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Resumo 1

I. RESUMO

Dentre todas as ordens de aracnideos conhecidas taxonomicamente, Araneae € a
segunda mais diversa, com nimero de espécies menor somente em relacdo a Acari.
Atualmente, 39.725 espécies ja foram descritas, sendo que centenas de novas descri¢cdes
sdo feitas a cada ano em diversas familias de aranhas. O conhecimento citogenético
sobre a ordem restringe-se a analise de 638 espécies (ca 2%) do total descrito do ponto
de vista taxonémico. Este trabalho tem como objetivos fornecer uma compilacdo dos
dados citogenéticos existentes para a ordem na literatura até a presente data, bem como
caracterizar e estabelecer as estratégias de diferenciacdo cromossémica em 13 espécies
de aranhas pertencentes ao grupo das haploginas, clado que corresponde a somente
3.257 espécies (ca 8%) do total da ordem e a apenas 41 espécies (ca 6%) do total
cariotipado até os dias atuais. Aliado a baixa representatividade dos dados carioldgicos,
outros pontos que fazem das haploginas um grupo interessante para estudos séo a
predominancia de cromossomos meta/submetacéntricos e de sistemas cromossémicos
de determinacao sexual simples e multiplos, muitas vezes incluindo um cromossomo Y,
ambas caracteristicas raras entre os outros clados de Araneae. As espécies analisadas
pertencem a trés familias de haploginas, Pholcidae (Mesabolivar luteus e Micropholcus
fauroti), Sicariidae (Loxosceles amazonica, Loxosceles gaucho, Loxosceles hirsuta,
Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta, Loxosceles puortoi, Loxosceles similis e
Sicarius tropicus) e Scytodidae (Scytodes fusca, Scytodes globula e Scytodes itapevi).
Em Pholcidae, os resultados inéditos para os dois géneros mostraram 2n(J3)=15=14+X
em Mesabolivar luteus, com presenca de diversas células diploténicas em pares devido

ao arranjo em cistos durante a espermatogénese, e 2n(2)=17=16+X em Micropholcus



Resumo 2

fauroti, sendo este Ultimo o primeiro registro desse nimero diploide para toda a familia.
Destacam-se também nesta familia, o tamanho pequeno dos cromossomos e a
dificuldade na coloragdo dos mesmos. Em  Sicariidae, registrou-se
2n(3)=23=20+X1X,Y para todas as espécies de Loxosceles e 2n(3)=19=16+X;X,Y em
Sicarius tropicus, género este que foi cariotipado pela primeira vez. Em ambos 0s
géneros, 0s cromossomos mostraram-se predominantemente meta/submetacéntricos e o
sistema cromossomico de determinagdo sexual (SCDS) foi do tipo X;X,Y; entretanto,
dados relativos ao emparelhamento dos cromossomos sexuais na meiose, bem como
quanto a morfologia e padrdo heterocromatico constitutivo destes cromossomos,
indicaram que o SCDS encontrado em S. tropicus estd em uma condicdo menos
derivada do que aquele observado nas espécies de Loxosceles. Informagdes relativas a
morfologia cromossémica, presenca de constricdo secundaria e padrdo de bandas C
foram utilizadas para corroborar uma maior proximidade, j& proposta e baseada em
caracteres morfologicos, entre as espécies de Loxosceles do grupo “amazonica” e
“gaucho” dentre os quatro grupos existentes para 0s representantes do género nas
Américas. Além disso, € apresentado o primeiro resultado de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH), usando sonda de rDNA em aranhas. Em Scytodidae, foram
observados 2n(3)=31=30+X em Scytodes fusca, 2n(J)=17=16+X em Scytodes itapevi e
2n(3)=13=12+X em Scytodes globula. O 2n=31 é um dos maiores e 0 2n=13 0 menor
nimero cromossdmico encontrado entre as haploginas com  cromossomos
monocéntricos. A variacdo de 2n=13 a 2n=31 ¢é a maior registrada dentro de um mesmo
género para as araneomorfas com cromossomos monocéntricos. Caracteristicas como o
namero dipléide, morfologia cromossémica e comprimento total do cariétipo, indicaram
uma maior proximidade entre S. globula e S. itapevi do que entre qualquer uma destas e
S. fusca, corroborando a colocagdo das duas primeiras no grupo “globula”, a qual

encontrava-se estabelecida na literatura de acordo com critérios morfolégicos.

Palavras-chave: cariotipo, complexo sinaptonémico, cromossomo Y,
diferenciagdo cromossOmica, heterocromatina constitutiva, hibridizagdo in situ

fluorescente, meiose.
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I1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

11.1. Histdrico sobre a citogenética de aranhas

De acordo com Painter (1914), Suzuki & Okada (1950), Mittal (1963) e Pinter &
Walters (1971), os primeiros estudos sobre citogenética em aranhas sdo da autoria de
Carnoy (1885), Wagner (1896) e Bdsenberg (1905), tendo sua importancia destacada
pelo fato de ter estimulado a analise cariotipica em outras espécies.

Até 1958, os dados citogenéticos eram obtidos através de gbnadas, masculina ou
feminina, incluidas em parafina, seccionadas e coradas com hematoxilina férrica de
Heidenhain, o que dificultava a interpretacdo dos resultados. Sharma et al. (1959) e
Becak & Becak (1960) foram os primeiros pesquisadores a realizarem a técnica de
esmagamento (squash), utilizando os corantes carmin-acético ou orceina.

Em 1971, Pinter & Walters introdruziram o uso da colchicina, que até hoje se
mostra importante na obtencdo de células metafasicas que possibilitem a
individualizagdo dos cromossomos. Nesta mesma década, em 1974, Brum-Zorrilla &
Cazenave ja utilizavam a fixacdo com Metanol-Acido Acético 3:1 e o Giemsa como
corante.

Matsumoto (1977) foi o pioneiro na observacdo de cromossomos provenientes de
celulas embrionarias de aranhas. Embrides de aranhas mostram-se como um valioso
material na obtencdo de metéafases mitdticas, pois apresentam um alto indice de diviséo
celular. Contudo, existe uma gama muito grande de tecidos que tem sido empregada nos
estudos citogenéticos em aranhas. Pode-se utilizar gonadas (ovarios e testiculos),
ganglios cerebrais ou até mesmo, como descrito recentemente por Wang & Yan (2001),

cultura de células sanguineas.
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Atualmente, na analise citogenética de aranhas é empregada uma ampla variedade
de técnicas, sendo aquela de suspenséo celular a mais utilizada; no entanto, a técnica de
esmagamento ainda é usada em alguns casos. Diversos tipos de coloragdes tém sido
utilizados com sucesso, desde a convencional, com Giemsa, até as diferenciais, como a

de obtencdo de bandas C, impregnacéo pelo ion prata e fluorocromos base-especificos.

11.2. Consideracdes sobre as caracteristicas citogenéticas da ordem Araneae

A ordem Araneae estd dividida, segundo o catdlogo taxonémico de Platnick
(2007), em 108 familias, 3.677 géneros e 39.725 espécies. Deste numero total de
espécies, 87 pertencem a Mesothelae, 2.564 estdo incluidas em Mygalomorphae, e
37.074 estdo inseridas em Araneomorphae. Representantes de 58 familias
(aproximadamente 54% do total descrito) ja foram estudados do ponto de vista
citogenético, perfazendo um total de 242 géneros (ca 7%) e 638 espécies (ca 2%). A
seguir uma explicacdo breve das caracteristicas citogenéticas de cada familia é
apresentada; nesta explanacéo, as familias foram agrupadas de acordo com as afinidades
filogenéticas; o nimero de géneros e espécies mencionado apos 0 nome de cada familia

refere-se ao nimero dessas categorias descritas taxonomicamente para o grupo.

Mesothelae

Liphistiidae (5 géneros e 87 espécies)

Esta familia é a Unica existente para a subordem Mesothelae e ocupa a posi¢do
mais basal de toda a ordem Araneae nas andlises cladisticas realizadas até o0 momento
(Fig. 1) (Coddington & Levi, 1991). Citogeneticamente, esta familia possui somente
uma espécie analisada, cujo numero dipldide inicialmente observado foi 2n=80 e
posteriormente revisado pelo mesmo autor que descreveu como 2n=+96=94+X;X,, com
cromossomos acrocéntricos. Este nimero dipldide é o maior ja encontrado em todas as

aranhas (Tabela 1).

Opisthothelae, Mygalomorphae
Antrodiaetidae (3 géneros e 32 espécies) e Atypidae (3 géneros e 42 espécies)
Estas duas familias formam o clado Atypoidina (Fig. 1) (Coddington & Levi,

1991) que é filogeneticamente considerado grupo-irmao de Rastelloidina. Do ponto de
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vista citogenético, somente uma e quatro espécies de cada familia foram estudadas,
respectivamente. Apesar do pequeno numero de espécies de Atypidae analisadas, estas
podem ser separadas em dois grupos, um composto por representantes com ndmero
cromossomico relativamente alto (2n=41=40+X a 2n=+44 ou 2n=46=44+X;X,),
semelhante aquele encontrado na espécie de Antrodiaetidae (2n=46), e outro constituido
pela espécie Atypus affinis Eichwald, 1830 que mostrou 2n=14=12+XY, 0 menor
namero dipldide encontrado entre as migalomorfas até o0 momento. Adicionalmente, o
registro da presenca do cromossomo sexual Y nesta Ultima espécie é o primeiro entre
todas as migalomorfas ja cariotipadas. Com excecdo de Atypus karschi Donitz, 1887, na
qual foram descritos cromossomos acrocéntricos, as outras espécies de Atypidae
apresentaram cromossomos quase que exclusivamente meta/submetacéntricos (Tabela
1). A variacdo do namero diploide encontrada no género Atypus Latreille, 1804 (2n=14
a 2n=t44 ou 2n=46) é a maior variacdo intra-genérica observada em toda a ordem
Araneae. Segundo Reza¢ et al. (2006), o caridtipo de A. affinis seria derivado em
relagdo aqueles dos outros representantes da mesma familia com nimero cromossémico
alto. De acordo com Reza¢ et al. (2006), as caracteristicas cariotipicas que reforcam esta
hipdtese sdo: compartilhamento de numeros cromossémicos altos entre as espécies de
Atypidae e Antrodiaetidae, maior tamanho dos cromossomos em A. affinis em relacéo
as espécies de Atypidae com 2n=41 e presenca de um sistema cromossémico de
determinacdo sexual (SCDS) do tipo neoXY nesta Ultima espécie, a0 passo que as

outras apresentaram SCDS do tipo X3 X, ou X.

Ctenizidae (9 géneros e 121 espécies) e Cyrtaucheniidae (18 géneros e 126
espécies)

Ambas pertencem a Rastelloidina (Fig. 1) (Coddington & Levi, 1991); no entanto,
Cyrtaucheniidae ocupa a posi¢do mais basal no grupo e Ctenizidae esta em posi¢édo
intermediaria. Dados citogenéticos foram registrados somente para uma espécie de cada
uma destas familias, tendo sido encontrado 2n=+80 naquela mais basal e 2n=42 na mais
derivada (Tabela 1).
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Dipluridae (24 géneros e 175 espécies) e Theraphosidae (113 géneros e 900
espeécies)

Entre os Tuberculotae, Dipluridae que é basal em relacdo a Theraphosidae (Fig. 1)
(Coddington & Levi, 1991), possui também numero dipldide mais alto (2n=86), em uma
especie analisada, quando comparada a Theraphosidae que constitui a familia mais
derivada deste clado e possui 3 géneros e 5 espécies estudadas, cujo nimero dipléide
variou de 2n=44 a 2n=74. O SCDS, quando descrito, foi do tipo X;X; e 0s
cromossomos eram telo/subtelocéntricos. Pode-se destacar que, apesar dos poucos
estudos, nesta Ultima familia, os nimeros dipléides encontrados até o0 momento séo

género-especificos (Tabela 1).

Considerac0es gerais sobre Mesothelae e Mygalomorphae

De forma geral, estes dois grupos incluem as espécies que apresentaram 0S
nameros diploides mais altos entre as aranhas; no entanto, recentemente, em uma das
espécies de Mygalomorphae, um nimero dipléide extremamente baixo foi descrito.
Dessa forma, a variacdo de nimero dipldide encontrada nesses dois grupos, de 2n=14 a
2n=196, pode ser considerada tdo grande quanto aquela registrada no megadiverso
grupo das araneomorfas, nas quais a variacdo é de 2n=7 a 2n=%52. Nestes grupos, o
SCDS predominante ¢ o do tipo X;X,; contudo, sistemas do tipo X e XY foram
descritos recentemente. Algumas espécies exibiram cromossomos quase que
exclusivamente acro/telocéntricos, ao passo que em outras, 0Ss elementos
cromossémicos eram exclusivamente meta/submetacéntricos. Parece haver uma
tendéncia evolutiva em direcéo a redugdo do nimero cromossémico quando se compara
espécies de familias mais basais com as mais derivadas dentro de determinados grupos.

Das 15 familias de Mygalomorphae, somente seis foram analisadas
citogeneticamente; assim, seria interessante, apesar da dificuldade imposta pelo baixo
indice de divisdo e alto nUmero cromossdmico, o estudo de representantes de outras
familias relativamente comuns em nossa fauna, como Nemesiidae, Idiopidae e
Actinopodidae, para estabelecer se a estratégia de diferenciacdo cariotipica entre as

especies destes grupos foi por redugdo no numero cromossémico.
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Opisthothelae, Araneomorphae, araneomorfas basais

Hypochilidae (2 géneros e 11 espécies) e Austrochilidae (3 géneros e 9 espécies)

Estas familias sdo consideradas as araneomorfas mais basais de acordo com
diversos estudos filogenéticos (Fig. 2 e 5) (Coddington & Levi, 1991; Platnick et al.,
1991; Griswold et al., 1999; Ramirez, 2000). Devido a pequena diversidade e
distribuicdo geografica restrita do grupo, estudos citogenéticos foram realizados apenas
muito recentemente em somente uma espécie de cada familia. Na espécie de
Hypochilidae, o nimero dipldide encontrado foi 2n=29=26+X;X,Y, com autossomos
tanto meta/submetacéntricos quanto acrocéntricos € Cromossomos  sexuais
metacéntricos. A espécie de Austrochilidae analisada mostrou 2n=38=36+XY, com

cromossomos exclusivamente meta/submetacéntricos (Tabela 1).

Considerac0es gerais sobre as araneomorfas basais

Além de ndmeros cromossdmicos relativamente altos, principalmente em
Austrochilidae (2n=38), quando comparados com aqueles da maioria das araneomorfas
que serdo abordadas a seguir, fato que reforca a posicao basal dessas familias, destaca-
se a presenca do cromossomo sexual Y nas duas espécies estudadas. A presenca deste
cromossomo é extremamente rara entre as aranhas enteleginas, mas tem revelado-se
como uma caracteristica comum em diversas familias de haploginas. O registro do
cromossomo Y nas familias mais basais das araneomorfas reforca a hipétese de uma
origem Unica desse elemento que seria uma sinapomorfia para as araneomorfas basais +
haploginas, sendo perdido posteriormente em alguns taxons deste ultimo grupo que
apresentam SCDS do tipo XX, ou X. Essa origem Unica do cromossomo Y é também
reforcada pela constancia na morfologia metacéntrica deste elemento e pela forma
semelhante de associacdo dos cromossomos sexuais na meiose de quase todas as

especies com SCDS do tipo X1 XY, seja nas araneomorfas basais ou nas haploginas.

Opisthothelae, Araneomorphae, Haplogynae

Filistatidae (16 géneros e 110 espécies)

Esta familia encontra-se na posicdo mais basal entre as haploginas (Fig. 2)
(Coddington & Levi, 1991; Platnick et al., 1991; Ramirez, 2000), possui duas espécies

pertencentes a dois géneros cariotipadas, as quais exibiram 2n=24=22+X;X, e
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2n=33=30+X;X,Y, com cromossomos meta/submetacéntricos. E interessante notar que
0 numero dipléide de 2n=24, compreendendo cromossomos meta/submetacéntricos,
corresponde a metade daquele de algumas migalomorfas com cromossomos
acro/telocéntricos (Tabela 1). Existe a possibilidade de que a espécie descrita como
portadora de sistema X;X, apresente, na verdade, SCDS do tipo X;X,Y, pois em uma
descricdo anterior do cariétipo desta mesma espécie (Hetzler, 1979), a qual néo
forneceu detalhes, foi mencionada a presenga de um cromossomo Y, sendo este 0
registro mais antigo existente na literatura em relagdo a ocorréncia do cromossomo

sexual Y para a ordem Araneae.

Dysderidae (24 géneros e 493 espécies) e Segestriidae (3 géneros e 106 espécies)

Ambas pertencem a Dysderoidea; entretanto, a relacdo entre elas dentro da
superfamilia é incerta (Fig. 2) (Coddington & Levi, 1991; Platnick et al., 1991;
Ramirez, 2000). Com duas e sete espécies cariotipadas respectivamente, seus
representantes mostraram os numeros diploides mais baixos de toda a ordem Araneae
(2n=7 a 2n=14). Uma particularidade desse grupo é a presenca, quase que
exclusivamente, de cromossomos holocéntricos (Tabela 1). Cromossomos desse tipo
foram descritos de forma isolada em apenas uma espécie pertencente a Araneidae e uma
a Oxyopidae, ambas enteleginas. Estudos citogenéticos em representantes das outras
duas familias de Dysderoidea (Oonopidae e Orsolobidae) sdo importantes e muito
interessantes para confirmar ou ndo a presenca de cromossomos holocéntricos como

uma sinapomorfia para a superfamilia como um todo.

Tetrablemmidae (29 géneros e 126 espécies)

De acordo com os trabalhos cladisticos de Coddington & Levi (1991) e Platnick et
al. (1991), esta familia seria grupo-irmdo de Dysderoidea (Fig. 2), a0 passo que a
analise de Ramirez (2000) a coloca como grupo-irmdo de um clado que inclui
(Pholcidae(Diguetidae+Plectreuridae)). A Unica espécie de Tetrablemmidae cariotipada
mostrou 2n=23=22+X, com cromossomos exclusivamente metacéntricos (Tabela 1). O
trabalho citogenético de Kral et al. (2006), o qual realizou a analise da referida espécie e
outras, agrupa Tetrablemmidae com Leptonetidae e Ochyroceratidae, baseado no

comportamento do cromossomo X durante a profase |1 nos machos.
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Diguetidae (2 géneros e 15 espécies) e Plectreuridae (2 géneros e 30 espécies)

Segundo os trabalhos de Coddington & Levi (1991), Platnick et al. (1991) e
Ramirez (2000), estas duas familia formam um clado que tem como grupo-irméo
Pholcidae (Fig. 2). Estudos cromossémicos foram realizados em duas e uma espécies
nestas familias, respectivamente, mostrando um namero dipléide que variou de 2n=16 a
2n=20. O SCDS era do tipo XY nas espécies de Diguetidae e do tipo X1X; na espécie
de Plectreuridae. Nas espécies destas duas familias, a morfologia cromossémica era
predominantemente metacéntrica. De acordo com o trabalho citogenético de Krél et al.
(2006), o sistema XY encontrado em Diguetidae seria derivado de um do tipo X X,Y e
ndo a partir do X;X;, encontrado em Plectreuridae, levantando a possibilidade de que

Diguetidae e Plectreuridae néo pertencem a um mesmo clado.

Pholcidae (81 géneros e 967 espécies)

Esta representa a maior familia entre aquelas de haploginas (Fig. 2) (Coddington
& Levi, 1991; Platnick et al., 1991; Ramirez, 2000) e possui somente 14 espécies,
pertencentes a 8 géneros, estudadas cariologicamente, as quais revelaram uma grande
variacdo no namero dipldide, de 2n=15 a 2n=32. O SCDS prevalecente foi o do tipo X;
mas, 0s tipos XX, e X1 XY também foram registrados para algumas espécies. A
morfologia cromossomica foi predominantemente metacéntrica (Tabela 1). Segundo
Kral et al. (2006), o SCDS do tipo X;X,Y pode ter sido ndo identificado em alguns
casos, tal como em Spermophora senoculata (Dugeés, 1836), levando a descri¢cao de um
sistema do tipo X;X5.

Um aumento da representatividade dos dados citogenéticos, com andlises dos
diversos clados de Pholcidae ainda ndo estudados, podera contribuir no estabelecimento

de relacdes entre os cariétipos encontrados dentro da familia.

