objetos de estudos de
adaptacdo e coevolucdo devido a riqueza de interacdes ecolbgicas entre
Azteca, hemipteros e plantas, as (LONGINO, 2007).

2.2 Citogenética classica e molecular

2.2.1 Citogenética e suas aplicacfes

A Citogenética enfoca o estudo dos cromossomos e cariétipos, tanto no
gue diz respeito a sua morfologia, organizagéo, fungcéo, quanto a sua variacao
e evolucdo (GUERRA, 1988). A citogenética classica esta relacionada a analise
dos cromossomos da célula em divisdo, especialmente na mitose, onde o0s
cromossomos encontram-se mais condensados e sdo mais facilmente
visualizados gracas a substancias antimitéticas utilizadas, como a colchicina,
por exemplo, um alcaléide que se liga as proteinas que formam as fibras do
fuso mitético, impedindo sua segregacao anafasica. A citogenética molecular
compreende as técnicas de hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH),
hibridacdo genbmica comparativa (CGH) e cariotipagem espectral (SKY),
dentre outras (CHAUFFAILLE, 2005; KASAHARA, 2009).

Diferentes organismos apresentam conjuntos cromossoémicos diferentes.
Geralmente o caribtipo de espécies relacionadas entre si sdo mais semelhantes
do que entre espécies filogeneticamente distantes, isso pelo fato de que as

alteragdes no tamanho e estrutura dos cromossomos séo caracteristicas do



processo evolutivo, assim, faz-se possivel descrever diversas maneiras pelas

guais os cromossomos mudam durante a evolugao (SUMNER, 2003).

Apesar da identificacdo de espécies ser feita comumente por meio da
taxonomia classica, com base em caracteres morfoldgicos externos, ha existem
limitacbes na aplicacdo desse método. Na tentativa de solucionar esse
problema, é feito uma integracdo de varias areas de conhecimento: ecologia,
genética, comportamento, biogeografia, e outras areas, formando a chamada
“taxonomia integrativa” (SCHLICK-STEINER et al., 2010).

A expansdo dos estudos citogenéticos permitiu que informacbes a
respeito dos cromossomos fossem aplicados em estudos taxondmicos,
evolutivos e na medicina humana (MARIANO et al., 2015). A citogenética pode
contribuir para confirmar a validade de uma espécie, bem como para o

entendimento da evolugéao dos organismos (MARIANO et al., 2012).

A partir da década de 50, véarias técnicas para analise cromossémica
foram desenvolvidas. Os primeiros estudos citogenéticos estavam mais
voltados a determinacdo do numero e da morfologia dos cromossomos,
utilizando coloragdo convencional (ex: coloragdo com Giemsa). A coloracéo
convencional, além de permitir a contagem dos cromossomos, auxilia na
observacdo de caracteristicas como alteracbes cromossémicas numéricas e
estruturais, padrdo de distribuicio de heterocromatina, constricoes
secundarias, presenca de cromossomo B, par heteromérfico sexual (GUERRA,
2000; GUERRA; SOUZA, 2002; PENAZOLA, 2005). A década de 1970 é
considerada um periodo muito importante para a citogenética, pois devido ao
avanco das andlises dos cromossomos, foram desenvolvidas novas técnicas e
metodologias que promovem o aparecimento de marcagdes especificas ao
longo do cromossomo. Essas técnicas sdo referidas como métodos de
bandeamento cromossémico (KASAHARA, 2009). As técnicas de bandeamento
ampliaram os estudos de citogenética e possibilitaram um melhor entendimento
das alteracbes cromossdmicas. Também evidenciam regides especificas dos
cromossomos que nao podem ser vistas utilizando apenas a coloracéo
convencional (GUERRA, 1988; SUMNER, 2003).

