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RESUMO

A familia Pholcidae € a segunda maior dentro da infraordem Araneomorphae e as
aranhas que as pertencem sédo conhecidas como aranhas-de-pernas-longas, treme-
treme ou aranhas de cavernas. Levando em consideracdo a escassez de estudos
citogenéticos em representantes que ocorrem no Brasil, o objetivo desse trabalho foi
caracterizar cromossomicamente individuos da espécie Pholcus phalangioides
encontrados no extremo norte do Tocantins. Citogeneticamente, os numeros
diploides encontrados em células de individuos machos e de fémeas de Pholcides
variaram interespecificamente de 2n=15 a 2n=32 cromossomos, com morfologia
cromossOmica metacéntrica ou submetacéntrica. Os sistemas de cromossomos
sexuais (SCS) encontrados em Pholcides foram XO/XX, XX/XY, X1Xo/X1X1X2X5 e
X1X2YIX1X1X2X2. No presente trabalho foram analisados um total de 94 exemplares,
sendo 48 machos, 46 fémeas e 09 embrides de P. phalangioides, utilizando
coloracdo convencional Giemsa, bandamento C e impregnacao pela prata (AgRON).
O numero diploide encontrado na referida espécie foi de 2n=23 em machos e 2n=24
em fémeas com cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos. Os resultados
alcancados se integram ao padréo cariotipico da familia Pholcidae. As analises de
metafases oogoniais e espermatogoniais permitiram inferir que o sistema
cromossdmico sexual da populacdo de P. phalangioides estudada é XO/XX. A
técnica de bandamento C, mostrou um padrdo heteropicnético que ocorreram nas
regides teloméricas e centroméricas nos cromossomos em metafases mitéticas de
machos de P. phalangioides, o que esta de acordo para a familia. Em nucleos
interfasicos foram observados blocos heteropicnoticos positivos, sugerindo assim, a
presenca de cromatina sexual. A impregnacdo pela prata evidenciou as regides
organizadoras de nucléolos em mais de um par de autossomos em células de
individuos machos. Os dados obtidos neste trabalho reforcam a ampla variabilidade

de numero diploide e morfologia cromossdmica existentes na familia Pholcidae.

Palavras-chave: Pholcidae, Pholcus phalangioides, numero diploide, cromatina

sexual, meiose.



ABSTRACT

The Pholcidae family is the second largest within the Araneomorphae infraorder and
the spiders that belong to them are known as long-legged spiders, treme-treme or
cave spiders. Taking into account the scarcity of cytogenetic studies in
representatives that occur in Brazil, the objective of this work was to characterize
chromosomally individuals of the species Pholcus phalangioides found in the
extreme north of Tocantins. Cytogenetically, the diploid numbers found in cells of
both male and female Pholcides were interspecifically ranging from 2n = 15 to 2n =
32 chromosomes, with metacentric or submetacentric chromosome morphology. The
sex chromosome systems (SCS) found in Pholcides were XO / XX, XX / XY, X1Xz /
X1X1X2Xo and X1 XY [ X1X1X2Xo. In the present work, a total of 94 specimens were
analyzed, being 48 males, 46 females and 09 P. phalangioides embryos, using
conventional Giemsa staining, C banding and silver impregnation (AgRON). The
diploid number found in this species was 2n = 23 in males and 2n = 24 in females
with metacentric or submetacentric chromosomes. The results obtained are
integrated to the karyotype pattern of the Pholcidae family. The analysis of oogonia
and spermatogonia metaphases allowed us to infer that the sex chromosomal
system of the population of P. phalangioides studied is XO / XX. The C-banding
technique showed a heteropicnotic pattern that occurred in the telomeric and
centromeric regions on the chromosomes in mitotic metaphases of P. phalangioides
males, which is in agreement with the family. Positive heteropicnotic blocks were
observed in interphase nuclei, thus suggesting the presence of sex chromatin.
Impregnation by silver evidenced the nucleolar organizing regions in more than a pair
of autosomes in cells of male subjects. The data obtained in this work reinforce the
wide variability of diploid number and chromosome morphology in the Pholcidae

family.

Keywords: Pholcidae, Pholcus phalangioides, diploid number, sexual chromatin,

meiosis.
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1 INTRODUCAO

As aranhas pertencem ao filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachnida e ordem Araneae. Essa ordem € a segunda mais diversa dentre os
aracnideos e esta dividida em 114 familias, 3.972 géneros e 45.738 espécies ja
descritas (PLATNICK, 2014; WORLD SPIDER CATALOG, 2016).

A ordem Araneae esta dividida em duas subordens: Mesothelae e
Opisthothelae. A primeira sdo as aranhas que possui um abdémen segmentado. Ja
a segunda subordem é dividida em duas infraordens: Mygalomorphae que incluem
todas as caranguejeiras e Araneomorphae apresentam mais de 90% de todas as
outras aranhas existentes (DUTRA, 2006; FOELIX, 1996). A infraordem
Araneomorphae é cosmopolita e dentre essa, encontra-se, entre outras, a familia
Pholcidae, cujos representantes sdo conhecidos popularmente no Brasil como
aranhas de pernas longas (ZHANG et al., 2006).

O Brasil é o pais com maior diversidade de aranhas do mundo, com cerca
de 3.203 espécies descritas, com distribuicdo em 72 familias. Entretanto, no estado
do Tocantins, os estudos citogenéticos sobre esses aracnideos praticamente
inexistem (BRESCOVIT et al., 2011).

A ordem Araneae necessita de mais estudos que caracterizem suas
espécies, principalmente na regido Neotropical. A parte central do Brasil € uma das
mais negligenciadas quanto a identificacdo de sua fauna de aracnideos, incluindo as
aranhas. As andlises citogenéticas, que deveriam contribuir para a caracterizacao
das aranhas, em especial as pertencentes a subordem Araneomorphae, familia
Pholcidae e espécie Pholcus phalangioides, sédo ainda mais raras. No contexto
cromossOmico, apenas 19 espécies foram cariotipadas na familia Phocidae
(GOLDING e PALIULIS, 2011; ARUNKUMAR e JAYAPRAKASH, 2015).

Os numeros diploides encontrados na familia Pholcidae variaram de
2n=15 a 2n=32, e a morfologia predominante foi de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Os tipos de Sistemas Cromossdmicos Sexuais (SCS)
encontrados foram: XO/XX, XX/XY, XiXofX1X1XoXo e XiXoY/X1X1X2X, (BOLE-
GOWNDA, 1958; SRIVASTAVA e SHUKLA, 1986; SHARMA e PARIDA, 1987; KRAL
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et al., 2006; ARAUJO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; GOLDING e PALIULUS,
2011; ARUNKUMAR e JAYAPRAKASH, 2015).

As regides organizadoras de nucléolos (RONSs), identificadas pela técnica
de impregnacdo pela prata, foram observadas em até quatro cromossomos de
diferentes espécies de Pholcides, inclusive em cromossomos sexuais (ARAUJO et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; ARUNKUMAR e JAYAPRAKASH, 2015).

Considerando a escassez de estudos em torno das caracteristicas
cromossomicas basicas dentro do grupo das Araneomorphae e da familia Pholcidae,
0 objetivo deste trabalho foi estudar citogeneticamente a espécie P. phalangioides
utilizando as técnicas citogenéticas (coloracdo Giemsa, bandamento C e coloracao
com nitrato de prata), através da andlise cromossémica de células mitéticas e
meidticas extraidas gbnadas de (testiculos, ovarios e embrides), para definir as
principais caracteristicas cromossdémicas da referida espécie coletada no municipio
de Araguatins, situada no extremo norte do Tocantins.

