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“‘Ndés habitamos um mundo complexo.
Alguns limites sdo nitidos, e permitem
definicbes claras e distintas. Mas a
natureza também inclui situagdes que nao
podem ser perfeitamente divididas em
duas pilhas inequivocas de “sim” ou
“néo”.”

(Stephen Jay Gould, 1986)



RESUMO

As espécies de aranhas pertencentes aos grupos Mygalomorphae e Haplogynae
(Araneomorphae) exibem uma grande diversidade cariotipica, isto é, 2n=14 a
2n=110 e sistemas cromossdmicos sexuais (SCS) dos tipos X0, XY, X;X.0 e
X1X2X3X40, nas 19 espécies de migalomorfas analisadas; e 2n=7 a 2n=40, e SCS
dos tipos X0, XiXzY, XY e X;1X;0, nas 51 espécies de aranhas haploginas
estudadas. Nestes grupos, a morfologia meta e submetacéntrica dos cromossomos
€ predominante. Contudo, os dados citogenéticos em aranhas correspondem a
menos de 2% do total de espécies taxonomicamente descritas. Considerando as
particularidades cromossOmicas encontradas nestes dois grupos, bem como a
escassez de informacgdes citogenéticas em representantes que ocorrem no Brasil, o
objetivo deste trabalho € caracterizar citogeneticamente, utilizando técnicas de
coloracao convencional e diferencial (impregnacéo pelo ion prata, bandamento C e
coloracdo com fluorocromos base-especificos), quatro espécies de aranhas
caranguejeiras (Mygalomorphae, Theraphosidae) e duas espécies de Haplogynae
basais (Araneomorphae, Filistatidae), visando estabelecer os mecanismos de
evolugdo cromossémica que podem ter ocorrido nestes grupos. A analise das
espécies de Mygalomorphae revelou 2n=63, XYY, para Guyruita cerrado e 2n=22,
X1Y1+X2Y2 em Oligoxystre bolivianum, Oligoxystre caatinga e Oligoxystre rufoniger.
O uso de coloragdes diferenciais no estudo de células mitéticas e meibticas foi
imprescindivel para identificar estes SCS, os quais sao inéditos para o grupo bem
como para todas as aranhas. Além disso, os numeros diploides encontrados nestas
quatro espécies, nunca haviam sido descritos para as migalomorfas, e o 2n=22
representa 0 segundo menor numero diploide ja descrito para Theraphosidae. A
comparacao dos dados obtidos, com aqueles de espécies filogeneticamente
relacionadas, permitiu inferir que estes SCS provavelmente tiveram origem a partir
de sistemas dos tipos X0 ou X;X20. Estudos cromossOmicos nas duas espécies de
Filistatidae mostraram 2n=25, X;XoY e 2n=21, X1XoY em Kukulcania hibernalis e
Misionella mendensis, respectivamente. Uma diferenca quanto ao padrao de
distribuicdo da heterocromatina constitutiva (HC) foi observada nestas espécies, ou
seja, K. hibernalis revelou predominancia de blocos de HC na regido terminal dos
cromossomos, enquanto em M. mendensis, o padréo da HC foi pericentromérico. No

entanto, ambas as espécies apresentaram 0 mesmo numero de pares



cromossOmicos portadores de regides organizadoras de nucléolo. As informacdes
citogenéticas disponiveis para Filistatidae apontam para uma grande diversidade de
nameros diploides, contudo o SCS do tipo XiXp;Y parece ser conservado.
Adicionalmente, a diferenciacado cariotipica entre as espécies desta familia parece
nao ter envolvido apenas o numero de autossomos, mas também sitios

cromossOmicos especificos, como as regides de heterocromatina constitutiva.

Palavras-chaves: Araneae, citogenética, meiose, numero dipléide, sistema

cromossdmico sexual



ABSTRACT

The spider species belonging to the Mygalomorphae and Haplogynae
(Araneomorphae) groups exhibit a great karyotype diversity, that is, 2n=14 to 2n=110
and sex chromosome systems (SCS) of the X0, XY, X1X20 and X1X2X3X40 types in
the 19 species of mygalomorph analyzed, and 2n=7 to 2n=40 and SCS of the X0,
X1X2Y, XY and X41X20 types in the 51 haplogyne spiders studied. In these groups, the
meta and submetacentric chromosome morphology is predominant. However, the
cytogenetic data correspond to less than 2% of the total of species taxonomically
described. Considering the chromosomal particularities recorded for these two
groups as well as the scarcity of cytogenetic information in representatives from
Brazilian fauna, the aim of this work is to characterize cytogenetically, using
conventional and differential techniques (silver nitrate impregnation, C-banding and
base-specific fluorochrome staining) four species of tarantula spiders
(Araneomorphae, Theraphosidae) and two species of basal Haplogynae spiders
(Araneomorphae, Filistatidae), with the purpose of establishing the mechanisms of
chromosomal evolution that have occurred in these groups. The analyses of
Mygalomorphae species revealed 2n=63, XYY, for Guyruita cerrado and 2n=22,
X1Y1+X2Y2 in Oligoxystre bolivianum, Oligoxystre caatinga and Oligoxystre rufoniger.
In the study of mitotic and meiotic cells, the use of differential staining was
indispensable for identifying these SCS, which are original for this group and spiders
as a whole. Moreover, the diploid numbers observed in the four species studied here
had never been described for the mygalomorphs, and the 2n=22 corresponds to the
second lowest diploid number described for Theraphosidae until now. The
comparison of the obtained data with those of phylogenetically related species
allowed us to infer that these SCS were probably originated from X0 or X;X,0 SCS.
Chromosomal studies in both Filistatidae species showed 2n=25, X;X,Y and 2n=21,
X1X2Y in Kukulcania hibernalis and Misionella mendensis, respectively. A difference
regarding to the distribution of constitutive heterochromatin (CH) was observed in
these species, i.e., K. hibernalis revealed a predominance of CH blocks in the
terminal regions of chromosomes, while in M. mendensis, the pattern of CH was
pericentromeric. Nevertheless, both species presented the same number of
chromosomal pairs carrier of nucleolar organizer regions. The cytogenetic

information available for Filistatidae point to a great diversity of diploid numbers, but



the SCS of X4XyY type seems to be conserved. Furthermore, the karyotype
differentiation between the species of this family seems to have not involved only the
number of autosomal pairs, but also specific chromosomal sites, such as the

constitutive heterochromatic regions.

Key words: Araneae, cytogenetic, diploid number, meiosis, sex chromosome system
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1. INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
A ordem Araneae constitui uma das mais amplas dentro da classe

Arachnida, pois inclui cerca de 43.500 espécies descritas taxonomicamente. Esta

ordem compreende duas subordens (CODDINGTON & LEVI, 1991; PLATNICK,

2013):

- Mesothelae, com uma unica familia, Liphistiidae, contendo trés géneros e
aproximadamente 90 espécies, as quais ocorrem principalmente na Regido
Paleartica e Oriental;

- Opisthothelae, a qual é composta por duas infraordens: Mygalomorphae, com 16
familias, incluindo aproximadamente 320 géneros e 2.730 espécies, sendo que a
maioria destas € da Regidao Neotropical, Paleotropical (Etidpica e Oriental) e
Australiana; e Araneomorphae, com 95 familias, possuindo cerca de 3.500
géneros e 41.000 espécies, cujos representantes ocorrem em quase todas as
regibes biogeograficas. A infraordem Araneomorphae inclui as familias
Hypochilidae, Gradungulidae, Austrochilidae, bem como aquelas dos clados
Haplogynae (com 25 familias e 4.479 espécies) e Entelegynae (com 67 familias
e 36.378 representantes).

Anadlises filogenéticas realizadas com base em caracteres morfoldgicos
(CODDINGTON & LEVI, 1991; PLATNICK et al., 1991) mostraram que as espécies
de Mesothelae ocupam posicdo basal em relacdo aquelas de Mygalomorphae e
Araneomorphae (Figura 1). Além disso, estas analises também propuseram que as
infraordens Mygalomorphae e Araneomorphae constituem grupos irmaos. Relacdes
filogenéticas em Araneomorphae (Figura 2) demonstraram que Hypochilidae,
Gradungulidae e Austrochilidae representam as Araneomorphae basais e

Haplogynae e Entelegynae s&o grupos irmados. Entre as aranhas do clado
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Haplogynae, Filistatidae é considerada basal em relagéo a todas as outras familias
deste grupo.

Os dados citogenéticos sobre Araneae existentes na literatura mostram que
somente cerca de dois por cento das espécies conhecidas taxonomicamente tém
cariétipos caracterizados quanto ao numero diploide, morfologia cromossdmica e
tipo de sistema cromossdmico sexual (ARAUJO et al., 2012).

Em Mesothelae, apenas uma espécie de Liphistiidae foi estudada do ponto
de vista citogenético, Heptathela kimurai, que exibiu 2n=+96=94+X4X;0 e uma
predominéncia de cromossomos acrocéntricos (SUZUKI, 1954).

Na infraordem Mygalomorphae, 19 espécies pertencentes a seis familias
tiveram seus cromossomos caracterizados (Figura 1); neste grupo, o numero
diploide variou de 2n=14 (XY) a 2n=110 (X4X2X3X40), os tipos de sistema
cromossémico sexual encontrados nos machos foram X0, XY, X1X20 e X1X2X3X40, e
a morfologia dos cromossomos foi meta/submetacéntrica ou subtelo/acrocéntrica
(ARAUJO et al., 2013). Levando-se em conta que numero cromossdmico alto esta
presente em Mesothelae e € predominante em espécies de Mygalomorphae, alguns
autores sugeriram que o principal mecanismo de diferenciagdo cariotipica das
aranhas foi através da reducgéo do numero diploide (SUZUKI, 1954; KRAL et al.,
2006). Contudo, a presenga de numero diploide baixo, 2n=14 (XY) e 2n=16 (AKAN
et al., 2005; REZAC et al., 2006), em espécies pertencentes a familias distintas de
Mygalomorphae, indica que estudos citogenéticos adicionais devem ser realizados
nesses taxons, visando estabelecer as caracteristicas cariotipicas plesiomérficas
para as aranhas e compreender os mecanismos de evolugdo cromossémica que tem

ocorrido nos clados basais e derivados filogeneticamente de Araneae.



5
& Lop,
= S‘,/-.
@ = |_44. Cog
& /O/’o O”’r
o Sy, .
e H@* @/}7 S/
8 . "
> @ @) Uiy,
3 Pl Neo, g
— — 78 = /)7
[ = w4 e esn
Q < =12 //Ol
® -5 gls ey, e
) 8 3 R, /7@/,&),
(3) o 8 /'e,/_o ae
s > & The,. Plog,
) S 3 A ‘9,0/7 Qe
P e A
d = 4,,, Yag _Je
g '3—® “ou
g1 8 2 D /a@f/o'
g g 2 loy, cp e
3 5 z "% e”/}ol
o @ S Cre ?'ae EN
) s /)/?'
® Ay, %
> oy, ©
[
g >
Q
g 2
2 :
] (S)
B
>0
Q
@

13

Diplura cf. petrunkevitchi 2n=90(X,X,X,X,0)

Ischnothele indicola 2n=86(X,X,0)

( Acanthoscurria gomesiana  2n =43-46(?)
Aphonopelma hentzi 2n=44(X,X,0)
Brachypelma albopilosum 2n=74(?)
Chaetopelma olivaceum 2n=16(?)
Poecilotheria formosa 2n=110(X,X,X,X,0)
Vitalius dubius 2n=74-81(?)
Vitalius roseus 2n=48(?)
Vitalius sorocabae 2n=48(?)
Vitalius wacketi 2n=48(?)
Vitalius sp. 2n=48(?

\ p (?)