Ochyroceratidae (13 géneros e 146 espécies) e Leptonetidae (14 géneros e 200
espécies)

Estas duas familias formam um clado juntamente com Telemidae (Fig. 2)
(Coddington & Levi, 1991; Platnick et al., 1991; Ramirez, 2000). Infelizmente, nédo

existem estudos carioldgicos nesta ultima familia. Em Ochyroceratidae, a Unica espécie
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cariotipada mostrou 2n=13=12+X e cromossomos metacéntricos. A espéecie de
Leptonetidae analisada exibiu 2n=14=12+XY, com morfologia cromossémica
exclusivamente acrocéntrica (Tabela 1). Conforme mencionado anteriormente, o
trabalho citogenético de Kral et al. (2006) agrupou estas duas familias com
Tetrablemmidae. Apesar dos resultados citogenéticos e morfologicos induzirem os
autores a uma discordancia quanto a terceira familia que faria parte deste clado, ambos
os tipos de resultados mostraram que existe uma proximidade filogenética entre

Ochyroceratidae e Leptonetidae.

Drymusidae (1 género e 14 espécies), Scytodidae (5 géneros e 182 espécies) e
Sicariidae (2 géneros e 122 espécies)

A familia Sicariidae é grupo-irmdo de Scytodidae+Drymusidae (Fig. 2)
(Coddington & Levi, 1991; Platnick et al., 1991; Ramirez, 2000). A familia Drymusidae
possui apenas uma espécie analisada citogeneticamente, a qual apresentou
2n=37=34+X1X,Y e cromossomos meta/submetacéntricos (Tabela 1).

Em Scytodidae, duas espécies identificadas tiveram seu cari6tipo analisado,
mostrando 2n=13=12+X ou 2n=14=12+X;X>, e 2n=19=18+X. Em algumas espécies, a
morfologia cromossdmica foi exclusivamente meta/submetacéntrica, em outras
exclusivamente acrocéntrica, ao passo que outras mostraram um complemento
composto pelas duas categorias de cromossomos. Além disso, uma espécie nao
identificada apresentou 2n=26 (Tabela 1).

Em Sicariidae apenas sete espécies do género Loxosceles Keyserling, 1880 foram
cariotipadas, com numero dipldide variando de 2n=18 a 2n=23 e incluindo um SCDS do
tipo X;X2Y na maioria das espécies e do tipo X;X, em outras. A morfologia

cromossdmica era predominantemente meta/submetacéntrica (Tabela 1).

Considerag0es gerais sobre Haplogynae

Trata-se de um grupo que apresenta grande variabilidade no namero dipléide entre
as espécies (2n=7 a 2n=37). A morfologia cromossdmica prevalecente foi metacéntrica,
exceto em Dysderoidea, cujas espécies mostraram cromossomos holocéntricos, e em
Leptonetidae e algumas espécies de Scytodes que exibiram cromossomos acrocéntricos.

Essa predominancia de cromossomos com dois bragos contrasta com a aquela presente
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na grande maioria das aranhas enteleginas, que possui cromossomos acrocéntricos. A
recente descoberta dos SCDS do tipo XY e X1 X,Y em espécies de diversas familias de
haploginas e outras araneomorfas basais torna a ocorréncia do cromossomo sexual Y,
que até recentemente era rara entre as aranhas como um todo, uma caracteristica
amplamente distribuida, pelo menos entre esses clados; mas, esta é ainda incomum
entre as enteleginas. Segundo o trabalho de Kral et al. (2006), o SCDS nas haploginas
teria evoluido na seguinte sequéncia: X; XY — XY — X.

Opisthothelae, Araneomorphae, Entelegynae

Eresidae (10 géneros e 101 espécies), Hersiliidae (11 géneros e 156 espécies) e
Oecobiidae (6 géneros e 102 espécies)

Estas familias formam a superfamilia Eresoidea que estd entre os clados mais
basais de Entelegynae, sendo que Eresidae é considerado grupo-irmao das outras duas
familias (Fig. 2) (Coddington & Levi, 1991; Griswold et al., 1999). Nesta superfamilia,
ocorrem numeros cromossdmicos relativamente altos, variando de 2n=22 a 2n=42, com
predominancia de nameros diploides a partir de 30 cromossomos.

Com excecdo de duas espécies de Oecobiidae que apresentaram SCDS do tipo
X1X2X3, 0 qual evolutivamente apareceu pela primeira vez neste grupo dentre as
aranhas, as outras exibiram SCDS do tipo X;X,. Entretanto, deve-se ressaltar que as
analises citogenéticas realizadas em Eresidae e Hersiliidae restringem-se a apenas trés e
uma espécies respectivamente, englobando somente um género por familia, ao passo
gue em Oecobiidae, os estudos envolveram quatro espécies pertencentes a dois géneros.
Os cromossomos revelaram-se acrocéntricos em todas as espécies que tiveram a

morfologia cromossdmica analisada (Tabela 1).

Mimetidae (12 géneros e 152 espécies)

Esta familia ocupa a posicdo mais basal entre os Palpimanoidea (Fig. 2)
(Coddington & Levi, 1991; Griswold et al., 2005) e é a Unica representante dessa
superfamilia que tem algum téxon citogeneticamente estudado; as outras oito familias
que fazem parte de Palpimanoidea compreendem poucas espécies, as quais tém
distribuicdo geografica restrita. Com apenas uma espécie cariotipada, Mimetidae

apresenta caracteristicas cromossomicas semelhantes aquelas de muitas outras espécies
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pertencentes a diversas familias de Araneoidea, ou seja, 2n=24=22+X;X,, com

cromossomos acrocéntricos (Tabela 1).

Uloboridae (18 géneros e 263 espécies)

Pertence a superfamilia Deinopoidea, juntamente com Deinopidae. Até o
momento, ndo existem dados cariotipicos sobre esta Gltima familia que possui
representantes na fauna brasileira. A superfamilia como um todo é grupo-irmédo de
Araneoidea (Fig. 2-6) (Coddington & Levi, 1991; Scharff & Coddington, 1997,
Griswold et al., 1998, 1999, 2005).

Com oito espécies de trés géneros cariotipadas, distingue-se claramente das
araneoideas por apresentar numero diploide que varia de 2n=10 a 2n=22, com
predominancia de 2n abaixo de 20 cromossomos, ao passo que as familias de
Araneoidea caracterizam-se por possuirem a maioria dos representantes com 2n=22 ou
2n=24. O SCDS nas espécies de Uloboridae pode ser X, X;X; ou X;X;X3, 0S quais
foram também encontrados em Araneoidea. A morfologia cromossémica, quando

descrita, foi do tipo acro/telocéntrica (Tabela 1).

Araneidae (166 géneros e 2841 espécies)

Representa a terceira maior familia das aranhas quanto ao nimero de espécies
descritas taxonomicamente e citogeneticamente. Constitui 0 grupo-irmdo das
araneoideas derivadas (Fig. 3) (Scharff & Coddington, 1997; Griswold et al., 1998) e
possui 64 espécies pertencentes a 17 géneros cariotipadas. Dessas, mais de 50 revelaram
2n=24=22+X1X5; nas demais espécies, o numero dipldide variou de 2n=13 a 2n=49.
Além do SCDS do tipo Xi1X; que foi predominante, o tipo X ocorreu em uma
freqiiéncia bem menor e os tipos X;X,X3 e XY foram registrados somente em uma
especie para cada tipo (Tabela 1).

A morfologia dos cromossomos foi acro/telocéntrica na grande maioria das
espécies. Cari6tipos com cromossomos predominantemente meta/submetacéntricos
ocorreram quase que exclusivamente em espécies com numeros dipldides abaixo de 24
cromossomos, indicando reducdo no nimero cromossémico através de fusdes céntricas.
A espécie descrita como portadora de SCDS do tipo XY teve seus elementos

cromossomicos caracterizados como possuidores de centromero difuso (Tabela 1).
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E interessante notar que as espécies que apresentaram niimero dipldide menor que
2n=24 pertencem principalmente aos géneros Gasteracantha Sundevall, 1833 e
Neoscona Simon, 1864 (Tabela 1). De acordo com a filogenia de Scharff & Coddington
(1997), esses géneros pertencem a diferentes clados dentro da familia, ambos em ramos
bem derivados (Fig. 4), fato que aponta para redugdes independentes no nimero de

Cromossomaos.

Tetragnathidae (51 géneros e 956 espécies) e Nephilidae (4 géneros e 75
especies)

Nephilidae foi elevada ao status de familia recentemente (Kuntner, 2006), sendo
grupo-irméo de Tetragnathidae, na qual estava incluida anteriormente como subfamilia
Nephilinae (Fig. 3) (Scharff & Coddington, 1997; Griswold et al., 1998), e possui até o
momento duas espécies pertencentes a dois géneros estudadas citogeneticamente. Na
familia Tetragnathidae, dados cariologicos estdo disponiveis para 21 espécies
distribuidas em cinco géneros.

As duas familias em conjunto formam um clado que € grupo-irmdo de todas as
outras araneoideas derivadas. Possuem diversas caracteristicas em comum com
Araneidae e com as outras araneoideas derivadas, como predominancia de numero
diploide 2n=24 (em 20 das 23 espécies estudadas), SCDS do tipo X;X, € cromossomos
acro/telocéntricos. Outros complementos cromossémicos encontrados em menor
proporcao sdo 2n=22 e 2n=25, bem como SCDS do tipo X;X;X3 e X3 X2X3X4. Ressalta-
se a presenca deste Ultimo tipo de sistema que além de uma espécie de Tetragnathidae,

ocorre somente em outras duas de Sparassidae (Tabela 1 e Fig. 7).

Linyphiidae (578 géneros e 4343 especies)

Esta é a segunda maior familia das aranhas com relacdo ao nimero de espécies
descritas taxonomicamente e ocupa somente a 10? posi¢cdo em termos de ndmero de
espécies cariotipadas, com estudos realizados em apenas 18 espécies de 11 géneros.
Grupo-irmdo, juntamente com Pimoidae, de todos os outros tdxons do clado das
araneoideas com teias em lencol (Fig. 3) (Griswold et al., 1998), possui numero dipldide
variando de 2n=22 a 2n=25, como em Nephilidae e Tetragnathidae, e um caso isolado

de 2n=46. Os tipos de SCDS encontrados foram, em ordem decrescente de ocorréncia,
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X1Xy, Xi1XoX3 e X. A morfologia cromossdmica, quando descrita, mostrou ser
acro/telocéntrica. Sendo assim, percebe-se que de forma geral esta familia possui
caracteristicas cromossémicas semelhantes aquelas das araneoideas mais basais

apresentadas anteriormente (Tabela 1).

Nesticidae (9 géneros e 204 espécies) e Theridiidae (96 géneros e 2267 espécies)

Formam em conjunto o clado das teridioideas que ocupa um ramo derivado entre
as araneoideas, sendo grupo-irmdo das ciatolipoideas (Cyatholipidae+Synotaxidae)
(Fig. 3) (Griswold et al., 1998); neste Gltimo grupo, ndo existem registros citogenéticos.
Em Nesticidae, somente uma espécie foi estudada, a qual exibiu 2n=24=22+X;X,, com
cromossomos acrocéntricos (Tabela 1).

Theridiidae ocupa a 5% e 6% posi¢cdo respectivamente, em termos de ndmero de
especies conhecidas taxonomicamente e pela citogenética, sendo que as analises
abrangem 29 espécies pertencentes a 13 géneros. Ao contrario das araneoideas
abordadas anteriormente que tem predominio de complementos com 24 cromossomos,
Theridiidae possui 23 espécies com 2n=22. Um género que se mostrou como uma
excecdo a essa regra foi Latrodectus Walckenaer, 1805 que exibiu grande
heterogeneidade cariotipica numérica entre exemplares fémeas estudados de quatro
espécies (2n=16 a 2n=28), englobando toda variacdo de numero dipléide encontrada
para a familia. O SCDS e a morfologia dos cromossomos foram invariavelmente X;X; e
acro/telocéntrica, respectivamente, nas espécies que tiveram estas caracteristicas
descritas (Tabela 1).

Considerac0es gerais sobre Araneoidea

E um grupo com caracteristicas cromossdmicas que sdo, de forma geral,
conservadas entre as familias que o compde, ou seja, predominancia de espécies com
2n=24 cromossomos, SCDS do tipo X; X, e morfologia cromossémica acro/telocéntrica.
Levando-se em conta todos estes caracteres, Araneoidea mostra-se cComo um grupo bem
definido e Unico dentre todas as aranhas. Destaca-se também o fato de Theridiidae, uma
familia derivada de Araneoidea, possuir prevaléncia de espécies com 2n=22, o0 que pode
apontar para uma evolucdo cromossémica no sentido de reducdo numérica dentro do

grupo, como discutido anteriormente para Mygalomorphae.
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Clados como simfitognatoideas e ciatolipoideas permanecem desconhecidos do
ponto de vista citogenético. Um esforco com o intuito de caracterizar
cromossomicamente pelo menos alguns de seus representantes seria interessante, com a
finalidade de verificar se as caracteristicas carioldgicas encontradas se enquadrariam

nesse padréo descrito até 0 momento para a superfamilia.

Titanoecidae (5 géneros e 46 espécies)

Segundo Griswold et al. (1999), Titanoecidae constituiria, em conjunto com
Phyxelididae, o clado das titanoecoideas, grupo-irmdo do clado RTA (Fig. 5). Esta
ultima familia ndo possui taxons estudados citogeneticamente até 0 momento e seus
representantes tém distribuicdo geografica exclusivamente africana. Em Titanoecidae
somente uma espécie foi cariotipada, mostrando 2n=30=28+X;X; (Tabela 1).

Amaurobiidae (71 géneros e 660 espécies), Cybaeidae (12 géneros e 146
espécies) e Haniidae (26 géneros e 235 espécies)

Apesar das andlises filogenéticas de Griswold et al. (1999, 2005) n&o incluirem
Cybaeidae e Hahniidae, estas familias parecem ser relacionadas a Amaurobiidae dentro
do clado RTA (Fig. 6). Esta ultima familia possui 11 espécies distribuidas em seis
géneros estudadas do ponto de vista citogenético, com uma relativa homogeneidade
cromossémica numérica (2n=42 ou 2n=43). O SCDS pode ser X;X;X3, X1 X, ou X, e a
unica espécie que teve a morfologia cromossdmica descrita exibiu elementos
acrocéntricos (Tabela 1).

Numeros dipldides relativamente altos foram também encontrados nas trés
espécies pertencentes a trés géneros diferentes de Hahniidae. Nesse caso, 0 nimero de
cromossomos encontrado foi especifico para cada um dos géneros (2n=34, 2n=35 e
2n=43). O SCDS detectado foi X;X,X3 ou X;X, e a morfologia dos cromossomos era
do tipo acrocéntrica, quando citada (Tabela 1).

Em Cybaeidae, com duas espécies de dois géneros caracterizadas
cariologicamente, existe uma situacao particular, isto &, uma espécie de um dos géneros
apresentou 2n=42, numero relativamente alto e semelhante aos encontrados nas duas

familias anteriores, e a outra espécie do outro género, representada pela Unica aranha
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aquatica conhecida, Argyroneta aquatica (Clerk, 1757), exibiu 2n=24=22+X;X,, com

Cromossomos acrocéntricos, ou 2n=21=20+X, com elementos metacéntricos (Tabela 1).

Agelenidae (40 géneros e 504 espécies), Amphinectidae (36 géneros e 187
especies) e Dictynidae (48 géneros e 562 espécies)

Estas familias formam, juntamente com Desidae, o clado com paracribelo fundido
(Fig. 6) (Griswold et al., 2005). Os dados citogenéticos relativos a Agelenidae séo
referentes a 17 espécies pertencentes a sete géneros e mostram nimeros cromossémicos
relativamente altos (2n=35 a 2n=+52), com predominancia de complementos entre 40 e
44 cromossomos, sem considerar o trabalho de Carnoy (1885). Das 17 espécies, 11
exibiram SCDS do tipo X;X; e as demais mostraram do tipo X;X,X3. Com excecdo de
trés espécies, o0s cariétipos incluem somente elementos acro/telocéntricos.
Amphinectidae, com apenas uma espécie cariotipada, também apresenta numero
diploide relativamente alto para Araneomorphae, 2n=40=38+X;X,, com Cromossomos
acrocéntricos (Tabela 1).

Ao contrario das duas familias anteriores, Dictynidae (7 espécies de 3 géneros
cariotipadas), que ocupa posicdo mais derivada dentro desse clado (Fig. 6), possui
representantes com ndmeros cromossémicos relativamente mais baixos (2n=19 a
2n=33), com prevaléncia de espécies com complementos compostos por 19 a 24
cromossomos. Os trés géneros de Dictynidae analisados podem ser distinguidos pelo
numero dipldide que apresentaram, ou seja, 2n=19, 2n=21 a 24, e 2n=33. O SCDS pode
ser do tipo X, XX, ou X3X,X3. Nesta familia, ao contrario das duas anteriores, as
espécies que tiveram morfologia cromossomica descrita mostraram elementos

autossdomicos metacéntricos (Tabela 1).

ConsideracOes gerais sobre Titanoecidae, Amaurobiidae, Cybaeidae,
Haniidae, Agelenidae, Amphinectidae e Dictynidae

Do ponto de vista filogenético é um grupo complicado em sua totalidade, com
muitas indefinicGes sobre as relacBes de proximidade entre as familias, que sdo
agrupadas em superfamilias de diversas formas. Esta situacdo, em grande parte, deve-se

ao fato de que mesmo a monofilia de algumas dessas familias, como Amaurobiidae, é
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seriamente questionada (Griswold et al., 1999, 2005). Esse cenario sistematico instavel
dificulta o estabelecimento de comparacdes citogenéticas.

De qualquer forma, alguns pontos podem ser destacados, como, por exemplo, a
predominancia de numeros cromossdémicos altos, com exce¢do de Dictynidae. O
2n=+52 cromossomos, registrado em uma espécie de Agelenidae é o maior entre todas
Araneomorphae ja cariotipadas. A morfologia cromossémica, com excecdo de
Dictynidae, € predominantemente acro/telocéntrica, isto €, mesmo padrdo encontrado
nas outras aranhas enteleginas mencionadas anteriormente.

Dictynidae, familia mais derivada dentre estes grupos, possui espécies com
autossomos metacéntricos e nimeros cromossémicos menores, e constitui um exemplo
de evolucédo cariotipica através de fusdes céntricas. Provavel reducdo no numero de
cromossomos em grupos mais derivados dentro de um dado clado foi mencionada

anteriormente em Mygalomorphae e Araneoidea.

Gnaphosidae (116 géneros e 1982 espécies) e Trochanteriidae (18 géneros e
149 espécies)

Formam, de acordo com Coddington & Levi (1991), o clado Gnaphosoidea
(Dionycha), juntamente com outras cinco familias (Fig. 7). A relacdo entre estas
familias dentro deste clado € incerta. Ocupando a 72 posicdo em termos de maior
nimero de espécies descritas taxonomicamente, Gnaphosidae é a 5% familia mais
conhecida citogeneticamente, com 31 espécies pertencentes a 18 géneros cariotipadas
até a presente data. O 2n=22 foi encontrado em 25 espécies deste total, sendo que 0s
outros numeros registrados foram 2n=21, 2n=24 e 2n=30. O SCDS era do tipo X;X; em
guase todas as espécies, exceto naquelas com 21 cromossomos que possuiam SCDS do
tipo X. A morfologia cromossomica, quando revelada, mostrou-se do tipo
acro/telocéntrica (Tabela 1).

A Unica espécie de Trochanteriidae analisada do ponto de vista citogenético até
hoje exibiu 2n=22=20+X;X,, com caracteristicas idénticas as observadas na maioria das
espécies de Gnaphosidae. Além deste, 0 Unico outro grupo que possui cariétipos com
prevaléncia de 22 elementos entre todas as aranhas é Theridiidae, uma familia

extremamente distante filogeneticamente (Tabela 1).
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A obtencdo de dados carioldgicos em outras familias de Gnaphosoidea seria
interessante para verificar a predominancia ou ndo de complementos cromossémicos
com 22 elementos; no entanto, das outras cinco familias desse grupo, somente

Prodidomidae possui espécies distribuidas no Brasil.

Coriniidae (76 géneros e 925 espécies) e Liocranidae (29 géneros e 160
espécies)

Segundo Coddington & Levi (1991), estas duas familias estdo incluidas em
Dyonicha e formam um clado que é grupo-irmédo da superfamilia Gnaphosoidea (Fig.
7). Os estudos citogenéticos em Corinnidae envolvem apenas cinco espécies
distribuidas em trés géneros, com numero dipléide oscilando entre 2n=22 e 2n=26,
SCDS do tipo X;X; e cromossomos acrocéntricos. Em Liocranidae, uma Unica espécie
estudada exibiu 2n=22=20+X;X,. O complemento cromossémico contendo 22
elementos € o mais frequentemente encontrado até o momento nos representantes

cariotipados de duas familias de Gnaphosoidea (Tabela 1).