Para a caracterizacdo citogenética, os exemplares coletados tiveram seus
cariétipos estudados e comparados com outros individuos ja estudados da familia
Pholcidae. Esse estudo pode contribuir para o entendimento da evolugao

cromossémica da mesma e, fornecer informacdes para a taxonomia da espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes gerais sobre as aranhas

2.1.1 Caracteristicas morfolégicas da infraordem Araneomorphae

Dentro da ordem Araneae, as aranhas Sdo 0s animais com mais
facilidade de serem reconhecidos pelo homem. De modo geral, assim como 0s
demais aracnideos, as aranhas possuem o corpo dividido em cefalotdrax
(prossoma), e abdémen (opistossoma), um par de palpos, quatro pares de pernas
locomotoras e um par de queliceras. Sendo assim, esses pequenos animais possuli
uma série de caracteristicas exclusivas, tais como: separacao entre o cefalotérax e o
abddémen por um fino pedicelo, presenca de glandulas produtoras de toxina, a qual €
inclusa dentro das queliceras e de glandulas produtoras de seda, localizadas dentro
das fiandeiras (BRESCOVIT, 2003; GIMENEZ-PINHEIRO, 2015).

A infraordem das Araneomorpheae € composta por 95 familias, 3.500
géneros e 41.000 espécies (CODDINGTON e LEVI, 1991; PLATNICK, 2013). Nesse
taxon encontram-se as aranhas conhecidas comumente como aranhas verdadeiras,
aranha de pernas longas, aranha treme—treme, aranha das cavernas e estédo
distribuidas em quase todas as regides biogeograficas (FUESSLIM, 1975).

No Brasil existe cerca de 60 familias de Araneomorphae ja registradas e
as seis principais familias com maior nUmero de espécies sdo: Araneidae com 25
espécies, Theridiidae com 19, Nemesiidae e Anyphaenidae com 10, Ctenidae com 9
e Corinnidae com 8 espécies. Em geral, as duas primeiras familias citadas estéo
entre as que sempre apresentam maior abundancia nos inventarios araneoldgicos,
conforme Silva (1996) e Bonaldo et al., (2009), para dados sobre a regiao
Amazonica e para a Mata Atlantica (BRESCOVIT et al., 2004; MOREIRA, 2006;
INDICATTI e BRESCOVIT, 2008; INDICATTI et al., 2012).

A ordem Araneae esta dividida em duas subordens: Mesothelae e
Opisthothelae (DUTRA, 2006). A primeira subordem esta inclusa as aranhas com
abdémen pseudosegmentado, possuidoras de caracteristicas menos derivados, e de

distribuicio geogréafica situada na Asia (nas regifes Palearticas e Ocidentais),
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possuindo 96 espécies reunidas em 08 géneros pertencendo a uma Unica familia:
Liphistidae (WORLD SPIDER CATALOG, 2016). Ja a subordem Opisthothelae é
dividida em duas infraordens: Araneomorpheae e Mygalomorphae. A figura 1

demonstra a filogenia dessas subordens.

Figura 1. llustracéo relacionando o parentesco entre as duas subordens,
Mesothelae e o grupo mais basal e Opisthothelae, o grupo mais derivado.

Mesothelae =~ Mygalomorphae Araneomorphae

Opisthothelae

Araneae

Fonte: BRAZIL, (2009).

Os integrantes da infraordem das Araneomorphae sdo caracterizados por
possuirem queliceras opostas uma a outra (Labidognatha), que funcionam no
sentido externo-interno e, por isso, sao chamadas queliceras diaxiais (2 eixos),
diferentes das Mygalomorphae que suas queliceras estdo orientadas para cima e
para baixo (THALER e KNOFLACH, 2004; GIMENEZ-PINHEIRO, 2015).

Essas aranhas formam um dos grupos zoologicos de grande importancia,
pelo elevado numero de espécies e grande poder de adaptacdo a diversos
ambientes (importancia ecoldgica), pela aplicacdo do fio da seda por elas produzido

em instrumentos Opticos e hemostaticos (importancia econémica) e pelos acidentes
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gue podem provocar em seres humanos e animais domésticos (importancia médica).
Existem diversos trabalhos que estudam as toxinas desses aracnideos visando
desenvolver antibacterianos e bioinseticidas (MORTARI, 2007).

Sob o ponto de vista citogenético as Araneomorphae constituem um
grupo de animais poucos estudados e somente cerca de 51 espécies de todas as
Araneomorphae foram cariotipadas (ARAUJO, 2007). O nuamero diploide variou de
2n=29 para a familia Hypochilidae e espécie Hypochilus pococki e 2n=38 na familia
Austrochilidae e Austrochilus sp. A morfologia cromossGmica descrita para esta
infraordem foi: cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (Sm),
acrocéntricos (A), holocéntrico (H) e subtelocéntricos (St). Nas Araneomorphae
ocorrem sistemas de determinagdo sexual simples, como: X; X3X,Y; e sistemas
multiplos, tais como: X3X,, X1X2Y. A determinacdo desses sistemas sexuais s6 foi
possivel com a utilizacdo de coloracBes diferenciadas, tais como: coloracdo com
Giemsa, bandamento C e coloragdo com nitrato de prata, em células mitéticas e
meidticas (PAULA NETO, 2013).

Para essa infraordem as coloracdes diferenciadas (bandamento C e
AgRON) séo pouco utilizadas. O bandamento C nos cromossomos desses
individuos encontram-se na regido centroméricas e telomérica. A regido
organizadora de nucléolos foi descrita para e regido terminal de cromossomos

autossdmicos, na regido centromérica e pericentromerica.

2.1.2 Aspectos gerais da familia Pholcidae

7

A familia Pholcidae € cosmopolita, pois seus representantes sao
encontrados em quase todas as regifes biogeograficas. Sdo bastante conhecidas,
por serem facilmente encontradas em zona urbana (ZHANG et al., 2006). A espécie
P. phalangioides faz parte dessa familia e sdo naturalmente encontradas em
moradias e outras constru¢cdes que tenham locais sombrios e abrigos para elas
(PLATNICK, 2014).

O Brasil possui hoje cerca de 3.203 espécies de aranhas, distribuidas em
72 familias, deste modo, é um dos paises com maior diversidade de aranhas do

mundo. A familia Pholcidae é a maior entre as Araneomorphae, sendo responsavel
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por grande parte de toda a diversidade da infraordem (WORLD SPIDER CATALOG,
2016). Sdo encontradas em todos 0s continentes exceto na Antartida e nas regides
polares do hemisfério norte, locais muito frios e que ndo permite a sua

sobrevivéncia, como demonstra na figura 2.

Figura 2. Distribuicdo geografica da familia Pholcidae

Fonte: WORLD SPIDER CATALOG, (2016).

As aranhas pertencentes a familia Pholcidae sdo predadoras insetivoras
que se alimenta de pequenos insetos que caem em sua teia, porém, existem
algumas espécies dessa familia que além de insetos, também se alimentam de
outras aranhas, atacando suas teias e devorando 0s espécimes presentes no local,
incluindo seus ovos. As aranhas Pholcidae apresentam tamanhos variados, sendo
de pequeno e médio porte, seu corpo mede entre 2 a 10 mm, incluindo as pernas
em algumas espécies, pode chegar até 50 mm (FOELIX, 2011).