Atypus affinis  2n=14(XY)

Atypus karschi 2n=467?(X,X,0)
Atypus karschi 2n=+44(X,X,0)
Atypus muralis 2n=41(X0)
Atypus piceus 2n=41(X0)

%
. Oy
4”’9/% KA
e Cyclocosmia torreya

*Euctenizidae 4@/yrmekiaphila torreya 2n=+80(?)

Antrodiaetus unicolor 2n=46(?)

2n=42(?)

Figura 1 —Filogenia proposta para Araneae com base em caracteres morfologicos (CODDINGTON
& LEVI, 1991) e informagbes citogenéticas para os representantes de Mygalomorphae (ARAUJO et
al., 2013). *Afamilia Euctenizidae foi reconhecida apenas recentemente, de acordo com BOND et

al. (2012).
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Em Araneomorphae, particularmente nos grupos basais (Figura 2), existem
dados citogenéticos para apenas uma espécie de Hypochilidae, Hypochilus pococki
— 2n=29 (X4X2Y), e um representante de Austrochilidae, Austrochilus sp. — 2n=38
(XY). O pequeno numero de espécies incluidas nessas familias, 12 e nove,
respectivamente, e a distribuicdo geografica restrita - Hypochilidae nos EUA e China,
e Austrochilidae na Argentina e Chile (KRAL et al., 2006; PLATNICK, 2013) -
certamente tem dificultado os estudos cromossdémicos nesses grupos.

As aranhas Haplogynae possuem 53 espécies, incluidas em 12 familias,
investigadas sob o ponto de vista citogenético (Figura 2), as quais exibiram numero
diploide variando entre 2n=7 (X0) a 2n=40 (?), e cromossomos com morfologia
predominantemente meta/submetacéntrica, com excecdo dos representantes das
familias Dysderidae e Segestriidae, que exibiram cromossomos holocéntricos (KRAL
et al., 2006, 2010; ARAUJO et al., 2013). Os sistemas cromossémicos sexuais ja
registrados nesse clado foram do tipo X0 em 53% das espécies, X1X20 em 23%,
X1X2Y em 17% e XY em 7% dos representantes.

Entelegynae, a linhagem mais diversificada da infraordem Araneomorphae,
retém a vasta maioria das informacdes cromossdmicas das aranhas, cerca 590
espécies descritas (ARAUJO et al., 2013), com numero diploide variando entre 2n=7
(X0) (SUZUKI, 1954) a 2n=52 (X1X20) (WALLACE, 1909). Em contraste com o
observado nas espécies do grupo-irméo Haplogynae, as enteleginas exibem uma
predominancia do sistema cromossémico sexual do tipo X1 X,0 e cromossomos com
morfologia acro/telocéntrica. Embora em Entelegynae ocorra uma grande amplitude
de variacdo do nimero cromossdémico, KRAL et al. (2006) sugeriram que o cariétipo
2n=42 (X4X20), com cromossomos acrocéntricos, poderia ser representativo de um

estado ancestral para as aranhas desse grupo. Essa hip6tese foi baseada no fato
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que a férmula cariotipica acima mencionada esta presente em diversas familias nao
relacionadas, bem como em clados basais de Entelegynae. No entanto, analises
citogenéticas adicionais, utilizando técnicas de coloragdo cromossdmica
convencional e diferencial, precisam ser realizadas para confirmar essa hipotese e
entender os processos de evolugdo cromossbmica que tém ocorrido nas

Entelegynae.
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Figura 2 — Relagdes filogenéticas na subordem Araneomorphae proposta por CODDINGTON & LEVI
(1991) e PLATNICK et al. (1991), com base em caracteres morfologicos, e informagdes citogenéticas
das espécies de Araneomorphae basais e Haplogynae (ARAUJO et al., 2013).
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Levando-se em conta que o sistema cromossdmico sexual do tipo X1X20 € o
mais frequente entre as espécies de Araneae e foi encontrado nas aranhas
Mesothelae e Mygalomorphae, as quais s&o menos derivadas sob o ponto de vista
morfolégico, e na maioria das Araneomorphae mais derivadas (PAINTER, 1914;
SUZUKI, 1951; WHITE, 1977; POSTIGLIONI & BRUM-ZORRILLA, 1981;
MADDISON, 1982; ROWELL, 1985, 1990; DATTA & CHATTERJEE, 1988), SUZUKI
(1954) sugeriu que esse sistema poderia ser representativo da condigédo ancestral
para todo o grupo. Assim, os demais tipos de sistemas cromossémicos sexuais
seriam resultantes de alteragdes evolutivas independentes, a partir da condi¢cao
X1X20. A diversificacdo cariotipica nas aranhas parece ter ocorrido de forma
independente nas diferentes familias, porém as estratégias evolutivas
provavelmente foram semelhantes, visto que os mesmos tipos de rearranjos
cromossOmicos tem sido os responsaveis pela origem de diferentes numeros
diploides encontrados entre os grupos.

Com relacédo as espécies de aranhas que ocorrem na Regido Neotropical,
aproximadamente 45 representantes foram estudados citogeneticamente (ARAUJO
et al., 2013). A regidao Neotropical tem uma fauna de aranhas particularmente muito
numerosa e diversificada, com 1.090 géneros em 83 familias (CODDINGTON &
LEVI, 1991), representando aproximadamente um terco de todos os géneros
conhecidos taxonomicamente e, provavelmente, incluindo espécies endémicas do
Neotrépico e outras que tém uma distribuicdo mundial ou sdo compartilhadas com o
Continente Africano e com a Australia. Embora a fauna Neotropical seja derivada
dos tropicos do Velho Mundo, pois, segundo os registros fosseis, as aranhas
surgiram na era Paleozobica, no Neo-Siluriano ou no Eodevoniano (CODDINGTON &

LEVI, 1991), ou seja, antes da deriva dos continentes (era Mesozodica), alguns dos
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mais primitivos géneros viventes devem ainda permanecer como elementos da biota
das aranhas Neotropicais, os quais devem diferir marcadamente daqueles do
Hemisfério Norte, devido ao longo periodo de isolamento do Continente Sul. Assim,
analises cromossémicas em aranhas da regido Neotropical podem ser de grande
importancia para entender os processos de evolugdo cariotipica que teriam ocorrido

neste grupo como um todo.
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2. OBJETIVOS
Considerando as particularidades cromossémicas encontradas em Araneae,

(diversidade de numero diploide, presenca de tipos diferentes de sistemas

cromossOmicos sexuais, cromossomos com morfologias distintas), bem como a

escassez de informacgdes citogenéticas em representantes que ocorrem no Brasil,

utilizando técnicas de coloragéo convencional e diferencial, o objetivo deste trabalho
€ caracterizar citogeneticamente quatro espécies de aranhas Mygalomorphae

(Theraphosidae), Guyruita cerrado, Oligoxystre bolivianum, Oligoxystre caatinga e

Oligoxystre rufoniger, e duas espécies de Araneomorphae basais (Filistatidae),

Kukulkania hibernalis e Misionella mendensis, visando estabelecer os mecanismos

de evolugdo cromossdmica que podem ter ocorrido nestes grupos. Para realizar tal

caracterizagdo cromossdmica, foram determinados:

- numero diploide e haploide de cromossomos, o tipo de sistema cromossdémico
sexual, morfologia dos cromossomos, comportamento dos cromossomos
durante a meiose quanto a heteropicnose, emparelhamento, numero e
localizagdo de quiasmas, associagédo e configuragdo dos cromossomos sexuais
e segregacao anafasica;

- 0 padrao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva, das regibes
organizadoras de nucléolo (RONs) e das regides de cromatina ricas em

sequéncias de base GC e AT.
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O numero de exemplares adultos e embrides das seis espécies de aranhas

analisadas neste trabalho e seus respectivos locais de coleta no Brasil, séo

mencionados na Tabela 1. A identificacdo taxondbmica dos exemplares de

Mygalomorphae foi realizada pela pesquisadora Sylvia Marlene Lucas, e dos

espécimes de Araneomorphae pelo Dr. Antonio Domingos Brescovit, ambos do

Instituto Butantan, Sao Paulo, SP. Os exemplares foram depositados na coleg¢édo do

Laboratério Especial de Colegbes Zooldgicas, Instituto Butantan (IBSP, curadora

Darci Barros-Battesti) e na Colecédo de Historia Natural, da Universidade Federal do

Piaui, Floriano, Piaui (CHNUFPI, curador Leonardo Sousa Carvalho).

Tabela 1 - Espécies de aranhas analisadas citogeneticamente neste trabalho, com seus respectivos
numeros de individuos e locais de coleta.

Espécie

Numero de individuos

Local de coleta

Mygalomorphae, Theraphosidae

Guyruita cerrado Guadanucci et al., 2007 34 Floresta Nacional de Palmares (05°03’S, 42°35'W), Altos,
Piaui

Oligoxystre bolivianum (Vol, 2001) 18 Parque Nacional Serra da Capivara (08°26’S, 42°45'W),
S&o Raimundo Nonato, Piaui

Oligoxystre caatinga Guadanucci, 2007 24 Parque Nacional de Sete Cidades (04°05’S, 041°43'W),
Brasileira e Piracuruca, Piaui

Oligoxystre rufoniger Guadanucci, 2007 18 Parque Nacional Serra da Capivara (08°26’S, 42°45'W),
S&o Raimundo Nonato, Piaui

Araneomorphae, Filistatidae

Kukulkania hibernalis (Hentz, 1842) 84,49 Barra do Jacaré (23°06’S, 50°10°'W), Parana

Misionella mendensis (Mello-Leitdo, 1920)

34, 4 embrides (38, 19)

Rio Claro (22°24'S, 47°33'W), S&o Paulo
S&o Paulo (23°32’S, 46°38'W), S&o Paulo
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3.2. METODOS
3.2.1. Obtengao das preparagdées cromossémicas

As preparagbes citologicas para estudo dos cromossomos mitoticos e/ou
meibticos, em microscopia de luz, foram obtidas de testiculos e ovarios de individuos
adultos, e de alguns embrides, de acordo com a metodologia descrita a seguir: a)
Dissecar o animal, ou ovos, em solugéo fisiolégica para insetos (7,5g de NaCl, 2,38g
de Nay;HPOq4, 2,72g de KH2PO4, em 1 litro de dgua destilada), retirar as gbnadas ou
os embrides, e coloca-los em uma placa escavada, contendo solugéo de colchicina a
0,16%, preparada com solucao fisiolégica para insetos, durante 2 horas, para que
ocorra 0 acumulo de metafases; b) Adicionar um volume de agua de torneira igual
ao de colchicina, para atuar como solugdo hipotdnica, deixando agir durante 15
minutos; ¢) Transferir o material para uma placa escavada, contendo fixador Carnoy
| (metanol e acido acético — 3:1) e deixar durante 30 minutos, no minimo; d) Macerar
parte do material, sobre uma lamina, juntamente com uma gota de acido acético

45% ou 60%; e) Secar a lamina em uma placa de metal a temperatura de 35 a 40°C.

3.2.2. Coloragao convencional (Giemsa)

Apbs a obtencdo das preparagbes cromossOmicas, deixar as laminas a
temperatura ambiente por pelo menos um dia e, posteriormente: a) Corar a lamina
em solucao de Giemsa a 3% (47 mL de agua destilada, 1,5 mL de solugédo comercial
de Giemsa e 1,5 mL de tampao fostato pH 6,8) durante 12 minutos; b) Lavar

rapidamente a lamina em agua destilada e secar ao ar.
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3.2.3. Técnica de impregnacao das regioes organizadoras de nucléolo
pelo nitrato de prata (Ag-RON)

A metodologia utilizada para a deteccdo das RONs ativas foi aquela de
HOWELL & BLACK (1980), com algumas modifica¢gdes, de acordo com o descrito a
seqguir: a) Hidrolisar as laminas em solu¢ao de acido cloridrico 0,1N a temperatura
ambiente, por cinco minutos; b) Colocar sobre a lamina uma gota de soluc¢ao coloidal
reveladora (1 g de gelatina Sigma dissolvida em 50 mL de agua destilada, 0,5 mL de
acido féormico) e duas gotas de solugdo de nitrato de prata a 50%; c) Cobrir com
laminula e incubar em camara umida, durante aproximadamente quatro minutos, a

temperatura de 67°C; d) Lavar em agua destilada e secar ao ar.