Anyphaenidae (56 géneros e 508 espécies), Clubionidae (15 géneros e 538
especies) e Salticidae (560 géneros e 5077 espécies)

De acordo com o trabalho de Coddington & Levi (1991), estas trés familias
constituem um clado que é grupo-irmdo das dionychas citadas anteriormente;
entretanto, as relacGes intra-clado ndo estdo resolvidas (Fig. 7). Em Anyphaenidae
existem estudos citogenéticos em trés espécies de dois géneros, dos quais um
apresentou 2n=26 e o outro 2n=20. O SCDS era do tipo X;X; e a morfologia
cromossomica foi, quando fornecida, acrocéntrica (Tabela 1).

Em Clubionidae, 10 espécies de um unico género foram cariotipadas, e, com
excecdo dos casos de ocorréncia de cromossomos B, o numero diploide varia de 2n=20
a 2n=26. O SCDS foi do tipo X;X,. Os cromossomos eram acrocéntricos nas espécies
em que ndo existiam supernumerarios no complemento, e meta/submetacéntricos
quando estes estavam presentes (Tabela 1). Infelizmente, dos outros 14 géneros de
Clubionidae, cujas espécies ndo foram ainda caracterizadas do ponto de vista

citogenético, somente um possui espécies que ocorrem no Brasil.
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Salticidae, a maior familia em nimero de espécies descritas taxonomicamente, é 22
familia mais conhecida citogeneticamente, com 96 espécies de 37 géneros estudadas e
namero dipldide oscilando entre 2n=14 e 2n=30. O complemento com 28 cromossomos
foi 0 mais comumente observado, ocorrendo em 74 espécies. O SCDS do tipo X;X; foi
encontrado em mais de 81% das espécies e 0s outros tipos de sistema registrados, em
ordem decrescente de freqiiéncia, foram X, X;X,X3Y e XXXz Em Salticidae, os
cromossomos sdo quase que exclusivamente acrocéntricos, com excec¢do daqueles da
espécie com 2n=14, que possuia autossomos exclusivamente metacéntricos (um caso
provavel de diferenciacdo cromossdmica através de fusdes céntricas, ja que outras
espéecies do mesmo género, com 2n=28, apresentaram elementos acrocéntricos), de um
autossomo em exemplares de uma populacdo de Evarcha hoyi (Peckham & Peckham,
1883) com 2n=25, o qual também foi descrito como metacéntrico, e do cromossomo Y,
que exibiu morfologia meta/submetacéntrica (Tabela 1).

Filogeneticamente, segundo Maddison & Hedin (2003), os géneros Evarcha
Simon, 1902 e Habronattus F.O.P.-Cambridge, 1901, nos quais o SCDS do tipo
X1XoX3Y foi encontrado, pertencem a um clado denominado Plexippoida, derivado
dentro de Salticidae. Entretanto, enquanto Habronattus esta incluido em Pelleninae,
Evarcha ¢ integrante de Plexippinae (Fig. 8). Outros trés géneros de Plexippoida
cariotipados exibiram SCDS do tipo X;X,. Deve-se ressaltar que os géneros Evarcha e
Habronattus possuem tanto espécies com SCDS do tipo X1 X,X3Y quanto X; X, (Tabela
1). De qualquer forma, apesar de serem casos particulares dentro de cada um desses dois
géneros e destes ndo serem grupos-irmaos, € interessante notar que a ocorréncia do
cromossomo sexual Y acontece apenas em representantes de um clado derivado das
aranhas saltadoras. Myrmarachne MacLeay, 1839 constitui também um caso peculiar
entre as Salticidae, pois o SCDS do tipo X ocorre em cinco das seis espécies
cariotipadas (Tabela 1) e difere do sistema X;X, que predomina na grande maioria dos
outros géneros.

O pequeno namero de géneros analisados do ponto de vista citogenético nas duas
primeiras familias desse grupo faz com que a representatividade dos dados seja
insuficiente para estabelecer qualquer hipétese robusta de relacionamento entre

Anyphaenidae, Clubionidae e Salticidae.
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Philodromidae (29 géneros e 522 espécies), Selenopidae (4 géneros e 189
especies), Sparassidae (83 géneros e 1014 especies) e Thomisidae (171 géneros e 2056
espécies)

A filogenia apresentada por Coddington & Levi (1991) mostra que estas familias
possuem posicao incerta dentro de Dionycha (Fig. 7). Philodromidae, com 15 espécies
de trés géneros cariotipadas, possui numero cromossémico variando de 2n=24 a 2n=29,
sendo que o complemento com 28 cromossomos é o mais freqiiente. Com excecdo de
duas espécies que possuiam SCDS do tipo X e de uma outra que exibiu do tipo X3 X,Xs,
as outras mostraram sistema X;X,. A morfologia cromossémica, quando descrita, era
acrocéntrica (Tabela 1). Selenopidae, com apenas trés espécies de um Unico género
cariotipadas, mostra 2n=29=26+X;X,X3, com cromossomos acrocéntricos (Tabela 1).

Os dados cariologicos em Sparassidae englobam 41 espécies de 15 géneros e
revelam grande heterogeneidade numérica, com nimero dipldide oscilando entre 2n=21
e 2n=44, predominando complementos acima de 40 cromossomos. O SCDS mais
encontrado foi o do tipo X3;X,Xs, ocorrendo também, em ordem decrescente de
frequéncia, os sistemas X;X,, X1X2X3X4 € X. Além destes, existe aquele particular de
Delena cancerides Walckenaer, 1837, uma aranha social que possui populagdes com
SCDS do tipo X1 X;X3, X1 X, e outras com multiplos cromossomos X e Y (X,Yn). As
populacdes de D. cancerides e outras espécies de Sparassidae que exibiram 2n=43
mostraram cromossomos acro/telocéntricos, ao passo que, de forma geral, quanto menor
0 numero dipléide encontrado em outras populacbes de D. cancerides ou em outra
espécie de Sparassidae, maior era 0 nimero de cromossomos metacéntricos observados
no cariotipo (Tabela 1). Dessa forma, o estudo citogenético de diversas populagdes de
D. cancerides nos fornece um exemplo pratico de como a evolugdo cromossémica nas
aranhas pode ocorrer através de fusGes céntricas, seja do tipo autossomo+autossomo ou
autossomo+cromossomo sexual.

A familia Thomisidae possui 22 espécies pertencentes a 13 géneros cariotipadas,
com numero dipléide variando de 2n=21 a 2n=27. O complemento composto por 23
cromossomos € o mais freqliente, ocorrendo em 17 espécies. Todas as espécies que
possuiam 23 ou 21 cromossomos exibiram SCDS do tipo X, ao passo que espéecies com
27 e 24 cromossomos mostraram SCDS do tipo X1 X,X3 e X1 X,, respectivamente. A

morfologia dos elementos, quando descrita, foi do tipo acro/telocéntrica (Tabela 1).
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Considerando os dados citogenéticos apresentados para esse grupo, parece haver
uma maior semelhanca citoldgica entre os representantes de Philodromidae, com
predominancia de 2n=28=26+X;X, e Selenopidae, com 2n=29=26+X;X,X3, apesar do
baixo nimero de espécies estudadas, ao passo que as outras duas familias possuem
caracteristicas particulares. Sparassidae é composta por espéecies, em sua maioria, com
nameros dipldides altos (acima de 40) e Thomisidae, além de apresentar a maioria dos
representantes com 2n=23 (caracteristica Unica entre as aranhas), é distinta pela

ocorréncia de SCDS do tipo X em 81% das espécies.

Considerac0es gerais sobre Dionycha

Este clado é extremamente diverso e possui relagfes incertas entre muitas das
familias que o compde, caracteristicas que se refletem na heterogeneidade
cromossémica do grupo, com namero dipléide variando de 2n=14 a 2n=44. As familias
representantes de Gnaphosoidea e de seu grupo-irméo parecem de fato apresentar uma
maior proximidade, como revelado pela predominancia de complementos com 22
cromossomos e SCDS do tipo X;X,. No grupo composto por Anyphaenidae,
Clubionidae e Salticidae, apesar dos dados cromossdmicos parecerem indicar uma
maior semelhanca entre as duas primeiras, pode tratar-se de um reflexo da baixa
representatividade dos géneros estudados nestas familias.

O grupo composto por Philodromidae, Selenopidae, Sparassidae e Thomisidae,
apresentado como uma politomia na base de Dionycha (Fig. 7), mostra-se também
extremamente problematico do ponto de vista citogenético, com indicacdo de maior
semelhanca entre as duas primeiras familias, e com as duas outras apresentando
caracteristicas singulares dentro de Dionycha e até mesmo dentro de toda ordem
Araneae.

Ctenidae (39 géneros e 465 espécies), Miturgidae (26 géneros e 352 espécies) e
Zoridae (13 géneros e 74 espécies)

De acordo com a filogenia proposta por Silva-Davila (2003), estas familias fazem
parte do grupo das ctenoideas, sendo que Miturgidae e Zoridae formam um clado que
teria como grupo-irméo Ctenidae (Fig. 9); entretanto, essa relacdo é sustentada apenas

por um carater homoplasico e até mesmo a monofilia destas familias é questionada.



Introducdo e Revisdo Bibliogréafica 22

Citogeneticamente, Ctenidae, com apenas uma espécie cariotipada, apresenta
2n=29=26+X1X,X3, com cromossomos telocéntricos (Tabela 1). Em Miturgidae, que
possui 11 espécies de trés géneros cariotipadas, 0 nimero dipldide varia enormemente,
de 2n=22 a 2n=43, com predominancia de complementos com 26 cromossomos. Com
excecdo de trés casos, que apresentaram SCDS do tipo X;X,Xs, as outras espécies
exibiram sistema do tipo X;X,. A morfologia cromossémica, quando descrita, mostrou
ser acrocéntrica, exceto em uma espécie (Tabela 1). Zoridae possui apenas uma espécie
cariotipada, exibindo 2n=24=22+X;X, (Tabela 1). A escassez de dados citogenéticos,
principalmente em Ctenidae e Zoridae, torna impossivel qualquer tentativa de

estabelecer relacGes entre estas familias.

Psechridae (2 géneros e 24 espécies) e Oxyopidae (9 géneros e 422 espécies)

Segundo Silva-Davila (2003), Psechridae seria grupo-irmao de um clado formado
por Oxyopidae+Senoculidae (Fig. 10). Todo esse grupo seria irmdo das outras
verdadeiras licosoideas (Trechaleidae(Lycosidae+Pisauridae)).

Em Psechridae, a Unica espécie cariotipada apresentou 2n=24=22+X;X,, com
cromossomos telocéntricos (Tabela 1). Oxyopidae, com 21 espécies de trés géneros
cariotipadas, mostra numero diploide oscilando entre 2n=21 e 2n=28. O 2n=21
predomina, ocorrendo em 16 espécies. O SCDS mais frequentemente encontrado foi o
do tipo X, em mais de 75% dos casos, e 0 outro sistema observado foi aquele do tipo
X1X,. Quanto a morfologia cromossdmica, verificou-se a prevaléncia de cromossomos
acro/telocéntricos, com exce¢do de um cromossomo sexual metacéntrico em uma
espécie e dos cromossomos de uma outra espécie, cujos elementos foram considerados
holocéntricos (Tabela 1). Oxyopidae é a unica familia entre todas as aranhas que tem
predominio de espécies com 2n=21.

Lycosidae (107 géneros e 2305 espécies) e Pisauridae (54 géneros e 332
espécies)

Considerando a analise cladistica de Silva-Davila (2003), estas duas familias
formam um clado que teria como grupo-irméo Trechaleidae (Fig. 10). Lycosidae ocupa
a 42 posicdo em termos de nimero de espécies descritas taxonomicamente e constitui a

familia mais conhecida citogeneticamente, com estudos em 102 espécies pertencentes a
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21 géneros. O numero dipldide oscila entre 2n=18 e 2n=28, com predominancia de
complementos com 28 cromossomos. O SCDS do tipo X;X; foi registrado em 94
espécies deste total e os outros sistemas detectados foram do tipo X e X; X Xs. A
morfologia cromossdmica era quase que exclusivamente acro/telocéntrica em todas as
especies. Pode-se destacar os géneros Pirata Sundevall, 1833 e Schizocosa Chamberlin,
1904 que exibiram predominancia de espécies com 2n=26 e 2n=22, respectivamente,
diferindo do 2n=28 encontrado na maioria dos representantes da familia (Tabela 1).

Pisauridae, com 12 espécies de trés géneros cariotipadas, possui numero
cromossémico variando de 2n=24 a 2n=29, também com prevaléncia de complementos
com 28 elementos. Com excecdo de uma espécie que mostrou SCDS do tipo X X;Xs,
todas as outras apresentaram sistema do tipo X;X,. A morfologia cromossomica,
quando descrita, era exclusivamente acrocéntrica (Tabela 1).

Os dados cromossémicos numeéricos, morfologicos e de SCDS apontam para uma
grande similaridade cariotipica entre as espécies de Lycosidae e Pisauridae. Estudos
citogenéticos em Trechaleidae revelam-se importantes no sentido de verificar se esses

caracteres se aplicariam para todo esse clado.

Considerac0es gerais sobre Lycosoidea

Estudos citogenéticos adicionais sdo necessarios nas ctenoideas, bem como nas
verdadeiras licosoideas Psechridae e Oxyopidae, para que se possa inferir qualquer
hipdtese de diferenciacdo cromossdmica mesmo que de forma preliminar. A anélise
carioldgica de Senoculidae pode ser um primeiro e importante passo nesse sentido. A
Unica relacdo de proximidade evolutiva que pode ser estabelecida através da
citogenética é aquela entre Lycosidae e Pisauridae, que sdo grupos-irmaos e possuem

caracteristicas citolégicas que apdiam essa posicao.

Zodariidae (73 géneros e 842 espécies)

De posicéo filogenética incerta, esta familia de Entelegynae possui oito espécies
pertencentes a dois géneros cariotipadas. Nesta familia, o complemento dipléide varia
de 2n=21 a 2n=29, com seis diferentes nimeros cromossémicos encontrados, revelando
uma enorme diversidade cariotipica numérica, considerando-se 0 pequeno ndmero de

representantes estudados. Os SCDS encontrados, em ordem decrescente de freqléncia,
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sdo os dos tipos X e Xi;X,. A morfologia dos elementos é invariavelmente
acro/telocéntrica (Tabela 1). A andlise de outros géneros, como Tenedos O.P.-
Cambridge, 1897, que ocorre no Brasil, poderia revelar se essa heterogeneidade é

somente aparente.
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Figura 1 — Filogenia proposta por Coddington & Levi (1991) para Araneae, mostrando as relacfes entre
as familias de Mygalomorphae.
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Figura 2 — Relagdes filogenéticas na subordem Araneomorphae, de acordo com Coddington & Levi
(1991) e Platnick et al. (1991).
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Figura 6 — Relacdes filogenéticas para as aranhas enteleginas propostas por Griswold et al. (2005).
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Figura 7 — Detalhe da filogenia proposta para Dionycha segundo Coddington & Levi (1991), extraido do
site Tree of Life (http://tolweb.org/Dionycha/2692).
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Figura 8 — Filogenia elaborada por Maddison & Hedin (2003) para a familia Salticidae.
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Odo ca. lycosoides

53 83 88 125
Trujillina isolata

20 22 45 50

ZORIDAE
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i1 2 1

Figura 9 — Proposta de relagdes cladisticas para o grupo das ctenoideas segundo o trabalho de Silva-
Déavila (2003).
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8
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5

Figura 10 — Arvore filogenética proposta por Silva-Déavila (2003), mostrando as relacdes entre
verdadeiras licosoideas, tengelloideas e ctenoideas.
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I11. OBJETIVO
O presente estudo tem como objetivo discutir algumas estratégias relacionadas
com a evolucdo cromossémica em algumas familias de aranhas haploginas, através do
confrontamento dos dados citogenéticos obtidos com aqueles descritos a partir de
analises filogenéticas baseadas em caracteres morfoldgicos e moleculares, apresentados
para o grupo por diversos pesquisadores. Para realizar tal analise, pretende-se:
a) caracterizar os cari6tipos das espécies, quanto ao numero dipléide e morfologia
cromossémica, através do emprego da técnica de coloragao convencional;
b) definir os tipos de sistema cromossémico de determinacdo sexual, através das
anélises de células somaticas e meioticas;
c) estabelecer o padrao de distribuicdo das bandas C;
d) definir a composicao de algumas regides heterocromaticas atraves da utilizago
de fluorocromos base-especificos;
e) determinar os cromossomos portadores de regides organizadoras de nucléolos
ativas com a técnica de impregnacéo pelo ion prata (Ag-RONS);
f) utilizar, quando possivel, a técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH)
para localizar as regides correspondentes ao rDNA nos cromossomos;
g) comparar os cariétipos obtidos com aqueles de espécies relacionadas, descritas

na literatura.
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IV. MATERIAL E METODOS

1VV.1. Material

Foram utilizadas génadas provenientes de machos e fémeas de aranhas, tanto no
estagio adulto quanto imaturo, bem como embribes, quando disponiveis, de 13 espécies
pertencentes as familias Pholcidae, Scytodidae e Sicariidae (Tabela 2). Os exemplares
estudados foram depositados na colecdo do Laboratério de Artrépodes Peconhentos do
Instituto Butantan, S&o Paulo, SP, Brasil, sob a curadoria do Dr. Antonio Domingos

Brescovit, 0 qual realizou a identificacdo das especies.
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1VV.2. Métodos

IV.2.1. Obtencéo das Preparaces Citologicas

As preparacOes de gonadas foram feitas de acordo com a técnica descrita a seguir:

1- Remover a génada em solucéo fisiologica para insetos (7,59 de NaCl, 2,38g de
Na;HPOQ,, 2,72g de KH,PO,4, em 1 litro de agua destilada). 2- Colocar o material em
solucdo de colchicina a 0,16%, preparada com solucéo fisioldgica para insetos, durante
2 horas, para que ocorra 0 acumulo de metafases. 3- Adicionar um volume de agua de
torneira igual ao de colchicina, para atuar como solucdo hipotonica, deixando agir
durante 15 minutos. 4- Fixar em Carnoy | (metanol-acido acético, na propor¢éo de 3:1),
durante 60 minutos. 5- Colocar por¢cdes do material em uma lamina de vidro,
juntamente com uma gota de solucdo de acido acético a 60% e, em seguida, com o
auxilio de um pequeno bastdo de metal, macera-las até formar uma suspenséo celular. 6-
Gotejar mais algumas gotas de &cido acético a 60% e espalhar o material sobre a
lamina. 7- Secar a lamina em uma placa de metal, a temperatura de 35 a 40° C.

Os embrides foram processados segundo a metodologia apresentada abaixo:

1- Remover o embrido do ovo, imerso em solugdo fisioldgica para insetos (7,59 de
NaCl, 2,38g de Na,HPO,, 2,72g de KH,PO,4, em 1 litro de &gua destilada) dentro de
uma placa de vidro escavada. 2- Retirar o maximo possivel do vitelo com o auxilio de
alfinete entomoldgico nimero 0000 para evitar a ocorréncia de impurezas na lamina,
procurando néo danificar o embrido. 3- Transferir o embrido, utilizando pingas finas ou
pipeta Pasteur, para outra escavacdo da placa contendo solucdo de colchicina a 0,05%
(diluida em solucéo fisioldgica para insetos) e deixar por 2 horas, no intuito que obter
um maior nimero de células em metafase. 4- Adicionar um volume de &gua de torneira
igual ao de colchicina, para atuar como solucdo hipoténica, deixando agir durante 15
minutos. 5- Fixar em Carnoy | (metanol-acido acético, na propor¢do de 3:1), durante 60
minutos. 6- Transferir o embrido para uma lamina de vidro, juntamente com uma gota
de solucéo de acido acético a 60% e, em seguida, com o auxilio de um pequeno bastdo
de metal, macera-lo até formar uma suspensao celular. 7- Gotejar mais algumas gotas de
acido acético a 60% e espalhar o material sobre a lamina. 8- Secar a ldmina em uma

placa de metal, a temperatura de 35 a 40° C.
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1V.2.2. Coloracgédo Convencional (Giemsa)

Ap0s a obtencdo da preparacdo cromossémica, deixa-la a temperatura ambiente
por pelo menos um dia; corar com solucdo de Giemsa 3%, contendo 47mL de agua
destilada, 1,5mL de Giemsa (Merck), e 1,5mL de tampéo fosfato pH 6.8, durante 10
minutos, a temperatura ambiente. Lavar rapidamente cada I[amina em agua de torneira e

Secar ao ar.