A familia Pholcidae Possui um padréo de coloracdo que vai do cinza ao
castanho, com presenca de listas, pintas ou manchas coloridas (FOELIX, 2011). A
familia inclui espécies com seis e com oito olhos, organizados em ndameros pares

localizados na frente do cefalotérax. As espécies associadas a esta familia séo
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consideradas inofensivas para os humanos (BARTH, 2002; FOELIX, 2011). Apesar
de algumas espécies de aranhas pertencentes a outras familias, possuirem
queliceras forte o suficiente para penetrar a pele humana e injetar seu veneno, as
queliceras das aranhas da familia Pholcidae, sdo de tamanho pequeno e seus
ferrdes séo curtos ou fracos demais para atravessar a pele humana na hora de uma
eventual picada (FOELIX, 2011; KUHN-NENTWIG et al., 2011; NENTWIG, 2013).

Apesar do grande nuimero de espécies pertencentes a familia Pholcidae
ja descritas, trabalhar com taxon dessa familia ainda é dificil, principalmente devido
ao trafico de espécies, que traz consequéncias negativas para os pesquisadores
induzindo-os a erro no momento da catalogacdo, que, na maioria das vezes, as
anotacdes sobre a origem das espécies, tais como, local da coleta (continente, pais,
estado) sdo passadas de forma incorretas (BRESCOVIT et al., 2011).

No Brasil s6 se tem conhecimento de apenas 30% de sua fauna de
aranhas. E o pais que apresenta a fauna araneolégica com maior riqueza de
diversidade de aranhas, representada em colecdes cientificas das regides Sul e
Sudeste (BRESCOVIT, 1999). O Rio Grande do Sul é o Estado que apresenta o
maior nimero de espécies descritas, com cerca de 808 (BUCKUP et al., 2010), ja
Rio de Janeiro vem em segundo lugar, com 756 espécies e o Estado de S&do Paulo
estd em terceiro, com 728 espécies registradas (BRESCOVIT et al., 2011).

Estudos feitos no municipio de Aurora do Tocantins, no ano de 2009, pelo
pesquisador Robson de Almeida, da Universidade Federal de Lavras, pesquisando a
diversidade de invertebrados terrestres em nove cavernas do municipio de Aurora,
descobriram entre outras, a existéncia de aranhas pertencente a familia Pholcidae
(ZAMPAULO, 2009), no entanto, ndo esta descrito em seu trabalho, o0 nUmero exato
de espécies que foram encontradas dentro da familia. Essa pesquisa foi muito
importante, visto que a aracnofauna da regido Tocantina ainda é pouco conhecida e
trabalhos como estes s@o escassos na regiao.

Nas aranhas Pholcidae pouco se nota o dimorfismo sexual, por serem de
tamanhos pequenos. No entanto, se observadas de maneira mais detalhada, nota-
se o dimorfismo sexual, que € baseado em trés aspectos: em relacdo ao tamanho
dos individuos, a espessura dos seus pedipalpos e o primeiro par de pernas, que

nos machos sdo maiores. A fémea adulta € maior que o macho adulto e os
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pedipalpos dos machos sdo mais grossos, sendo que estes séo utilizados como
orgéaos copulatérios (FOELIX, 2011).

Os individuos machos da familia Pholcidae tem seu ciclo de vida mais
curto em comparacdo com o das fémeas, podendo fazer até sete ecdises até atingir
a maturidade sexual, isso porque 0s machos saem a procura das fémeas, ficando
mais expostos a predadores. Além disso, as aranhas machos de varias espécies
nao se alimentam quando estdo a procura de uma fémea (FISCHER et al., 2007).

A troca do exoesqueleto (ecdises) continua nas aranhas fémeas apos
atingirem o estagio adulto até sua morte, no entanto, ao contrario das fémeas, os
machos param de fazer ecdises quando atingem a fase adulta (FOELIX, 2011).
Independente do estilo de vida, as aranhas machos mudam seus hébitos apés fazer
sua ultima ecdise, abandonando seus abrigos, saindo a procura de parceiras para
copular durante a fase reprodutiva. O aparelho reprodutor desses individuos que se
localiza nos pedipalpos, sao estruturas complexas utilizadas para fazer a
transferéncia do esperma para a genitalia feminina durante o acasalamento
(FOELIX, 2011).
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2.2 Citogenética de Aranhas

2.2.1 Historico sobre a citogenética de aranhas

A citogenética € o estudo da genética através da citologia, € uma area da
ciéncia engloba todo e qualquer estudo relacionado aos cromossomos, isolado ou
em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacdo, funcdo e replicagdo, quanto a sua variacao e evolugdo. A citogenética
de maneira geral tem despertado muito o interesse dos cientistas devido a sua
grande importancia para os estudos laboratoriais (GUERRA, 1988).

Durante o processo evolutivo das espécies, os cariotipos se modificaram
seguindo seus préprios principios, e a maioria desses, ainda sdo desconhecidos
(GUERRA, 2002). Com essa modificacdo resultou numa grande diversidade
cromossOmica, a respeito do numero haploide e diploide, na morfologia, no
tamanho, na capacidade de pareamento meiético, no conteido de heterocromatina,
dentre outros.

Dentro da classe arachnidas, a ordem Araneae € a mais estudada sob o
ponto de vista citogenético, no entanto, esses estudos ainda sdo escassos levando
em consideracdo a riqueza de espécies existentes (REZAC et al., 2006). Existem
aproximadamente 45.738 espécies descritas no WORLD SPIDER CATALOG (2016),
e dentre essas, somente 771 espécies possuem algum estudo citogenético e muitos
dados apresentam apenas a descricdo de numero diploide e os dados de
bandamento cromossémicos sédo poucos (KRAL, et al., 2006).

Geralmente as aranhas oferecem um sistema apropriado para pesquisar
a evolucdo de cromossomos sexuais, inclusive o emparelhamento dos mesmos.
Possuem também, uma caracteristica cariotipica que € a predominancia de diversos
cromossomos X, que sao raros em outros grupos de animais (KRAL et al., 2011).

Segundo os conceitos de Painter, (1914); Suzuki e Okada, (1950); Mittal,
(1963); Pinter e Walters, (1971), os primeiros estudos sobre citogenética em aranhas
sao da autoria de (CARNOY, 1885; WAGNER, 1896; BOSENBERG, 1905), tendo
sua importancia destacada pelo fato de ter estimulado a andlise cariotipica em

outras espécies.
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Até meados de 1958, os dados citogenéticos eram obtidos através de
gonadas de machos ou fémea, inseridas em parafina, seccionadas e coradas com
hematoxilina férrica, e isso tornava dificil & interpretacdo dos resultados. Surgiu
entdo, a técnica do esmagamento, utilizando os corantes carmin-aceético ou orceina,
empregada por Sharma e colaboradores (1959); Becak Becak (1960) e Araujo
(2007).

Foram Pinter e Walters (1971) os primeiros autores a introduzir o uso da
colchicina em experimentos citogenéticos, a colchicina interrompe o ciclo mitético em
metafase, aumentando o numero de células nessa fase; provoca maior
adensamento dos cromossomos, permitindo uma melhor visualizacdo das
constricbes primarias e secundarias, tendo uma melhora da morfologia
cromossOmica; além disso, os cromossomos ficam mais espalhados, por causa da
destruicdo ou inibicdo das fibras do fuso acromatico. Assim, por possuir estas
caracteristicas a colchicina tem se mostrado bastante eficiente na obtencdo de
células metafasicas que possibilitem boa visualizagdo dos cromossomos. Além do
uso da colchicina, os autores Brum-Zorrilla e Cazenave, (1974), ja utilizavam a
fixacdo com Metanol-Acido Acético 3:1 e o corante Giemsa em seus estudos
citogenéticos.