Alguns corantes possuem propriedades fluorescentes e de ligacao
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especifica em determinadas regides do cromossomo. A utilizacdo de corantes
fluorocromos na citogenética foi muito intensa no final da década de 70. As
preparacdes citogenéticas com fluorocromos base-especificos sdo analisadas
sob luz UV e com filtros adequados, onde certas regides emitem padrao
fluorescente que, de acordo com a composicao de bases nucleotidicas, podem
aparecer mais ou menos brilhantes. Os fluorocromos podem ser utilizados na
caracterizacdo das espécies, sendo U(teis na comparacdo interespecificas
(SUMNER, 2003; KASAHARA, 2009). Na dupla coloracdo dois fluorocromos
se ligam simultaneamente a determinadas sequéncias de base nos &cidos
nucléicos e emitem fluorescéncia. Como por exemplo, o 4-6-diamidino2-
phenylindole (DAPI), que tem afinidade pelas bases adenina e timina, logo,
evidencia as regides ricas em AT, sdo utilizados em combinacdo com
aCromomicina A3 (CMA3), que evidencia as regides ricas em pares de base
citosina e guanina (SCHWEIZER, 1980; ROCHA, 2007).

Outra técnica da citogenética, a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
tem aprofundado o entendimento sobre a estrutura, funcdo, organizacédo e
evolucdo dos genes. Essa técnica possibilita a identificacdo de sequéncias
especificas de DNA ou RNA diretamente sobre os cromossomos ou em tecidos
e organelas resultantes de corte anatdmico (LEITCH et al. 2004). Inicialmente,
as sondas eram marcadas radioativamente. Porém, devido a toxicidade, os
métodos radioativos foram substituidos por marcadores fluorescentes e a
técnica passou-se a denominar fluorescent in situ hybridization - FISH
(Hibridizacé&o In Situ por Fluorescéncia) (GUERRA, 2004).

A hibridizacdo in situ vem sendo utilizada para localizar diversas
sequéncias de nucleotideos e se baseia no fato de que o DNA é formado por
fitas complementares, que podem ser facilmente desnaturadas e
posteriormente renaturadas e se, durante a renaturagdo do DNA cromossémico
houver sonda disponivel, as sondas competem com as fitas de DNA e poderdo
ser hibridizadas in situ ao DNA alvo (GUERRA, 2004). As sondas sao
sequéncias de DNA ou RNA que foram isoladas, purificadas e amplificadas. As
sequéncias de DNA podem estar organizadas em blocos de coépias no
cromossomo . A FISH requer a utilizagdo de uma sonda particular que servira

para a identificacdo do DNA alvo
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no material em estudo. A sonda de DNA pode ser DNA altamente repetitivo ou
satélite, genes ribossomais, sequéncias teloméricas e centromeéricas ou bracos
cromossomicos (KASAHARA, 2009). A grande diversidade de sondas utilizadas
em FISH permitiu que esta fosse aplicada em diversas areas da ciéncia
(GUERRA, 2012).

A localizacdo fisica de diversas sondas, a exemplo do DNA
microssatélite usando a técnica de FISH vem crescendo nos ultimos anos,
ajudando na caracterizacdo de diferentes espécies e mesmo populagbes
(MARTINS et al., 2011). Podem ser marcadores uteis em estudos evolutivos,
tendo uma distribuicdo altamente variavel, podendo ser encontrados em
regibes especificas do cromossomo, ou disperso em todo 0 cromossomo
(SUMNER, 2003). Vale lembrar que genoma dos eucariotos é composto por um
grande numero de sequéncias repetitivas, e o mapeamento fisico e
oconhecimento da organizacdo molecular dessas sequéncias contribui
significativamente para um melhor entendimento das diferengas estruturais que
ocorrem nos cariétipos de muitas espécies (CIOFFI; BERTOLLO, 2012;
LOPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012). O actimulo das sequéncias de
DNA repetitivos no genoma pode alterar a estrutura dos cromossomos, como
gerar quebras, inversdes, delecdes e amplificacdbes nos cromossomos (RUIZ-
RUANO et al 2014).

A utilizacdo das técnicas de citogenética classica e molecular, auxilia na
identificacdo de marcadores cromossémicos e na compreensdo da evolucéo
cariotipica (SCHWARZACHER; HARRISON, 2000). Diferentes tipos de
técnicas sdo conhecidas, baseando-se na metodologia do FISH, como a GISH,
M-FISH, SKY e SPRINS, e sao utlizados com finalidades distintas
(KASAHARA, 2009).