1VV.2.3. Técnica de obtencao de bandas C

A técnica utilizada foi a de Sumner (1972), com algumas modificacdes:

1- Tratar as preparacfes cromossdmicas com solucdo de hidroxido de bario
octahidratado a 5%, durante 3 segundos, a temperatura de 30°C. 2- Lavar as laminas,
duas vezes, em solucdo de acido cloridrico (0.1N), a temperatura ambiente. 3- Lavar as
laminas varias vezes em agua destilada e secar ao ar. 4- Lavar as laminas em tampao
2XSSC (pH 7,3), a temperatura ambiente. 5- Incubar as laminas em tampao 2XSSC (pH
7,3), por 30 minutos, a temperatura de 60°C. 6- Lavar as ldaminas varias vezes com agua
destilada e secar ao ar. 7- Submeter as I[&minas a coloracdo com solucdo de Giemsa 3%,

durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

IV.2.4. Técnica de marcacdo com fluorocromos base-especificos
(CMA;/DA/DAPI)

A técnica utilizada, com algumas modificaces, foi a de Schweizer (1980).

1- Colocar sobre a lamina 200ul de cromomicina Az (CMAg3) e cobrir com uma
laminula (a solucdo de CMA; ja deve estar preparada e estabilizada). 2- Deixar a lamina
em temperatura ambiente, em camara Umida, no escuro, por 1 hora. 3- Remover a
laminula com um jato forte de agua de torneira. 4- Incubar as laminas em uma cubeta
envolta por papel aluminio com tampdo Mcllvine, por 5 minutos e secar um pouco. 5-
Colocar sobre a 1dmina 200ul de distamicina (DA) e cobrir com laminula. 6- Deixar a
lamina a temperatura ambiente, em cadmara Umida, no escuro, por 15 minutos. 7-
Remover a laminula com um jato forte de dgua de torneira. 8- Incubar as laminas em

uma cubeta envolta por papel aluminio com tampdo Mcllvine, por 5 minutos e secar um
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pouco (ndo usar a mesma cubeta que foi utilizada no item 4, ou, caso for utilizar, lavar
bem a cubeta e colocar tampdo Mcllvine novo). 9- Colocar sobre a lamina 200ul de
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e cobrir com laminula. 10- Deixar a lamina em
temperatura ambiente, em camara Umida, no escuro, por 20 minutos. 11- Remover a
laminula com um jato forte de dgua de torneira. 12- Incubar as laminas em uma cubeta
envolta por papel aluminio com tampédo Mcllvine, por 5 minutos e secar um pouco (ndo
usar a mesma cubeta que foi utilizada no item 4 ou 8, ou, caso for utilizar, lavar bem a
cubeta e colocar tampdo Mcllvine novo). 13- Retirar 0 excesso de tampéo da lamina e
montar em glicerol com cloreto de magnésio. 14- Pressionar levemente a lamina em
papel filtro para retirar o excesso de glicerol. 15- Guardar a lamina no escuro até

analisar.

IVV.2.5. Técnica de impregnacéo das regides organizadoras de nucléolo pelo
nitrato de prata (Ag-NOR)

A metodologia utilizada foi a de Howell & Black (1980), com algumas

modificacdes, de acordo com o descrito a seguir:

1- Colocar sobre a lamina uma gota de solugéo coloidal reveladora (1 g de gelatina
Merck ou comercial dissolvida em 50 ml de agua destilada + 0,5 ml de acido férmico) e
duas gotas de solucdo de nitrato de prata a 50%. 2- Cobrir com laminula ou com um
tecido de nylon e incubar em camara umida, durante 4 minutos, a temperatura de 67°C.

3- Lavar em agua destilada e secar ao ar.

IV.2.6. Hibridizacé&o in situ fluorescente (FISH)

1- Pipetar 200uL de RNase sobre a lamina, cobrir com laminula e incubar por 1
hora em camara Umida a 37°C. 2- Lavar as laminas em 3 banhos de 2xSSC por 5
minutos cada. 3- Desidratar as preparacfes em alcool 70%, 90% e 100%, durante 3
minutos cada, e secar as laminas a temperatura ambiente. 4- Denaturar a mistura de
hibridizag&o por 10 minutos a 70°C e resfriar em gelo por 5 minutos. 5- Adicionar 40uL
da mistura de hibridizacéo sobre a lamina e cobrir com laminula. 6- Colocar as laminas

em camara Umida a 90°C por 10 minutos. 7- Deixar em hibridizacdo na cdmara Umida a
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37°C overnight. 8- Retirar as laminulas em 2xSSC a temperatura ambiente. 9- Lavar as
laminas em dois banhos de formamida 20% em 0,1xSSC por 5 minutos cada a
temperatura ambiente. 10- Lavar as laminas 3 vezes em 2xSSC por 3 minutos cada, a
temperatura ambiente. 11- Colocar as laminas em 4xSSC/Tween por 5 minutos. 12-
Pipetar 200uL de BSA sobre a lamina, cobrir com laminula e incubar por 5 minutos.
13- Remover a laminula e retirar o BSA, adicionar 30uL de avidina conjugada com
FITC, cobrir com laminula e incubar em camara umida por 1 hora a 37°C. 14- Lavar as
laminas em 4xSSC/Tween por 3 vezes, durante 8 minutos cada, em temperatura
ambiente. 15- Adicionar 200uL de BSA sobre a lamina, cobrir com laminula e incubar
por 5 minutos. 16- Retirar a laminula e 0 BSA e adicionar 30puL de anti-avidina
biotinilada, cobrir com laminula e incubar em camara Umida por 1 hora a 37°C. 17-
Lavar as laminas em 4xSSC/Tween por 3 vezes, durante 8 minutos cada, a 37°C. 18-
Repetir os passos 12 e 13. 19- Lavar as laminas em 4xSSC/Tween por 3 vezes, durante
8 minutos cada, a 37°C. 20- Pipetar 100pL de iodeto de propidio (2,5 pg/mL™) sobre a
l&mina, cobrir com laminula e incubar por 10 minutos. 21- Lavar a lamina em
4xSSC/Tween para retirar a laminula e o iodeto de propidio. 22- Pipetar 50uL de
solucéo de antifading sobre a lamina, cobrir com laminula e retirar o excesso com papel
filtro.

IV.2.7. Coloragdes Associadas

1- Seguir o procedimento para a obtencdo de coloragdo convencional (Giemsa).
Depois da analise e registro fotografico das células, lavar a lamina varias vezes em xilol
e secar ao ar. 2- Submeter a lamina a técnica de obtencdo de bandas C ou a técnica de

impregnacéo pelo ion prata.

1V.2.8. Analises Cromossdmicas

Foram analisadas aproximadamente 30 células para cada exemplar. Os
cromossomos foram contados e quando possivel identificados. As melhores células
mitdticas e meidticas, em coloracdo convencional, bandas C e impregnacdo pelo nitrato
de prata, foram fotografadas em um fotomicroscopio éptico Zeiss, com objetiva 100 de

imersdo, optovar 1.25 e filtro verde. O filme empregado foi "Imagelink HQ Microfilm"
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(Kodak), revelado em Dektol (ou D72) diluido em agua, na proporcdo 1:4,
respectivamente, durante 5 minutos, a temperatura de 18°C. As cdpias fotograficas
foram feitas em papel Kodabrome Print RC F-3 (Kodak) e reveladas em Dektol (ou
D72) diluido em &gua, na proporgdo de 1:2, respectivamente. As células submetidas a
técnica de fluorocromos base-especificos e FISH foram fotografadas em um
fotomicroscopio de fluorescéncia Leica DMLB, com objetiva 100 de imersao. Os filmes
utilizados foram “TMax” e “Proimage” (Kodak), ASA 100, respectivamente.

A montagem dos cari6tipos foi feita de acordo com o tamanho e morfologia dos
cromossomos. Quanto ao tamanho, os cromossomos foram dispostos em ordem
decrescente e aos pares. Os pares foram numerados e os cromossomos homologos
tentativamente emparelhados para facilidade de apresentagéo e comparagdo. Quanto a
morfologia, a caracterizagdo dos cromossomos foi feita de acordo com a proposta de
Levan et al. (1964).

1V.2.9. Obtencéo e anélise do complexo sinaptonémico

A metodologia utilizada baseia-se naquela descrita por Loidl & Jones (1986),
conforme descrito a seguir:

1- Dissecar e retirar os testiculos e, em um pedaco de Parafilm, macera-los em
solucéo fisioldgica para insetos com o auxilio de uma lamina de barbear. 2- Pipetar trés
a quatro gotas de lipsol (0,5%) em uma lamina, previamente revestida com uma pelicula
plastica (passar a l&mina em uma solucdo contendo 100mL de cloroférmio P.A. e 0,79
de pléstico “Falcon™), adicionar uma gota do macerado testicular e esperar entre 20 e 40
segundos. 3- Colocar 7 a 8 gotas de solugdo contendo paraformaldeido a 4% e sacarose
0,1M. 4- Deixar a lamina secar durante aproximadamente 24 horas, passa-la
rapidamente em &gua destilada e secar ao ar.

As laminas contendo os microestendidos celulares foram impregnadas pelo nitrato
de prata, segundo o item 111.2.5., com substituicdo da laminula por um tecido de nylon
(Nybold 3XXX-300 ou 68GC-243). A pelicula plastica contendo os microestendidos foi
colocada sobre uma telinha de cobre (50 mesh), a qual foi analisada em um microscopio
eletrbnico de transmissao Philips EM100. O filme empregado para o registro fotografico
foi 0 Kodak 5302 e as ampliacdes fotograficas foram feitas em papel Kodabrome Print

RC-F3 (Kodak) e reveladas em D72, diluido em agua, na proporgao 1:2.
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V. RESULTADOS
Os resultados obtidos encontram-se apresentados em trés artigos, conforme

exposto a seguir:

Artigo | — publicado no periddico Journal of Arachnology (ISSN 0161-8202) (USA),
volume 33, pag. 591-596, 2005.
Chromosomal data of two pholcids (Araneae, Haplogynae): a new diploid number and

the first cytogenetical record for the New World Clade.

Artigo Il — a ser enviado para publicacdo no periodico Chromosome Research (ISSN
0967-3849) (The Netherlands).

The chromosomes of the poison spider genera Sicarius Walckenaer, 1847 and
Loxosceles Heineken & Lowe, 1832 (Araneae, Haplogynae, Sicariidae) from Brazil:

X1X2Y sex determination chromosome system as a shared character.

Artigo Il — a ser enviado para publicacdo no periédico Journal of Zoological
Systematics and Evolutionary Research (ISSN 0947-5745) (Germany).
Extreme chromosome number variability in Scytodes Latreille, 1804 species (Araneae,

Haplogynae, Scytodidae)



Artigo | 66

Mesabolivar sp.

-

‘)‘t@ Micropholcus sp.

-

Artigo |
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ARAUJO ET AL.--CHROMOSOMAL DATA OF TWO PHOLCIDS

Chromosomal data of two pholcids (Araneae, Haplogynae): a new diploid number and
the first cytogenetical record for the New World Clade
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Resumo

Os especimens de Mesabolivar luteus (Keyserling, 1891) e Micropholcus fauroti
(Simon, 1887) foram coletados em Ubatuba e Rio Claro, ambas no estado de S&o Paulo,
Brasil. Mesabolivar luteus mostrou 2n(J3) =15 =14 + X e 2n(Q) = 16 = 14 + XX em
metafases mitdticas e 711+X em células diploténicas testiculares. Durante a profase |
tardia, todos bivalentes apresentaram configuracdo em anel, evidenciando dois quiasmas
por bivalente. Nesta espécie, algumas células diploténicas apareceram em pares, talvez
devido a caracteristicas especificas das pontes intercelulares. As metafases Il mostraram
n=7 ou n=8=7+X cromossomos. Micropholcus fauroti evidenciou 2n(J3) = 17 =16 + X
em metafases espermatogoniais e 811+X em células diploténicas testiculares, com
apenas um quiasma por bivalente, constrastando com M. luteus. Em ambas espécies,
todos cromossomos eram metacéntricos. O cromossomo sexual X foi 0 maior elemento
do complemento e apareceu como um univalente durante a meiose |. Estes sdo 0s
primeiros dados citogenéticos para 0s géneros Mesabolivar e Micropholcus.
Adicionalmente, M. luteus é a primeira espécie do clado do Novo Mundo analizada
cromossomicamente e 0 numero dipl6ide observado em M. fauroti ndo havia ainda sido

descrito em Pholcidae.

Palavras-chave: meiose, morfologia cromossomica, aranha, par diploténico
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Abstract

Mesabolivar luteus (Keyserling 1891) and Micropholcus fauroti (Simon 1887)
specimens were collected in Ubatuba and Rio Claro, both in the state of Sdo Paulo,
Brazil. Mesabolivar luteus showed 2n(J3) = 15 =14 + X and 2n(Q) = 16 = 14 + XX in
mitotic metaphases and 711 + X in diplotenic cells. During late prophase I, all bivalents
presented a ring shape, evidencing two chiasmata per bivalent. In this species, some
diplotenic cells appear in pairs, maybe due to specific characteristics of the intercellular
bridges. The metaphases Il showed n =7 or n =8 =7 + X chromosomes. Micropholcus
fauroti evidenced 2n(J4) = 17 = 16 + X in spermatogonial metaphases and 811+X in
diplotenic cells, with only one chiasma per bivalent, contrasting with M. luteus. In both
species, all chromosomes were metacentrics. The X sexual chromosome was the largest
element and appeared as a univalent during meiosis I. These are the first cytogenetical
data for the genera Mesabolivar and Micropholcus. Additionally, M. luteus is the first
chromosomally analyzed species of the New World clade and the observed diploid

number for M. fauroti had not yet been recorded in Pholcidae.

Keywords: Meiosis, chromosomal morphology, spider, diplotene pair



Artigo | 70

Introduction

Pholcids are small to medium sized spiders, with total length ranging from 1--
15mm, usually six or eight eyes, and legs several times longer than the body length.
Specimens are found in low and high elevations, forests and deserts, leaf litter and tree
canopies. There are several synanthropic species with cosmopolitan distribution. These
characteristics taken together make the family Pholcidae Koch 1851 the most diverse
among the haplogyne group, comprising 75 extant genera and 866 extant species (Huber
2000, 2005).

According to the cladogram proposed as a working hypothesis by Huber (2000)
for the New World pholcids, the family is strongly supported as a monophyletic group
and is divided into four clades: "ninetines”, "pholcines" (Metagonia Simon 1893 +
Pholcus group sensu Huber, 1995), "holocnemines™ (Holocnemus group sensu Timm,
1976 + Artema Walckenaer 1837 + Physocyclus Simon 1893 + Priscula Simon 1893)
and "New World clade”. The latter includes most genera and is the only one that is
exclusive for the New World. However, Huber (2000) himself pointed to "ninetines"
and "holocnemines™ as questionable monophyletic groups.

Despite the high number of Pholcidae species, only nine species (1%) of five
genera were chromosomally analyzed, i.e., "pholcines”: Pholcus crypticolens Bdsenberg
& Strand 1906, 2n(J3) = 24 = 22 + XX, (Suzuki 1954); Pholcus manueli Gertsch 1937
(under Pholcus affinis Schenkel 1953), 2n(d) = 25 = 24 + X (Wang et al. 1997);
Pholcus phalangioides (Fuesslin 1775), 2n(J) = 24 = 22 + X;X, (Rodriguez-Gil et al.
2000) and Spermophora senoculata (Dugés 1836) (under Spermophora meridionalis
Hentz 1841, misspelled as Spermaphora meridionalis), 2n(J) = ? = ? + XX, (Painter
1914), and "holocnemines”: Artema atlanta Walckenaer 1837 (misspelled as Artema
atlenta), 2n(J3) = 32 = 30 + X X, (Parida & Sharma 1987; Sharma & Parida 1987);
Crossopriza lyoni (Blackwall 1867), 2n(J3) = 27 = 26 + X (Bole-Gowda 1958), 2n(J) =
25 = 24 + X (Srivastava & Shukla 1986), 2n(J) = 24 = 22 + XX, (Sharma et al. 1959)
and 2n(d) = 23 = 22 + X (Parida & Sharma 1987; Sharma & Parida 1987); Physocyclus
californicus Chamberlin & Gertsch 1929, 2n(J4) = 15 = 14 +X (Cokendolpher 1989);
Physocyclus enaulus Crosby 1926, 2n(J4) = 15 = 14 + X (Cokendolpher 1989) and
Physocyclus sp., 2n(Jd) = 15 = 14 + X (Cokendolpher & Brown 1985; Cokendolpher
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1989). In the species whose chromosomal morphology was determined, all
chromosomes are metacentric, with the exception of the X; and X, chromosomes of C.
lyoni described by Sharma et al. (1959) and P. crypticolens, which are acrocentric.
There are no cytogenetical data on "ninetines™ and "New World clade™.

The genus Mesabolivar Gonzalez-Sponga 1998, included in the New World clade
by Huber (2000), includes 34 species from which 24 occur in Brazil (Huber, 2005). This
genus arises as a sister group of Coryssocnemis Simon 1893; however, this position is
not yet clearly established. The genus Mesabolivar was divided into four "operational”
groups, based on morphological characters: a "northern group with spines on male
metatarsi" (5 species), a "northern group without spines on male metatarsi" (6 species),
a "southern/eastern group” (15 species) probably not monophyletic, and a
"miscellaneous group” (7 species), certainly polyphyletic, that will probably be partly
transferred to other genera/group (Huber 2000).

Mesabolivar luteus (Keyserling 1891) is a species belonging to the "miscellaneous
group”, probably related to Mesabolivar levii Huber 2000, and is distributed in the states
of Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana and Rio Grande do Sul, in Brazil. The genus
Micropholcus Deeleman-Reinhold & Prinsen 1987 (pholcine) includes only two
species, of which only the Pantropical species Micropholcus fauroti (Simon 1887)
occurs in Brazil by introduction and lives as a synanthropic species (Huber 2000).

The use of chromosomal data in phylogenetic analysis is relatively new, and the
criteria to codify these data are controversial (Modi 1987; Borowik 1995). Additionally,
the cytogenetic analysis have some difficulties when compared with other kind of
analysis: the specimens must be kept alive until the slide preparations, some of them do
not have cell division at the moment of analysis, and some techniques are expensive.
Nevertheless, chromosomal data have a potential usefulness for phylogenetic inference,
because they are heritable, homologue states can be identified, and the characters are
independent (Borowik 1995). Basically, a chromosomal phylogeny can be constructed
based on the minimum number of rearrangements required or the maximum number of
shared segments (Rokas & Holland 2000). Despite the chromosomal data were never
been used for cladistic analysis in spider, some attempts were applied in minor groups
of animals, such as mammals, using characters obtained by conventional (Nagamachi et

al. 1999; Garcia et al. 2000) or molecular cytogenetic techniques (Oliveira et al. 2002).
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The aim of this study is to chromosomally characterize the species M. luteus and M.
fauroti, analyzing standard stained mitotic and meiotic cells, in order to begin an effort

to establish karyotype relationships among Pholcidae species.

Material and methods

Three males and one female of M. luteus were collected at Maranduba beach,
Ubatuba (23°43’S 45°07°W), and five males of M. fauroti were collected in buildings in
Rio Claro and Ubatuba (22°41’S 47°56°’W and 23°43’S 45°07°’W), both in the state of
Sao Paulo, southeastern Brazil. The specimens are deposited in the collection of the
Laboratério de Artropodes Peconhentos, Instituto Butantan, S&o Paulo (IBSP, A.D.
Brescovit) under the numbers IBSP42785 (Mesabolivar luteus), 42782, 42783, 42784,
47504 and 47505 (Micropholcus fauroti).

Gonads were dissected in Ringer for insects, transferred to colchicine solution
(0.16% in Ringer for insects) and left for 2 hrs.; a volume of hypotonic solution (tap
water) equal to that of the colchicine solution was added and after 15 minutes the
material was placed in Carnoy | fixative solution for 60 min., after which it was
macerated in 60% acetic acid on the surface of the slide. The slide was dried on a metal
heating plate (35--40 °C) and stained with a 3% Giemsa solution for 13--15 min. The
cells were photographed under a Zeiss microscope and the chromosome morphology
classification was determined according to Levan et al. (1964). The number of analyzed
chromosomal spreads was 65 for M. luteus and 40 for M. fauroti. In these spreads, the

chromosome number was determined and no intraspecific variation was detected.