Nos anos 70 surgiram as técnicas de bandamento cromossémicos
permitindo de maneira inequivoca a identificacdo de cada um dos pares de
cromossomos, pois o padrdo de bandas claras e escuras € Unico e exclusivo para
cada par de cromossomos.

Ao passar dos anos, as técnicas citogenéticas foram se aprimorando.
Atualmente, varias técnicas sao utilizadas em analises citogenéticas, destacando a
suspensao celular como a mais utilizada. No entanto, em alguns casos, a técnica de
esmagamento ainda é utilizada (ARAUJO, 2013).

O primeiro estudioso a observar cromossomos provenientes de células
embrionarias de aranhas foi Matsumoto (1977). Embrides de aranhas se mostraram
como um valioso material na obtencdo de metafases mitéticas, pois apresentam um
alto indice de divisdo celular. Contudo, existe um namero muito grande de tecidos

que tem sido empregado nos estudos citogenéticos de aranhas. Nesse sentido,
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podem ser utilizadas gbnadas (ovarios e testiculos), além de ganglios cerebrais
(WANG:; YAN, 2001).

Apesar do uso de técnicas que podem identificar regides cromossémicas
especificas e que fornecem dados relevantes sobre a organizacdo dos genomas e
evolucdo dos cromossomos em diferentes individuos, até hoje, apenas cerca de 60
espécies de aranhas tiveram definicAo da caracterizacdo de seus padrbes de
distribuicdo de heterocramatina constitutiva e de regides organizadoras de nucléolos
(DATSON e MURRAY, 2006; BOMBAROVA et al., 2007; CABRAL-DE-MELLO et al.,
2011).

2.2.2 Bandamento C

A técnica de bandamento C caracteriza a distribuicdo da heterocromatina
constitutiva. A auséncia da atividade génica é umas das principais caracteristicas da
heterocromatina. Ela fica altamente condensada e isto esta frequentemente
associado ao bloqueio de transcricdo, assim, mesmo que Se encontrem genes na
heterocromatina, se encontrardo estes permanentemente bloqueados (GUERRA,
1988).

Segundo Paula Neto (2013), esta técnica demonstrou ser bastante eficaz,
pois mostra padrdes longitudinais nos cromossomos que auxiliam no pareamento
cromossbmico e montagem de car6tipos, na identificacdo de padrbes em
cromossomos sexuais e até na identificacdo e reconhecimento de rearranjos
cromossOmicos.

O bandamento C destaca as regides de heterocromatina constitutiva, que
sdo as regides de DNA altamente repetitivo. Essa técnica permite uma melhor
identificacdo e caracterizacdo dos cariGtipos com maior clareza e riqueza de
detalhes (CASTRO, 2004).

De maneira geral, a técnica de bandamento C ajuda na localizacdo das
regides de heterocromatina constitutiva que devido ao tratamento acido-base causa
uma deterioracdo diferencial do DNA permitindo saber a localizacdo e a distribuicéo

dessas regides. Nesta técnica, as preparacdes cromossdmicas sao tratadas em
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sequéncia com solucdes de HCI, Ba(OH),, 2xSSC (Saline Sodium Citrate) e coradas
com Giemsa. Devido a dificuldade de obtencdo de resultados por essa técnica,
muitas variagcdes de concentracdo, tempo e temperatura das solucbes tem sido
propostas (SUMNER, 1972).

2.2.3 Regibdes Organizadoras de Nucléolos

A RON (regido organizadora de nucléolo) corresponde a sequéncia de
DNA que contém o gene responséavel pela transcricdo do RNA ribossémico 45S
(5,8S; 18S e 28S em eucariotos superiores). Nos nucleos interfasicos é possivel
observar esta sequéncia em uma estrutura conhecida como nucléolo, cuja
constituicdo envolve, além de DNA, proteinas especificas (CASTRO, 2004).
Geralmente, durante as divisdes celulares o gene 4SS fica inativo, no entanto, as
proteinas destas regifes ainda continuam aderidas ao gene que esteve ativo na
interfase precedente permitindo, por exemplo, a sua identificacdo nos cromossomos
metafisicos mitéticos (ARTONI, 1996).

As proteinas da RON possui reatividade com a prata, e a identificacdo
dessas regibes com este ion ficou conhecida como AQRON (HSU et al., 1975). A
prata reage seletivamente com proteinas acidas nao histénicas ricas em sulfidrilicos
e dissulfetos, que sua vez, reduz os ions da prata, sendo possivel observar na
microscopia Optica como agregados negros no interior dos nucleos.

A quantidade de AGRONSs pode néo refletir a quantidades sequéncias de
DNA ribossomal de uma espécie, pois a prata tende a marcar regides que estiverem
ativas. Os espécimes, de modo geral, apresentam um padrdo conservativos de
RONSs ativas, sendo assim, a impregnacao pela prata pode ser til para se identificar
padroes de atividade de DNA ribossomal, os quais podem ser usados como
marcadores cromossomicos (ALEVI et al., 2013).

Apenas as Regides Organizadoras de Nucléolos que estiverem ativas na
interfase anterior a mitose durante a qual a célula foi fixada e corada por nitrato de
prata sdo marcadas, e estas, podem variar a nivel inter e intraespecifico, e mesmo

inter-intraindividual quanto ao numero, localizacéo, intensidade e tamanho das
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RONSs em relacdo aos seus homaologos séo frequentes observadas (ARTONI, 1996;
CASTRO, 2004; KAVALCO et al., 2005).

De acordo com Kavalco et al., (2005), a diferenca de tamanho das RONs
entre cromossomos homoélogos pode ser em decorréncia ndo apenas do crossing-
over desigual, mas também devido a duplicacdo acidental do DNA ou disturbios

regionais do DNA.

2.2.4 Estudos Citogenéticos na familia Pholcidae

Entre os aracnideos, a ordem Araneae é a mais estudada
citogeneticamente. Apesar disso, os estudos sobre a ordem ainda sédo poucos, em
comparacao com sua grande diversidade e variabilidade de espécies. Na infraordem
Araneomorphae somente cerca de 51 espécies de toda a ordem foram estudadas
cromossomicamente (ARAUJO, 2013).

A familia Pholcidae é a maior entre as Araneomorphae, apresentando
atualmente 81 géneros e 1.241 espécies descritas, sendo responsavel por grande
parte de toda a diversidade da infraordem (WORLD SPIDER CATALOG, 2016) e
somente 25 espécies foram estudadas citogeneticamente. Estas analises mostraram
variacdo cromossomica interespecifica com nimeros diploides de 2n=15 a 2n=32. O
sistema cromossomo sexual (SCS) prevalecente na familia Pholcidae, foi o do tipo
XIXX, mas, 0s tipos XiXo/X1X1 XXz e XiXoY/X1X1XoX, também foram registrados
para algumas espécies (CODDINGTON e LEVI, 1991; PLATNICK et al., 1991;
RAMIREZ, 2000).

