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RESUMO 

 

A família Buthidae possui cerca de 900 espécies descritas taxonomicamente; porém, 

menos de 5% destas espécies foram analisadas sob o ponto de vista citogenético. O 

número diploide nos butídeos varia entre 2n=5 a 2n=56, e a presença de cromossomos 

holocêntricos com comportamento sináptico e aquiasmático durante a meiose I é uma 

característica comum a todas as espécies previamente estudadas. Neste trabalho, os 

cromossomos mitóticos e meióticos de 11 espécies de escorpiões Buthidae (Ananteris 

balzanii, Rhopalurus agamemnon, Rhopalurus rochai, Tityus bahiensis, Tityus confluens, 

Tityus costatus, Tityus fasciolatus, Tityus maranhensis, Tityus martinpaechi, Tityus 

paraguayensis e Tityus stigmurus) foram estudados através de técnicas de citogenética 

clássica, molecular e ultraestrutural, com o objetivo de estabelecer os mecanismos 

responsáveis pela diversidade inter e intraespecífica de número cromossômico e/ou 

origem das complexas associações multivalentes observadas durante a meiose I, bem 

como, a evolução dos cromossomos holocêntricos. Nas 11 espécies examinadas, o 

número diploide variou de 2n=6 a 2n=28 e, em representantes dos três gêneros, 

associações cromossômicas multivalentes foram observadas em células paquitênicas e 

pós-paquitênicas. Além disso, uma variabilidade intraespecífica quanto à presença ou 

ausência de cadeias cromossômicas e ao número de cromossomos envolvidos nas 

complexas associações multivalentes foi observada em A. balzanii, R. agamemnon, R. 

rochai, T. bahiensis, T. maranhensis e T. paraguayensis. Células impregnadas pelo íon 

prata e submetidas à técnica de FISH revelaram certa constância quanto ao número e 

localização das RONs ativas e sítios de rDNA 45S, apesar da grande variação 

cromossômica verificada entre as espécies, visto que, RONs localizadas na região 

terminal ou subterminal de dois cromossomos foi o padrão comum para os butídeos 

estudados. Contudo, a análise de células meióticas revelou que indivíduos portadores 



  

das mesmas configurações cromossômicas durante a prófase I podem diferir quanto a 

localização dos sítios de rDNA 45S, ou seja, o rDNA pode ocorrer em elementos 

envolvidos nas associações multivalentes ou em elementos totalmente sinapsados, 

semelhantes a bivalentes. Núcleos submetidos ao bandamento C e coloração com 

fluorocromos base-específicos mostraram que as espécies que apresentaram blocos 

conspícuos de heterocromatina exibiram as menores taxas de rearranjos 

cromossômicos. O estudo de microestendidos celulares em microscopia eletrônica de 

transmissão de R. agamemnon, R. rochai, T. bahiensis e T. fasciolatus, revelou 

complexo sinaptonêmico com uma estrutura tripartida típica e bem preservada até 

estágios tardios da prófase I, ausência de placa cinetocórica e nódulos de 

recombinação. Além disso, segmentos descontínuos, filamentos únicos, gaps e 

interlockings foram visualizados e são indicativos da ocorrência de rearranjos 

cromossômicos heterozigotos e/ou heterosinapse. Levando-se em conta todos os 

resultados obtidos com a investigação de células mitóticas e meióticas, foi possível 

determinar que a variabilidade intraespecífica ocorreu como consequência de rearranjos 

cromossômicos do tipo fissão/fusão nas espécies de Ananteris e Tityus, e translocação 

recíproca nas espécies de Rhopalurus. Verificamos também, que indivíduos 

apresentando o mesmo número diploide podem diferir quanto à organização estrutural 

dos cromossomos, dando origem a diferentes associações multivalentes intraespecíficas 

observadas nas células meióticas (elementos como bivalentes ou cadeias 

cromossômicas).  

 

Palavras-Chave: Complexo sinaptonêmico. Cromossomo. Meiose. Número diploide. 

rDNA 45S. 