Results

Mesabolivar luteus

The mitotic metaphases showed 2n = 15 = 14 + X in males (Fig. 1) and 2n = 16 =
14 + XX in females (Fig. 2). In the spermatogonial metaphases, the X chromosome is
always easily identified as the largest element (Fig. 1). The chromosomal morphology is
not clear in the mitotic metaphases due to the low degree of chromosome condensation.
Diplotene cells showed 711 + X (Fig. 3). All bivalents present a ring shape, evidencing

the occurrence of two terminal chiasmata per bivalent, and the X chromosome



Artigo | 73

constitutes an univalent during all meiosis I (Fig. 3). Some diplotene cells appeared in
pairs (Fig. 4). Metaphases Il showed n = 8 = 7 + X (Fig. 5) or n = 7 (Fig. 6)
chromosomes. The X chromosome cannot be recognized in the n = 8 cells due to the
irregular chromosome appearance. Despite the low staining contrast, the chromosomal

morphology of this species was determined as metacentric.

Micropholcus fauroti

The spermatogonial metaphases showed 2n = 17 = 16 + X (Fig. 7). The largest
chromosome of complement is X, which is easily identified in all analyzed metaphases
(Fig. 7). Despite the low staining contrast and the low morphology resolution, the
chromosomes seem to be biarmed (Fig. 7). Diplotene cells possessed 811 + X (Fig. 8)
and each bivalent shows only one chiasma, terminal or interstitial (Fig. 8). The X

chromosome appears as a univalent during meiosis I (Fig. 8).
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Fig. 1-6. Mesabolivar luteus cells. 1. Spermatogonial metaphase, with 2n = 15 = 14 + X. 2. Oogonial
metaphase, with 2n = 16 = 14 + XX. 3. Diplotene, with 711 + X. Arrows indicate the chiasma
location. 4. Diplotene nuclei, constituting a pair of cells. 5. Metaphase I, withn =8 =7 + X,

The X could not be identified in this spread. 6. Metaphase Il, with n = 7. Scale = 10 um.
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Fig. 7-8. Micropholcus fauroti cells. 7. Spermatogonial metaphase, with 2n = 17 = 16 + X. 8. Diplotene,

with 811 + X. Arrow indicates a terminal chiasma and arrowhead points to an interstitial chiasma.

The asterisks indicate overlapped chromosomes. Scale = 10 pm.
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Discussion

Despite high diversity of pholcid species among haplogynes, this family is poorly
known from the cytogenetic point of view. This could be due to: lack of Pholcidae
cytogenetic researchers, the relatively small size of pholcid species and their
chromosomes, and the low quality chromosomal preparations obtained.

As the generic name suggests, Micropholcus fauroti is a very small spider, 1--
2mm in length. Thus, dissection of the specimens, as well as the removal of the testis, is
very difficult. Additionally, only one slide, with few cells, can be obtained per specimen
due to extremely minute size of the testis.

In relation to the chromosome length, Painter (1914), Suzuki (1954) and Bole-
Gowda (1958) emphasized the very small size of the elements. The largest chromosome
of P. crypticolens, obtained by Suzuki (1954), measured only around 2.4 pm. The
largest chromosome of C. lyoni is X, which measures 5.8 um, but the largest autosome
measures only around 2.3 um (Bole-Gowda 1958). The measurements of the largest
chromosomes of M. luteus and M. fauroti were respectively 9 and 7 um (for X), and 6
and 5 um (for the autosomes). Thus, the chromosomes of the studied species are not as
small as those obtained by Suzuki (1954) and Bole-Gowda (1958). On the other hand,
they are not as large as those of other haplogyne genera, such as Loxosceles Heineken &
Lowe 1832 (Sicariidae) in which the largest chromosomes measure around 15 pm
(Silva et al. 2002).

Concerning the preparation quality, Painter (1914) and Suzuki (1954), using
different types of fixative solutions, called attention to the unfavorable fixation of
pholcid chromosomes. A similar problem occurred with M. luteus and M. fauroti
chromosomes, when Carnoy | fixative solution was used, resulting in low staining
contrasts. Alternative fixation methods should be tested in pholcid species.

Mesabolivar luteus is the first cytogenetically studied species from the "New
World clade™ and showed a diploid number equal to that found in three Physocyclus
species (holocnemines) analyzed by Cokendolpher (1989), despite the fact that these
genera belong to different clades. Thus, the 2n = 15 could have arisen independently at
least two times within the pholcids. Micropholcus fauroti is the first cytogenetically
analyzed species from this genus and its diploid number has not yet been recorded in

Pholcidae. The presence of biarmed chromosomes in both studied species is a feature
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shared among most of the haplogyne group species, as stated by Rodriguez-Gil et al.
(2002) for the majority of the cytogenetically studied spiders belonging to this group.

In both species, the largest chromosome of the complement is the X chromosome.
This is in agreement with the data obtained by Bole-Gowda (1958) for C. lyoni and by
Cokendolpher (1989) for three Physocyclus species. During interphase, the observed X
chromatin positive heteropycnosis of M. fauroti is similar to that recorded for C. lyoni
by Bole-Gowda (1958).

The studied species showed significant differences in relation to the chiasma
number, during meiosis. However, information on chiasma number and position was
not provided by previous papers on pholcid cytogenetics. Thus, these characteristics
cannot be used as parameters to compare related species or to establish a pattern within
the pholcid groups.

The diplotene pairs found in M. luteus are probably a consequence of the germ
cell arrangement and interaction, which constitute cysts with synchronously dividing
cells and are connected via intercellular bridges due to the lack of cytokinesis during
spermatogenesis. Alberti & Weinmann (1985) described the presence of similar cysts in
the testis of P. phalangiodes.

In relation to these grouped cells, two questions are crucial: why do they appear in
pairs and not in larger groups of cells; and why do these pairs only appear in the
diplotene phase.

Concerning the first question, Pepling & Spradling (1998) have verified a
tendency towards the increase in number by the power of two in mouse embryo
oogonial mitotic cells, being more frequently found in clusters of two cells. Clusters
with more cells are probably more susceptible to breaks during slide preparation.
However, the possibility of finding such clusters in future analysis cannot be discarded.

Concerning the second question, this feature is probably a consequence of the
skewed cellular phase ratio in the sample, because from the 105 spreads obtained, only
9 were mitotic metaphases and the others were almost all diplotenes. Possibly, paired
mitotic metaphases should be also found in Mesabolivar luteus. An ultrastructural
analysis of spermatogenesis would be of interest to answer these questions.
Additionally, further analysis of other pholcid species is needed to verify whether this

pairing of cells also occurs.
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The possibility of the occurrence of polyploidy was discarded, at least in the first
instance, due to two main reasons: the lack of polyploid metaphase Il cells (despite the
low frequency of cells in this meiotic stage) and the lack of tetravalents or chromosomal
chains at meiosis I. The formation of chromosomal chains is not a strict rule in
polyploids, but they are frequently observed (John 1990).

The cytogenetic analysis of the pholcines Leptopholcus Simon 1893 and
Metagonia Simon 1893, and of the holocnemines Smeringopus Simon 1890,
Holocnemus Simon 1873 and Priscula Simon 1893 seems to be extremely important to
establish the karyotypic evolution in these two clades. The cytogenetical study of the
ninetines and of the New World clade requires more exhaustive research, considering
that only Mesabolivar was analyzed and that there are numerous genera belonging to
these two clades. Finally, when a full cytogenetical data set becomes available for
Pholcidae, it could be used to examine the proposed phylogenetic hypotheses for the

family.
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Resumo

As espécies de Loxosceles analisadas citogeneticamente até o presente momento
mostraram algumas caracteristicas cromossomicas particulares, principalmente em
relacdo ao tipo de sistema cromossdmico de determinacdo sexual, isto €, algumas
espécies exibiram um sistema X; X, e outras revelaram um sistema X;X,Y. No Brasil,
0s géneros Sicarius e Loxosceles estdo representados por uma e oito espécies,
respectivamente. Considerando as particularidades descritas e o baixo numero de
especies de Sicariidae no Brasil, foram analisadas as caracteristicas cromossémicas
mitéticas e meidticas de Sicarius tropicus e de sete espécies de Loxosceles, com o
objetivo de estabelecer algumas estratégias de diferenciacdo cariotipica entre as espécies
de ambos o0s géneros, e entre estas espécies e aquelas de clados relacionados
filogeneticamente. Todas as espécies analisadas neste trabalho mostraram um sistema
X1X2Y. No entanto, quando todas as espécies possuidoras de um sistema X;X,Y foram
comparadas, isto é, aquelas analisadas nesta pesquisa e aquelas de clados relacionados
ja descritas, S. tropicus parece estar em um estagio evolutivo diferente, levando-se em
conta algumas caracteristicas dos cromossomos sexuais, tais como tamanho e
morfologia cromossomica, padrdo de heterocromatina constitutiva e comportamento
meiotico (sinapse e quiasma). Adicionalmente, alguns dados cromossémicos apontam
na direcdo de uma relacdo préxima entre as espéecies do grupo amazonica e gaucho, se

considerarmos 0s quatro grupos taxondmicos do género Loxosceles das Américas.

Palavras-chave: heterocromatina constitutiva — hibridizacdo in situ fluorescente —

diferenciacdo cariotipica — meiose — complexo sinaptonémico
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Summary

The Loxosceles species cytogenetically analyzed up to now showed some
particular chromosomal characteristics, mainly in relation to the type of sex
determination chromosome system, that is, some species exhibited X;X, system and
others revealed X;X,Y system. In Brazil, the genera Sicarius and Loxosceles are
represented by one and eight species, respectively. Considering the described
particularities and the low number of Sicariidae species in Brazil, we analyzed the
mitotic and meiotic chromosomal characteristics of Sicarius tropicus and seven
Loxosceles species with the aim of establishing some strategies of karyotype
differentiation between the species of both genera and among these species and those of
phylogenetically related clades. All species analyzed in this work showed X;X,Y
system. However, when all the species bearers of an X;X,Y system were compared, that
is, those analyzed in this research and those of related clades already described, S.
tropicus seemed to be in a different evolutionary stage, taking into account some sex
chromosomes features, such as chromosomal size and morphology, constitutive
heterochromatin pattern, and meiotic behaviour (synapsis and chiasma). Additionaly,
some chromosomal data pointed towards a close relationship among the amazonica and
gaucho group species, if we consider the four taxonomic groups of the Loxosceles

genus from the Americas.

Keywords: constitutive heterochromatin — fluorescence in situ hybridization -
karyotype differentiation — meiosis — synaptonemal complex



Artigo 11 86

Introduction

The family Sicariidae Keyserling, 1880 comprises two genera: Sicarius
Walckenaer, 1847, which is composed of 22 species, and Loxosceles Heineken & Lowe,
1832 that consists of 100 species (Platnick 2007). The Sicarius species are also known
as six-eyed sand-crab spider and are spread mainly in South Africa, Namibia, Chile,
Peru and Argentina. In Brazil, there are records of only one species belonging to this
genus, Sicarius tropicus (Mello-Leitdo, 1936). There is not cytogenetic data on this
genus. The Loxosceles genus is called violin spider or brown spider and is widely
distributed in tropical and temperate regions (Gertsch 1967, Gertsch & Ennik 1983).
Considering Gertsch (1967) and Martins et al. (2002), in the South America, the
Loxosceles genus comprises 33 species, which were assembled in four groups according
to morphological criteria, mainly the genitalia morphology of both sexes: the amazonica
group (one species), the gaucho group (four species), the laeta group (25 species), and
spadicea group (three species). The eight recorded Loxosceles species from Brazil are
distributed in these groups in the following way: amazonica group - Loxosceles
amazonica Gertsch, 1967; gaucho group — Loxosceles adelaida Gertsch, 1967,
Loxosceles gaucho Gertsch, 1967, and Loxosceles similis Moenkhaus, 1898; laeta group
— Loxosceles laeta (Nicolet, 1849) and Loxosceles puortoi Martins, Knysak & Bertani,
2002, and spadicea group — Loxosceles hirsuta Mello-Leitdo, 1931 and Loxosceles
intermedia Mello-Leitdo, 1934.

Seven Loxosceles species were cytogenetically described (Table 1), whose diploid
numbers varied from 2n=23 to 2n=18, the chromosomal morphology was
predominantly meta/submetacentric, and the sex determination chromosome system
(SDCS) was of the X1 XY or X;1X; type. Loxosceles laeta was the unique species in
which some differential region was detected on the chromosomes, that is, occurrence of
one satellite region on pair 2 and one proximal secondary constriction on pair 8 (Silva
1988). Meta/submetacentric chromosomes and SDCS that includes a Y sex
chromosome are not common in spiders, but these features are frequent in Haplogynae
and basal araneomorphs (Hypochilidae and Austrochilidae).

The C-banding technique was performed in mitotic and meiotic cells of L.
intermedia and L. laeta by Silva et al. (2002), revealing pericentromeric C-band in the

X1 and X, chromosomes, and Y chromosome almost totally heterochromatic. This
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technique was also employed by Kral et al. (2006) in the chromosomes of L. rufescens
and L. spinulosa, revealing pericentromeric C-bands in all autosomes and the X
chromosomes, with additional telomeric/subtelomeric heterochromatin blocks on some
chromosomal elements, and a distinct pericentromeric block in the Y chromosome.

Data on L. laeta meiosis were briefly provided by Silva (1988), mentioning the
occurrence of a sexual vesicle from leptotene to diakinesis. Oliveira et al. (1996, 1997)
and Silva et al. (2002) described that in the L. gaucho, L. intermedia and L. laeta
meiosis |, there was 10 autosomal bivalents and a sexual trivalent (X;X,Y). Krél et al.
(2006) described in details the heteropycnotic behavior of the X;X,Y trivalent during
the course of the meiosis, noticing a distal end-to-end pairing between the arms of the
metacentric X chromosomes and the arms of the tiny metacentric Y chromosome. The
existence of an Y chromosome in entelegyne spiders is extremely rare and its presence
was only described in the salticid genera Evarcha Simon, 1902 and Habronattus F.O.P.-
Cambridge, 1901 (both under genus Pellenes Simon, 1876), which possessed an
X1 X2X3Y sex determination system (Maddison 1982), some populations of Delena
cancerides Walckenaer, 1837 (Sparassidae), which had a multiple X3;X,Y, sex
determination system (Rowell 1985), and the araneid Argiope catenulata (Doleschall,
1859), with a XY sex determination system (Amalin et al. 1992). The study of Kral et
al. (2006) showed that the Y chromosome is much more common in haplogyne and
other basal araneomorphs than believed before, with records of such element in eight of
the 14 families cytogenetically analyzed until now in these groups of spiders.

The singular chromosomal features found in Sicariidae, such as the existence of
meta/submetacentric chromosomes, multiple SDCS, and a Y sex chromosome, make its
species very interesting to study the karyotype evolution in this family. The main aim of
this work was to establish the strategies of karyotype differentiation among the
Sicariidae species analyzing the mitotic and meiotic chromosomal characteristics of
Sicarius tropicus, Loxosceles amazonica (amazonica group), L. gaucho and L. similis
(gaucho group), L. laeta and L. puortoi (laeta group), L. hirsuta and L. intermedia
(spadicea group) and comparing the obtained data with those registered for other

species of this family and of phylogenetically related groups.
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Table 1 — Cytogenetically characterized Sicariidae species with their respective taxonomic group (TG) (Gertsch

1967), male diploid number (2n), chromosome morphology (CM) and geographical region of origin (GR). A =

acrocentric; M = metacentric; Sm = submetacentric.

TG Species 2n CM GR Reference
gaucho Loxosceles gaucho 23=20+X1 XY 16M/Sm+4A+X 1 X, YM/Sm Brazil Oliveira et al. 1996
laeta Loxosceles laeta 23=20+X; X, Y 20Sm+X, X,Sm+YA Peru Silva 1988

L. laeta 23=20+X1 X, Y 20M+X; X, YM Brazil Oliveira et al. 1997
L. laeta 23=20+X XY 20M/Sm+X; X,M/Sm+YSm Brazil Silva et al. 2002
Loxosceles rufipes ? 20 Uruguay  Becak & Becak 1960
L. rufipes ? 20=18+X;X, 18M+X XA Diaz & Saez 1966
reclusa Loxosceles reclusa 7Y M Hetzler 1979
L. reclusa 18=16+X;X, USA Tugmon et al. 1990
rufescens Loxosceles rufescens ? 20 Brazil Becak & Becgak 1960
L. rufescens 21=18+X XY 16M+2Sm+X; X, YM Portugal Krél et al. 2006
spadicea Loxosceles intermedia 23=20+X;X,Y 20M+X; X, YM Brazil Oliveira et al. 1997
L. intermedia 23=20+X1 XY 20M/Sm+X; X,M/Sm+YSm Brazil Silva et al. 2002
indeterminated Loxosceles spinulosa  19=16+X;X,Y 12M+4Sm+X; X, YM South Africa Kral et al. 2006

Material and Methods

The specimens quantity, sex and collection sites of the Sicariidae representatives
analyzed in this work are provided in the Table 2. Voucher specimens are deposited in
the Arachnology Collection of the Laboratério de Artropodes Peconhentos, Instituto
Butantan, S&o Paulo, SP, Brazil.

The gonadal preparations were carried out according to Webb et al. (1978) and
standard staining was performed using 3% Giemsa solution (47 mL distilled water, 1.5
mL phosphate buffer pH 6.8 and 1.5 mL Giemsa Merck — Darmstadt, Germany), for 15
minutes. The C-banding technique was accomplished according to the method described
by Sumner (1972). Fluorochrome staining, GC-specific chromomycin Az (CMA3)
(Sigma Chemical CO., St. Louis, USA) and AT-specific 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (Sigma Chemical CO., St. Louis, USA), both counterstained with distamycin A
(DA) (Sigma Chemical CO., St. Louis, USA), was obtained according to Schweizer
(1980). The nucleolar organizer region silver impregnation (Ag-NOR) was made using
the method of Howell & Black (1980). The fluorescence in situ hybridization (FISH)
was obtained according to Viégas-Péquignot (1992), using the rDNA probe pDm 238
(12-kb) that contains the ribosomal genes 18S, 5.8S and 28S of Drosophila
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melanogaster (Meigen, 1830). For synaptonemal complex visualization by transmission
electron microscopy (TEM), only testicular cells of Loxosceles gaucho male young
specimens were submitted to the spreading cell technique according to Loidl & Jones
(1986) (1% Lipsol detergent treatment, 4% paraformaldehyde/0.1M sucrose fixation
and nylon-silver impregnation) due to the difficulty of obtaining specimens of the other
Sicariidae species analyzed in this work.

About 50 cells per specimen of each species were analyzed. The cells submitted to
the standard staining, C-banding technique and NOR silver impregnation were
photographed in a Zeiss microscope, using Kodak Imagelink film; those submitted to
the fluorochrome staining and FISH were photographed in a “Leica DMLB”
fluorescence microscope, using 400-ASA Kodak color film, and those subjected to the
spreading cell technique were analyzed and photographed in a Philips EM100 TEM,
employing the 5302 Kodak film. The chromosomal morphology classification was

accomplished according to Levan et al. (1964).