A morfologia cromossdmica predominante foi a metacéntrica. Segundo
Kral e colaboradores, (2006), o SCS do tipo X1X,Y pode néo ter sido identificado em
alguns casos, tal como em Spermophora senoculata, considerando o tamanho do
cromossomo Y que € muito pequeno, levando a descricdo de um sistema do tipo
X1X2. Um aumento da representatividade dos dados citogenéticos, com analises dos
diversos clados de Pholcidae ainda nédo estudados, podera contribuir no
estabelecimento de relacbes entre os caridtipos encontrados dentro da familia. A
Tabela 1 traz um resumo geral de todos os dados citogenéticos publicados até o

presente momento para individuos pertencentes a familia Pholcidae.
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Tabela 1. Dados cromossomicos da familia Pholcidae. Citada como = home da
espécie adotado pelo autor que realizou a analise citogenética; 2n = numero diploide
em individuos machos, SCDS = sistema cromossémico de determinacéo sexual; T =

telocéntrico; A = acrocéntrico; Sm = submetacéntrico; M = metacéntrico.

Pholcidae (Opisthothelae, Araneomorphae, Haplogynae)

Morfologia

Procedén

Espécie Citadacomo 2n SCDS A . Referéncia
cromossomica cia
gtr;[:r:?: Artema ‘ Parida;
32 X1 X5 India Sharma,
Walckenaer, atlenta 10872
1837. )
A. atlanta _ .
Walckenaer, Artema 32 X1 X5 india Sharm; Parida,
atlenta 1987.
1837.
Crossopriza
lyoni - Bole-Gowda,
(Blackwall, - 27 X 26M + XM India 1958
1867).
C. lyoni ,
c o Srivastava,
(Blackwall, 25 X India '
1867). Shukla, 1986
C. lyoni ) Parida;
(Blackwall, 23 X India Sharma,
1867). 1987a.
C. lyoni ]
(Blackwall, - 23 X - india Paﬁ82”23é7
1867). ’ )
Holocnemus
caudatus Kral et al.,
(Dufour, 23 X 16M+6Sm+XM  Portugal 2006.
1820).
Mesabolivar
luteus . Araujo et al.,
(Keyserling, 15 X M Brasil 2005.
1891).
Micropholcu
s fauroti . Araujo et al.,
(Simon, 17 X M Brasil 2005,

1887).



Pholcus
crypticolens
Bdsenberg
& Strand,
1906
Pholcus
manueli
Gertsch,
1937.
Pholcus
phalangioide
s (Fuesslin,
1775).

Pholcus sp.

Physocyclus
californicus
Chamberlin
e Gertsch,
1929.
Physocyclus
enaulus
Crosby,
1926.

Physocyclus
sp.
Physocyclus
sp.

Spermophor

a senoculata Spermaphora
meridionalis

(Dugeés,
1836).
S.
senoculata
(Duges,
1836)

Fonte: PLATNICK, (2013).

Pholcus
affinis

24

25

25

26

15

15

15

15

25

XXz

X XY

XX,

XXz

X XY

22M+X1 XA

A-T+XSm

18M+4Sm+X;M+ Republica

XoSm+YM

14M+XM

14AM+XM

14M+XM

22M+ X1 XYM

27

Suzuki, 1954.

Xiuzhen et al.,

1997a.

Kral et al.,
2006.

Sharma;

Parida, 1987.

Cokendolpher,

1989.

Cokendolpher,

1989.

Cokendolpher;
Brown, 1985.

Cokendolpher,

1989.

Painter, 1914.

Krél et al.,
2006.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Descricéo da coleta do material

Foram analisados cromossomicamente 94 individuos adultos, todos
pertencentes a familia Pholcide da espécie P. phalangioides, sendo 48 machos, 46
fémeas (ambos vivos) e nove embrides, exibidos na figura 3 (a, b e c). Os
exemplares foram coletados de forma aleatéria no periodo diurno, entre os meses
de Fevereiro a Outubro de 2015, e Janeiro a Maio de 2016, em casas residenciais e
comerciais localizadas no centro da cidade e no bairro Nova Araguatins no municipio
de Araguatins — TO (Latitude 5° 39’ 22" S e 48° 7' 8” O) assim como também no
almoxarifado do IFTO — Campus Araguatins (Latitude 5°38'42.0" S e 48°04'20.2" W).

A Tabela 2, mostra a relagdo com os locais de coleta das aranhas.

Tabela 2. Relacdo do numero de aranhas coletadas, familia, espécime, sexo e local
de coleta dos individuos analisados citogeneticamente.

N° de

Familia Espécie o Sexo Local de Coleta
Individuos
éi I\Iél Rua 13 de Outubro (Residéncia)
08 M Rua Alvares de Azevedo
=3 13 F (Residéncia)

Pholcidae  phalangioides 02 M  Rua Quintino Bocaitiva (Colégio
00 F Lebnidas)
10 M . .
02 £ Rua Floriano Peixoto (C. Mota)
16 M N A
00 F Rua Dom Jodo VI (Residéncia)
01 M :
00 £ IFTO (Almoxarifado)

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

Os exemplares coletados foram encontrados nos tetos de casas

abandonadas, nos cantos das paredes, esconderijos, debaixo de méveis, nos
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estabelecimentos comerciais foram encontrados por tras das prateleiras de
alimentos ndo pereciveis, debaixo das bancadas de frutas, no teto dentre outros
locais. Durante as coletas ndo foi necesséario o uso de equipamento de protecao
individual (E.P.I), pois essa espécie de aranha € inofensiva ao ser humano.

As aranhas foram capturadas naturalmente ainda vivas, uma vassoura foi
utilizada para alcancar os locais mais altos (teto das casas), eram capturadas com
as maos e colocadas em um pote de plastico em seguida eram transferidas para
uma pequena caixa de papeldo, contendo algumas perfuracdes nas laterais para
gue houvesse entrada de ar. As aranhas vivas foram levadas ao laboratério de
citogenética, para fazer a extracdo das gbnadas.

Para a retirada das gbnadas as aranhas eram submersas a uma solucao
fisiol6gica para insetos (preparada um dia anterior e conservada na geladeira a uma
temperatura padrdo de 4° C), os individuos eram fixados com alfinetes
entomol6gicos em uma placa de petri contendo cera de vela na cor preta, essa cor
foi escolhida por facilitar a visualizacdo das gbnadas apds extracdo, pois esse
material biolégico possui uma coloracédo esbranquicada.

Ao passo em que as gbnadas iam sendo retiradas, as aranhas eram
armazenadas em potes plasticos contendo uma solugéo de alcool 70% devidamente
etiquetados com data, local e nome do responsavel pela coleta, para identificacédo
taxondémica, que foi realizada pelo Dr. Anténio Domingos Brescovit, do Laboratério
de Artrépodes, Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil. Na figura 3 (a, b e c), estdo as
imagens dos exemplares utilizados no estudo para extracdo das gonadas. As
preparacdes cromossémicas foram feitas no laboratério de Citogenética do Instituto

Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins - Campus Araguatins.
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Figura 3. Exemplares estudados citogeneticamente. a. Aranha macho destacando
suas queliceras. b. Aranha fémea carregando seus filhotes (Ooteca) e c. Embrides
de P. phalangioides em fase bem desenvolvida.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017).

3.1.2 Andlise dos caridtipos

As preparacdes citologicas foram analisadas com o auxilio de microscépio

de luz. Apés a observacéo, as melhores metafases mitoticas foram selecionadas
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para serem fotografadas, utilizando o microscopio oOptico (aumento de 1000x)
usando 6leo de imersao. Para determinar o nimero diploide foi feito a contagem dos
cromossomos de todas as células encontradas em divisdo. Para determinacdo da
morfologia cromossémica foi feita a analise da posi¢cao do centrébmero e do tamanho

dos bracos cromossémicos.