  

ABSTRACT 

 

The family Buthidae has about 900 species taxonomically described; however, less than 

5% of these species were analyzed from the cytogenetic point of view. The diploid 

number in buthid ranges from 2n=5 to 2n=56, and the presence of holocentric 

chromosomes with synaptic and achiasmatic behavior during the meiosis I is a common 

feature for all previously studied species. In this work, the mitotic and meiotic 

chromosomes of 11 species of Buthidae scorpions (Ananteris balzanii, Rhopalurus 

agamemnon, Rhopalurus rochai, Tityus bahiensis, Tityus confluens, Tityus costatus, 

Tityus fasciolatus, Tityus maranhensis, Tityus martinpaechi, Tityus paraguayensis and 

Tityus stigmurus) were studied through classical, molecular and ultrastructural 

cytogenetic techniques, aiming to establish the responsible mechanisms for inter and 

intraspecific diversity of chromosomal number and/or origin of the multivalent complex 

associations observed during the meiosis I, as well as, the holocentric chromosome 

evolution. In the 11 species examined, the diploid number ranged from 2n=6 to 2n=28; 

multivalent chromosomal associations were observed in pachytene and postpachytene 

cells of species of the three genera. Moreover, an intraspecific variability regarding to the 

presence or absence of chromosome chains and the number of chromosomes involved 

in multivalent complex associations was observed in A. balzanii, R. agamemnon, R. 

rochai, T. bahiensis, T. maranhensis and T. paraguayensis. Silver-impregnated cells and 

nuclei submitted to the FISH technique revealed constancy in relation to the number and 

localization of the active NORs and rDNA 45S sites, respectively, despite of the high 

chromosomal variation verified among species, i.e., NORs located on terminal and 

subterminal region of two chromosomes were the common pattern for buthids studied 

here. Nevertheless, the analysis of meitotic cells showed that individuals carrier of same 

chromosomal configurations during the prophase I can differ in the localization of rDNA 



  

45S sites – the rDNA sites occur in elements involved in multivalent associations or in 

elements totally synapsed, similar to bivalents. Nuclei submitted to the C-banding and 

base-specific fluorochromes staining showed that species which presented conspicuous 

blocks of heterochromatin exhibited the lower levels of chromosome rearrangements. 

The study of cell microspreading under transmission electron microscopy of R. 

agamemnon, R. rochai, T. bahiensis and T. fasciolatus, revealed synaptonemal complex 

with a typical tripartite organisation and well-preserved structure until later stages of 

prophase I, absence of kinetochore plate and recombination nodules. Additionally, 

discontinuous segments, single filaments, gaps and interlocking, which are indicative of 

the occurrence of heterozygous chromosomal rearrangements and/or heterosynapsis 

were visualised. Taking into account all results obtained through the investigation of 

mitotic and meiotic cells, it was possible to determine that the intraspecific variability 

occurred as consequence of chromosome rearrangements of fission/fusion type in 

Ananteris and Tityus species, and reciprocal translocation in Rhopalurus species. We 

also established that individuals with the same diploid number can differ in the structural 

organization of chromosomes, giving rise to different intraspecific multivalent 

associations observed in meiotic cells (elements like-bivalents or chromosome chains).  

 

Keywords: Chromosome. Diploid number. Meiosis. rDNA 45S. Synaptonemal Complex. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os escorpiões frequentemente recebem a denominação de “fósseis vivos”, uma 

vez que correspondem aos artrópodes mais antigos que se tem conhecimento, pois 

foram encontrados em registros do período Siluriano, datados de cerca de 400 milhões 

de anos atrás (Candido 1999; Prendini 2006). As espécies atuais de escorpiões são 

muito semelhantes anatomicamente àquelas encontradas na era Paleozoica, exceto 

pela diferença de tamanho, considerando que algumas espécies extintas atingiam até 

um metro de comprimento. Devido à grande semelhança morfológica com os extintos 

euripterídeos marinhos (escorpiões do mar), os escorpiões eram considerados como 

grupo-irmão dos demais aracnídeos. Porém, dados mais recentes mostram que os 

representantes da ordem Scorpiones apenas mantiveram as características 

consideradas morfologicamente basais e devem ser incluídos dentro da classe 

Arachnida (Prendini 2006). Os escorpiões são encontrados em todos os continentes, 

com exceção da Antártida, mas são mais abundantes e diversificados em regiões 

tropicais e subtropicais; habitam a maioria dos ecossistemas terrestres como, desertos, 

savanas e florestas, e algumas espécies também se tornaram bem adaptadas aos 

ambientes humanos (Cruz 1994; Prendini 2006). 