3.2.4. Técnica de obtengao das bandas C

As regides de heterocromatina constitutiva foram identificadas através da
técnica descrita por SUMNER (1972), com algumas modificagdes: a) Hidrolisar as
ldaminas em solugéo de acido cloridrico 0,1N a temperatura ambiente, por cinco
minutos; b) Tratar as preparagcbes cromossdmicas com solu¢cdo de hidroxido de
bario octahidratado a 5%, durante aproximadamente cinco segundos, a temperatura
de 60°C; c) Lavar as laminas, duas vezes, em solugéo de acido cloridrico 0,1N, a
temperatura ambiente; d) Lavar as laminas em solugdo 2xSSC (17,5 g de
NaCl, 8,8 g de Na3;CsHs07, completar para 1000mL de agua Mili-Q e ajustar o pH
para 7,0), a temperatura ambiente; e) Incubar as laminas em solugao 2xSSC, por 30
minutos, a temperatura de 60°C; f) Lavar as laminas varias vezes com agua
destilada e secar ao ar; g) Adicionar 20 pL de solugcdo de DAPI/Vectashield sobre as

[aminas e cobrir com laminula.
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3.25. Técnica de marcacao com fluorocromos base-especificos
(CMA;/DAPI)
Para identificacdo das regibes da cromatina ricas em sequéncias de bases AT
e GC, foi utilizada a metodologia descrita por CHRISTIAN et al. (1998), com algumas
modifica¢des: a) Incubar a Idamina em solugédo de formamida a 70%, diluida em
2xSSC, a 70°C por cerca de dois minutos; b) Lavar as laminas em dois banhos de
2xSSC, a temperatura ambiente, por dois minutos cada; c) Desidratar a lamina em
série alcoolica gelada (70%, 90% e 100%), por dois minutos cada; d) Secar a lamina
a temperatura ambiente; e) Adicionar 80 uL de CMA3 (20 pg/mL em MgCl, a 32 mM)
sobre a lamina e cobrir com laminula; f) Deixar a Iamina em camara escura na
geladeira por cerca de 30 minutos; g) Retirar a laminula e lavar as laminas trés
vezes em 1xPBS (7,58 g de NaCl, 0,993 g de Na;HPO4, 0,414g de NaH;POy,,
completar para o volume de 1000mL com agua Mili-Q) a temperatura ambiente, por
2 minutos cada; h) Adicionar sobre a lamina 20 yL de DAPI/Vectashield e cobrir com
laminula; i) Aguardar alguns minutos, retirar o excesso de liquido com papel filtro e

observar em microscopio de fluorescéncia com os filtros adequados.

3.2.6. Coloracoes associadas
a) Seguir o procedimento de coloragdo convencional (Giemsa). Depois da
analise e registro fotografico das células, lavar a lamina varias vezes em xilol e secar
ao ar; b) Submeter a lamina a técnica de impregnacéao pelo ion prata ou a técnica de

obtencgao de bandas C.
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3.2.7. Analises cromossOmicas em microscopia de luz

As anadlises dos cromossomos corados convencionalmente ou submetidos as
técnicas de coloragdo diferencial foram realizadas em microscopia de luz. As
melhores células mitéticas e meidticas foram fotografadas em um fotomicroscopio
Olympus BX51, com objetiva 100 de imersao, optovar 1,25 utilizando o software DP
Controller. As células submetidas ao bandamento C e coloragdo com fluorocromos
base-especificos foram fotografadas com os filtros especificos para os fluorocromos
DAPI (360-390nm) e CMA; (430-480nm). As medidas cromossdmicas, utilizadas
para a determinagdo da morfologia, foram realizadas através do plugin LEVAN,
desenvolvido por SAKAMOTO & ZACARO (2009); a classificagao morfoldégica dos
cromossomos foi feita de acordo com a nomenclatura proposta de LEVAN et al.

(1964).
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos através do estudo citogenético de seis espécies de

aranhas foram organizados em dois artigos cientificos, mencionados a seguir:

Artigo | - O primeiro registro dos sistemas cromossémicos sexuais dos tipos XYY

e X1Y1+X2Y2 em aranhas caranguejeiras (Mygalomorphae, Theraphosidae)

Artigo Il — Andlise citogenética comparativa entre espécies da familia Filistatidae

(Araneomorphae, Haplogynae)



ARTIGO |
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RESUMO

Os dados citogenéticos de aranhas migalomorfas descritos até o presente momento
tém mostrado uma intrigante variagdo no numero dipldide que foi de 2n=14 a
2n=110, e nos sistemas cromossémicos sexuais (SCS) que foram dos tipos XO,
X1X20, X1X2X3X40, XY nos machos. Contudo, estes dados referem-se a um numero
restrito de espécies, considerando que somente 19 representantes de migalomorfas
foram citogeneticamente analisadas, de um total de cerca de 2.730 espécies
taxonomicamente descritas. Quando as informagbes cariotipicas do grupo basal
Mygalomorphae sdo comparadas com aquelas de Entelegynae, um grupo derivado
das aranhas com numero diploide variando de 2n=10 a 2n=152 e SCS dos tipos
X1X20, X0, XiXoX30, XiXoX3X40, XY, XiXoX3Y, XiXoXsXaXsY, e X,Y, as
caracteristicas cromossOmicas plesiomoérficas das aranhas nao podem ser
claramente estabelecidos. Com o objetivo de adicionar informagdes citogenéticas
para tentar estabelecer alguns mecanismos de evolugdo cariotipica em
Mygalomorphae, o presente trabalho descreve algumas caracteristicas
cromossOmicas mitéticas e meidticas de quatro espécies de migalomorfas
pertencentes a familia Theraphosidae: Guyruita cerrado, Oligoxystre bolivianum,
Oligoxystre caatinga e Oligoxystre rufoniger, todas pertencentes a fauna brasileira.
Guyruita cerrado apresentou 2nd=63=60+XY,Y, em metafases mitéticas.
Espermatocitos diploténicos mostraram 30 bivalentes tipicos mais um trivalente
incomum, cujos elementos mostraram associagdo linear e dois quiasmas
intersticiais. Oligoxystre bolivianum, O. caatinga e O. rufoniger mostraram
2n3=22=18+X,Y1+X,Y,. Células em dipléteno exibiram nove bivalentes regulares,
além de dois bivalentes que se localizavam préximos entre si, porém sem

associagdo. Estes dois ultimos bivalentes exibiram regides com graus de
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condensagao distintos em relagdo aos elementos do complemento autossémico,
sendo identificados como os bivalentes sexuais X1Y4 e X;Y2. A identificacdo dos
SCS do tipo XY 1Y, e X1Y1+X,Y>, ainda n&o registrados para as espécies de aranhas
analisadas do ponto de vista citogenético, somente foi possivel através da inspecao
das células meidticas submetidas a diferentes tipos de coloracédo que revelaram
regides cromossOmicas especificas. Considerando os resultados obtidos,
interpretacdes hipotéticas sobre os mecanismos de origem destes tipos de SCS
foram formuladas. Sistemas cromossémicos sexuais ndo usuais em Mygalomorphae

denotam uma evolugéo cariotipica independente em grupos basais de Araneae.

Palavras-chave: bivalente sexual, cari6tipo, citogenética, meiose, trivalente sexual
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INTRODUCAO

Uma visdo amplamente aceita sobre a evolugao dos cromossomos sexuais €
que sua origem ocorreu a partir de um par de cromossomos autossémicos. A
diferenciacdao dos cromossomos sexuais em elementos heteromérficos envolve o
bloqueio da recombinagéo génica durante a meiose nas regides cromossémicas em
que ha acumulo de genes com fung¢des determinantes do sexo. Em diferentes
grupos de organismos, a evolugdo dos cromossomos sexuais parece ter ocorrido de
forma independente, considerando que espécies filogeneticamente mais derivadas
possuem cromossomos sexuais heteromoérficos enquanto que espécies basais
apresentam cariétipos idénticos em ambos 0s sexos, sem cromossomos sexuais
diferenciados (Traut et al., 1999; Sumner, 2003, Bressa et al., 2009).
Adicionalmente, em alguns grupos existe uma grande diversidade de sistemas
cromossOmicos sexuais cuja origem pode ter ocorrido repetidas vezes e nao pode
ser facilmente explicada somente a partir do sistema que € encontrado com maior
freqUéncia ou que esta presente nas espécies basais.

As aranhas s&do organismos particularmente interessantes para desenvolver
estudos sobre evolugdo dos cromossomos sexuais, pois além da grande diversidade
de tipos de sistemas, este parece ser o unico grupo no qual ha uma predominancia
do sistema cromossémico sexual (SCS) multiplo do tipo X1X,0 (Kral et al., 2011).
Este tipo de sistema tem sido considerado como uma caracteristica ancestral para
as aranhas, uma vez que foi registrado em espécies pertencentes a taxons
filogeneticamente basais e derivados (Suzuki, 1954). Embora a propria origem do
sistema cromossdmico sexual XiXp0 ainda n&o tenha sido elucidada para as
aranhas, diversos autores tém demonstrado que rearranjos envolvendo apenas 0s

cromossomos sexuais X1 e X, ou estes cromossomos sexuais e autossomos foram
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responsaveis pela diferenciagdo de outros tipos de sistemas simples ou multiplos
encontrados nas espécies deste grupo, como, por exemplo, X0, X;X2X30,
X1X2X3X40, X1X2Y, X1 X2X3Y, X1 X2X3X4Y, XY, (para revisdo ver Araujo et al., 2012).
No entanto, o aumento dos estudos citogenéticos em aranhas, principalmente
naquelas pertencentes a clados basais de Araneomorphae, tem revelado que alguns
tipos de SCS nao foram originados diretamente a partir do sistema X4X20, mas de
outros sistemas derivados, como € o caso da origem do sistema X0 a partir do
sistema XY e do sistema XY a partir do sistema X1XoY (Kral et al., 2006).

Segundo Platnick (2013), a ordem Araneae possui 43.678 espécies, as quais
estdo agrupadas em 112 familias e distribuidas em trés grandes grupos,
Mesothelae, Mygalomorphae e Araneomorphae. Os estudos citogenéticos foram
realizados em apenas 676 espécies de aranhas (Araujo et al., 2012, 2013), sendo a
maioria destes (cerca de 600) restritos as aranhas Entelegynae, uma linhagem
considerada derivada dentro de Araneomorphae (Coddington & Levi, 1991).

A infraordem Mygalomorphae engloba 2.731 espécies, distribuidas em 329
géneros e 16 familias (Platnick, 2013). Citogeneticamente, somente 19 espécies de
migalomorfas, pertencentes a seis familias, foram examinadas (Araujo et al., 2013).
A familia Atypidae, com apenas quatro representantes estudados, mostrou 2n=14, o
menor numero dipldide ja encontrado em Mygalomorphae, 2n=41, 2n=t44, e 2n=+46
(Suzuki, 1949, 1950, 1954; Rezag et al., 2006; Kral et al., 2011). Além disso, nas
especies desta familia foram observados trés tipos de SCS, X0, X1X;0 e XY; vale a
pena ressaltar que este € o unico registro de sistema sexual que inclui um
cromossomo sexual Y para aranhas desta infraordem (Rezag et al., 2006). A familia
Theraphosidae, com 10 representantes analisados, mostrou a maior variabilidade de

numero dipldide, incluindo espécies com 2n=16, 2n=43-46, 2n=44, 2n=48, 2n=74,
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2n-74-81, e 2n=110 (Painter, 1914; Akan et al., 2005; Vitkova et al., 2005; Kral et al.,
2011); no entanto, em apenas duas espécies existem informacgbes sobre o SCS, os
quais foram dos tipos X1X20 e X1XoX3X40 (Painter, 1914; Kral et al., 2011). Em
Dipluridae, somente duas espécies foram investigadas, as quais mostraram numeros
diploides altos, ou seja, 2n=86, X1X20 e 2n=90, X1X2X3X40 (Srivastava & Shukla,
1986; Kral et al., 2011). As familias Antrodiaetidae, Ctenizidae e Euctenizidae
possuem apenas um representante estudado, que exibiram 2n=46, 2n=42 e 2n=t44,
respectivamente (Hetzler, 1979). Nas espécies destas trés ultimas familias, dados
sobre os tipos de SCS nao foram determinados.