3.1.3 Montagem do cariétipo

Para montar o cariétipo, os cromossomos foram organizados em pares e
em ordem decrescente de tamanho. O cario6tipo foi montado no programa Photoshop

CS6 e organizado de acordo com tamanho e seguindo a posi¢cao do centrémero.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencéo dos cromossomos meidticos e mitéticos, segundo Araujo et al.
(2007).

A técnica descrita por Araujo et al. (2007), com algumas alteracdes, foi
utilizada para a obtencéo das preparacdes cromossdmicas de testiculos, ovarios e
embrides de P. phalangioides. Os procedimentos estao descritos abaixo:

Os exemplares foram submetidos a uma solucao fisiolégica para insetos
(7,59 de NaCl, 2,38g de Na,HPO,4, 2,72g de KH,PO,, diluida em litro de agua
destilada), para que pudesse ser realizada a retirada das gbnadas;

Depois da retirada das gbnadas, o material biolégico foi colocado em uma
solucdo de colchicina a 0,16% (05 gotas), preparada com uma solucao fisiologica
para insetos, durante 1 hora, para que ocorresse 0 acumulo de metafases nas
células;

Em seguida, foi adicionado 05 gotas de agua de torneira, para atuar como
solucéo hipotbnica, deixando agir durante 15 minutos;

Apds esse periodo, as gbnadas foram transferidas para tubos tipo
“eppendorf” contendo solugao fixadora (metanol/acido acético (3:1)) e armazenadas

a uma temperatura padrao de 4°C.
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3.2.2 Preparacéo das laminas

Para a preparacdo cromossdmica o material biolégico foi colocado sobre
uma lamina de vidro, contendo uma gota de acido acético a 60% recém-preparado
para facilitar a dissociacdo do tecido, em seguida foi macerado com o auxilio de um
bastao de vidro até formar uma suspensao celular;

Posteriormente, a lamina foi seca sobre uma placa de metal a uma

temperatura padrao de 35 a 40°C.

3.2.3 Coloracao Convencional (Giemsa)

Depois das laminas prontas, foram colocadas dentro de um porta laminas
de plastico com capacidade para trés laminas, contendo 50mL de solucdo Giemsa
(preparada com 1,5mL de Giemsa a 2%, 1,5mL de tampé&o fosfato e 47mL de agua
destilada) para serem coradas por um periodo de 30 minutos;

Decorrido o tempo de coloracao, as laminas foram lavadas em agua
destilada e secas em temperatura ambiente;

Apés estarem secas, as laminas prontas foram analisadas ao microscépio

de luz.

3.2.4 Técnica de Bandamento C

A técnica descrita por Sumner (1972), com algumas modificaces, foi
utilizada na identificacdo da heterocromatina constitutiva. O protocolo utilizado para

a visualizacdo da heterocromatina esta descrito abaixo:

As laminas utilizadas para aplicacdo dessa técnica sado preparadas de
acordo com o item 3.2, contudo, ndo foram coradas com Giemsa;

As preparacdes cromossémicas foram tratadas com uma solugéo de HCI
0,2N (N=Natural) a temperatura de ~45°C durante 2 minutos, e depois lavadas com

agua destilada;
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Em seguida, essas laminas foram colocadas em uma cuba contendo
solucéo de hidroxido de bario a 5%, a temperatura de ~45°C, durante 30 minutos;
apos esse periodo foram lavadas sequencialmente em HCI 0,2N (N=Natural) em
temperatura ambiente e em agua destilada;

Essas laminas foram incubadas em solucédo de citrato de sodio 2xSSC a
60°C por 30 minutos e em seguida foram lavadas em 4gua destilada;

Apds a secagem as preparacfes cromossémicas foram coradas com
Giemsa a 2% por 30 minutos. Posteriormente, lavadas em agua destilada e secas

em temperatura ambiente e entdo analisadas ao microscopio de luz.

3.2.5 Técnica de AGRON (Regido Organizadora de Nucléolo marcada pelo lon prata)

Para a identificacdo das regides organizadoras de nucléolos (RONSs), foi
utilizada a técnica de impregnacédo pela prata descrita por Howell e Black (1980),

com algumas alteracdes:

As laminas utilizadas para aplicacdo dessa técnica ndo foram coradas
com o corante Giemsa;

Sobre cada lamina foram pingadas duas gotas de solucdo aquosa de
gelatina a 2% (acrescida de acido férmico na proporcdo de 1mL para cada 100mL
de solucéo) e seis gotas de solucdo de nitrato de prata a 50%;

Cada lamina foi coberta com uma laminula e levada para estufa a uma
temperatura de 60°C em camara Umida por um periodo de 7 minutos ou até obter
uma coloragdo marrom;

Decorrido esse tempo, as laminas eram retiradas da estufa e foram
lavadas com agua de torneira, retirando a laminula com o fluxo de agua,;

Apds estarem secas, as laminas prontas foram analisadas ao microscépio

de luz.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

4.1.1 Coloracédo convencional Giemsa em P. phalangioides

No presente trabalho foram analisados cromossomicamente 94
individuos, 48 machos, 46 fémeas e 09 embribes, dos quais foram obtidos
resultados para 47 machos, 14 fémeas e 02 embribes da espécie P. phalangioides.
Em testiculos foram analisadas 514 células em metafase mitética (Figuras 4), e o
namero diploide encontrado nos exemplares observados foram de 2n=23 (Gréfico 1)
em machos e 2n=24 em fémeas (Figura 5). A morfologia cromossémica observadas
foi de metacéntricos e submetacéntricos. As fémeas mostraram resultados para 69
células em metafases mitéticas (Figura 6), o numero diploide encontrado foram
2n=24 cromossomos em metafases oogoniais (Gréfico 2). Os embribes analisados
mostraram resultados para 09 células em diferentes estagios de desenvolvimento
(Figura 7). Nos embrides nao foi possivel definir o nimero diploide, devido ao
empilhamento dos cromossomos, impossibilitando sua contagem e montagem do
cariotipo.

Gréfico 1. Histograma representativo das frequéncias dos numeros diploides
encontrados nos individuos machos de P. phalangioides.

NUmero de Metafase

49161718 192021222324252627293031323334404142
Numero Diploide

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)
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Figura 4. Cromossomos mitoticos de macho. a. Cariotipo com 2n=23 cromoSsomos.
b. Célula em metafase mitdtica na qual se obteve o cari6tipo mostrado na figura a.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017).

Gréfico 2. Histograma representativo das frequéncias dos numeros diploides
encontrados em aranhas fémeas de P. phalangioides.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017).
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Figura 5. Cromossomos mitoticos de fémea de P. phalangioides. a. Cari6tipo com
2n=24 cromossomos. b. Célula em metafase mitotica na qual se obteve o cariotipo
mostrado na figura a.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

Figura 6. Cromossomos em metafase mitotica encontrados em fémeas de P.
phalangioides. Respectivamente, corados com Giemsa. Contendo nimero diploide
igual (2n=24=22A + XX) nas figuras (a, b, c, d, e e f). Setas mostram o cromossomo
sexual X.

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)
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Figura 7. Cromossomos de embrides de P. phalangioides em diferentes estagios de
desenvolvimento. Corados com Giemsa. a e b. Paquitenos em fase final. c, d, e, f.
Metafases mitéticas. Setas indicam cromossomos empilhados.