Table 2 — Sicariidae species from Brazil, with their respective number of specimens analyzed per sex and collection

sites. TG = Loxosceles taxonomic group of the Americas (Gertsch 1967)

TG Species 3 9 Collection sites
Sicarius tropicus 3 5 Vale do Catimbau, Buique (8°35’34”S/37°14°47"W), state of Pernambuco
amazonica Loxosceles amazonica 4 3 Porto Nacional (10°42°297S/48°25°02”W), state of Tocantins; S&80 Raimundo
Nonato (9°00°557S/42°41°58"W), state of Piaui
gaucho Loxosceles gaucho 8 1 Sdo Roque (23°31°457S/47°08°07"W), state of S8o Paulo; Rio Claro
(22°24°417S/52°25°20” W), state of S&o Paulo
Loxosceles similis 1 1 Bataguassu (21°42°51”S/52°25°20”W), state of Mato Grosso do Sul
laeta Loxosceles laeta 6 0 S&o Paulo (23°32’51”S/46°38’10”W), state of Sdo Paulo
Loxosceles puortoi 2 1 Caverna do Tatu, Palmas (10°12’46"S/48°21’37"W), state of Tocantins; Miracema
do Tocantins (9°34°027°S/48°23°30W), state of Tocantins
spadicea  Loxosceles hirsuta 3 1 Séo Bernardo do Campo (23°41°38”S/46°33°54”W), state of S&o Paulo

Loxosceles intermedia 6 0 Telémaco Borba (24°19°26”S/50°36°56”W), state of Parand; Curitiba
(25°25°407S/49°16°23"W), state of Parand; Sdo Bento do  Sul
(26°15°017S/49°22°43”W), state of Santa Catarina
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Results

The analysis of the S. tropicus chromosomal preparations showed mitotic
metaphases with 2n(3)=19=16+X1X,Y (Fig. 1a) and 2n(Q)=20=16+X:X1X,X, (Fig.
2a), spermatocytes with meiotic formulae 811+X;X,Y in prophase | and metaphase |
(Fig. 3a), and n=10=8+X;X, and n=9=8+Y in metaphases Il (Fig. 4a). All the
Loxosceles species revealed karyotypes with 2n(3)=23=20+X;X,Y (Fig. 1b-h) and
2n(Q)=24=20+X; X1 XX, (Fig. 2b-d), spermatocytes with 1011+X;X,Y in prophase I
and metaphase | (Fig. 3b-h), and n=12=10+X,X; (Fig. 4b) and n=11=10+Y (Fig. 4c) in
metaphases I1.

The chromosomes of all these species were meta/submetacentric, with exceptions
of the Y chromosome of S. tropicus, pair 4 of the amazonica group species, and pair 4
and 7 of the gaucho group species, which were subtelocentric (Fig. 1a-d). In relation to
the sexual chromosomes size, the S. tropicus X; chromosome showed to be the largest
one of the karyotype, the X, chromosome possessed similar size to pair 6, and the Y
chromosome exhibited intermediate length between pair 4 and 5 (Fig. 1a); in the
amazonica and gaucho group species, the X; and X, chromosomes demonstrated size
related to the four largest pairs (Fig. 1b-d), and in the laeta and spadicea group species,
these chromosomes were among the seven smallest pairs (Fig. 1e-h). In all Loxosceles
species, the Y chromosome showed extremely reduced size, being always easily
identified (Fig. 1b-h).

Standard staining - In S. tropicus, secondary constrictions were not noticed in the
spermatogonial metaphases (Fig. 1a). On the other hand, all analyzed Loxosceles
species showed the presence of these regions on some chromosomes (Fig. 1b-h). In the
amazonica and gaucho group species, there was an interstitial secondary constriction on
the long arm of the X, chromosome (Fig. 1b-d). Additionally, L. amazonica showed an
interstitial secondary constriction on the long arm of one element of pair 1 (Fig. 1b), and
L. similis exhibited an extensive and distal secondary constriction on the pair 4 long
arm. (Fig. 1d). In the laeta and spadicea group species, the secondary constrictions
occurred exclusively in the autosomes, occuping the short arm distal region (Fig. 1e-h).
All the laeta and spadicea group species exhibited secondary constriction on pair 1 and
pair 2, except L. intermedia and L. puortoi, whose pair 2 lacked this region (Fig. 1le-h).
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Furthermore, secondary constrictions appeared on L. laeta pair 3 and L. puortoi pair 7
(Fig. 1le-f).

In S. tropicus diplotene cells, the majority of the bivalents possessed a ring shape,
revealing two chiasmata (Fig. 3a), and the sexual trivalent showed one Y chromosome
arm associated end-to-end with one X; chromosome arm and the other Y chromosome
arm associated with one X, chromosome arm by one interstitial chiasma, demonstrating
homology between part of the Y chromosome and X, chromosome (Fig. 3a). In
diplotene nuclei of all studied Loxosceles species, there was at least one chiasma per
bivalent, usually interstitial (Fig. 3b-h). The gaucho group species remarkably exhibited
the largest bivalent with a high chiasmata number (Fig. 3c-d). In the Loxosceles species
sexual trivalent, the metacentric Y chromosome arms showed an end-to-end association
with one X; chromosome arm and with one X, chromosome arm; the free arms of the
X1 and X, chromosomes were always orientated towards the Y chromosome, forming a
V configuration (Fig. 3b-h).

The metaphases Il of all species showed chromosome numbers indicative of
redutional segregation of all chromosomes during the preceding anaphase 1. In
amazonica and gaucho group species metaphases Il, the X, chromosome was always
easily identified in spermatocytes with n=12 chromosomes due to the presence of a
conspicuous secondary constriction on this chromosome (Fig. 4b). The Y chromosome
of all analyzed Loxosceles species was also easily identified in metaphase Il cells with
n=11 chromosomes due to its extremely reduced size (Fig. 4c).

C-banding — Excluding the L. laeta cells, in which this technique failured to show any
mark on chromosomes, the mitotic and/or meiotic cells of all other species
demonstrated C banded chromosomes. The C band pattern in the autosomes was
pericentromeric in almost all species (Fig. 5 and 6). The mitotic metaphases of the
amazonica and gaucho group species showed additional C band (distal or interstitial) in
the short arm of pairs 7 and 8 (Fig. 5). Furthermore, L. amazonica and L. gaucho
exhibited the proximal region and the entire long arm of pair 9 C-banded, respectively.
In both species, distal C band appeared in the pair 10 short arm (Fig. 5a and b). The
sexual chromosomes demonstrated pericentromeric C bands in all analyzed species; the
Y chromosome of gaucho group species showed a tenous C band probably in the

pericentromeric region (Fig. 5 and 6). It is interesting to point out that the C band
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pattern found in the X; chromosome of L. amazonica and L. gaucho was similar, with
additional constitutive heterochromatin in the proximal region of the short and long
arms (Fig. 5a and b).

In S. tropicus and in the other Loxosceles groups (laeta and spadicea), the C band
pattern was obtained only on meiotic cells. The precise location of the C bands on
autosomal bivalents and sexual trivalent was not possible to be established, but the
general pattern seemed to be pericentromeric (Fig. 6). The unique exception observed
was concerned to the L. intermedia Y chromosome, which was totally C banded in
diplotene cells (Fig. 6¢).

In S. tropicus diplotenic cells, the X; and X, chromosomes presented a

pericentromeric C band. In the Y chromosome, the entire short arm, the centromere, and
the proximal region of the long arm were C-banded (Fig. 6a).
Fluorochrome staining - Using AT-specific fluorochrome DAPI counterstained with
DA, the chromosomes of all analyzed species appeared homogeneously stained, with no
DAPI positive or DAPI negative regions. The mitotic and/or meiotic chromosomes of S.
tropicus and three Loxosceles species (L. gaucho, L. similis and L. puortoi) submitted to
the GC specific fluorochrome CMA; counterstained with DA showed bright fluorescent
regions (Fig. 7 and 8).

In S. tropicus, the GC-rich sequences of DNA were coincident with the C bands in
the pericentromeric regions of the autosomes and X chromosomes, and seemed to be
similar to those C-banded regions in the Y chromosome, that is, the whole short arm,
centromere, and a prominent proximal block on the long arm (Fig. 7a and 8a). In the
Loxosceles species, the autosomal GC-rich DNA was distal, mainly in the short arm
(Fig. 7b-c and 8b). In L. gaucho, there was a correspondence between the CMA;
positive regions and the C bands in pairs 7, 10 and in X, chromosome (Fig. 5b and 7b).
The Y chromosome showed some CMA; positive dots in L. gaucho and L. similis (Fig.
7b and 8b).

NOR silver impregnation - Testicular cells of all analyzed species were subjected to
this technique, but only S. tropicus, L. amazonica, L. gaucho, L. similis and L. puortoi
exhibited NORs impregnated in mitotic metaphases (Fig. 9 and 10b). Additionaly, this
technique revealed small dots impregnated by the Ag-ion on the centromeric region of

some chromosomes in some mitotic metaphases of the Loxosceles species. In S.
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tropicus, there were 2 NORs on the terminal region of the pair 1 short arm (Fig. 9a); in
L. amazonica, 6 NORs were noted, being 2 on the interstitial region of the long arm of
one chromosomal element of pair 1, 2 on the terminal region of the pair 4 short arm, and
2 on the interstitial region of the pair 7 long arm (Fig. 9b); in L. gaucho, 2 NORs were
detected on the terminal region of the pair 1 long arm (Fig. 9c); in L. similis, 2
prominent NORs were revealed on the terminal region of the pair 4 long arm (Fig. 10b);
in L. puortoi, 4 NORs were encountered, being 2 on the terminal region of the pair 2
long arm and 2 on the terminal region of the pair 7 short arm (Fig. 9d). Within these
species, there were some autosomal pairs bearing the NORs that were shared among
them, that is, pair 1 of S. tropicus, L. amazonica, and L. gaucho (Fig. 9a-c); pair 4 of L.
amazonica and L. similis (Fig. 9b and 10b); and pair 7 of L. amazonica and L. puortoi
(Fig. 9b and d). Furthermore, there was a predominance of NOR location on the
chromosomes terminal region. However, in these species, the homeologous
chromosomes carriers of NORs exhibited some discrepancies in relation to the NORs
location. The NORs on pair 1 of S. tropicus were near the short arm ends (Fig. 9a),
those of L. amazonica were on interstitial sites in the long arm (Fig. 9b), and in L.
gaucho, they were on long arm terminal region (Fig. 9c¢). Similar discrepancies were
also noted in relation to the NORs on pair 4 of L. amazonica and L. similis, and on pair
7 of L. amazonica and L. puortoi. NORs coincident with secondary constrictions were
observed on pair 1 of L. amazonica (Fig. 1b and 9b), pair 4 of L. similis (Fig. 10a and b)
and pair 7 of L. puortoi (Fig. 1f and 9d).

Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) - Loxosceles similis was the unique
species whose chromosomes answered to the rDNA probe used for identifying sites of
NORs. In this species, the rDNA was located on distal portion of the pair 4 long arm
(Fig. 10c), being coincident with the secondary constriction (Fig. 10a) and NOR silver
impregnation (Fig. 10b). This is the first data about rRNA genes on spider
chromosomes, using FISH technique.

Synaptonemal complex analysis (TEM) — The L. gaucho prophasic | meiocytes
showed that autosomic bivalents did not present any differentiation (i.e., kinetochore),
though in some cases, telomeric endings could be observed due to their differentiated
electrondensity. The nucleolar material was probably associated with 1% autosomal

bivalent. No association among sex chromosomes was observed in the early meiotic



Artigo Il 94

prophase stages and they could be distinguished from unpaired autosomal axes by their
higher electrondensity. From leptotene to pachytene, axial elements of the X3, X; and Y
chromosomes suffer differentiations becoming shorter and thicker. In pachytene cells
both X; and X, axes exhibited opposite differential thickness regions while the Y axial
element showed only one of its extremities differentiated, assuming a comma
configuration (Fig. 11). The association of the sex chromosomes observed in light
microscopy may be a post-pachytene event when disassembling of the synaptonemal
complex lateral elements of the autosomal bivalents takes place.
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Fig. 1. Male karyotypes of eight Sicariidae species from Brazil: (a) Sicarius tropicus, 2n=19=16+X;X,Y;
(b-h) Loxosceles species, 2n=23=20+X,X,Y; (b) L. amazonica (amazonica group); (c-d) L. gaucho
and L. similis (gaucho group); (e-f) L. laeta and L. puortoi (laeta group); (g-h) L. hirsuta and L.
intermedia (spadicea group). The arrows indicate secondary constrictions. Bar = 10um.
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Fig. 4. Male metaphase Il cells of Sicarius and Loxosceles species: (a) S. tropicus, n=9=8+Y; (b-c)
representative metaphase Il cells of Loxosceles species, from L. amazonica; (b) n=12=10+X;Xy;

(c) n=11=10+Y. The arrows indicate the secondary constriction in X, chromosome. Bar = 10um.
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Fig. 5. C-banded mitotic metaphases of Loxosceles species: (a) L. amazonica female incomplete cell; (b)
L. gaucho male, 2n=23=20+X,X,Y; (c) L. similis male, 2n=23=20+X,X,Y. The arrows indicate
pericentromeric C-bands on some chromosomes; the chromosomes with non-pericentromeric C-

bands are numbered. Bar = 10um.
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Fig. 6. C-banded diplotenes of some Sicariidae species: (a) Sicarius tropicus male, 811+X;X,Y, showing
the pericentromeric C-band in the X; and X, chromosomes (arrowheads) and the constitutive
heterochromatin in the Y chromosome (arrow); (b) Loxosceles hirsuta male, 1011+X;X,Y,
demonstrating some autosomal pericentromeric C-bands (arrowheads); (c) Loxosceles intermedia
male, 1011+X,X,Y, indicating the pericentromeric heterochromatin in the X; and X, chromosomes

(arrowheads), and the whole heterochromatic Y chromosome (arrow). Bar = 10um.
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Fig. 7. CMA; labeling in mitotic chromosomes of some Sicariidae species: (a) Sicarius tropicus male,
2n=19=16+XX,Y, revealing the CMA; positive centromere in all chromosomes (arrowhead)
and the large CMA; positive region in the Y chromosome (arrow); (b) Loxosceles gaucho male,
2n=23=20+X;X,Y, showing the distal CMA; spots in the autosomal short arms (arrowheads)
and the Y chromosome CMA; labeled (arrow); (c) Loxosceles puortoi male, 2n=23=20+X;X,Y,
exhibiting distal labels in the long and short arms of some chromosomal elements (arrowheads).

Bar = 10um.
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Fig. 8. CMA; fluorescent labeling in diplotenes of some Sicariidae species: (a) Sicarius tropicus male,
8l1+XX,Y, exhibiting the CMA; positive pericentromeric region of the autosomal bivalents and
X; and X, chromosomes (arrowheads), and the large CMA; positive region of the Y
chromosome (arrow). Note the centromere of the Y chromosome included in the
heterochromatic region; (b) Loxosceles similis male, 1011+X;X,Y, showing the distal CMA;
positive labeling in an autosomal bivalent (arrowheads) and the CMA; positive Y chromosome
(arrow). Bar = 10um.
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Fig. 9. Ag-NOR in mitotic metaphases of some Sicariidae species: (a) Sicarius tropicus male,

2n=19=16+X;X,Y, exhibiting NORs on the pair 1 long arm (arrows); (b) Loxosceles amazonica

male, 2n=23=20+X;X,Y, showing interstitial NORs on pairs 1 and 7 long arm (arrowheads) and

distal NOR on pair 4 short arm (arrows); (c) Loxosceles gaucho male, 2n=23=20+X;X,Y, with

distal NOR on pair 1 long arm; (d) Loxosceles puortoi male, 2n=23=20+X,X,Y, showing distal

NORs on long and short arms of the pairs 2 and 7, respectively (arrows). Bar = 10um.
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Fig. 10. Mitotic metaphases of Loxosceles similis male, 2n=23=20+X,X,Y, showing the correspondence
among the secondary constriction, Ag-NOR and rDNA region on the distal portion of the pair 4
long arm (arrows): (a) standard staining; (b) silver nitrate impregnation; (c) rDNA FISH. Bar =

10pm.
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Fig. 11. Pachytene cell of Loxosceles gaucho impregnated by silver nitrate, showing the synaptonemal
complexes of all 10 autosomal bivalents in a decreasing size and the X;, X,, and Y axial

elements. NM = nucleolar material. Bar = 10um.
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Discussion

Morphological and molecular analyses have indicated that haplogynes retain less
derivative characteristics than entelegynes (Platnick et al. 1991, Hausdorf 1999).
Furthermore, the haplogynes exhibit some particular chromosomal characteristics that
make then different of entelegynes, such as, predominance of biarmed chromosomes
versus frequently acro/telocentric chromosomes, presence of holocentric chromosomes
at least in two families (Dysderidae and Segestriidae) (Diaz & Saez 1966, Benavente &
Wettstein 1980, Benavente 1982, Rodriguez-Gil et al. 2002, Krél et al. 2006) versus
existence of only monocentric chromosomes, except for one Oxyopidae and one
Araneidae species (Barrion et al. 1989, Amalin et al. 1992), and occurrence of SDCS
that includes an Y chromosome in species of many families (Filistatidae, Diguetidae,
Pholcidae, Leptonetidae, Drymusidae and Sicariidae) (Hetzler 1979, Silva 1988,
Oliveira et al. 1996, 1997, Silva et al. 2002, Krél et al. 2006) versus appearance of such
chromosome in only two salticid genera (Maddison 1982), one araneid species (Amalin
et al. 1992) and some populations of Delena cancerides (Rowell 1985) among the
entelegynes. All these peculiar features make the haplogynes an interesting group for
cytogenetical studies. The cytogenetical differences among haplogynes and entelegynes
denote that the evolutionary strategies of species karyotypic diversification of which
one of these groups are not similar and are independent, corroborating the monophyly
of these clades proposed by Platnick et al. (1991) and Griswold et al. (1999).

In this work, the genus Sicarius, whose species had never been karyotyped before,
is represented by S. tropicus that showed 2n(d)=19=16+X;X,Y and
2n(9)=20=16+X; X1 X2X,, with all autosomes and sex chromosomes biarmed, in
accordance with the Haplogynae chromosomal characteristics. All the Loxosceles
species studied here also revealed karyotypical characteristics concerned with those of
the majority of the haplogyne species, that is, 2n(&)=23=20+X;X,Y and
2n(Q)=24=20+X;X1X,X,, and predominance of meta/submetacentric chromosomes.
The data obtained for all Loxosceles species are in agreement with those described by
Silva (1988) for L. laeta, Oliveira et al. (1996, 1997) and Silva et al. (2002) for L.
gaucho, L. laeta, and L. intermedia. However, the 2n(3)=23=20+X1X,Y encountered in
all Loxosceles species studied in this work differed in chromosome number from
2n(3)=21=19+X;X,Y and 2n(3)=19=16+X;X,Y, found by Kral et al. (2006) in L.
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rufescens and L. spinulosa, respectively, and in chromosome number and type of SDCS
from 2n(3)=20=18+X,X, described by Becak & Becak (1960) for L. rufescens and
Diaz & Saez (1966) for L. rufipes, and 2n(2)=18=16+X;X; registered by Tugmon et al.
(1990) for L. reclusa.

The diploid number found in S. tropicus, 2n(2)=19=16+XX,Y, is equal to that
one described by Kral et al. (2006) for Loxosceles spinulosa, but the SDCS in the
former was less differentiated than those of the same type detected in the majority of the
Loxosceles species analyzed so far. This less derivative condition of the X;X;Y sex
determination chromosome system of S. tropicus in relation to those of the Loxosceles
species can be confirmed by the unequivocal occurrence of one chiasma between X,
and Y chromosomes and by the large size of the Y chromosome, with non constitutive
heterochromatic material in great part of its extension. Considering the characteristics of
the X1 X,Y sex determination chromosome system of S. tropicus and those of other
haplogyne spiders and basal araneomorphs (Hypochilidae and Austrochilidae), that is,
presence of biarmed chromosomes and XY and X;X,Y systems (Kral et al. 2006), a
probable evolutionary scenario for the origin of the X;X,Y system started with a
karyotype composed by biarmed elements and an X sex determination chromosome
system (Fig. 12). In this process, the first step was the convertion of an X system into a
neo XY system, in which an autosomal element that suffered gradual
heterochromatinization and deletion of its short arm underwent a tandem fusion with X
chromosome, originating a neo X chromosome. The homologous autosome of that
involved in the tandem fusion became the neo Y chromosome. In a second step, the neo
XY system was shifted to an X;X,Y system; in this event, an autosome from other pair
was also subjected to short arm gradual heterochromatinization and deletion;
subsequently, this autosome fusioned in tandem with the neo Y chromosome; the
homologous of the autosome incorporated to the neo Y chromosome became the X,
chromosome of the X;X,Y system formed and retained a high degree of homology with
one arm of the Y chromosome, exhibiting a chiasmatic figure during meiotic pairing
(Fig. 12). The origin of the X;X,Y sex determination chromosome system from a neo
XY system has been proposed for many animals (White 1973). Alternatively, the
X1XoY system could arise directly from an X system by centric fission of both X

chromosome and one autosomal element, followed by mutual translocation, giving rise
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to the X; and X, chromosomes; the homologous of the autosome translocated with the
X chromosome turned the Y chromosome. In the X;X,Y system originated by this
process, a certain degree of homology between X; chromosome and one Y chromosome
arm and between X, chromosome and the other Y chromosome arm is expected (White
1973). Thus, this last mechanism of X;X,Y system origin seemed not be that of the S.
tropicus X3;X,Y system, considering that in the meiotic cells of this species,
representative configurations of some homology between X; chromosome and one Y
chromosome arm was not noticed in diplotene cells; only achiasmatic terminal
association between these chromosomes was detected, according to the criteria
proposed by John (1990).