Com o objetivo de adicionar informagdes sobre as caracteristicas cariotipicas
em espécies de aranhas pertencentes a grupo basais, as quais podem contribuir
para o entendimento da evolugdo cariotipica no grupo, quatro espécies de
Theraphosidae da fauna brasileira foram analisadas, através de técnicas de

coloracao convencional e diferencial.

MATERIAL E METODOS

Quatro espécies de Mygalomorphae, todas pertencentes a familia
Theraphosidae, foram analisadas citogeneticamente. As espécies estudadas com
seus respectivos numero de individuos e localidades de coleta foram mencionados

na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies de Theraphosidae com seus respectivos numeros de individuos
citogeneticamente analisados e locais de coleta no estado do Piaui, Brasil.

Espécie Numero de Localidade
individuos
Guyruita cerrado 34 Floresta Nacional de Palmares (05°03’S 42°35'W), Altos
Oligoxystre bolivianum 18 Parque Nacional Serra da Capivara (08°26’S 42°45'W), Sao Raimundo Nonato
Oligoxystre caatinga 24 Parque Nacional de Sete Cidades (04°05’S 041°43'W), Brasileira e Piracuruca

Oligoxystre rufoniger 18 Parque Nacional Serra da Capivara (08°26’S 42°45'W), Sao Raimundo Nonato
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O baixo numero de individuos estudados € decorrente de algumas limitagbes

que estdo mencionadas abaixo:

Local de coleta é de dificil acesso;

Distribuicdo das espécies é restrita ao bioma Caatinga;

Periodo de ocorréncia destas espécies € restrito a determinada estacdo do
ano, especificamente no Verao;

Baixa ocorréncia no campo;

Durante a coleta, é dificil determinar o estagio de desenvolvimento dos
individuos, ou seja, se estes sao subadultos sem ter iniciado a produgao de
gbnias, adultos em fase de producdo de espermatogonias e espermatocitos,
ou se sao individuos velhos com gbnadas em degeneracéo;

Dificil manutencdo dos individuos em laboratorio até atingir o estagio de
diferenciacao e ativagdo das génadas.

As preparagdes cromossOmicas foram obtidas de gbnadas de individuos

machos jovens e adultos, de acordo com a técnica empregada por Araujo et al.

(2005). Todas as preparagdes foram convencionalmente coradas com solugdo de

Giemsa a 3%. Estas preparagbes foram sequencialmente submetidas a técnicas

especificas para revelar o padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva

(técnica de obtencédo de bandas C e coloragao com fluorocromos base-especificos)

e das regides organizadoras de nucléolo (RONs - impregnacgao pelo ion prata). A

técnica de banda C empregada foi aquela descrita por Sumner (1972), sendo os

cromossomos posteriormente corados com 4’-6-dimidino-2-fenilindol (DAPI). A

coloracao com fluorocromos base-especificos DAPI, para revelar regides ricas em

sequéncias de bases AT, e Cromomicina A; (CMAg), para detectar regides ricas em

sequéncias de bases GC, foi aquela estabelecida por Christian et al. (1998). A



34

impregnacgao pelo ion prata seguiu o procedimento de Howell & Black (1980). Os
registros das células mitéticas e meidticas foram efetuados em um fotomicroscopio
Olympus BX51, utilizando o software DP Controller. A classificagcdo morfolégica dos

cromossomos foi realizada de acordo com a proposicéo de Levan et al. (1964).

RESULTADOS
Guyruita cerrado

As preparagbes cromossOmicas testiculares submetidas a coloracao
sequencial Giemsa - impregnacéao pelo ion prata mostraram a ocorréncia de nucleos
interfasicos pré-meio6ticos com trés blocos heteropicnéticos positivos proeminentes,
que correspondem a cromatina sexual (Fig. 1a). Adicionalmente, nestas
preparagdes, nucleos profasicos | iniciais revelaram a presenca de trés filamentos
fortemente impregnados pelo ion prata e dispostos proximos uns aos outros, mas
nao associados (Fig. 1b), os quais foram interpretados como cromossomos sexuais.

Espermatocitos | na fase de dipléteno e diacinese exibiram 30 bivalentes
autossGmicos regulares e uma estrutura inusitada com configuragéo de duas cruzes
desiguais linearmente associadas (Fig. 1c, 2a, 2c, 2e) ou de uma cruz com um dos
bracos extremamente desigual em relacdo aos demais (Fig. 1d). Estas mesmas
células submetidas a impregnacédo pelo ion prata demonstraram que os “cores”,
centrbmeros, e quiasmas de todos os elementos cromossdmicos apareciam
diferencialmente impregnados, possibilitando determinar que a estrutura inusitada
correspondia a um trivalente sexual relacionado ao SCS do tipo XY1Y>2. No trivalente
sexual, um brago do cromossomo X metacéntrico exibiu associagdo quiasmatica

intersticial com o brago longo do cromossomo Y1 telo/acrocéntrico e o outro brago do
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cromossomo X também demonstrou associagc&o quiasmatica intersticial com o brago
longo do cromossomo Y, telo/acrocéntrico, na fase de dipléteno (Fig. 2). Contudo,
somente um quiasma intersticial envolvendo um dos bragos do cromossomo X e um
do cromossomo Y, foi detectado na diacinese (Fig. 1d); nesta fase mais avancgada
da profase |, seguramente a terminalizagao do quiasma entre X e Y deve ocorrer.

Com relagcdo ao padrdao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva,
células profasicas | submetidas a técnica de obtencédo de bandas C e coradas com
DAPI mostraram marcagbes tenuamente fluorescentes na regido centromérica de
alguns bivalentes autossbmicos e na regido terminal de ambos os bragos do
cromossomo X e do brago longo do cromossomo Y (Fig. 2f).

Células metafasicas Il coradas com Giemsa confirmaram a ocorréncia de

cromossomos meta, submeta, e telo/acrocéntricos em G. cerrado (Fig. 1e).

Oligoxystre bolivianum, Oligoxystre caatinga e Oligoxystre rufoniger

A andlise de metafases espermatogoniais das trés espécies de Oligoxystre,
coradas convencionalmente, mostrou 2n=18+X,Y+X2Y2 nos machos subadultos e
adultos, com a maioria dos cromossomos meta/submetacéntricos, exceto um
elemento que apresentou morfologia telo/acrocéntrica. Este elemento impar
telo/acrocéntrico foi identificado como cromossomo sexual.

O caridtipo destas espécies revelou que o0s cromossomos decrescem
gradualmente em tamanho (Fig. 3) e adicionalmente, permitiu identificar um
elemento cromossémico metacéntrico extremamente grande e impar que também foi
considerado cromossomo sexual. A identificagdo de todos 0os cromossomos sexuais

e a determinacdo precisa do tipo de SCS somente foram possiveis através da
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analise de células meibticas submetidas aos diferentes tipos de coloragéo e
marcacgao de regides especificas.

O cromossomo sexual X; metacéntrico € o maior elemento do cariétipo; o
cromossomo Y4 telo/acrocéntrico exibiu tamanho intermediario entre os pares
autossbmicos 8 e 9; os cromossomos X, e Y, meta/submetacéntricos sdo os
menores elementos do complemento, sendo o cromossomo X, ligeiramente maior
que o Y3 (Fig. 3).

As metafases mitbdticas de O. bolivianum, O. caatinga e O. rufoniger coradas
com Giemsa e seqiencialmente submetidas a impregnacéo pelo ion prata (Fig. 4)
mostraram RONSs tipicas marcadas nas regides terminais no brago longo de pares
autossdmicos. As RONs foram reveladas nos elementos cromossémicos dos pares
3 e 8 de O. bolivianum (Fig. 4a-b), pares 3, 6 e 8 de O. caatinga (Fig. 4c-d) e pares
3, 6 e 8 de O.rufoniger (Fig. 4e-f).

Com relagdo a distribuicdo da heterocromatina constitutiva, somente
metafases mitéticas de O. bolivianum submetidas a coloragéo sequencial Giemsa —
técnica de obtencdo de bandas C coradas com DAPI mostraram um padrdo de
bandas bem definido quanto a localizagdo e quantidade de heterocromatina. Nesta
espécie, bandas fortemente fluorescentes ocorreram na regido pericentromérica na
maioria dos pares autossémicos, com excec¢ao dos elementos cromossémicos do
par 1 que nao exibiram bandas em toda extensdo cromossOmica (Fig 5a-b); os
cromossomos sexuais também mostraram bandas muito fluorescentes na regiao
pericentromérica, destacando-se aquelas do cromossomo X, que constituiam blocos
proeminentemente maiores e mais fluorescentes que aquele presente no

cromossomo Yz. Bandas C-DAPI adicionais foram detectadas na regido terminal de
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um dos bragos cromossdmicos do par 3 e do cromossomo sexual Y. As bandas C-
DAPI no cromossomo Y, sempre mostraram fluorescéncia ténue.

Padrées complementares de distribuicdo da heterocromatina constitutiva
através do emprego de coloracdo sequencial Giemsa—fluorocromos base-
especificos DAPlI e CMA; também foram obtidos somente nas metafases
espermatogoniais de O. bolivianum. Coloragdo sequencial Giemsa—DAPI mostrou
padrdo de distribuicdo pericentromérico de seqiéncias de bases AT altamente
repetidas muito semelhante aquele das bandas C coradas com DAPI, com excec¢ao
daquelas bandas C — DAPI adicionais na regido terminal de um dos bragos
cromossdmicos do par 3 e do cromossomo sexual Y, que ndo foram DAPI positivas
(Fig. 5c, 5d). O emprego de coloragao convencional Giemsa — CMA; revelou
sequéncia de bases GC altamente repetidas somente na regiao terminal do braco
longo do cromossomo sexual Y4 telo/acrocéntrico (Fig. 5c, 5d).

Nas trés espécies de Oligoxystre, espermatécitos | na fase de paquiteno,
corados convencionalmente com Giemsa exibiram dois filamentos finos, com regides
heteropicnéticas positivas e heteropicnoticas negativas, proximos um ao outro, mas
ndo associados (Fig. 6a e 7a). Estes filamentos foram interpretados como bivalentes
sexuais X1Y4 e XzY2. Nucleos interfasicos pré-meibdticos das trés espécies de
Oligoxystre, impregnados pelo ion prata, revelaram 4 filamentos fortemente
impregnados nao associados (Fig. 6b) que foram considerados como cromatina
sexual correspondente aos cromossomos sexuais Xi, Y4, Xz, € Y.