2.2.2 Regides Organizadoras de Nucléolo

O nucléolo é uma regido especifica no ndcleo interfasico das células
eucarioticas. Geralmente os nucléolos estdo associados a um cromossomo,
chamado de cromossomo organizador do nucléolo e nesse cromossomo se
encontra uma constricdo secundaria, relacionada a Regido Organizadora de
Nucléolo (KASAHARA, 2009). E comum se observar 0 Cromossomo
organizador associado as células em metéfase, por terem se envolvido

anteriormente em

12



13



uma atividade de transcrigdo do RNAr (LIMA, et al. 2005; KASAHARA, 2009).
As células em crescimento requerem uma grande sintese de ribossomos, para
gue seja garantida a geracao futura ribossomos suficientes para a sintese de
proteinas. A transcricdo de DNAr gera precursores de RNAr e consequente séo
clivados e processados em RNArs 28S, 18S e 5.8S (S de Svedberg € uma
unidade que expressa a densidade da molécula). As Regibes Organizadoras
de Nucléolo correspondem as regides do DNA, que possuem genes que Sao
responsaveis pela transcricdo de RNAr. Essas regides tém uma grande
afinidade com a prata, devido a presenca de proteinas n&o-histonas
associadas ao RNAr, e por isso sdo chamadas de AQNORs (LIMA, et al., 2005).
Estudos com genes ribossomais tém sido bastante utilizados em analises
citogenéticas. Esses genes sao organizados repetidos em tandem, compostos
por milhares de codpias, sendo representadopelo 45S DNAr, unidade
transcricional que codifica o 18S, 58S e 28S RNArs, e um espacador
intergénico nao transcrito (IGS) (PAULS; BERTOLLO, 1990; SANTORO, 2005).
A localizacdo dos sitios de DNAr pode ser realizado por hibridacéo in situ de
fluorescéncia . Uma caracteristica importante dos DNAr 5S e 45S é que a
sequéncia de nucleotideos desses genes € Dbastante conservada
evolutivamente, logo, sdo muitos similares em todos os eucariotas ( FUJIWARA
et al., 1988; GUERRA, 2004).

2. 3 Rearranjos cromossOmicos

As alteragbes no numero e morfologia dos cromossomos séo
conhecidas como rearranjos cromossémicos (MARIANO et al., 2015). Os
rearranjos envolvem diferentes eventos, como por exemplo, a delecdo quando
um segmento cromossomico pode ser perdido, ou inversdo, quando a
orientacdo de um segmento cromossdmico é invertida (GRIFFITHS et al.,
2016). Quando um segmento cromossdmico € movido para um cromossomo
diferente, ocorre o que se conhece por translocagcdo. Os rearranjos
cromossOmicos podem originar polimorfismos em diferentes populacdes
(KASAHARA, 2009).

As alteragbes numéricas estdo relacionadas a rearranjos do tipo
translocacao robertsoniana: fissao e fusao céntrica (IMAI; MARUYAMA, 1978).
A fusdo céntrica é a unido de um segmento cromossdmico a uma regido de
outro cromossomo  originando um  cromossomo  metacéntrico ou

submetacéntrico
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(PIRES et al., 1985). J& a fissdo céntrica acontece quando um cromossomo
sofre uma quebra a altura do centrdbmero, originando dois cromossomos
telocéntricos (GUERRA, 1988). Estudos do carittipo de formigas sugerem que
caridtipos com baixo nimero de cromossémico e cromossomos grandes tém
caracteristicas basais e cari6tipos com maior numero cromossémico e

cromossomos pequenos apresentam estados derivados (IMAI, et al., 1994).