An important point to be clarified is the probable taxonomic misidentification of
the specimens mentioned in the Becak & Begak (1960) and Diaz & Saez (1966) papers
on Loxosceles chromosomes. Silva (1988) discussed the possibility of L. rufescens and
L. rufipes analyzed by Becak & Becak (1960) and Diaz & Saez (1966) being, in reality,
L. gaucho. On the other hand, Silva et al. (2002) considered that those species were L.
laeta and L. gaucho, respectively. However, taking into account that Silva (1988) and
Silva et al. (2002) mentioned the taxonomic review of Gertsch (1967), the more
plausible conclusion is that L. rufescens and L. rufipes analyzed by Becak & Becak
(1960) and Diaz & Saez (1966) and identified by Blcherl, correspond to L. gaucho and
L. laeta, respectively, as pointed out by Tugmon et al. (1990).

In accordance with our results, the previous works on Loxosceles cytogenetics
(Diaz & Saez 1966, Hetzler 1979, Silva 1988, Oliveira et al. 1996, 1997, Silva et al.
2002, Krél et al. 2006) showed that almost all autosomes are meta/submetacentric,
except those of Begak & Becak (1960) and Tugmon et al. (1990) that did not provide
the chromosomal morphology. In the present analysis, the L. gaucho chromosomal pairs
4 and 7 were identified as subtelocetric, according to the Levan et al. (1964) criterion,
contrasting with the acrocentric classification described by Oliveira et al. (1996) for the
same chromosomes. Additionally, other studied species from gaucho group (L. similis)
exhibited these pairs with the same subtelocentric morphology. Loxosceles amazonica,
the unique species from the amazonica group, only showed pair 4 subtelocentric,
whereas the pair 7 was meta/submetacentric. These morphological discrepancies noted

among the pair 4 and 7 of amazonica and gaucho group species and those of the laeta
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and spadicea group species probably are consequence of chromosomal rearrangements
of the pericentric inversion type and/or alteration in the constitutive heterochromatin
quantity.

In relation to the Y chromosome morphology of Loxosceles, in our analyses, those
of Oliveira et al. (1996, 1997), Silva et al. (2002), and Kral et al (2006), this
chromosome was classified as a meta/submetacentric, whereas Silva (1988) classified
the Y chromosome as an acrocentric. This morphological diversity could be due to a
populational difference between the L. laeta collected in Peru by Silva (1988) and in
Brazil by other researchers, or due to a misidentification of the chromosomal
morphology by Silva (1988), considering the extremely reduced size of this
chromosome. Hetzler (1979) also recorded the presence of a metacentric Y
chromosome in other species, L. reclusa. Additionally, Silva (1988) took into account
the possibility of this acrocentric chromosome being a supernumerary. This hypothesis
is not probable, since all Loxosceles analyzed in the present work and those examined
by Oliveira et al. (1996, 1997), Silva et al. (2002), and Kral et al. (2006), exhibited a
sexual trivalent (X;X2Y) during diplotene. Furthermore, the tiny Y chromosome always
segregated to the opposite pole in relation to that of the X; and X, chromosomes during
anaphases 1, generating metaphase Il cells with n=11=10+Y and n=12=10+X;Xp,
respectively.

The X; and X; sexual chromosomes were metacentric in all Loxosceles species
analyzed up to now, except the acrocentric X; and X, of L. rufipes studied by Diaz &
Saez (1966). In our analyses, the X, chromosome was always a little shorter than X; and
the two X chromosomes were relatively shorter in the species of the laeta and spadicea
groups than those found in the species of the amazonica and gaucho groups. Our results
showed that the L. amazonica and L. gaucho (amazonica and gaucho groups,
respectively) X; chromosome possessed proximal C bands on both short and long arms
in addition to the pericentromeric constitutive heterochromatin. Furthermore, the X,
chromosome in the species of the amazonica and gaucho groups exhibited an interstitial
secondary constriction on the long arm. Silva et al. (2002) described only
pericentromeric C bands in the X; and X, chromosomes of L. intermedia and L. laeta

(spadicea and laeta groups, respectively). These additional C bands and the secondary
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constriction found in our analysis could be responsible for the relatively largest X; and
X, chromosomes in the amazonica and gaucho group species.

Considering some chromosomal characteristics, such as the presence of
subtelocentric chromosomes in pair 4, the occurrence of secondary constriction in X;
chromosome, and the X; C-banding pattern, the amazonica and gaucho group species
seem to be more chromosomally related among themselves than to laeta and spadicea
group species. Gertsch (1967), in his taxonomic description of the South American
Loxosceles “natural groups”, pointed up the external morphology similarity among
amazonica and gaucho group species. Additionally, Barbaro et al. (1996), submitting
the venom to capillary electrophoresis peptide mapping, suggested that the toxin of L.
intermedia (spadicea group) was more similar to the toxin of L. laeta (laeta group) than
to L. gaucho (gaucho group). A cladistic analysis, using morphological, molecular and
cellular characters, would be very important to verify the real phylogenetic relevance of
these Loxosceles groups.

The presence of constitutive heterochromatin in the chromosome pericentromeric
region is, in general, a common feature among many animals (Sumner 2003). The
occurrence of pericentromeric C bands, such as those verified in Sicarius and
Loxosceles species chromosomes in this work, was also revealed in L. laeta, L. gaucho,
L. rufescens and L. spinulosa chromosomes (Silva et al. 2002, Kral et al. 2006).
However, our results showed that the composition of these regions are different,
whereas the S. tropicus pericentromeric constitutive heterochromatin was GC rich, the
Loxosceles species pericentromeric constitutive heterochromatin was poor in GC
repeated sequences. In this last genus, the GC rich sequences were located on terminal
chromosomal regions, as revealed by the CMAg; fluorochrome staining employed in the
present study.

Considering that the X3;X;Y sex determination system was recorded in
Hypochilidae, Filistatidae, Pholcidae, Drymusidae and Sicariidae, with a similar sex
chromosomes metacentric morphology and pairing mode, except in Pholcus
phalangioides, which exhibited a derived state according with Kral et al. (2006), and
Sicarius tropicus, which presented a less differentiated condition, the more
parsimonious hypothesis is that this character could be a synapomorphy of a clade that

comprises at least these families. In S. tropicus, the X, and Y sex chromosomes still
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exhibited a certain degree of homology, which was detected by the occurrence of a
chiasma between X; and Y chromosomes, and there was an extensive heterochromatic
area in this last chromosome. In Hyphochilidae, Filistatidae, Drymusidae, Spermophora
senoculata (Dugeés, 1836) (Pholcidae) and the majority of the Loxosceles species (Kral
et al. 2006, present work), the X; and X, chromosomes only showed a terminal
association with Y chromosome and the constitutive heterochromatin of the Y
chromosome probably was partially deleted several times during the evolutionary
process, reducing the Y chromosome size or even removing this chromosome,
considering that Tugmon et al. (1990) found an X;X; sex determination chromosome
system in Loxosceles reclusa. According to Kral et al (2006), the X;X,Y system could
be gradually converted into an XY system in Diguetidae, as well as into an X system in
some pholcids and Scytodes Latreille, 1804 species.

Taken into account the results found by Silva (1988), Oliveira et al. (1996, 1997),
Silva et al. (2002), Kral et al. (2006) and in the present work, the occurrence of a
trivalent formed by X;, X, and Y chromosomes is a fact. As shown by TEM analysis,
spread prophase | cells of L. gaucho did not show synapsis among X;, X, and Y
chromosomes. The distal differentiated region of the axes of these chromosomes led us
to think that their association takes place in diplotene/diakinesis by chromatinic
affinities rather than by synaptic association. The thickness observed in the axial
elements of X3, X, and Y sex chromosomes in L. gaucho is a feature already observed
in unsynapsed axial elements of sex chromosomes in many eutherian mammals. Besides
this, other structural modifications, such as splittings and excrescences along the
unsynapsed sex chromosomes axial elements have been also recorded. The structural
modifications of the unsynapsed sex chromosomal axial elements are related with a
peculiar protein deposition and composition of these regions, as well as with the
cohesion axis changes occurred subjacent to the axial elements (Page et al. 2006).

In the species analyzed in this work, the Ag-NORs can be confined to a single site
on a pair of homologous chromosomes, such as pair 1 of S. tropicus and L. gaucho, and
pair 4 of L. similis, or can be spread over two or three pairs, such as pair 2 and 7 of L.
puortoi and pair 1, 4, and 7 of L. amazonica. Often these Ag-NORs were near the
chromosome ends, but interstitial sites were also noted, such as those of pair 1 in L.

amazonica. The centromere Ag-dots found in the Y chromosome of L. gaucho and in
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some other chromosomes of the Loxosceles species were considered non-specific,
probably corresponding to the kinetochore plate. Impregnation of the Ag-ion to
centromeric regions is a feature sometimes observed in mitotic metaphases of some
species of arthropods (Rufas et al. 1994, Coluccia et al. 2006).

Heteromorphism in the number of NORs detected by silver impregnation
technique, between homologous in the same individual, such as that one noted on pair 1
of L. amazonica, is usual, considering that this technique only evidences NORs that
were active in the preceding interphase, as postulated by Sumner (1990).

Considering that Ag-NORs on pair 1 terminal region were detected in both
Sicarius and Loxosceles, perhaps this condition represents a basic pattern, and other
discrepant NOR labellings are indicative of derivative states, which can be consequence
of entire or partial NORs translocation. The reason for NORs on pair 4 of L. similis
being so large and conspicuous in relation to those of other analyzed species in this
work is, probably, that they contain a higher number of copies of ribosomal genes. This
characteristic could be consequence of in tandem duplication of ribosomal genes or
translocation of all ribosomal genes to a unique site on pair 4. Translocation of
ribosomal genes in association with heterochromatin or transposable elements have
been proposed as mechanisms involved in changes of the number and position of rDNA
regions, as discussed by Sanchez-Gea et al. (2000).

The FISH results presented here are the first using a rDNA probe and the first
showing a hybridization sign in the order Araneae. The two previous studies using FISH
technique in spiders employed telomeric probes in the Araneomorphae Tegenaria
domestica (Clerck, 1757) (Sahara et al. 1999) and Mygalomorphae Brachypelma
albopilosum Valerio, 1980, under Brachypelma albopilosa (Vitkova et al. 2005), and no
hybridization sign was detected in both.

Now, why did the chromosomes of the other Loxosceles species not show
hybridization signs? Considering that all slides were hybridized together, using both the
same solutions and procedure conditions, it is more probable to assume that the absence
of a signal is related with differences in the nature and/or length of these regions among
species. In L. similis, the rDNA is concentrated in a large region on pair 4, whereas in
the other Loxosceles species the NORs, revealed by silver nitrate impregnation, are

small dots, sometimes spread on some chromosomal pairs. In this way, it is possible that
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in the other Loxosceles species, due to NOR rearrangements, the rDNA retained a lower
degree of similarity with the probe, and even if the probe had already hybridized at
certain level, by means of mismatched nucleotides, this bond could be disrupted during
the post-hybridization washing, as pointed out by Leitch et al. (1994) for in situ
hybridization in general. On the other hand, the NOR sites of other Sicariidae species
could have been hybridized by rDNA probe, but they could have produced a tiny and
not detectable hybridization signal due to the low number of rDNA repeating units.

In spite of all Loxosceles species studied in this work having exhibited very
similar karyotype characteristics in relation to the diploid number and type of sex
determination chromosome system, these species revealed some differences concerned
to the presence of additional C bands, especially in the amazonica and gaucho group
species, and Ag-NOR pattern, which can represent some of the strategies of
karyotypical differentiation among these species. Comparing the S. tropicus and
Loxosceles species chromosomal characteristics, the most remarkable differences were
connected with the degree of derivation of the X;X,Y sex determination chromosome
system and the GC-rich DNA regions pattern. The cytogenetic analysis of other species
of Sicarius and Loxosceles certainly will offer further information that may be useful in
elucidating the karyotype relationship between the Sicariidae species and the
mechanisms involved in the karyotype diversification of these species during the

evolutionary process.
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Resumo

Das 182 espécies de Scytodidae distribuidas em 5 géneros, 177 representam o
mundialmente distribuido género Scytodes. Apesar desta grande diversidade, apenas trés
especies de Scytodes foram cariotipadas. O presente artigo fornece pela primeira vez
dados carioldgicos para as espécies sinantropicas Scytodes fusca e Scytodes itapevi, e
apresenta novas informagdes cromossomicas concernentes a Scytodes globula, usando
procedimentos citogenéticos convencionais e diferenciais. O 2n(3)=13 encontrado em
S. globula é o menor ndmero dipléide observado em aranhas haploginas com
cromossomos monocéntricos. O 2n(J)=31 encontrado em S. fusca é um dos maiores
nameros dipldides registrados em aranhas haploginas e é também o maior registrado no
género até o momento. Esta variacdo intragenérica de 2n=13 a 2n=31 nas espécies de
Scytodes é a maior registrada em araneomorfas com cromossomos monocéntricos. Além
desses numeros cromossémicos extremos encontrados no género Scytodes, algumas
outras  caracteristicas cromossdmicas, como numero diploide, morfologia
cromossdmica, comprimento total do cariotipo e padrdo de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, permitiram postular uma relacdo mais proxima entre S.
globula e S. itapevi do que entre qualquer uma dessas duas espécies e S. fusca. Esta
hip6tese estd em concordancia com a pesquisa taxondmica que agrupou S. globula, S.
itapevi e outras quatro espécies de Scytodes no “grupo globula”. Além disso, o padrao
das regides organizadoras de nucléolo foi estabelecido nas espécies de Scytodes

analisadas.

Palavras-chave: heterocromatina constitutiva — meiose - caridtipo - sistema

cromossémico de determinacao sexual - Araneomorphae
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Abstract

Of the 182 species of Scytodidae distributed in 5 genera, 177 represent the
worldwide spread genus Scytodes. In spite of this great diversity, only three Scytodes
species were karyotyped. The present paper provides for the first time karyological data
for the synanthropic species Scytodes fusca and Scytodes itapevi, and presents new
chromosome information concerning to Scytodes globula, using conventional and
differential cytogenetical procedures. The 2n(2)=13 found in S. globula is the lowest
diploid number observed in haplogyne spider with monocentric chromosomes. The
2n(3)=31 encountered in S. fusca is one of the highest diploid numbers recorded in
haplogyne spiders and is also the highest registered in the genus up to now. This
intrageneric variation from 2n=13 to 2n=31 found in Scytodes species is the highest
registered in araneomorphs with monocentric chromosomes. Besides these extreme
chromosome numbers encountered in the Scytodes genus, some other karyotype
characteristics, such as diploid number, chromosomal morphology, total chromosome
length (TCL), and constitutive heterochromatin distribution pattern, allowed us to
postulate a closer relationship between S. globula and S. itapevi than between any of
these two species and S. fusca. This hypothesis is in agreement with a taxonomic survey
that grouped S. globula, S. itapevi, and other four Scytodes species in the “globula
group”. Furthermore, the nucleolar organizer regions pattern was established for the

Scytodes species analyzed.

Keywords: constitutive heterochromatin — meiosis — karyotype — sex determination

chromosome system - Araneomorphae
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Introduction

The family Scytodidae Blackwall, 1864 comprises 182 species grouped in 5
genera. The genus Scytodes Latreille, 1804 is by far the most diverse, with 177 species
worldwide distributed, of which 38 occur in Brazil (Platnick 2007). Rheims and
Brescovit (2001) based on morphological characteristics of the male palp and female
epigynum of Scytodes representatives recognized the “globula group”, which is
composed of Scytodes becki Rheims & Brescovit, 2001, Scytodes eleonorae Rheims &
Brescovit, 2001, Scytodes globula Nicolet, 1849, Scytodes itapevi Brescovit & Rheims,
2000, Scytodes skuki Rheims & Brescovit, 2001, and Scytodes strussmannae Rheims &
Brescovit, 2001. Some Scytodes species are synanthropic, such as the Pantropical
Scytodes fusca Walckenaer, 1837 and Scytodes itapevi, which are distributed in North
and Southeast of Brazil (Brescovit and Rheims 2000).

Phylogenetically, Scytodidae is placed as a sister group of Drymusidae Simon,
1893, constituting a clade that is grouped with Sicariidae Keyserling, 1880, that is,
(Sicariidae(Scytodidae+Drymusidae)) (Platnick et al. 1991; Ramirez 2000).
Additionally, Ramirez (2000) pointed out a probable sister group relationship between
Scytodidae and Periegopidae Simon, 1893, considering the work of Forster (1995).

The cytogenetical knowledge of Scytodidae is very scarce and is restricted to only
two identified and one unidentified Scytodes species. The first chromosomal study in
scytodids was performed by Diaz and Saez (1966) that described 2n(2)=14=12+X;X,
for Scytodes globula (under Scytodes maculata Holmberg, 1876), with metacentric
autosomes and acrocentric X chromosomes. Furthermore, these authors observed that
the X chromosomes were strongly heteropycnotic and were paired by their proximal
ends from the diplotene until second anaphase. Hetzler (1979) found 2n(3)=26 in
Scytodes sp., but this author did not provide additional data concerning to the other
karyotype characteristics. Rodriguez-Gil et al. (2002) presented a more detailed
description of the Scytodes globula chromosomes and meiotic behaviour. In this
species, the diploid number was 2n(J3)=13=12+X, with biarmed autosomes and a
submetacentric X chromosome. The bivalents exhibited predominantly one proximal
chiasma and the X chromosome, positively heteropycnotic during early prophase I,
migrated undivided to one cell pole in anaphase I, generating metaphase Il cells with

n=7=6+X and n=6. According to these authors, the X chromosome was larger than the
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autosomes in both anaphase | and Il. Kral et al. (2006) described a karyotype with
2n($)=19=18+X for Scytodes thoracica (Latreille, 1802), composed of four
metacentric, two submetacentric, four subtelocentric, and eight acrocentric autosomes.
The metacentric X chromosome was the largest element of the complement and
appeared associated with a nucleolus during interphase.

The present paper provides for the first time chromosomal data on mitosis and
meiosis of Scytodes fusca and Scytodes itapevi, and adds new karyotype information to
the already described Scytodes globula, using conventional and differential staining
cytogenetical techniques, as well as chromosome measurements, with the purpose of
providing additional data for this group of species and the aim of discussing the

chromosomal evolution among the Scytodes species studied up to now.

Material and Methods

The collection data of the Scytodes specimens are presented below. The adults
were deposited in the collection of the Laboratorio de Artropodes Peconhentos, Instituto
Butantan, Séo Paulo, SP, Brazil (IBSP, A.D. Brescovit). With the exception of Scytodes
globula, which was collected in the forest vegetation, all other species were obtained
from external or internal walls of buildings.

Scytodes fusca: Rio Claro (22°41’S 47°56°W), state of Sdo Paulo, Brazil (243:
05.02.2004; 39 and 8 embryos: 27.01.2006): IBSP 42777, 42778, 63143, 63144, and
63145; Vigosa (20°45’S 42°52°W), state of Minas Gerais, Brazil (3 embryos).

Scytodes itapevi: Boracéia (22°11°S 48°46’W), state of Sdo Paulo, Brazil (42 and
1 embryo: 01.11.2004): IBSP 48211, 48214, 48216, and 48217.

Scytodes globula: Serra do Japi, Jundiai (23°11°S 46°53’W), state of Sdo Paulo,
Brazil (13: 10.2004): IBSP 48237.

Gonads were dissected in physiologic solution for insects (7.5g NaCl, 2.38g
Na;HPOQ,, 2.72g KH,PQ,, in 1 litre of distilled water), transferred to colchicine (Sigma
Chemical CO., St. Louis, USA) solution (0.16% in physiologic solution for insects) and
left for 2 hours; a volume of hypotonic solution (tap water) equal to that of the
colchicine solution was added and after 15 minutes the material was placed in Carnoy |
fixative solution (methanol:acetic acid, 3:1) for 60 minutes, after which it was

dissociated in a drop of 60% acetic acid on the surface of a glass slide. The slide was
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dried on a metal heating plate (35-40°C) and standard stained with a 3% Giemsa
solution (47mL water, 1.5mL phosphate buffer pH 6.8, 1.5mL Giemsa Merck —
Darmstadt, Germany) for 15 minutes. The same procedure was adopted to the embryos,
lowering the colchicine solution concentration to 0.05%. The nucleolar organizer region
silver impregnation (Ag-NOR) was made using the method of Howell and Black (1980)
and the C-banding technique was performed according to the method described by
Sumner (1972). Fluorochrome staining, GC-specific chromomycin A; (CMA3) (Sigma
Chemical CO., St. Louis, USA) and AT-specific 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(Sigma Chemical CO., St. Louis, USA), both counterstained with distamycin A (DA)
(Sigma Chemical CO., St. Louis, USA), was obtained according to Schweizer (1980).
The chromosomal morphology classification was accomplished according to Levan et
al. (1964).