Atualmente, estima-se que dentro da ordem Scorpiones existam cerca de 1.900 

espécies descritas, as quais estão agrupadas em 18 famílias: Bothriuridae, Buthidae, 

Chactidae, Chaerilidae, Diplocentridae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae, 

Heteroscorpionidae, Iuridae, Liochelidae, Microcharmidae, Pseudochactidae, 

Scorpionidae, Scorpiopidae, Superstitioniidae, Troglotayosicidae, Urodacidae e 

Vaejovidae (Prendini e Wheeler 2005; Rein 2012). Na fauna brasileira, há registros de 

aproximadamente 130 espécies de escorpiões, pertencentes às famílias Bothriuridae, 

Buthidae, Chactidae e Liochelidae (Porto et al. 2010).  
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Do ponto de vista citogenético, os escorpiões têm sido apenas esporadicamente 

investigados e não existe em todo o mundo um grupo de pesquisa dedicado de modo 

específico a análise deste grupo. No entanto, as informações cromossômicas 

registradas para as 70 espécies que foram previamente estudadas, mostram 

características cromossômicas peculiares, tais como: espécies com cromossomos 

holocêntricos ou monocêntricos, sendo que tal diversidade dentro de um mesmo grupo 

tem sido raramente registrada para outros táxons; meiose sináptica e aquiasmática, 

constituindo um tipo particular de meiose que suscita questionamentos sobre os 

mecanismos responsáveis pela variabilidade genética nos escorpiões, uma vez que não 

ocorre recombinação por crossing-over; rearranjos dos tipos translocações recíprocas 

ou fissões/fusões cromossômicas, os quais são fixados nas populações de forma 

heterozigota, diferindo acentuadamente da forma homozigota que é mais estável para 

outros grupos. Adicionalmente, algumas espécies de escorpiões, pertencentes 

principalmente à família Buthidae, apresentam reprodução por partenogênese telítoca, 

na qual fêmeas não fecundadas originam outras fêmeas (Schneider e Cella 2010).  

Dentre os Scorpiones, a família Buthidae é a mais numerosa, com 

aproximadamente 90 gêneros e 900 espécies descritas taxonomicamente. A fauna 

brasileira é representada por 82 espécies distribuídas em oito gêneros: Ananteris, 

Isometrus, Microtityus, Physoctonus, Rhopalurus, Tityus, Throglorhopalurus e Zabius, os 

quais ocorrem em todas as regiões do Brasil, porém apresentam maior riqueza nas 

regiões Norte e Nordeste (Porto et al. 2010). Embora todos os escorpiões sejam 

considerados animais peçonhentos, Buthidae é o único grupo que apresenta uma 

grande importância médica devido ao fato do veneno de muitas espécies apresentarem 

toxicidade para os mamíferos (Soleglad e Fet 2003). No Brasil, os principais relatos de 

acidentes envolvendo escorpiões estão relacionados às espécies do gênero Tityus 

(Candido 1999; Porto e Brazil 2010). 
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A família Buthidae ocupa uma posição filogeneticamente basal dentro da ordem 

Scorpiones, sendo considerada grupo-irmão de todas as outras 17 famílias existentes 

(Prendini e Wheeler 2005). Embora a monofilia dos butídeos esteja bem definida, a 

relação entre os gêneros e espécies é ainda pouco conhecida. A análise cladística mais 

recente, baseada em dados moleculares, subdividiu os butídeos em dois grupos 

monofiléticos, “Velho Mundo” e “Novo Mundo” (Fet et al. 2003).  