Para explicar a variagdo cromossdomica observada em eucariotas, a
Teoria da Interacdo Minima (TIM) foi proposta por Imai et al., (1988). Essa
teoria propde que os caridtipos podem ter evoluido devido a ocorréncia de
fissbes céntricas, aumento do ndamero e reducdo do tamanho
cromossdmicominimizando riscos genéticos (translocagdo cromossdmica) pela
diminuicdo da interacdo fisica pelo menor tamanho. Incorporacdo de
heterocromatina nas extremidades que sofreram fissdo céntrica, podem

ocorrem para recuperar e manter a estabilidade telomérica.

Além das formigas, essa teoria tem sido abordada para explicar a

evolucao cariotipica em outros himenépteros (MARIANO et al., 2015).

2.4 Citogenética em Formicidae

Em Formicidae, os estudos citogenéticos ja foram realizados em mais de
750 espécies e apontam uma variacdo de numero dipléide entre 2n=2, a
2n=120 (CROSLAND; CROZIER, 1986; MARIANO et al.,, 2008; LORITE;
PALAMOQUE, 2010; CORREIA et al., 2016).

Praticamente todas as subfamilias da regido neotropical apresentam
algum dado cromossbmico. Grupos que provavelmente tiveram radiacao
recente apresentam nimero cromoss6mico menos variavel, como por exemplo,
Dolichoderinae com n =5 a 16, Formicinae n = 8 a 28 e Myrmicinae n = 4 a 35,
enquanto grupos basais apresentam conjunto cromossémico mais variavel,
como por exemplo, Myrmeciinae n =1 a 47 e a subfamilia Ponerinae, que
apresenta maior variagdo no namero cromossdmico em Formicidae na regiao

neotropical, com n= 3-60. A subfamilia Ponerinae também contém um dos

16



géneros mais variaveis em cromossomos: Pachycondyla, com n = 6 a n=52
(MARIANO, et al., 2007; LORITE; PALOMEQUE, 2010; FERNANDEZ, et al.,
2019).

A ocorréncia de caridtipos com poucos cromossomos € baixa, pois
guase todas as subfamilias de formigas exibem um gradiente de numero
crescente de cromossomos, consequéncia de rearranjos como fissdes
céntricas que modulam a evolucdo dos cariétipos nas espécies (VELASCO et
al., 2019).

Estudos moleculares empregando a técnica de FISH estdo disponiveis
para espécies que incluem o género Acromyrmex (BARROS et al. 2016,
TEIXEIRA et al. 2017), Anochetus (SANTOS et al. 2010), Camponotus
(AGUIAR et al. 2017), Dinoponera (MARIANO et al. 2008), Dolichoderus
(SANTOS et al. 2016), Mycocepurus (BARROS et al. 2012). Esses estudos déo
embasamento para hipéteses sobre a evolucdo cromossémica, filogenia e
taxonomia de diferentes espécies de formigas (AGUIAR, 2017; TEIXEIRA,
2017).

Estudos citogenéticos em Azteca sdo incipientes quando se compara a
diversidade de espécies do género: a primeira caracterizagdo cariotipica
detalhada foi realizada por Cardoso et al. (2012). Neste trabalho, a espécie em
estudo foi Azteca trigona (Emery, 1893) e os autores apresentaram resultados
relativos a coloragdo convencional com Giemsa, fluorocromos, banda C e
coloracdo com nitrato de prata (AgNOR): Azteca trigona apresenta um numero
dipléide de 2n=28, com férmula cariotipica 2K= 10M+14A+4AM. Além de serem
analisadas com coloracdo convencional (Giemsa), 0s autores apresentaram
resultados com fluorocromos sequenciais base-especifico, coloracdo com
nitrato de prata e banda C, revelando uma marcag¢ao positiva na regido do
braco curto do quarto par metacéntrico, que foi coincidente com a banda Ag-
NOR e coloragdo com fluorocromo CMA. E o bandeamento C marcou bragos
curtos de outros cromossomos, indicando fissdes céntricas seguidas de
crescimento de heterocromatina. Nesse trabalho os autores chegaram a
conclusdo de que as sequéncias de DNAr séo intercaladas por sequéncias de
pares de bases ricas em GC. E o bandeamento C marcou bragos curtos de
outros cromossomos, indicando fissdes céntricas seguidas de crescimento de
heterocromatina (CARDOSOS et al., 2012).
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No presente estudo, novas espécies de Azteca foram estudadas, sendo
submetidas a técnicas citogenéticas, visando uma compreensao da diversidade