The average of the total chromosome length of the haploid set (TCL), including
the X chromosome, was obtained on 10 mitotic metaphases for each species, using the
software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java) developed at the Research
Services Branch (RSB) of the U.S. National Institute of Mental Health (NIMH) and
available on-line at http://rsb.info.nih.gov/ij. Relative length of the X chromosome was
calculated as a percentage of the TCL. The statistical test used to compare the TCL

obtained for the three Scytodes species was the nonparametric Kruskal-Wallis.

Results

Scytodes fusca

The analysis of gonadal and embryonic mitotic metaphases of S. fusca indicated
2n(3)=31=30+X (Fig. 1A) and 2n(Q)=32=30+XX (Fig. 2A), with autosomal pairs 1-13
metacentric and 14, 15 acrocentric, decreasing gradually in size. The X chromosome
was metacentric and the largest element of the karyotype (Fig. 1A) (Table 1). No
secondary constriction was detected neither in mitotic nor meiotic chromosomes. The
TCL was 46.15 £1.14um and the X chromosome corresponded to 16.81% of this length
(Table 1). Diplotene cells revealed 1511+X, with only one chiasma per bivalent; in this
meiotic phase, all bivalents exhibited indicative configuration of one interstitial or
terminal chiasma. The X chromosome was an isopycnotic univalent in this phase, but it
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was easily identified due to its large size (Fig. 3A). Ag-NOR was detected on the long
arm distal region of pair 1 (Fig. 5A).

C-banded mitotic metaphases presented marks on pairs 1, 2, 5, 9, 10, 12 and X
chromosome. The general C-banding pattern is distal, on long and/or short arm of the
chromosomal elements. In shortest chromosomes banded, the constitutive
heterochromatin seemed to occupy the entire arm (Fig. 6A). Pairs 1, 2 and the X
chromosome possessed C-bands on the distal region of both long and short arms. Pair 5
exhibited proximal constitutive heterochromatin on the short arm. Pair 9 was the unique
with a typical pericentromeric C-band. Pairs 10 and 12 seemed to have the entire short
arm C-banded (Fig. 6A).

Scytodes itapevi

Chromosomal preparations from gonadal tissue of S. itapevi exhibited mitotic
metaphases with 2n(3)=17=16+X (Fig. 1B) and 2n(%)=18=16+XX (Fig. 2B),
autosomal pairs 1, 4-7 subtelocentric and pairs 2, 3 and 8 submetacentric (Fig. 1B).
Pairs 1 and 2 were noticeably larger than all the other autosomes and the X chromosome
was subtelocentric and the largest element of the diploid set (Fig. 1B) (Table 1). No
secondary constriction was observed in mitotic or meiotic chromosomes. The TCL was
76.10 £3.12um and the X chromosome represented 20.81% of this length (Table 1).
Cells in diplotene and diakinetic stages showed 811+X, with all bivalents exhibiting one
interstitial of terminal chiasma in each one. The univalent X chromosome was easily
distinguished from the autosomal bivalents due to its large size, negative
heteropycnosis, and the parallel position of the sister chromatids (Fig. 3B). Ag-NOR
was found on the short arm in one element of pair 4 (Fig. 5B-C).

Scytodes globula

The study of spermatogonial metaphases of S. globula revealed 2n(2)=13=12+X
(Fig. 1C), autosomal pairs 1, 2 and 6 metacentric, and pairs 3-5 submetacentric,
decreasing gradually in size. The X chromosome was metacentric and the third largest
element of the karyotype (Fig. 1C) (Table 1). No secondary constriction was noticed.
The TCL was 63.29 £4.79um and the X chromosome was equivalent to 15.31% of this
length (Table 1). Diplotene cells showed 611+X, with only one interstitial chiasma in all
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bivalents. The X chromosome was recognized as the unique univalent during this stage,
being isopycnotic in relation to the bivalents (Fig. 3C). Metaphases Il cells exhibited
n=7=6+X (Fig. 4A) and n=6 (Fig. 4B). In the cells with n=7 standard stained, the X
chromosome could not be precisely distinguished due to the absence of differential
heteropycnosis and/or degree of condensation (Fig. 4A); however, when these same
cells were submitted to the C-banding technique, the X chromosome was unequivocally
identified due to the presence of two bands on long arm and one on short arm (Fig. 4C).
Mitotic metaphases impregnated by silver nitrate showed Ag-NORs on the long arm
distal region of pair 1 and in one element of pair 2 (Fig. 5D-E).

Mitotic metaphases submitted to the C-banding technique exhibited a pattern that
allowed the exact identification of almost all chromosomal pairs (Fig. 6B-D). In this
species, the pericentromeric C-band pattern was lacking. However, additional C bands
were detected on all chromosomal elements of the complement. These additional C
bands were prominent blocks that occurred in homomorphic or heteromorphic
conditions (Fig. 6C-D). The chromosomal elements of pair 1 were heteromorphic in
relation to the presence of additional C band on long arm, that is, one element possessed
C band on interstitial region and the other on distal region (Fig. 6C-D). Pairs 2 and 3
possessed a quite similar additional C-band pattern, showing two C bands on long arm
interstitial portion; but, in the pair 2, there was a size heteromorphism that involved the
C band nearest the centromere (Fig. 6C). The pairs 4 and 5 did not reveal well-defined
additional C-band pattern; but both seemed to have proximal C band on the long arm;
furthermore, one chromosomal element of pair 4 and pair 5 seemed to exhibit a distal C
band on short arm and both elements of pair 5 showed distal C band on long arm (Fig.
6C-D). The pair 6 revealed a prominent interstitial C band on the long arm (Fig. 6C-D),
and the X chromosome was easily identified by the presence of two interstitial C bands
on the long arm and one, also interstitial, on the short arm (Fig. 6C). In more condensed
mitotic metaphases (Fig. 6D), the two C bands on the long arm of pair 3 and X
chromosome (Fig. 6C) were closely associated, appearing as a large and single band
(Fig. 6D).

In all mitotic metaphases analyzed, there was a complete correspondence between
the C-banding pattern and the CMA3; negative regions in pairs 2, 3, 6 and X

chromosome (Fig. 6C and 7A). Positive CMA3 region was only found on the long arm
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interstitial region in one element of pair 1, corresponding to the C-band (Fig. 6C and
7A). Pairs 4 and 5 did not reveal any CMA3; mark (Fig. 7A). DAPI positive blocks were
observed in pairs 2, 6 and X chromosome, corresponding to the most prominent CMA;
negative regions in these chromosomes (Fig. 7). Pairs 1, 3-5 did not exhibit any DAPI
labelling (Fig. 7B).

Statistical comparison of the TCL

The values obtained for the TCL of S. itapevi and S. globula (Table 1) were not
statistically different (Kruskal-Wallis, p>0.05) (Fig. 8), whereas the TCL value of S.
fusca was significantly different of those found in S. itapevi and S. globula (Kruskal-
Wallis, p<0.05).
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Fig. 1. Scytodes species male karyotypes standard stained with Giemsa. A. Scytodes fusca, 2n=31=30+X.
B. Scytodes itapevi, 2n=17=16+X. C. Scytodes globula, 2n=13=12+X. Bar = 10 pum.
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Fig. 2. Scytodes species female karyotypes stained with Giemsa. A. Scytodes fusca, 2n=32=30+XX. B.
Scytodes itapevi, 2n=18=16+XX. Bar = 10 um.
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Fig. 3. Scytodes species diplotene/diakinetic cells stained with Giemsa. A. Scytodes fusca, 1511+X. B.
Scytodes itapevi, 811+X. C. Scytodes globula, 611+X. Arrows indicate the chiasma position. Bar =

10 pm.
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Fig. 4. Metaphases Il of Scytodes globula. A-B. Standard stained with Giemsa, n=7=6+X and n=6,
respectively. C. The same cell showed in A submitted to the C-banding technique. Bar = 10 pm.



Artigo 11 133

.
{

“
ol
v e

| s

D E

Fig. 5. Mitotic metaphases of the Scytodes species. A. Scytodes fusca male, 2n=31=30+X, impregnated
by silver nitrate. B-C. Scytodes itapevi male, 2n=17=16+X. B. Standard stained. C. The same cell
showed in B submitted to the silver nitrate impregnation. D-E. Scytodes globula male,
2n=13=12+X. D. Giemsa stained. E. The same cell exhibited in D submitted to the silver nitrate
impregnation. The chromosomes bearing NORs are numbered and the NORs are indicated by the
arrows. Bar =10 pm.
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Fig. 7. Spermatogonial metaphase of Scytodes globula, 2n=13=12+X, submitted to the fluorochrome
staining. A. CMA; stained; the arrows indicate the negative blocks on some chromosomes and
the arrowhead denotes the CMA; positive dots in one element of pair 1. B. DAPI stained; the

arrows point to DAPI positive regions. Bar = 10 um.
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Table 1 — Average values of the individual and total chromosome length of the haploid set (TCL) based

on 10 mitotic metaphases of each one of the Scytodes species.

Scytodes fusca Scytodes itapevi Scytodes globula
Chromosome  Length(um) Chromosome Length(um) Chromosome Length(um)

1 431 1 14.75 1 11.96
2 3.61 2 11.80 2 10.19
3 331 3 7.59 3 8.77
4 3.10 4 6.53 4 8.29
5 2.85 5 5.88 5 7.54
6 2.74 6 5.08 6 6.85
7 2.54 7 4.63 X 9.69
8 241 8 4.02
9 2.26 X 15.83
10 2.08
11 2.03
12 1.90
13 1.80
14 1.80
15 1.65
X 7.76

TCL=46.15+1.14 TCL=76.10 £3.12 TCL =63.29 £4.79

Discussion

The S. fusca diploid number, 2n=31, is the highest registered for the Scytodidae
species analyzed up to now and is only lower than the 2n=37 observed in Drymusa
capensis Simon, 1893 (Drymusidae), 2n=33 recorded for Filistata insidiatrix (Forskal,
1775) (Filistatidae) by Krél et al. (2006), and 2n=32 described by Parida and Sharma
(1987) and Sharma and Parida (1987) for the pholcid Artema atlanta Walckenaer, 1837
(misspelled Artema atlenta) among all the haplogynes cytogenetically studied. The
diploid number of S. globula studied here, 2n=13, is equal to that encountered for the
same species by Rodriguez-Gil et al. (2002) and Ochyrocera sp. (Krél et al. 2006), and
is the lowest chromosomal number found among the haplogynes with monocentric
chromosomes, that is, except in relation to those registered for Dysderidae C.L. Koch,
1837 and Segestriidae Simon, 1893 species, whose chromosomes were described as

holocentric.
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The S. globula specimens from Brazil analyzed in this work and those from
Argentina characterized by Rodriguez-Gil et al. (2002) exhibited 2n(2)=13=12+X with
all chromosomes biarmed and those from Uruguay examined by Diaz and Saez (1966)
showed 2n(3)=14=12+X;X, with metacentric autosomes and acrocentric X
chromosomes. These intraspecific and interpopulational differences can be due to a
centric fission/fusion event involving the X chromosome. Misidentification of the sex
determination chromosome system (SDCS) by Diaz and Saez (1966) is improbable,
considering that these authors mentioned that despite the sex chromosomes being
associated during a period of meiosis, they were free in gonial divisions..

It is difficult to establish some relationship among the 2n(4)=26 found in an
unidentified Scytodes species by Hetzler (1979) and the other analyzed representatives
of the genera. First, besides the species did not have been identified, the place of
specimens collection was not provided. Second, there is not any additional information
concerning to the karyotype, such as type of SDCS, chromosomal morphology, or
meiosis course. Thus, taken into account only the diploid number found in this species,
two propositions can be presented, that is, this species could be distinct from the others
karyotyped up to now, showing 24 autosomes and Xj;X, system, or the author
encountered, in reality, cells in a temporary polyploid state of a species with 2n(J3)=13,
maybe closely related to S. globula. Cellular cysts grouping cells during
spermatogenesis, connected via intercellular bridges, have been described in some
haplogyne spiders (Alberti and Weinmann 1985; Araujo et al. 2005).

The intrageneric chromosome number variability observed among the Scytodes
species cytogenetically analyzed, ranging from 2n=13 in S. globula (Rodriguez-Gil et
al. 2002; present work) to 2n=31 in S. fusca, is very uncommon among spiders. There is
only two records of this magnitude, on the mygalomorph genus Atypus Latreille, 1804,
ranging from 2n=14 (Reza¢ et al. 2006) to 2n=+44 (Suzuki 1954), and the segestriid
genus Ariadna Audouin, 1826, ranging from 2n=7 (Suzuki 1950, 1954) to 2n=23
(Hetzler 1979); however, this last family could be considered as a particular case, since
the authors have demonstrated the holokinetic nature of the chromosomes in its species.
Thus, our report on Scytodes is the first of that order of magnitude in araneomorph

spiders with exclusively monocentric chromosomes.
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Other case of such intrageneric numerical variability concerns to two species of
the salticid genus Menemerus, ranging from 2n=14 (12 metacentric + X;X, acrocentric)
in Menemerus illigeri (Audouin, 1826) to 2n=28 (26 acrocentric + X3X; acrocentric) in
Menemerus semilimbatus (Hahn, 1829) (Gorlova et al. 1997). According to the authors,
the karyotype of M. illigeri had evolved mainly as a result of multiple Robertsonian
fusions. In the case of the Scytodes species, it is interesting to note that the
chromosomal morphology is in general maintained biarmed, both in S. globula (2n=13)
and S. fusca (2n=31). Thus, a close relationship between these two species based on
chromosome number and morphology is hard to be considered. Even a total centric
fusion/fission of all chromosomes of the diploid set, being the last event followed by
pericentric inversions, could not explain such difference in the diploid number. A close
relationship between S. globula (2n=13) and S. itapevi (2n=17) is more probable,
considering that S. itapevi has four autosomal pairs subtelocentric and the difference in
chromosome number and morphology could be explained by the occurrence of centric
fissions/fusions between the chromosomes from a common ancestral of these species.
The statistical analysis of the TCL values of the three Scytodes species is in agreement
with this hypothesis, considering that significant difference was found among the TCL
of S. fusca and those of the other two Scytodes species, but not between the TCL of S.
itapevi and S. globula. The species S. thoracica (2n=19), karyotyped by Kral et al.
(2006), has a Holoartic distribution (Platnick 2007) and is not considered closely related
to the Neotropical Scytodes species from the taxonomical point of view.

At first glance, the unique characteristic that seems to group S. fusca and S.
globula is the location of the NOR on the long arm distal region of pair 1, while in S.
itapevi, the NOR is located on the pair 4 short arm. However, instead of the similar
NOR position in S. fusca and S. globula, there is no evidence of total homeology
between the pair 1 of these two species based on chromosomal lengths (Table 1).

The C-banded chromosomes of S. globula revealed a large amount of constitutive
heterochromatin, corresponding to 19.99% of the TCL, greatly rich in A-T bases, as
demonstrated by the fluorochrome staining, in the majority of the chromosomes. In S.
fusca, the constitutive heterochromatic segments represent 11.92% of the TCL. Despite
there is not available data on constitutive heterochromatin pattern of S. itapevi, it seems

to be plausible that, at least in part, some differences in the TCL values obtained among
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the species could be a result of differences in the constitutive heterochromatin content
among the Scytodes species.

In conclusion, taken into account the diploid number, the chromosomal
morphology, and the TCL, the species S. globula seems to be more closely related to S.
itapevi than to S. fusca, corroborating the placement of S. globula and S. itapevi in the
“globula group”, as proposed by Rheims and Brescovit (2001). The analysis of other
species of this group is important to verify whether the karyotype characteristics of
these species are in agreement with those found until now in the “globula group”.
Furthermore, the chromosomal variability found in the Scytodes species analyzed up to

now can be an indicative of the importance of a cladistic analysis of the genus.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

Apos a realizacdo de uma revisdo abrangente sobre os dados citogenéticos de
aranhas e da analise cromossomica de outras espécies deste grupo, ficou evidente que
um dos principais fatores limitantes para o estabelecimento de relages cariotipicas
entre as aranhas é a escassez de informagfes. Considerando que das 108 familias de
aranhas descritas taxonomicamente, apenas 58 tiveram representantes analisados do
ponto de vista citogenético, fica evidente que muitas vezes faltam dados cromossémicos
relativos a grupos filogeneticamente proximos aquele que esta sendo estudado, fato que
prejudica a inferéncia dos processos de diferenciacdo cromossémica ocorridos. Além
disso, em muitas familias, os registros carioldgicos estdo restritos a uma ou poucas
especies, ao passo que em outras ha uma maior quantidade de taxons estudados. Esta
concentracdo de dados em algumas familias, como, por exemplo, Lycosidae e
Salticidae, responsaveis por mais de 30% das espécies cariotipadas, estd relacionada
principalmente a alta diversidade e abundancia das espécies pertencentes a estas
familias, bem como a relativa facilidade de coleta de exemplares, devido ao habitat e até
mesmo ao tamanho do animal, e de obten¢do de cromossomos mitdticos e meidticos.
Levando-se em conta o exposto, seria fundamental priorizar a realizagcdo de um esforco
para coleta de espécimes relacionados as familias desconhecidas citogeneticamente,
através de expedicOes aos seus locais de ocorréncia ou de trabalhos em parceria com
pesquisadores que tenham acesso a captura de espécies pertencentes a esses grupos de
aranhas. De igual importéncia seria a utilizacdo de métodos de coleta especificos para
determinados grupos, como o extrator de Winkler, na tentativa de se obter aranhas que
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habitam a serrapilheira, a qual compreende muitas vezes, espécies de familias néo
estudadas cromossomicamente.

As informagdes citogenéticas obtidas na literatura incluem descri¢des que sdo em
alguns casos fragmentéarias ou demasiadamente sucintas, ndo contemplando dados
relativos ao sistema cromossémico de determinacdo sexual, morfologia cromossémica
ou local de coleta dos exemplares utilizados. Além disso, alguns artigos encontram-se
redigidos em lingua ndo inglesa. Esses fatores geram dificuldades no estabelecimento
de comparacg0es entre 0s cariétipos ja descritos e aqueles analisados pelo pesquisador.

Dados cromossdmicos podem ser extremamente Uteis para reunir espécies em
grupos, Oou mesmo para corroborar agrupamentos ja descritos e baseados em
caracteristicas morfoldgicas externas. Considerando-se que quanto maior o numero de
caracteres carioldgicos levantados, maior serdo as informacgdes disponiveis para esta
aplicacdo citotaxonomica da citogenética, € de extrema importancia a aplicacdo de
técnicas de coloracdo diferencial e citogenética molecular, bem como a analise
criteriosa de todas as caracteristicas cromossémicas possiveis. Essas metodologias mais
refinadas sdo também decisivas no estudo da evolucdo cromossémica. No caso
especifico de Sicariidae, técnicas de hibridizacdo in situ fluorescente que utilizam
sondas dos cromossomos sexuais inteiros promoveriam um grande avanco no sentido de
se obter confirmagdes a respeito de afirmagdes baseadas nos dados disponiveis
atualmente e detalhes adicionais sobre a origem e diferenciagdo do sistema
cromossémico de determinacao sexual do tipo X1 X,Y.

As caracteristicas citogenéticas ndo devem ser consideradas de forma isolada para
se realizar afirmacGes acerca das relacbes de proximidade entre os téxons. Tais
proposicBes devem ser feitas a luz de trabalhos filogenéticos, sejam baseados em
caracteres morfoldgicos externos ou em dados moleculares. Adicionalmente, é desejvel
também que se utilizem trabalhos de biologia evolutiva de outras areas do
conhecimento, como, por exemplo, a comparagdo entre as composicdes e propriedades
dos venenos em aranhas e sua distribuicdo evolutiva. Por fim, o ideal seria a elaboragéo
de um trabalho que contemplasse tanto dados cromossémicos como ndo cromossdmicos
do grupo de interesse, com a participacdo de citogeneticistas, sistematas e bidlogos

moleculares, entre outros, da mesma forma que a descricdo de uma nova espécie, por
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exemplo, poderia, quando possivel, ndo ficar restrita somente a caracteres morfologicos

externos e geograficos.
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