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

Os nucleos interfasicos de macho de P. phalangioides mostraram blocos
heteropicnéticos nas trés coloracdes utilizadas (Giemsa, Bandamento C e AgRON)
(Figura 8). Os ndcleos interfasicos corados com Giemsa continham blocos
heteropicnoéticos positivos que podem ser correlacionados com 0 cromossomo

sexual X (Figura 8a) e (Figura 9b e c), em ambos 0s sexos.
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Figura 8. Nucleos interfasicos de machos de P. phalangioides. a. Corado com
Giemsa; b. Corado através da técnica de bandamento C e c. Corados através da
impregnacao pelo ion prata (AgRON). Setas indicam os blocos de cromatina
heteropicnoéticos positivos.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017).

Figura 9. Nucleos interfasicos de fémea de P. phalangioides. a, b e ¢. Corados
convencionalmente com Giemsa. Setas indicam os blocos de cromatina
heteropicnéticos positivos.
- ‘
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a
Fonte: SOUZA, C. F. (2017).
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Neste trabalho, foram encontradas 332 células meidticas em 14
exemplares machos de P. phalangioides. Nessas células o complemento haploide
(Grafico 3) mostrou uma variagéo inter - e intraindividualmente de 2n=11 a 2n=12,
porém, o numero predominante foi 2n=12 (Figura 10). Dessas ceélulas meioticas
analisadas, 133 estavam na fase de paquiteno. Em todos os paquitenos analisados
houve a presenca de blocos heteropicnoticos positivos (Figura 11). Nao foram

encontradas células meidticas em exemplares fémeas.

Grafico 3. Histograma representativo das frequéncias dos niumeros haploides
encontrados em machos de P. phalangioides.
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Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

No presente trabalho foi encontrado um elevado numero de células
haploides em individuos machos de P. phalangioides, no grafico 3 demonstra a
relacdo de exemplares analisados e seus respectivos numeros de metafases

encontradas em cada exemplar.
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Figura 10. Células meitéticas de exemplares machos de P. phalangioides. Todas as
células (a, b, d, e, f) sdo diacineses/metafases | com (2n= 111l + X), exceto a letra c
que é uma metéafase Il. Coradas com Giemsa, Mostrando nimeros haploides de

n=11A + X. Setas indicando o cromossomo sexual X.

Your

|

|
Fonte: SOUZA, C. F. (2017).
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Figura 11. Células meidticas de exemplares machos de P. phalangioides. a.
Paquiteno corado com Giemsa. b. Células no final da fase de paquiteno e entrando
dipléteno coradas com Giemsa. c. Paquiteno corado através da técnica de
bandamento C e d. Células em paquiteno coradas através da impregnacgdo pelo ion
prata (AgRON). Setas indicam blocos heteropicnéticos positivos.

S o N,

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

4.1.2 Bandamento C de P. phalangioides

O padréo de distribuicdo heterocromatina constitutiva se fez presente em
regides telométricas, centroméricas e pericentroméricas. Houve marcacdo em quatro
pontos de um cromossomo metacéntrico. Essa marcacdo se repetiu em outras
metafases espermatogoniais submetidas a técnica de bandamento C (Figura 12).
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Figura 12. Cromossomos de P. phalangioides macho, corados através da técnica de
bandamento C e com 2n=12. a. Metafase espermatogonial. b. Diacinese. c.
Metafase espermatogonial. d. Metafase espermatogonial. e. Metafase II. f.

Diacinese. Setas (fig. c) indicam autossomo com quatro marcagdes longitudinais
para a distribuicdo da heterocromatina constitutiva e marcacdes dos telébmeros e
centrébmeros dos autossomos.

",

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)

A técnica de bandamento C demonstrou em células meiéticas de machos,
as duas regides teloméricas dos bivalentes de nucleos derivados de glandulas
testiculares. As células em metafases oogoniais de fémeas e metafases mitoticas de
embrides, ndo foram submetidas a técnica de bandamento C. Portanto, ndo houve
resultados de padrdo de bandamento C em células meidticas de fémeas e nem de

células de embrides.
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4.1.3 Regido Organizadora de Nucléolo em P. phalangioides

Foram analisadas 28 metafases espermatogoniais coradas com a técnica
de AgRON. As marcagOes com nitrato de prata (AgRON) para os exemplares de P.
phalangioides, evidenciou as Regides Organizadoras de Nucléolos (RONS) ativas
situadas na regido terminal de cromossomos submetacéntricos. Estas marcagdes
variaram de 1 a 2, sempre no mesmo par cromossdmico (figural3). As RONS séo
correspondentes as constricbes secundarias e apresentam um heteromorfismo de

tamanho muito marcante (figura 13).

Figura 13. Cromossomos de P. phalangioides machos, corados através da técnica
de AgRON.. a. Metafase espermatogonial. b. Metafase mitotica. c. Metafase
espermatogonial com 2n=15. d. Metafase espermatogonial com 2n=17. e. Metéafase
espermatogonial e f. Dipléteno com 2n=13. Setas indicam cromossomos portadores
de RONSs.

Fonte: SOUZA, C. F. (2017)
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4.2 Discussao

A infraordem Araneomorphae possui um grande grupo de aranhas que
séo pouco estudadas citogeneticamente, devido, principalmente a dificuldade em se
obter divisdes celulares nos individuos pertencentes a esse grupo. Além disso, suas

gbnadas sdo muito pequenas, dificultando a extragdo do material necessario para
analises dos seus cariétipos. O nimero cromossdmico é bastante variavel, 2n=15 a
2n=32, é um numero pequeno de cromossomos, em comparacao aos encontrados
no grupo das Mygalomorphae, mas, as sobreposi¢cdes cromossémicas confundem e
dificultam a interpretacéo dos resultados das analises citogenéticas para esse taxon.
As Araneomorphae estao distribuidas em quase todas as regides biogeograficas. A
variedade de espécies existentes é enorme, porém, ainda tem muito o que
descobrir sobre a filogenia da infraordem. Somente 2% de todas as espécies foram
caracterizadas cromossomicamente (INDICATTI, 2013). E grande a diversidade
desse grupo de aranhas, tanto no seu tamanho corporal, quanto ao

namero diploide e morfologia cromossdmica.

Ha muito que se descobrir quando se trata aranhas. Uma estimativa de
Brescovit, (1999), diz que no Brasil s se tem conhecimento de apenas 30% de sua
aracnofauna. A regido Tocantina tem sua fauna de aracnideos praticamente
desconhecida pela escassez de estudos que abordem essa temética. A realizacao
das analises citogenéticas foi iniciada primeiramente pela coleta dos exemplares
machos e fémeas com seus embrides (Ootecas). Este trabalho é de suma
importancia, pois, além de conhecer a citogenética desses individuos, contribui para
0s achados taxondmicos. Entretanto, este é o primeiro registro citogenético para a
espécie descrita nesta pesquisa e oriunda do municipio de Araguatins na regido do
extremo norte do Tocantins.

Dentre o0s estudos citogenéticos para individuos da infraordem
Araneomorphae, este é o estudo que mais se obteve metafases espermatogoniais ja
analisadas, ha relatos de varios autores que falam da dificuldade de se conseguir
células em divisdo nessa infraordem. Para Suzuki (1954) e Kral et al., (2011), essa
dificuldade esta relacionado ao estagio de desenvolvimento em que as aranhas

estavam no momento da extracao das gonadas, além disso, esses autores relatam,
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que a idade das aranhas influencia muito nas divisbes celulares, pois, quanto mais
velha for a aranha, menos divisdes serdo encontradas. Por tanto, os autores ja
citados, concluiram que os individuos mais jovens sdo mais apropriados para esse
tipo de pesquisa.