e evolucao cariotipica entre as espécies do género.
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivos gerais

e Caracterizar o citogeneticamente espécies de formigas do género
Azteca, a fim de avaliar sua diversidade cariotipica e estabelecer

caracteres Uteis na compreensao de sua citotaxonomia e evolucao.
2.2 Objetivos especificos

e Realizar uma andlise citogenética com formigas do género Azteca de
diferentes espécies e localidades geograficas;
e |Inferir sobre as possiveis variagbes numéricas e morfolégicas

observadas no género;

e Comparar as espécies e populacdes de Azteca e conciliar os resultados

obtidos com conhecimento dos processos evolutivos em Formicidae.



3. MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras Azteca de diferentes localidades (Tabela 1).
Cerca de 15-25 amostras coletadas por ninho. As espécies analisadas estdo

listadas na Tabela 1, foram identificadas pelo Prof. Dr. Jacques Hubert Charles
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Delabie.
Localidade Coordenadas

llhéus — Bahia -39.0673828125 -
14.788315408939589

Guiana Francesa -58.779885050438274
4.341629955307054

Minas Gerais -44.38262107683823 -
18.25205871539568

Redencéo- Piaui -44.58878817076547 -
9.499552473657623

Urucuca- Bahia -39.10229803183082 -
14.579580348681349

Tabela 1- locais de coleta.

A preparacao das laminas foi feita utilizando o ganglio cerebral na fase
de pré-pupa, seguindo o protocolo de Imai et al. (1988), deixando este por 1lh
30 min na colchicina. Para analise do nimero e morfologia dos cromossomos,
foi realizada a coloracdo convencional com Giemsa 5% em tampao Sorensen e
as metafases com melhor espalhamento selecionadas e fotografadas usando
um microscoépio OlympusCX-41 com camera digital Olympus C7070 acoplada.
Foram analisadas para cada ninho, no minimo cinco laminas, com mais de dez

metafases com bom espalhamento.

A coloracdo com os fluorocromos base-especificos, cromomicina A3
(CMA3) e 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) foi realizada de acordo com
Schweizer (1980). As laminas foram montadas com antifading Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, EUA) e cobertas com uma laminula. As

metafases foram analisadas e registradas no microscopio de epifluorescéncia



OLYMPUS BX51, acoplado a uma camera OLYMPUS DP-72 utilizando o

programa de captura de imagem Image Pro Plus R, verséo 4.1.

Para localizacdo dos clusters ribossomais por hibridizacdo fluorescente
in situ (FISH) utilizamos sondas DNAr 18S, obtidas por amplificacdo em PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) utilizando os primers 18S-629F (5'-
AGTTGAAAAGCTCGTATCGTGT-3') e 18S-1300R (5
CTGTTTCCCAGGGTGGTGTTG-3') (WARD; DOWNIW, 2005). A sonda DNAr
18S foi preparada seguindo o protocolo Pinkel et al. (1986) e marcada com o kit
Bionick (Invitrogen®), seguindo as especificagbes do fabricante. Para deteccdo
do sinal, foi utilizada a Estreptoavidina-FITC (VECTOR). A sonda microssatélite
(GA)15 foi marcada com Cy3 durante sua sintese, conforme Kubat et al. (2008)
e apos a hibridizacao, seguiu-se o protocolo de Cioffi et al. (2011). Tanto para a
sonda DNAr 18S e a sonda microssatélite (GA)15, as laminas foram montadas
com Antifading Vectashield (Vector Laboratories) contendo DAPI. O
bandeamento NOR foi obtido na espécie Azteca sp 2 seguindo o protocolo de
Howell e Black (1980).