Células profasicas I, na fase de dipléteno e diacinese, das espécies de
Oligoxystre, submetidas a coloracdo sequencial Giemsa - impregnacado pelo ion
prata, exibiram 9 bivalentes autossdmicos tipicos quanto ao grau de condensacéo,

sinapse e formacdo de quiasmas, e dois bivalentes de tamanhos diferentes nao
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regulares quanto ao grau de condensacao e emparelhamento (Fig. 6¢-f). Esses dois
ultimos bivalentes mostraram uma regido cromossémica menos condensada e
consequientemente, heteropicnética negativa e outra regido com grau de
condensacao e coloragao semelhantes aquelas dos bivalentes autossémicos, isto é,
isopicnética (Fig. 6¢c e 6e). Nesta regido isopicnética de ambos os bivalentes
sexuais, um quiasma intersticial ou terminal foi detectado. O emprego da técnica de
impregnacdo pelo ion prata revelou os “cores” cromossdmicos, as regides
centroméricas e o0s quiasmas de cada bivalente cromossémico, permitindo
estabelecer que o bivalente ndo regular de maior tamanho correspondia ao bivalente
sexual X Y41 e aquele de menor tamanho, ao bivalente sexual X;Y,. Em ambos os
bivalentes sexuais, os cromossomos X4 e X, meta/submetacéntricos exibiram um
dos bragos heteropicnético negativo e o outro brago isopicnético; os cromossomos
Y1 telo/acrocéntrico e o Y, submetacéntrico mostraram bragcos cromossdmicos
isopicnéticos.

Espermatocitos Il na fase de metafase mostraram n=9+X;+X; e n=9+Y1+Y,
(Fig. 6g-h), confirmando a ocorréncia do SCS do tipo X1Y1+X2Y2 nos machos das
trés espécies de Oligoxystre. Espermatécitos | nas fases de paquiteno, diploteno e
diacinese de todas as espécies de Oligoxystre estudadas, submetidos a coloragao
sequencial Giemsa — técnica de obtencdo de banda C coradas com DAPI
confirmaram a ocorréncia de grandes blocos de heterocromatina na regido
pericentromérica dos cromossomos que constituem os bivalentes autossémicos e os
bivalentes sexuais XiY4 e X;Y2 (Fig. 7a-f), com excegdo dos cromossomos do
bivalente 1 que ndo exibiram bandas em toda a extensao cromossémica (Fig. 7d).
Bandas C-DAPI adicionais foram observadas na regido terminal dos cromossomos

do bivalente 3 de O. bolivianum (Fig. 7d), confirmando o padrao de bandas C-DAPI
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obtido nas metafases espermatogoniais desta espécie (Fig. 5b). A associagcao dos
resultados obtidos nos bivalentes sexuais sobre o padrao de picnose e de bandas C-
DAPI pericentroméricas comprovou que o0s cromossomos X; e Xo
meta/submetacéntricos possuiam um braco heteropicnético positivo e o outro,
isopicnético e que os cromossomos Y; telo/acrocéntrico e o Y
meta/submetacéntrico exibiam ambos os bragos isopicnéticos (Fig. 7c-d). Além
disso, foi possivel confirmar que o cromossomo sexual X, meta/submetacéntrico
possuia um bloco de bandas C-DAPI pericentromérico maior que aquele do
cromossomo Y, meta/submetacéntrico. Células profasicas | de O. caatinga
submetidas a coloragdo convencional com Giemsa—fluorocromo base-especifico
DAPI revelaram a presenca de sequUéncias de base AT altamente repetidas na
regido pericentromérica dos cromossomos que constituiam os bivalentes
autossbmicos e os bivalentes sexuais, com excec¢ao daqueles que compunham o
bivalente 1 e do cromossomo Y; que n&o exibiram bandas ao longo de toda

extensdo cromossomica (Fig. 7g-h).
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Figura 1. Células testiculares de Guyruita cerrado convencionalmente coradas com Giemsa (a, ¢, d,
e) e impregnada pelo ion prata (b). a. Nucleo interfasico pré-mei6tico com trés blocos
heteropicnéticos positivos que correspondem a cromatina sexual. b. Nucleo profasico | inicial com
trés filamentos diferencialmente impregnados pelo ion prata, que representam os cromossomos
sexuais. O detalhe mostra uma representacéo esquematica dos cromossomos sexuais. ¢. Dipléteno
tardio com 2n=3011+XY.Y,, exibindo o ftrivalente sexual com dois quiasmas intersticiais (seta
pequena). d. Diacinese com 2n=30I1+XY.Y,, denotando o trivalente sexual com um quiasma
intersticial (seta pequena) e um terminal (cabega de seta). e. Metafases Il com numeros
cromossémicos incompletos; a esquerda com cerca de 28 cromossomos e a direita com
aproximadamente 31, mostrando cromossomos metacéntricos (seta grande), submetacéntricos
(seta vazia), e telo/acrocéntricos (cabeca de seta vazia). Seta pequena=quiasma intersticial; cabeca
de seta=quiasma terminal. Escala=10um.
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Figura 2. Espermatécitos | na fase de dipléteno de Guyruita cerrado submetidos a coloragao
sequencial Giemsa-impregnagéo pelo ion prata (a, b e ¢, d) e Giemsa-técnica de obtengéo de bandas
C e coloragdo com 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (e, f). a, b. Com numero incompleto de
bivalentes autossémicos, 2n=23I1+XY,Y,. ¢, d. Com numero incompleto de bivalentes autossémicos,
2n=29I1+XY.Y,. Note o “core” cromossdmico (CC), centrobmero (CE), e quiasma intersticial (seta) e
terminal (cabeca de seta) nos bivalentes autossémicos e frivalente sexual XY.,Y,. Os insertos
mostram uma representacdo esquematica da associagdo quiasmatica entre um dos bragos do
cromossomo X e o brago longo do cromossomo Y, e entre o outro brago do cromossomo X e o brago
longo do cromossomo Y, e, f. Com numero incompleto de bivalentes autossémicos, 2n=2411+XY.,Y,,
mostrando marcacgéo fluorescente ténue puntiforme (seta vazia) na regido terminal de ambos os
bragos do cromossomo X e do brago longo do cromossomo Y,. O inserto mostra uma representagéo
esquematica da associacdo quiasmatica entre os elementos do trivalente sexual e da marcagéo
fluorescente (circulos azuis) nos cromossomos X e Y,. Cromossomo X=laranja+azul claro;
cromossomo Y,=azul escuro; cromossomo Y,=marrom. Escala=10um.
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Figura 3. Cari6tipos de representantes machos de Oligoxystre com 2n=22=18+X,Y,X,Y,, em
coloracao convencional. a. Oligoxystre bolivianum. b. Oligoxystre caatinga. c. Oligoxystre rufoniger.
Escala=10um.
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Figura 4. Metafases mitoticas espermatogoniais de Oligoxystre, com 2n=22=18+X,Y,+X,Y,, em
coloragdo sequencial convencional com Giemsa (a, ¢, e)-impregnacao pelo ion prata (b, d, f). a-b.
Oligoxystre bolivianum, RONs (setas) nos pares 3 (detalhe) e 8. c-d. Oligoxystre caatinga, RONs
(setas) nos pares 3, 6, e 8 (detalhe). e-f. Oligoxystre rufoniger, RONs nos pares 3, 6, e 8.
Escala=10um.
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Figura 5. Metafases mitéticas testiculares de Oligoxystre bolivianum, com 2n=22=18+X,Y,+X,Y,. a-b.
Coloragao sequencial convencional com Giemsa — técnica de obteng&o de bandas C coradas com
fluorocromo base-especificos DAPI, mostrando bandas proeminentes na regido pericentromérica da
maioria dos cromossomos, com exceg¢ao do par 1 que ndo exibiu bandas. As setas indicam bandas
adicionais na regido terminal de um dos bragos dos cromossomos do par 3 e do cromossomo sexual
Y,. c-d. Coloragcdo sequencial convencional com Giemsa — fluorocromo base-especifico DAPI,
revelando seqliencias de bases AT altamente repetidas na regido pericentromérica da maioria dos
cromossomos, com excegdo do par 1 que ndo apresentou bandas DAPI positivas. A regido terminal
de um dos bragos dos cromossomos do par 3 e do cromossomo Y, ndo mostrou bandas DAPI
positivas. O inserto demonstra cromossomo sexual Y, de O. bolivianum submetido a coloragéo
convencional Giemsa — fluorocromo DAPI — fluorocromo CMA,. Note a auséncia de banda DAPI
positiva na regido pericentromérica e a ocorréncia de regido DAPI negativa — CMA, positiva na por¢éo
terminal do brago longo deste cromossomo (setas). Escala=10um.
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Figura 6. Espermatocitos de Oligoxystre caatinga (a, e-h) e Oligoxystre bolivianum (b, c-d), com
coloragéo sequencial convencional com Giemsa (a, ¢, €, g, h) —impregnacéo pelo ion prata (b, d, f).
a. Paquiteno, exibindo 2 filamentos finos com regides heteropicnoticas positivas e negativas que
correspondem aos bivalentes sexuais X,Y, e X,Y,. b. Nucleo interfasico pré-meiético com 4
filamentos de cromatina totalmente impregnados pelo ion prata relacionados aos cromossomos
sexuais. c-f. Diploteno (c-d) e diacinese (e-f) com 9lI+X,Y,+X,Y,, mostrando bivalentes sexuais com
regides heteropicnéticas negativas e regides isopicnéticas (c-e), quiasma intersticial (seta) ou
terminal (cabecga de seta) nas regides isopicnéticas, centromeros (CE), e “cores” cromossOmicos
(CC). Os detalhes mostram representacdes esquematicas dos bivalentes sexuais XY, e X,Y, com
um quiasma intersticial (d) e com um quiasma terminal (f) entre os bragos isopicnéticos do X,Y, e do
X,Y,. g-h. Metéfases Il com n=11=9+X,+X, e n=11=9+Y.Y,, respectivamente. Cromossomo X,=verde
claro+verde escuro; cromossomo Y,=verde escuro; cromossomo X,=marrom+bege; cromossomo
Y,=bege. Escala=10um.



46

Ll
y ‘o-"a,"‘: .
¢ 's—f‘:;_-_s“i-‘-
L 3 P < :
Koy as” W)
AN XY,
he ™ 51 1-XY,
2y (B A
VA E TS .

1 ' g

Figura 7. Espermatécitos | de Oligoxystre caatinga (a, b, e-h) e de Oligoxystre bolivianum (c,d),
submetidos a coloragao sequencial convencional com Giemsa - técnica de obtencdo de bandas C
coradas com DAPI (a-f) e coloragdo sequencial com Giemsa — fluorocromo base-especifico DAPI (g-
h). a-b. Paquiteno, exibindo bivalentes sexuais X,Y, € X,Y, com regides heteropicnéticas positivas e
negativas (a) e bivalentes autossémicos e sexuais com bandas C — DAPI pericentroméricas (b). c-d.
Duas células diploténicas, com 911+X,Y,+X,Y, em cada célula, mostrando bivalentes sexuais com uma
regido heteropicnotica negativa e outra, isopicnética (c) e com bandas C-DAPI pericentroméricas
proeminentes no X,, Y,, e X, (d). Note bivalente 1 sem bandas C-DAPI e bivalente 3 com bandas C-
DAPI adicionais aquelas pericentroméricas. Seta=quiasma intersticial; cabega de seta=quiasma
terminal; CE=centrémero. e-f. Diacinese, com 9lI+X,Y,+X,Y, e bandas C-DAPI ténues nas regides
pericentroméricas dos bivalentes autossémicos e sexuais. g-h. Diacinese, com 9lI+X,)Y +X,Y, e
bandas DAPI positivas nas regides pericentroméricas dos cromossomos que formam os bivalentes
autossémicos e os bivalentes sexuais, com exce¢éo do bivalente 1 e do cromossomo Y, que néo
exibiram bandas DAPI fluorescentes. Escala=10um.
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DISCUSSAO

Embora o principal enfoque deste trabalho seja a descricdo dos SCS do tipo
XY1Y2 e X1Y1+X2Y2, ambos ndo registrados nas espécies de aranhas ja analisadas
do ponto de vista citogenético, e dos mecanismos cromossémicos envolvidos na
origem destes tipos de sistemas, vale a pena ressaltar que a inspecao de aspectos
relacionados ao comportamento dos cromossomos na meiose (condensacéo,
sinapse, quiasma e segregacao) foi extremamente importante para estabelecer os
tipos de SCS e os possiveis rearranjos cromossOmicos que ocorreram no pProcesso
de origem destes sistemas.