Os estudos citogenéticos foram realizados em menos que 5% das espécies de 

Buthidae (Tabela 1). Entre os 15 gêneros já investigados, quatro pertencem ao clado 

“Velho Mundo” (Androctonus, Buthus, Hottentotta e Mesobuthus) e três ao clado “Novo 

Mundo” (Centruroides, Lychas e Rhopalurus). Os outros oito gêneros não foram 

incluídos nas análises filogenéticas. As informações cromossômicas parecem confirmar 

a monofilia de Buthidae, levando-se em conta que esta é a única família dentro de 

Scorpiones que possui cromossomos holocêntricos. O número diploide nos butídeos 

varia de 2n=5 a 2n=56, sendo 2n=24 o mais frequentemente observado para as 

espécies da família. Adicionalmente, cerca de 1/3 dos butídeos examinados exibiram 

uma variação intraespecífica no número cromossômico, a qual pode envolver apenas 

um ou dois elementos, como em Isometrus maculatus (2n=12, 14) e Lychas marmoreus 

(2n=12, 14, 15) ou diversos elementos, como em Tityus bahiensis (2n=5, 6, 7, 8, 9, 10, 

17, 18, 19) e Uroplectes carinatus (2n=20, 48) (Tabela 1). 

Os cromossomos holocêntricos, como observados na família Buthidae, 

geralmente são caracterizados pela ausência de uma região centromérica pequena e 

bem definida, sendo que os microtúbulos do fuso de divisão ligam-se ao longo de todo o 

comprimento cromossômico, de maneira que os cromossomos e/ou cromátides movem-

se paralelamente durante a anáfase, formando um ângulo reto com as fibras do fuso 

(Bongiorne et al. 2004). Os cromossomos holocêntricos também podem ser 

diferenciados dos monocêntricos quanto ao tamanho da região centromérica em relação 
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ao comprimento total do cromossomo, isto é, nos holocêntricos a porção do 

cromossomo que interage com os microtúbulos é grande, em contraste com os 

monocêntricos, nos quais esta região é pequena (Wolf 1996).  

Os cromossomos holocêntricos foram descritos em diversas espécies de animais 

e plantas e parecem ser resultado de uma evolução convergente (John 1990; Dernburg 

2001). Por outro lado, existe a hipótese de que os cromossomos holocêntricos 

originaram os monocêntricos, através da restrição da atividade cinética do cromossomo 

para uma região especializada, o centrômero (Moore et al. 1997). Nos aracnídeos, os 

cromossomos holocêntricos provavelmente tiveram origens independentes, levando-se 

em conta que estes ocorrem em grupos diferentes e não-relacionados, tais como ácaros 

(Wrensch et al. 1994), aranhas da superfamília Dysderoidea (Král et al. 2006) e 

escorpiões da família Buthidae (Schneider et al. 2009). 

Os mecanismos que produzem alterações no número cromossômico parecem ser 

semelhantes para os cromossomos monocêntricos e holocêntricos (Luceño e Guerra 

1996). No entanto, no caso dos cromossomos monocêntricos, determinados rearranjos 

podem originar segmentos cromossômicos acêntricos ou dicêntricos, os quais são 

usualmente perdidos durante a divisão celular. Por outro lado, todos os fragmentos 

cromossômicos gerados por rearranjos podem ter uma segregação normal em espécies 

que possuem cromossomos do tipo holocêntrico (Wolf 1996; Dernburg 2001).  

Apesar da maioria dos rearranjos cromossômicos serem viáveis em espécies 

portadoras de cromossomos holocêntricos, a diversidade do número diploide é menor 

do que aquela esperada. Entre os escorpiões, variações cromossômicas 

intraespecíficas parecem ser mais acentuadas em espécies que possuem cromossomos 

monocêntricos, como exemplo, Urodacus novaehollandiae (Urodacidae), com 2n=66-

175 (Shanahan 1989a), do que naquelas que apresentam cromossomos holocêntricos 

(Tabela 1).  
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Nas espécies da família Buthidae, além dos cromossomos holocêntricos, duas 

outras particularidades foram observadas durante a meiose masculina, ou seja, 

comportamento aquiasmático dos cromossomos e associações multivalentes 

heterozigotas, envolvendo translocações recíprocas ou fissões/fusões cromossômicas 

(Piza 1947a, b, c, 1948a, b, c, 1957; Sharma et al. 1959; Gupta e Sarker 1965; 

Shanahan 1989b; Moustafa et al. 2005; Schneider et al. 2009). É importante enfatizar 

que a presença de ambos, cromossomos holocêntricos e rearranjos heterozigotos, são 

extremamente raros para qualquer outro grupo de animais. 