Os cariogramas foram organizados utilizando-se o software Adobe
Photoshop® CS6 1. A morfologia foi definida de acordo com Levan et al.
(1964).
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4. RESULTADOS

A coloragdo com Giemsa

revelou uma diversidade numérica e

morfoldgica cromossdmica entre generosas espécies de formigas encontradas,
variando de 2n= 18 a 2n= 28 (Tabela 02).

Tabela 02. Origem,

ndmero cromossoOmico,

formulas cariotipicas espécies analisadas,

coordenadas geograficas e

22

Espécie N° cromossomico| Formula cariotipica Origem
2n (n)
Azteca alfari 18 2k=10M+6S M+2ST llhéus- Bahia
Redencao — Piaui
18 2k=10M+6S M+2ST

Azteca alfari

Azteca sp 1 (préximo de Azteca 24 2k=10M+4S M+6ST=4T | Guiana Francesa

D.JTL-002 (LONGINO, 1996 p.

152))

Azteca sp 2 26 2k=8M+4S M+8ST+6T | llhéus- Bahia

Azteca chartifex spiriti 28 (14) 2k=10M+4S lIhéus- Bahia
M+10ST+4T

Azteca sp (do grupo chartifex) 28 2k=10M+4S Urucuca— Bahia
M+10ST+4T

Azteca schimperi 28 2k=8M+6S Guiana Francesa
M+10ST+4T

Azteca trigona 28 2K=10M+4ST+14T Minas Gerais
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Figura 02. Cariogramas de A- Azteca alfari; B- Azteca spl; C- Azteca sp2; D-
Azteca chartifex spiriti; E- Azteca schimperi; F- Azteca sp do grupo chartifex; G-

Azteca trigona. Barra: 5 um.

A coloragéo com fluorocromos revelou mltiplas marcagdes CMA3" nos
cariétipos. Nos individuos de Azteca alfari, coletadas em localidades distintas,
apresentaram as mesmas marcacgdes, no 4° par cromossOmico, na regiao

centromérica.
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Em Azteca sp do grupo chartifex, a marcacdo de CMA3" foi no 5° par
cromossbmico, enquanto em Azteca chartifex spiriti apresentou marcacdes
CMA3" nos 2°, 6°, 9° 10° e 13° pares cromossdmicos (Figura 03, D). Um
heteromorfismo foi observado no 2° par, onde apenas um dos cromossomos
apresentou marcacdo para CMA;3 (Figura 03, E). Foi possivel observar o
caridtipo haploide de Azteca chartifex spiriti numa lamina de coloracdo com

fluorocromos CMA; e DAPI. Por sua vez, Azteca schimperi apresentou

marcacdes para CMA3" no quinto par cromossdmico. (Figura 03, G).
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Figura 03. Coloracéo por fluorocromos em A, D e E - Azteca chartifex spiriti; B-
Azteca alfari; C- Azteca spl; -; F- Azteca s do grupo chartifex; G- Azteca

schimperi.

Em Azteca sp2 o bandeamento de Ag-NOR resultou na marcagao

indicando a localizac&o de genes ribossomais no 5° par cromossémico, como
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ilustra a figura 04.
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Figura 04. Bandeamento NOR em Azteca sp 2.

Os resultados de FISH com sonda de DNA ribossomal em Azteca alfari e
Azteca chartifex spiriti revelaram a localizacéo de genes ribossomais no braco
curto, sendo que A. alfari apresentou localizacdo no 4° par cromossoémico e A.

chartifex spiriti no 5° par cromossémico (Figura 05).

Figura 05. Localizacdo dos sitios ribossomais obtida por FISH em A-

Azteca alfari, B- Azteca chartifex spiriti.

Quanto ao padréo de hibridizacdo da sonda microssatélite (GA)15, esta ocorreu
de maneira espalhada ao longo de todos os pares cromossémicos, como ilustra

a figura 06.