Araneae possui trés linhagens filogenéticas, Mesothelae, Mygalomorphae e
Araneomorphae. Mesothelae constitui um grupo basal e Araneomorphae inclui dois
subgrupos, Haplogynae e Entelegynae, dos quais o ultimo € considerado derivado
(Coddington & Levi, 1991). Levando-se em conta que numero dipldide alto (2n=+96)
estd presente em Mesothelae e também ocorre em espécies de Mygalomorphae,
alguns pesquisadores tém proposto que a evolugdo cromossémica nas aranhas tem
se processado por redugao do numero dipldide, através de rearranjos somente entre
0s autossomos ou entre 0os autossomos e 0s cromossomos sexuais (Suzuki, 1954;
Kral et al., 2006). Entretanto, a ampliacado dos estudos citogenéticos, principalmente
em espécies de grupos basais, tem revelado a presenga de numeros diploides
baixos, como o 2n=14 e 2n=16 descritos (Akan et al., 2005; Reza¢ et al., 2006) para
dois representantes de Mygalomorphae pertencentes a diferentes familias.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que G. cerrado possui
2n=63 e as trés espécies do género Oligoxystre, 2n=22. Estes numeros diploides
sdo inéditos para a familia Theraphosidae e para espécies de migalomorfas como

um todo; além disso, 0 2n=22 é um dos menores numeros cromossdmicos verificado
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para as aranhas desta infraordem. Estas informagdes indicam que numero diploide
baixo n&o representa um fato inusitado para as aranhas Mygalomorphae, mas a sua
baixa freqiiéncia neste grupo e auséncia em Mesothelae possivelmente é decorrente
do pequeno numero de espécies investigadas sob o ponto de vista citogenético.
Adicionalmente, estes dados levantam a possibilidade de que a evolugao
cromossOmica em aranhas nao ocorreu de modo linear, ou seja, através da redugao
do numero dipldide dos grupos basais para os derivados, mas pelo contrario, de que
a diferenciacdo cariotipica, quer seja pela diminuicdo ou aumento do numero
cromossdmico, ocorreu diversas vezes e de maneira independente, nas diferentes
linhagens de Araneae.

Nas Entelegynae (2n=10 a 2n=+52, com morfologia cromossdmica
predominantemente telo/acrocéntrica e SCS do tipo X1X20 na maioria das espécies,
seguido pelos tipos X0, X1X2X30, X1X2X3X40, XY, X1X2X3Y, X1 Xo2X3X4X5Y € XnY,), 0s
rearranjos cromossOmicos concernentes a origem dos SCS simples e multiplos
parecem ter envolvido predominantemente os cromossomos sexuais X. Por outro
lado, nos grupos filogeneticamente basais de Araneae, isto é, Haplogynae (2n=7 a
2n=40), Hypochilidae (2n=29), Austrochilidae (2n=38), Mygalomorphae (2n=14 a
2n=110) e Mesothelae (2n=196), com o0s cromossomos predominantemente
meta/submetacéntricos e SCS do tipo X0, XY, NeoXY, X1 X2Y, e X1X20, e X1X2X3X40
0s rearranjos cromossdémicos responsaveis pela diferenciagdo dos sistemas NeoXY
e X4X2Y parecem ter envolvido o cromossomo sexual X e autossomos (Silva, 1988;
Rezadé et al., 2006) e na diferenciacdo dos sistema X0, XY, e XiXoX3X40 os
rearranjos cromossOmicos parecem ter acontecido entre 0os cromossomos sexuais
X1 e Xz ou entre os cromossomos sexuais X1, Xz e Y (Kral et al., 2006, 2011; Rezad

et al., 2006).
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Assim como em outras espécies basais de Araneae, a diferenciacdo dos
cromossomos sexuais de G. cerrado e das espécies de Oligoxystre esta relacionada
a rearranjos entre 0s cromossomos sexuais e autossomos. Em G. cerrado a origem
SCS do tipo XYY, parece ter envolvido rearranjos entre o cromossomo sexual X, do
sistema X0, e dois pares autossémicos (Figura 8). Na evolug¢ao deste sistema, um
elemento autossémico acrocéntrico sofreu fissdo céntrica e posterior fusdo em
tandem com um dos bragos do cromossomo X metacéntrico; o elemento homdlogo
deste cromossomo fusionado a um dos bragos do X passou a funcionar como
cromossomo sexual Y4. Outra fusdo em tandem, envolvendo um elemento
autossbmico adicional, ocorreu no outro brago do cromossomo sexual X; neste
processo, o cromossomo homoélogo aquele fusionado ao X constituiu o Y,. Os
fragmentos céntricos de ambos os autossomos fusionados ao cromossomo X foram
perdidos. Os segmentos cromossémicos de ambos os elementos fusionados ao
cromossomo X ainda retém uma grande regido de homologia com os seus
correspondentes autossdmicos (Y4 e Y3), pois durante fases iniciais da meiose foi
observado quiasma intersticial entre o cromossomo X e os cromossomos Y e Ya.

Considerando o comportamento assinaptico entre os bivalentes sexuais XY
e X2Y2 de Oligoxystre durante a meiose, € possivel inferir que a evolugdo dos
cromossomos sexuais provavelmente se deu a partir de um sistema X1X,0 (Figura
9). Neste processo, provavelmente ocorreu duas fusdées em tandem entre elementos
autossbmicos acéntricos ndo homologos e 0s cromossomos sexuais: a primeira em
um bragco do cromossomo X e a outra, em um dos bragos do cromossomo X,. Os
dois cromossomos autossdmicos homologos aqueles fusionados ao cromossomo X4
e Xz deram origem aos cromossomos sexuais Yi e Y acrocéntricos,

respectivamente.
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Alternativamente, a diferenciagédo do sistema XY 1+X,Y2 poderia ter ocorrido a
partir de um sistema X0 (Figura 10). Neste evento, inicialmente, o cromossomo X
metacéntrico sofreu fissdo céntrica, dando origem aos cromossomos X; e X
acrocéntricos. Posteriormente, houve fusdes céntricas, entre dois cromossomos
autossomos ndo homoélogos, também acrocéntricos, e os cromossomos X4 e Xy,
resultando em cromossomos sexuais X metacéntricos. Os elementos autossémicos
homologos aqueles fusionados ao cromossomo X; e X; deram origem aos
cromossomos sexuais Y1 e Y. A presenca de quiasma entre 0s cromossomos X4 e
Y1 e entre os cromossomos X; e Y indica que os segmentos autossémicos destes
cromossomos sexuais ainda nao estdo totalmente diferenciados e guardam regides
de homologia.

Preparacdes cromossOmicas das quatro espécies de Theraphosidae aqui
analisadas foram submetidas a impregnacéao pelo ion prata para identificar as RONs
ativas; porém, nas células de G. cerrado nao foram observadas marcacgdes
correspondentes as RONs. As trés espécies de Oligoxystre revelaram RONs
somente sobre a regido terminal de pares autossémicos. Este padréao de distribuicao
das RONs é o mais frequente para as aranhas (Araujo et al., 2012) e também foi
observado na unica espécie de Mygalomorphae, pertencente a familia Dipluridae,
analisada sob este aspecto, a qual exibiu quatro RONs sobre dois pares de
cromossomos autossémicos (Kral et al., 2011).

Embora as trés espécies do género Oligoxystre mostraram RONs
autossbmicas, diferencas foram observadas quanto ao numero e localizagcado destas
regides, ou seja, O. bolivianum apresentou quatro RONs sobre os pares 3 e 8
enquanto que O. caatinga e O. rufoniger revelaram seis RONs sobre os pares 3, 6,

8, respectivamente. Este resultado indica que a presenca de RON sobre os pares 3
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e 8 constitui um carater compartilhado por estas espécies e que a evolugdo
cariotipica de Oligoxystre envolveu modificacbes em regides cromossOmicas
especificas sem alteragdo na estrutura macro-cariotipica, a qual parece ser
altamente conservada entre as espécies examinadas. Desta forma, a analise
citogenética de outras espécies de Oligoxystre, principalmente através de
metodologias que identificam longitudinalmente os cromossomos, € imprescindivel
para estabelecer o0s eventos responsaveis pela diferenciagdo cariotipica
interespecifica nas aranhas deste género.

O emprego de técnicas que identificam regides de heterocromatina
constitutiva ndo forneceu dados que permitissem a diferenciacao interespecifica das
espécies de Oligoxystre que possuem caridtipos semelhantes; porém, foi
extremamente importante para auxiliar na identificagdo dos cromossomos sexuais
das quatro espécies investigadas neste trabalho. Além disso, a presenca de
pequenos blocos de heterocromatina constitutiva nos cromossomos sexuais de G.
cerrado e Oligoxystre indica que o SCS destas espécies teve uma origem recente,
uma vez que o acumulo de sequUéncias de base de DNA altamente repetidas e o
bloqueio na recombinacdo génica entre segmentos homoélogos sdo os principais
fatores responsaveis pela diferenciagdo dos cromossomos sexuais em diferentes

organismos.
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Figura 8. Representag¢édo esquematica da proposta de origem do sistema cromossémico sexual do
tipo XY,Y,de Guyruita cerrado a partir de um sistema X0. A -A,' e A,-A,'= pares autossOmicos.
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Figura 9. Representagéo esquematica da origem hipotética do sistema cromossémico sexual do tipo
XY +X,Y, das espécies de Oligoxystre a partir de um sistema X, X,0. A-A,' e A,-A,'= pares
autossodmicos.
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RESUMO

A familia Filistatidae possui 112 espécies descritas taxonomicamente, as quais estao
agrupadas em 17 géneros. Anadlises filogenéticas revelaram que os géneros de
Filistatidae estdo subdivididos em duas subfamilias: Filistatinae e Prithinae.
Citogeneticamente, somente duas espécies de Filistatinae foram descritas, Filistata
insidiatrix (2n=33,X1X.Y) e Kukulcania hibernalis (2n=24,X1X20). O objetivo deste
trabalho € apresentar dados citogenéticos inéditos, em coloragdo convencional e
diferencial, de duas espécies de Filistatidae, pertencentes a subfamilias distintas,
Kukulcania hibernalis (Filistatinae) e Misionella mendensis (Prithinae), e contribuir
para o entendimento dos mecanismos de evolugdo cromossémica que tem ocorrido
neste grupo. As preparagbes cromossdmicas foram obtidas de gbnadas de
individuos adultos e embrides, submetidas a coloracdo com Giemsa, bandamento C
e impregnacgao pelo ion prata. A analise de células mitéticas e meibticas de K.
hibernalis revelou 2n=25 para machos, 2n=26 para fémeas e sistema cromossdémico
sexual (SCS) do tipo X1X2Y/X1X1X2X2. Todos os cromossomos exibiram morfologia
metacéntrica, exceto um elemento do par 9, que apresentou morfologia
submetacéntrica. Em nucleos profasicos |, os cromossomos sexuais estavam
localizados préximos uns aos outros, porém sem associagéo. Durante o dipléteno,
foi possivel visualizar um trivalente sexual, além de 11 bivalentes autossémicos.
Células impregnadas pelo ion prata revelaram regides organizadoras de nucléolo
(RONSs) na regido terminal dos pares 1, 5 e 10. O emprego do bandamento C e
coloragdo com DAPI mostrou blocos de heterocromatina constitutiva (HC) nas
regides terminais de ambos os bragos dos cromossomos autossOmicos e sexuais.
Além disso, bandas C intersticiais foram visualizadas no par 4 e o cromossomo

sexual Y apresentou-se completamente heterocromatico. O estudo de cariétipos de
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individuos machos de M. mendensis exibiu o numero diploide 2n=21, SCS do tipo
X1X2Y e morfologia meta/submecéntrica dos cromossomos. A andlise de células
testiculares meioticas revelou que o comportamento dos cromossomos sexuais foi
semelhante daquele aquele observado em K. hibernalis. Em M. mendensis, as
RONs estavam localizadas na regido terminal dos pares 1, 3 e 5. Células
submetidas ao bandamento C e coradas com DAPI evidenciaram HC na regiao
pericentromérica de todos os cromossomos, além de blocos adicionais na regiao
intersticial dos pares 5 e 8. Embora as informagdes citogenéticas para Filistatidae
sejam escassas, os resultados disponiveis mostram a ocorréncia de uma grande
variabilidade de numero diploide neste grupo, porém a manuteng¢do do SCS do tipo
X1X2Y. Adicionalmente, a diferenciacao cariotipica entre as espécies desta familia
parece nao ter envolvido apenas o numero de autossomos, mas também sitios

cromossOmicos especificos, como as regides de heterocromatina constitutiva.