Entre os aracnídeos, Scorpiones é o único grupo no qual meiose masculina do 

tipo aquiasmática foi encontrada em todas as famílias. Existem várias hipóteses para 

explicar o significado evolutivo deste tipo particular de meiose, como a seleção 

favorecendo uma baixa frequência de recombinação (Altiero e Rebecchi 2003), e a 

preservação de certas combinações alélicas que estariam co-adaptadas e funcionariam 

como um super-gene (Ituarte e Papeschi 2004). Para os escorpiões, ainda não há dados 

suficientes para explicar o significado da meiose aquiasmática; no entanto, este tipo 

particular de meiose pode estar relacionado aos altos níveis de rearranjos 

cromossômicos heterozigotos presentes em espécies deste táxon. Os rearranjos 

cromossômicos, principalmente aqueles presentes em condição heterozigota, 

frequentemente acarretam em uma redução da fertilidade devido aos problemas 

meióticos (Fossey et al. 1989; Kingswood et al. 1994). No entanto, os efeitos prejudiciais 

dos rearranjos heterozigotos sobre a fertilidade podem ser diminuídos, quando os 

gametas não-balanceados são eliminados ou a frequência de recombinação 

cromossômica é drasticamente reduzida (Reed et al. 1992; Kingswood et al. 1994).  

A ocorrência de altos índices de rearranjos cromossômicos heterozigotos em 

Buthidae também pode ter uma relação com a estrutura populacional e o padrão de 

dispersão de algumas espécies. Schneider et. al (2009) sugeriram que a grande 
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diversidade de número diploide e de configurações cromossômicas multivalentes 

observadas durante a meiose I de uma população de Tityus bahiensis, coletada em uma 

área urbana, pode ser resultado da alta incidência de endocruzamento entre os 

indivíduos. Tal endocruzamento pode ser mais frequente em espécies que ocupam 

ambientes modificados, as quais devido à abundância de alimento podem viver 

agregadas em um microhabitat e apresentar uma dispersão reduzida.  

A maioria dos estudos citogenéticos em Buthidae foram realizados entre as 

décadas de 1940 à 1960, somente com técnicas de coloração convencional dos 

cromossomos e análise de poucos indivíduos. No entanto, a utilização de metodologias 

que identificam regiões cromossômicas específicas, como as de bandamento C, 

impregnação pelo íon prata, coloração com fluorocromos base-específicos e 

hibridização in situ fluorescente (FISH), além de fornecer dados adicionais sobre a 

estrutura dos cromossomos, podem auxiliar na compreensão dos mecanismos 

responsáveis pela variabilidade cariotípica neste grupo. 

O emprego de análises cromossômicas ultraestruturais nos butídeos pode 

revelar, como em outros grupos de invertebrados, diversas particularidades 

concernentes a placa cinetocórica, como a presença de uma placa única que se estende 

pela maioria ou totalidade do comprimento cromossômico (Albertson e Thomson 1982), 

várias placas cinetocóricas localizadas ao longo do comprimento do cromossomo 

(Gama et al. 1981), uma placa cinetocórica que ocupa menos da metade da extensão 

cromossômica (Wolf et al. 1992) e, até mesmo, a ausência de placa cinetocórica 

(Shanahan e Hayman 1990; Schneider et al. 2009). Além disso, a análise do complexo 

sinaptonêmico e estruturas associadas em microscopia eletrônica de transmissão, em 

espécies de Buthidae é imprescindível para interpretar os rearranjos cromossômicos 

bem como para confirmar a ausência de crossing-over, uma vez que a falta de quiasmas 
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em células observadas em microscopia de luz não implica necessariamente na ausência 

de recombinação gênica. 
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2. OBJETIVOS 

 

Considerando as particularidades cromossômicas verificadas nos Scorpiones, em 

especial nos representantes da família Buthidae, a diversidade de espécies na fauna 

brasileira e a escassez de estudos citogenéticos atuais neste grupo, o objetivo deste 

trabalho é caracterizar citogeneticamente 11 espécies de Buthidae (Ananteris balzanii, 

Rhopalurus agamemnon, Rhopalurus rochai, Tityus bahiensis, Tityus confluens, Tityus 

costatus, Tityus fasciolatus, Tityus maranhensis, Tityus martinpaechi, Tityus 

paraguayensis e Tityus stigmurus), visando estabelecer os mecanismos envolvidos com 

a variabilidade inter e intraespecífica de número diploide e/ou origem das associações 

multivalentes complexas, bem como, a evolução dos cromossomos holocêntricos. Para 

tal, os cromossomos mitóticos e meióticos de diferentes espécies foram analisados em 

microscopia de luz e microscopia eletrônica de transmissão, para estabelecer:  