P. phalangioides é uma espécie de aranha cosmopolita Huber (2011) e
em outros estudos cromossOmicos os caridtipos foram definidos como 2n=25
(22+X1X2Y macho) para exemplares da Republica Tcheca (KRAL et al., 2006), e
2n=24 (22+X1X, macho) em espécimes da Argentina (RODRIGUES-GIL et al.,
2002). Entretanto, os resultados destes estudos estdo baseados em analises de
células de machos, fémeas e de embribes. No presente trabalho, foram obtidas
metéfases oogoniais e o0 estudo de tais células sugere que a formula cariotipica para
a populagédo analisada de P. phalangioides seja 2n=23=22+X0O para machos e
2n=24=22+XX para fémeas. As células em profase | e metafases |l de macho
confirmam a presente proposicao da formula cariotipica.

No subgrupo Haplogynae, ha a predominéncia do Sistema Cromossémico
Sexual (SCS) do tipo XO/XX, com 43% das espécies apresentando este tipo de SCS
(OLIVEIRA et al., 2007). De acordo com o exposto em Kral et al. (2011), em aranhas
0 SCS X1 X2/ X1 X1 XX, seria a condicdo ancestral, o tipo X1 X2Y/ X1 X1 XX, a condigao
mais derivada e o sistema XO/XX uma condi¢éo intermediaria derivada da fusdo dos
cromossomos X; e X,. E presumivel assumir que a diferenciacdo do SCS da
populacdo de P. phalangioides estudada tenha ocorrido pela fusdo dos
cromossomos X; e X,, considerando que os resultados incluiram analises de
machos, fémeas e de embrido, a predominancia do SCS XO/XX em haplogines, a
posicdo basal do género Pholcus na filogenia da familia Pholcidae (HUBER, 2011) e
a relativa desproporcao de tamanho do cromossomo X em relagéo aos autossomos.

A regido organizadora de nucléolo foi observada na regidao telomérica de
autossomos e do cromossomo sexual X em diferentes espécies da familia Pholcidae
(BENAVENTE; WETTSTEIN, 1980; ARAUJO et al.,, 2005; KRAL et al., 2006;
OLIVEIRA et al.,, 2007; ARUNKUMAR; JAYAPRAKASH, 2015). Contudo, em
Physocyclus globosus, as RONs foram encontradas na regiao intersticial de um par
de autossomos (OLIVEIRA et al., 2007). A condicao telomérica das RONs na maioria

das espécies, inclusive na populacao de P. phalangioides analisada, sugere que a
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evolucdo cromossdmica em Pholcidae ndo envolve necessariamente a realocacao
desta regido, como ocorrido em P. globosus.

A auséncia AgRON no cromossomo sexual de P. phalangioides pode ser
resultado da falta de atividade desta regido na intérfase precedente e ndo pela
inexisténcia de cistrons rDNA. Assim, a presenca de 2 nucléolos pode estar
relacionada a dissociagdo desta estrutura e ndo com a presenca de RONSs ativas
adicionais (OLIVEIRA et al., 2007).

Os numeros diploides encontrados na familia Pholcidae variaram de
2n=23 a 2n=32, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, assim, 0s
resultados, quanto ao numero diploide e morfologia cromossdmica, obtidos para a
populacdo de P. phalangioides analisada no presente trabalho (2n=23 macho e
2n=24 fémea), estdo consoantes com o padrao observado para a familia.

A presenca de quiasmas na maioria dos bivalentes de P. phalangioides
analisados é outra caracteristica comum na referida familia, e estas configuracdes
podem ser indicativas de uma intensa permuta entre os cromossomos. Além disso, o
estudo das células testiculares mostrou que os bivalentes autossémicos e o
cromossomo sexual univalente X tém comportamento regular e similar, quanto a
condensacdao, sinapse, nimero e tipo de quiasmas, aqueles descritos por diferentes
autores (SUZUKI, 1954; BOLE-GOWDA, 1958; COKENDOLPHER, 1989; TUGMON;
BROWN; HORNER, 1990; GORLOV; GORLOVA; LOGUNOZ, 1995; GORLOVA et
al., 1997; SHYH-HWANG, 1999; RODRIGUEZ-GIL et al., 2002; ARUNKUMAR;
JAYAPRAKASH, 2015).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie P. phalangioides encontrada na regido tocantina apresenta
resultados que estdo de acordo com padréo para a familia Pholcidae. Essa espécie
apresenta caracteristica similar, considerando a distribuicdo da heterocromatina
constitutiva que ocorreu nas regides telomérica, centromeérica e pericentromérica e
na morfologia cromossémica. Os dados citogenéticos encontrados em P.
phalangioides, sdo inéditos na regido, pois ndo ha registro de estudos
cromossOmicos da referida espécie nessa localidade.

As células dos individuos machos em dipléteno, diacinese ou metéafase |
analisadas continham 12 elementos cromossomicos, sendo 11 bivalentes
autossdmicos e o cromossomo X univalente. Os blocos de heterocromatina
heteropicnéticos positivos que se apresentou nos paquitenos de P. phalangioides,
sugerem que nesses individuos exista um sistema de determinacdo sexual, pois
estes blocos estéo relacionados a cromatina sexual.

As andlises de metéafases oogoniais e espermatogoniais permitiram inferir
que o sistema cromoss6mico sexual da populacdo de P. phalangioides estudada é
XO para machos e XX para fémeas. Estudos futuros poderdo confirmar esses
dados. N&o foi possivel determinar o sistema de cromossomo sexual dos embrides,
devido as poucas divisdes celulares e as sobreposi¢cdes dos cromossomos.
Somente futuras analises, com um numero maior de metafases mitéticas podem
alcancar esse resultado.

Os resultados das células coradas através da técnica de bandamento C,
mostrou um padrdo predominantemente telomérico e centromérico em metafases
mitéticas de machos de P. phalangioides, o que estad de acordo para a familia. Os
ndcleos interfasicos se revelaram totalmente heteropcnéticos positivos, sugerindo
assim, que todos os individuos estudados possuem cromossomo sexual.

A impregnacao pela prata marcou a regiao adjacente em telémeros nos
pares de autossomos nas metafases espermatogoniais, e evidenciou de 1 a 2
nucléolos. A técnica de AGRON néo foi feita em células de fémeas.

No presente estudo, apesar das analises das metafases mitoticas de

fémeas, a auséncia de células em meiose | pode ser considerada um fator limitante
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para o completo entendimento do SCS de P. phalangioides. A utilizacdo da técnica
de hibridacdo (ou hibridizac&o) in situ fluorescente com sondas de rDNA, seria uma
estratégia para a identificacdo das RONs e, dessa forma, possibilitar o uso destas
regides como marcadores cromossodmicos em P. phalangioides.

Este trabalho caracterizou cromossomicamente a espécie P.
phalangioides, através das analises gonadais de individuos machos (2n=23), fémeas
(2n=24) e de embrides (numero diploide ndo determinado). Os resultados
encontrados no presente trabalho, s6 foram possiveis com a utilizacdo dessa
ferramenta tdo importante que é a “Citogenética” que auxiliou na caracterizagao
cromossOmica da espécie de aranha P. phalangioides.

Deste modo, o0 estudo citogenético da referida espécie analisada neste
trabalho, abre uma perspectiva para um estudo mais detalhado, para que se possa
obter uma melhor caracterizacdo do taxon que a compde. Diante disso, a
citogenética pode ser uma ferramenta muito importante na ajuda da determinacao

da filogenia desses individuos.
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