Palavras-chave: cari6tipo, heterocromatina constitutiva, meiose, regido organizadora

de nucléolo, trivalente sexual
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INTRODUCAO

A familia Filistatidae é composta por 112 espécies, agrupadas em 17
géneros, e apresenta uma ampla distribuicado geografica, com maior diversidade em
regides tropicais e subtropicais (Gray, 1995; Ramirez e Grismado, 1997; Platnick,
2013). Dentre as aranhas da linhagem Haplogynae, Filistatidae é considerada basal,
constituindo grupo irmao de todas as outras 24 familias, que correspondem ao clado
das haploginas derivadas (Coddington e Levi, 1991; Platnick, 2013).

Do ponto de vista filogenético, ha poucos estudos quanto a relagdo entre os
géneros de Filistatidae. Contudo, Gray (1995) e Ramirez e Grismado (1997)
subdividiram a familia em dois grupos: Filistatinae e Prithinae. A subfamilia
Filistatinae compreende trés géneros, Sahastata, Filistata e Kukulcania, enquanto
Prithinae inclui Filistatinella, Filistatoides, Lihuelistata, Misionella, Pikelinia,
Afrofilistata, Andoharano, Pritha, Yardiella e Wandella, totalizando dez géneros
(Ramirez e Grismado, 1997). Esta proposta filogenética nao incluiu os quatro outros
géneros pertencentes a Filistatidae, Microfilistata, Pholcoides, Triculamus e Zaitunia
(Platnick, 2013).

Citogeneticamente, apenas duas espécies de Filistatidae foram investigadas,
Filistata insidiatrix e Kukulcania hibernalis, as quais apresentaram cariotipos com
2n=33, X:X2Y e 2n=24, X.X.0, respectivamente. Em ambas as espécies, os
cromossomos mostraram morfologia meta/submetacéntrica (Rodriguez Gil et al.,
2002; Kral et al.,, 2006). No presente trabalho, duas espécies de Filistatidae
pertencentes a diferentes subfamilias foram analisadas, Kukulcania hibernalis
(Filistatinae) e Misionella mendensis (Prithinae), com o objetivo de adicionar dados

citogenéticos em coloracdo convencional e diferencial, e contribuir para o
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entendimento dos mecanismos de evolugdo cromossOmica que ocorreram nesta

familia.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, uma amostra composta por 19 exemplares de Filistatidade foi
analisada, a qual incluiu: oito individuos machos e quatro individuos fémeas de
Kukulcania hibernalis (Hentz, 1842) provenientes de Barra do Jacaré (23°06'54"S,
50°10'51"W), Parana, Brasil; trés exemplares machos e quatro embrides (trés
machos e uma fémea) de Misionella mendensis (Mello-Leitdo, 1920) coletados nos
municipios de Rio Claro (22°24'39"S, 47°33'39"W) e S&o Paulo (23°32'52"S,
46°38'9"W), Sao Paulo, Brasil. Todos os exemplares analisados foram depositados
na colecdo do Laboratério Especial de Cole¢des Zoologicas, do Instituto Butantan,
Sao Paulo, Brasil (IBSP, curadora Darci Moraes Barros-Battesti).

As preparacdes cromossémicas foram obtidas a partir de gbnadas de
individuos adultos e embrides, seguindo a metodologia descrita por Araujo et al.
(2005). Todas as preparagdes citoloégicas foram convencionalmente coradas com
solugdo de Giemsa a 3%. Para a identificacdo das regides organizadoras de
nucléolo (RONSs) e localizagdo das regides de heterocromatina constitutiva, algumas
preparagdes cromossdmicas foram submetidas as técnicas de impregnacéao pelo ion
prata (Howell e Black, 1980) e bandamento C (Sumner, 1972), respectivamente.
Para uma melhor resolugdo do padrdo de bandas C, os cromossomos foram
corados com 4-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Todas as células foram fotografadas
em um microscopio Olympus BX 51, com camera digital acoplada DP 71, utilizando

o software DP Controller. As medidas cromossOmicas foram realizadas através do
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plugin LEVAN, desenvolvido por Sakamoto e Zacaro (2009). A classificacéo

morfolégica dos cromossomos seguiu a proposta de Levan et al. (1964).

RESULTADOS
Kukulcania hibernalis

A analise de metafases mitéticas de K. hibernalis revelou o numero diploide
2n=25 para machos e 2n=26 para fémeas (Figura 1a-b). O estudo comparativo de
células mitéticas de machos e fémeas e células metafasicas Il de machos, mostrou a
presenca de um sistema cromossodmico sexual (SCS) do tipo X4X2Y/X1X1 XX, para
esta espécie (Figura 1). O caridtipo de individuos machos € composto por
cromossomos de tamanho grande (pares 1 e 2), médios (pares 3 a 10) e pequeno
(par 11). Os cromossomos sexuais Xi e Xp, possuem tamanho médio e o
cromossomo Y €& extremamente pequeno, sendo identificado como o menor
elemento do caridtipo. Todos o0s cromossomos apresentaram morfologia
metacéntrica, com exce¢ao de um dos elementos do par 9, que era submetacéntrico
(Figura 1a). Este heteromorfismo, relacionado ao par 9, foi identificado em trés
exemplares machos, nos quais foi possivel realizar uma analise cariotipica mais
detalhada. Uma constricdo secundaria foi facilmente visualizada na regido terminal
do brago curto de ambos os elementos do par 10.

Nucleos profasicos | iniciais evidenciaram trés blocos heteropicnéticos
positivos, sendo dois grandes e um pequeno, os quais foram interpretados como
correspondentes a cromatina sexual (Figura 2a). Células diploténicas exibiram 11
bivalentes autossdbmicos com um quiasma terminal ou intersticial (Figura 2b-f),
exceto o bivalente de maior tamanho que, ocasionalmente, apresentou dois

quiasmas, sendo um terminal e outro intersticial (Figura 2b, d). Os cromossomos
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sexuais foram facilmente identificados, uma vez que formavam uma configuragéo
trivalente, com todos os elementos associados através de suas regides terminais.
Nesta associagdo, ambos os bragos dos cromossomos X; e X, estavam associados
de forma aquiasmatica com ambos os bragos do cromossomo Y, o qual sempre
assumia uma posicdo central nesta configuragcédo trivalente (Figura 2b-f). Nesta
subfase da meiose, todos os bivalentes autossbmicos e o trivalente sexual,
apresentaram-se isopicnoticos.

Metafases espermatogoniais submetidas a coloragdo sequencial Giemsa —
impregnacgao pelo ion prata, revelaram a ocorréncia de seis RONs localizadas na
regido terminal do brago curto dos pares 1, 5 e 10 (Figura 3). No entanto, na amostra
de células analisada, o numero de cromossomos marcados pelo ion prata variou de
dois a cinco. Adicionalmente, as RONs localizadas nos elementos do par 10,
corresponderam as regides de constricdo secundaria, evidenciadas em células
coradas com Giemsa.

Células testiculares coradas com Giemsa, e posteriormente submetidas ao
bandamento C, mostraram heterocromatina constitutiva na regido terminal do brago
curto de todos os pares autossOmicos e cromossomos sexuais X4 e X,, com excegao
do par 5. Além disso, blocos de heterocromatina foram visualizados na regiao
terminal do braco longo dos pares 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11 e cromossomo sexual X..
Bandas adicionais foram localizadas na regiao intersticial do bragco curto de ambos
os elementos do par 4. O cromossomo sexual Y apresentou-se inteiramente
heterocromatico. Os blocos de heterocromatina presentes no braco curto do par 10,
foram coincidentes com a regido de constrigdo secundaria (Figura 4a-b). Além do
padrao de banda C observado em células mitéticas, o estudo de células meidticas

permitiu identificar blocos adicionais de heterocromatina na regido pericentromérica
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do cromossomo sexual Xz. O cromossomo sexual Y mostrou marcagao intensa,
sendo facilmente identificado em espermatocitos diploténicos (Figura 4c-d). Em
metafases Il, foi possivel confirmar que as regides bandas C positivas do par 1 eram
mais ténues quando comparadas com aquelas dos outros cromossomos (Figura 4e-

f).

Misionella mendensis

A analise do cariétipo de individuos macho de M. mendensis mostrou o
numero diploide 2n=21, SCS do tipo XiX.Y, e todos os cromossomos com
morfologia metacéntrica, com excec¢ado daqueles do par 1, que se apresentaram
submetacéntricos (Figura 5a). Com relagdo ao tamanho, os autossomos
decresceram gradualmente, os cromossomos sexuais X1 e X; foram identificados
como os maiores elementos do complemento, enquanto o cromossomo Y constituiu
o menor elemento do cariétipo. Adicionalmente, constricbes secundarias foram
localizadas na regido intersticial do braco longo dos cromossomos dos pares 1 e 2.
O estudo de células meibticas confirmou o numero diploide e o tipo de SCS
estabelecido para esta espécie (Figura 5b-d). Em dipldéteno, os bivalentes
autossdmicos exibiram um quiasma terminal ou intersticial, e os cromossomos
sexuais estavam associados em uma configuracdo trivalente (Figura 5b),
semelhante aquela verificada em K. hibernalis. Nucleos em metafase ||l mostraram
n=9+X4X; e n=9+Y (Figura 5c-d), evidenciando a segregac¢ao balanceada de todos
0S Cromossomos.