Figura 06. a- Azteca alfari; B- Azteca spl; C- Azteca schimperi; D- Azteca
chartifex spiriti; E- Azteca alfari; D- Azteca do grupo chartifex
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5. DISCUSSAO

Dados citogenéticos estdo disponiveis no género Azteca para Azteca
trigona (Cardoso et al. 2012), com 2n=28 2K= 10M+4SM+14ST; Azteca
chartifex Emery, 1986, que apresenta 2n= 28, com formula 2K= 10M+18A
(Mariano et al. 2019) e para Azteca sp do grupo chartifex, que possui 2n= 28,
com formula 2K= 10M+4SM+6ST+8A (BARROS et al. 2021).

Em relacdo a Azteca alfari, nossos resultados mostraram um numero
diploide de cromossomos 2n= 18, enquanto nas amostras analisadas por
Mariano et al. (2019) foi encontrado 2n=26. Levando em consideracdo que as
coletas foram realizadas na mesma localidade, que essas espécies habitam em
arvores de Cecropia e apresentam uma grande semelhanca morfologica
(LONGINO, 2007). Existe a possibilidade que a colbnia coletada por Mariano et
al. (2019) seja referente a espécie Azteca ovaticeps ou Azteca coeruleipennis,
Estudos filogenéticos revelam que Azteca alfari tem proximidade filogenética
com A. ovaticeps e que Azteca alfari pode representar uma linhagem basal e
pode ter surgido de um ancestral que se aninhava em caules vivos de arvores.
(LONGINO, 1991; AYALA et al.,, 1997). Os resultados mostram um estudo
citogenético ampliado neste grupo, com reamostragens e comparacao
morfolégica dos espécimes adultos para uma identificacdo e separacdo mais
precisa destas espécies sera de grande relevancia para avancar na

compreensao evolutiva e na citotaxonomia deste grupo.

Varia¢des no cariétipo em Formicidae sdo amplamente registradas, com
nameros cromossdmicos variando de 2n= 2 a 2n = 120 (CARDOSO, et al.
2018). Na subfamilia Dolichoderinae, por exemplo, o0 nimero de cromossomos
varia de n = 5 a n= 16 (LORITE; PALOMEQUE 2010). O género Dorymyrmex
apresenta uma variacdo numeérica de cromossomos semelhante & Azteca:
Dorymyrmex bicolor, Dorymyrmex flavus, com 2n=26 (CROZIER 1970B,
COKENDOLPHER; FRANCKE, 1984) e Dorymyrmex toracico, com 2n= 18.
Astranslocacdes robertsonianas podem explicar as diferencas cariotipicas em
Dorymyrmex (CROZIER, 1970B).
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O fluorocromo CMA3" evidencia regides ricas em pares de bases GC e,
pelo fato das regifes de genes ribossomais (DNAr) possuirem alta frequéncia
desses pares de bases, normalmente as marcacdes de CMA3" e FISH
coincidem (SUMNER 2003). Nossos resultados apontam marcacdes positivas
para CMA3 no quarto par cromossémico para Azteca, em Azteca sp do grupo
chartifex e Azteca schimperi foi no quinto par , enquanto que em Azteca
chartifex spiriti houve multiplas marcagdes. Com essas informagfes, pode-se
observar diferencas nos padrbes de bandas tanto em relacdo a localizacéo
guanto em relacdo a quantidade de marcacdes, o que permite a diferenciacao
entre as populagdes (PADRE, 2019).

Em Azteca sp2 o bandeamento de Ag-NOR resultou na marcacéo do 5°
par cromossémico, indicando que esta regido € rica em heterocromatina e
possivelmente corresponde a regido organizadora do nucléolo (NOR). Azteca
alfari e Azteca chartifex spiriti apresentaram diversidade nas marcacdes de
CMA3", e na localizagcdo de genes ribossomais 18S marcou positivo para o 5°

par cromossomico, coincidindo com a banda NOR.