Células mitéticas embrionarias sequencialmente coradas com Giemsa e
impregnadas pelo ion prata, revelaram 6 RONs na regido terminal dos bragos curtos

dos cromossomos dos pares 1, 3 e 5 (Figura 6a-b). Nesta espécie, as RONs nao
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foram coincidentes com as regides de constricdo secundaria. Metafases mitoticas
submetidas ao bandamento C mostraram heterocromatina constitutiva na regiao
pericentromérica de todos os cromossomos; bandas adicionais foram verificadas na
regido terminal do brago curto dos pares 5 e 8 (Figura 6¢-d). A heterocromatina

terminal localizada no par 5 foi coincidente com a RON.
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Figura 1. Células mitéticas (a-b) e meiédticas (¢) de Kukulcania hibernalis coradas com Giemsa. (a)
Caribtipo, 2ng=25=22+X,X,Y, com cromossomos metacéntricos. Note o heteromorfismo quanto a
morfologia dos cromossomos do par 9 (meta/submetacéntricos). As setas indicam constricdo
secundaria. (b) Metafase oogonial com 2n=26. (¢) Metafases Il, exibindo n=11+Y (polo esquerdo) e
n=11+X,X, (polo direito). Escala=10um.
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Figura 2. Células testiculares de Kukulcania hibernalis, coradas com Giemsa. (a) Nucleo profasico l,
revelando a heteropicnose positiva dos cromossomos sexuais. (b-f) Diplétenos com 1111+X,X.Y,
mostrando bivalentes com quiasma intersticial (seta) e quiasma terminal (cabeca de seta). O
destaque em b e o asterisco evidenciam um bivalente biquiasmatico. Note a associagéo trivalente
dos cromossomos sexuais X, X,Y. Escala=10um.
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Figura 3. Metafase mitética de Kukulcania hibernalis macho com 2ng=25=22+X,X,Y, corada com
Giemsa (a) e impregnada pelo ion prata (b). Observe as regides organizadoras de nucléolo (setas)
localizadas na regido terminal dos pares 1, 5e 10. Escala=10um.
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Figura 4. Células testiculares de Kukulcania hibernalis coradas com Giemsa (a, ¢, ) e submetidas
ao bandamento C (b, d, f). (a-b) Cariétipo com 2ng=25=22+X,X,Y. Notar a predominancia de
heterocromatina constitutiva nas regides terminais dos cromossomos. As setas grandes em a
indicam constricao secundaria. (c-d) Diploéteno, com 1111+X,X,Y, evidenciando o cromossomo Y
totalmente heterocromatico. O bivalente do par 1 mostra marcagdes ténues de heterocromatina
constitutiva. Seta pequena=quiasma intersticial; cabecga de seta=quiasma terminal. (e-f) Metafases
[l com n=11+X,X, (polo esquerdo) e n=11+Y (polo direito). Notar marcagédo de banda C pouco
intensa nos cromossomos do par 1. Escala=10um.
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Figura 5. Células de Misionella mendensis macho, coradas com Giemsa. (a) Cari6tipo, 2ngd
=21=18+X,X,Y e cromossomos com morfologia predominantemente metacéntrica. As setas
grandes apontam para regibes de constrigdo secundaria. (b) Dipléteno, exibindo 9lI+X.X,Y e
bivalentes autossémicos com um quiasma terminal (cabecga de seta) ou intersticial (seta pequena).
Em destaque o trivalente sexual X, X,Y. (c-d) Metéafases Il com n=9+X,X, e n=9+Y, respectivamente.
Escala=10um.



74

Y =3

;‘ 3 ‘,_; k
; N O T

3/ \1 o 4 \1 y
ui'v - i,
5_ a 3 xv 5_ “& i
N e a,"ﬁ Fe+ . N
X X, a N "‘- 'f*?‘ Xs b

Figura 6. Células mitoticas de embrides de Misionella mendensis convencionalmente coradas (a, ¢),
impregnada pelo ion prata (b) e submetida ao bandamento C (d). (a-b) Metafase com 2nJg
=21=18+X,X,Y, revelando regides organizadoras de nucléolo (seta) na regido terminal dos pares 1, 3
e 5. Na figura b o cromossomo Y né&o esté evidente. (c-d) Metafase com 2nQ=22=18+X,X,X,X,,
mostrando heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica de todos os cromossomos.
Observe blocos heterocromaticos adicionais nos pares 5 e 8. Escala=10um.
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DISCUSSAO

As caracteristicas cariotipicas observadas em M. mendensis sao inéditas para
Filistatidae e o 2nd=21 corresponde ao menor niumero diploide ja descrito para a
familia. Com relacdo a K. hibernalis, o numero de cromossomos autossdmicos
encontrado na amostra analisada no presente trabalho, é similar aquele previamente
descrito para uma populagdo da Argentina (Rodriguez Gil et al., 2002). Contudo,
estas duas populagbes diferiram quanto ao tipo de SCS, isto é, XiX,Y para a
populacdo do Brasil e XiX;0 para a amostra da Argentina. A morfologia
cromossOmica meta/submetacéntrica € comum para todas as espécies de
Filistatidae, sendo também a mais frequente para as aranhas do grupo Haplogynae
(Araujo et al., 2013).

Na subfamilia Filistatinae existem registros citogenéticos para duas espécies,
Filistata insidiatrix, com 2n=30+XXzY (Kral et al., 2006) e Kukulcania hibernalis, com
2n= 22+X1X20 (Rodriguez Gill et al., 2002) e 2n=22+X;1X,Y (presente trabalho). Em
Prithinae, a unica espécie descrita citogeneticamente foi Misionella mendensis, que
apresentou 2n=18+XX,Y. Estes resultados mostram que os numeros diploides mais
altos ocorrem na subfamilia Filistatinae, no entanto, o SCS do tipo X1 X,Y parece ser
uma caracteristica comum para as espécies das duas subfamilias. Desta forma, é
possivel sugerir que a diferenciagao cariotipica nesta familia envolveu somente os
cromossomos do conjunto autossémico através da diminuigdo do numero diploide
das espécies basais (subfamilia Filistatinae) para as derivadas (subfamilia
Prithinae). A presenca do SCS do tipo X1X2Y em trés géneros distintos, agrupados
em duas subfamilias, indica que este tipo de sistema representa uma caracteristica
compartilhada em Filistatidae. Adicionalmente, este sistema pode corresponder a

uma condi¢cdo ancestral para Haplogynae, uma vez que Filistatidae é considerada
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basal em relagédo as outras familias deste clado. Esta hiptese pode ser corroborada
pelo fato de que o sistema do tipo X1XoY também foi descrito para outras espécies
de familias derivadas de haploginas e estd ausente em Mygalomorphae e
Entelegynae (Araujo et al.,, 2013). Além disso, o comportamento similar dos
cromossomos X4, X2 e Y durante a meiose, nas diferentes espécies de haploginas
caracterizadas, aponta para uma origem comum deste tipo de SCS para o grupo
(Silva, 1988; Oliveira et al., 1996; Oliveira et al., 1997; Rodriguez Gil et al., 2002;
Silva et al.; 2002; Kral et al., 2006).

A diferenga quanto aos tipos de SCS descritos para as populagdes de K.
hibernalis da Argentina e do Brasil, X1X,0 e X1X2Y, respectivamente, pode estar
relacionada a uma variagao interpopulacional, a qual ja foi observada para outras
espécies de aranhas haploginas, como, por exemplo, Loxosceles reclusa (X1X20 e
?Y) e Scytodes globula (X0 e X1X20) (Diaz e Saez, 1966; Hetzler, 1979; Tugmom et
al., 1990; Rodriguez Gil et al., 2002; Araujo et al., 2008). Alternativamente, o
tamanho diminuto do cromossomo sexual Y pode ter dificultado a identificacéo e
interpretacao deste tipo de sistema.

Informacdes citogenéticas referentes a identificacdo de regides
cromossOmicas especificas sdo escassas em aranhas, sendo que somente cerca de
50 e 30 espécies foram caracterizadas quanto a distribuicdo das RONs e
heterocromatina constitutiva, respectivamente (Araujo et al., 2012). Em
Mygalomorphae e Araneomorphae, as RONs est&o localizadas predominantemente
na regido terminal, de um a trés pares autossémicos. Contudo, na linhagem
Haplogynae, as espécies portadoras dos sistemas X0 e XY apresentaram RONs
sobre os cromossomos autossdmicos e cromossomo sexual X, ou somente sobre o

cromossomo X (Kral et al.,, 2006; Oliveira et al.,, 2007; Araujo et al., 2008).
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Adicionalmente, a unica espécie portadora do SCS do tipo X4XyY investigada quanto
a distribuicdo das RONSs, Hypochilus pococki (Hypochilidae) com 2n=29, mostrou
dois pares de cromossomos autossdmicos impregnados pelo ion prata (Kral et al.,
2006).

As duas espécies de Filistatidade, analisadas no presente trabalho, embora
tenham exibido uma diferenca quanto ao numero diploide, apresentaram um padréo
de distribuicdo e marcacdo das RONs similar, uma vez que em ambas foram
identificadas RONs na regido terminal de trés pares autossdmicos, sendo estas
coincidentes nos pares 1 e 5. A marcagcédo das RONs em elementos autossémicos
nao parece constituir condicdo exclusiva de Filistatidae, mas poderia representar
uma caracteristica compartilhada em espécies de Haplogynae com o SCS do tipo
X1Xz2Y. Desta forma, um esforgo para localizar as RONs em outras espécies cujos
SCS do tipo X4XpY ja foi identificado, como, por exemplo, Drymusa capensis
(Drymusidae) Filistata insidiatrix (Filistatidae) Loxosceles gaucho, Loxosceles
intermedia, Loxosceles laeta, Loxosceles rufescens, Loxosceles spinulosa
(Sicariidae), Pholcus phalangioides e Spermophora senoculata (Pholcidae) (Araujo
et al., 2013) poderia ajudar a confirmar esta hipétese.

De forma geral em aranhas, as regibes de heterocromatina constitutiva
exibem um padrédo de distribuicdo similar entre os elementos autossémicos e
sexuais, ocorrendo na regido pericentromérica dos cromossomos (Araujo et al.,
2012). Nas espécies de Filistatidae aqui estudadas, uma diferenga quanto ao padrao
de distribuicdo da heterocromatina constitutiva foi observada, considerando que em
K. hibernalis houve a predominédncia de marcagdo na regido terminal dos
cromossomos enquanto em M. mendensis, o padrdo de marcacdes foi de blocos

pericentroméricos. Esta variagdo pode ser decorrente dos rearranjos que alteraram
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os numeros diploides verificados nestas espécies. Levando-se em conta a
distribuicdo das regides banda C positivas nos elementos do par 9 de K. hibernalis, &
possivel inferir que o heteromorfismo de morfologia observado entre os
cromossomos do par 9 foi originado por rearranjos do tipo delecédo, uma vez que o
elemento submetacéntrico ndo mostrou marcagcdo de heterocromatina na regiao
terminal do brago curto. Em espécies de Haplogynae com SCS do tipo X{XzY, o
cromossomo Y apresenta-se completamente heterocromatico. Este padrdo foi
observado em K. hibernalis e M. mendensis, assim como em espécies pertencentes
a outras familias, por exemplo, Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta (Sicariidae)
e Pholcus phalangioides (Pholcidae) (Silva et al., 2002; Kral et al. 2006).

Embora as informagdes citogenéticas sejam restritas a somente trés espécies
de Filistatidae, os resultados disponiveis mostram que a familia apresenta uma
grande diversidade cariotipica, relacionada principalmente ao numero de
autossomos e a distribuicdo da heterocromatina constitutiva. Adicionalmente, a
diversidade na constituicdo cariotipica parece ser uma caracteristica comum para
espécies de haploginas basais (Filistatidae) e derivadas, diferindo do padrao

cariotipico uniforme que é verificado em Entelegynae, de uma forma geral.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos através da analise citogenética das seis espécies de
aranhas estudadas no presente trabalho permitiu constatar:

- Em Mygalomorphae, além da variabilidade de numero diploide previamente
observada neste grupo, ha também uma grande diversidade de tipos de sistema
cromossOmico sexual, uma vez que nas quatro espécies caracterizadas neste
trabalho foram identificados dois sistemas inéditos para Araneae.

- Embora as espécies de migalomorfas aqui examinadas pertengcam a mesma
familia, os sistemas cromossémicos sexuais XY1Y2 e X;Y1+X,Y, parecem ter se
originado de forma independente, embora a diferenciagcdo de ambos os sistemas
tenha ocorrido através de rearranjos envolvendo os cromossomos sexuais e 0S
autossomos.

- A identificagcdo precisa dos sistemas cromossoémicos sexuais multiplos de
Mygalomorphae s6 foi possivel através da investigacdo de células meidticas
submetidas a coloragdes diferenciais (impregnacao pelo ion prata e bandamento C),
o que reforga a importancia deste tipo de analise em outras espécies de aranhas.

- Em Filistatidae a diferenciacéo cariotipica esta relacionada principalmente
ao numero diploide, uma vez que em espécies pertencentes a diferentes géneros
houve a manutencéo do sistema cromossémico sexual do tipo X1 X2Y.

- O sistema cromossdmico sexual X{X.Y pode representar um carater
compartilhado para aranhas Haplogynae, pois ocorre em espécies filogeneticamente
basais assim como em familias derivadas, e os cromossomos sexuais exibem

comportamento conservado durante a meiose.
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