Nossos resultados mostraram que Azteca alfari teve a presenca de
clusters de DNAr no 4° par cromoss6mico, na regido pericentromérica,
coincidindo com as marcacfes de CMA3; positivas, porém em Azteca chartifex
spiriti houveram mudiltiplas marcagdes para CMA3", mas somente em Azteca sp
do grupo chartifex o 5° par cromossémico coincidiu regides ricas em GC e de
DNAr 18S. Apesar que normalmente as marcagdes de CMAs;" e FISH
coincidam, nem sempre as regides ricas em GC evidenciadas com o CMA3"
correspondem aos genes DNAr, pois apesar de que a correspondéncia de
regides ricas em GC e de DNAr 45S/18S tenha sido observada em grande
parte das formigas neotropicais que foram estudadas (MARIANO et al. 2008;
SANTOS et al .2016) nas formigas neotropicais Dolichoderus lutosus,
Dolichoderus diversus e Dolichoderus bidens (SANTOS et al. 2016),
Acromyrmex niger e Acromyrmex striatus (BARROS et al, 2016; TEIXEIRA et
al. 2017), por exemplo, apresentaram varias bandas ricas em GC e apenas um
par de bandas 18S DNAr foram observadas. Em Azteca chartifex spiriti
nenhuma das marcacGes CMA3" marcou o 5° par, somente DNAr 18S, levando
a entender que nesse caso, essas bandas adicionais de CMA3™ ndo tém

relacéo com 0s genes ribossomais.

29



A sonda repetitiva GA (15) apresentou uma distribuicdo dispersa nas
regibes eucrométicas ao longo de todo o cromossomo, distribuicdo similar ao
resultado encontrado por Barros et al. 2018, em formigas cultivadoras de
fungos do género Trachymyrmex. Em formigas s&o poucos os dados de
localizacdo fisica cromossdémica usando sequéncias de DNA repetitivas,
dificultando a comparagao. O trabalho realizado no género de abelha sem
ferrdo Frieseomelitta (Meliponini) revelou que a sonda microssatélite estava
disperso ao longo dos pares cromossdmicos (SANTOS et al. 2018), indicando
variagdo na composicdo da heterocromatina. Esse comportamento ja foi
relatado em outros organismos, determinando padrbes de distribuicdo espécie-
especificos para cada sequéncia repetitiva (KUBAT et al. 2008; LOPES et al.
2014) mas normalmente os microssatélites tém sido encontrados nas regides
eucromaticas dos cromossomos de insetos (RUIZ-RUANO et al 2015;
CAPOCO, 2018; PICCOLI et al, 2018; TRAVEZOLI et al. 2018; BARBOSA et
al. 2021; BARBOZA, COSTA, 2021; TAVARES et al. 2023). Sugere-se entao,
gue os microssatélites podem ser encontrados na cromatina como um todo,
dependendo da espécie (MILANI, CABRAL-de-MELO, 2014). Os resultados em
Azteca, portanto, mostraram como padrdo, uma tendéncia de disperséo destas
sequencias ao longo dos cromossomos. Considerando os dados obtidos nesse
trabalho com os estudos citogenéticos anteriores no génenero Azteca, 0
namero elevado de cromossomos telocéntricos e subtelocéntricos pode ser
explicado pela Teoria da Interagdo Minima de Imai et al. (1988). Os caridtipos
com baixo numero cromossémico, com sua maioria sendo metacéntrico podem

indicar estagios intermediarios da evolucao cariotipica.

6. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel observar uma variagdo dentro do género
Azteca, que podem ser Uteis para fins citotaxondmicos e em analises
filogenéticas. Foi possivel observar que espécies do género sao diferentes
entre si com relacdo ao seu cariGtipo, mesmo apresentando muitas
semelhancas morfologicas. Todas as espécies estudadas submetidas a técnica
de FISH apresentaram um par portador dos genes ribossomais 18S. Os dados
citogenéticos moleculares referentes a utilizacdo da técnica de FISH para

mapeamento dos genes DNAr
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18S obtidos neste estudo € o primeiro para 0 género Azteca. OS NoSsos
resultados reforcam a importancia de estudos integrados utilizando dados
morfolégicos e citogenéticos para auxiliar na delimitacdo de taxons
semelhantes. Nesse caso, pode-se perceber a importancia da taxonomia
integrativa, na utilizacdo de dados de areas distintas da ciéncia para auxiliar na

delimitacao de espécies.
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