 

a) O número diploide de cada espécie, através do emprego da técnica de 

coloração convencional com Giemsa; 

b) O comportamento dos cromossomos durante a meiose quanto a sinapse, 

recombinação e segregação; 

c) O padrão de distribuição das regiões organizadoras de nucléolo (RONs) 

com a técnica de impregnação pelo íon prata e FISH com sonda de rDNA; 

d) O padrão de distribuição e composição das regiões de heterocromatina 

constitutiva através da técnica de bandamento C e coloração com 

fluorocromos base-específicos; 

e) A organização e o comportamento do complexo sinaptonêmico e estruturas 

associadas.
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. MATERIAL 

O número de exemplares machos e fêmeas adultos das 11 espécies da família 

Buthidae analisados nessa dissertação e seus respectivos locais de coleta estão 

listados na Tabela 2. 

A identificação taxonômica dos espécimes foi realizada pela pesquisadora MSc. 

Denise Maria Candido, do Instituto Butantan, São Paulo, SP, e pelo Prof. MSc. Leonardo 

Sousa Carvalho, da Universidade Federal do Piauí, UFPI, Floriano, PI. Os exemplares 

foram depositados no Laboratório Especial de Coleções Zoológicas, Instituto Butantan 

(IBSP curadora D. M. Barros-Battesti) e na Coleção de História Natural, UFPI (CHNUFPI 

curador L. S. Carvalho).  

 

Tabela 2 – Escorpiões butídeos analisados neste trabalho, incluindo o número de espécimes e o local 
de coleta nos estados brasileiros: BA=Bahia, CE=Ceará, MG=Minas Gerais, PI=Piauí, PR=Paraná, 
SP=São Paulo, TO=Tocantins. 
 

Espécie 
Número de 
Indivíduos 

Local de Coleta 

Ananteris balzanii Thorell, 1981 2 machos 

1 macho 

Guanambi (14º17’S, 42º44’W), BA 

Rio Claro (22º24’S, 47º33’W), SP 

Rhopalurus agamemnon (C. L. Koch, 1839) 3 machos 

1 macho/2 fêmeas 

Mateiros (10º33’S, 46º27’W), TO 

Teresina (05º05’S, 42º48’W), PI 

Rhopalurus rochai Borelli, 1910 2 machos /2 fêmeas 

2 machos 

Castelo do Piauí (05º14’S, 41º41’W), PI 

Guanambi (14º18’S, 42º44’W), BA 

Tityus (Archaeotityus)   

Tityus maranhensis Lourenço de Jesus 

Junior e Limeira-de-Oliveira, 2006 
5 machos/7 fêmeas Floresta Nacional de Palmares (05º03’S, 42º35’W), 

Altos, PI 

Tityus paraguayensis Kraepelin, 1895 4 machos/8 fêmeas Ilha São Francisco (18º58’S, 49º28’W), Guaíra, PR 

Tityus (Tityus)   

Tityus bahiensis (Perty, 1833) 

 

7 machos/5 fêmeas 

4 machos 

Ilha Grande (24º1’S, 54º10’W), Guaíra, PR 

Estação Ecológica de Santa Bárbara (24º48’S, 

49º13’W), Águas de Santa Bábara, SP 

Tityus confluens Borelli, 1899 2 machos Guadalupe (06º51’S, 43º27’W), PI 

Tityus costatus (Karsch, 1879) 1 fêmea Palmeira (25º26’S, 49º59’W), PR 

Tityus fasciolatus Pessôa, 1935 10 machos/6 fêmeas Ituiutaba (18º58’S, 49º28’W), MG 

Tityus martinpaechi Lourenço, 2001 2 machos/1 fêmea Serra da Ibiapaba (03º49’S, 40º59’W), Ubajara CE 

Tityus stigmurus (Thorell, 1876) 3 fêmeas Floresta Nacional do Araripe (07º22’S, 39º19’W), 

Barbalha, CE 
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3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Obtenção das preparações cromossômicas 

As preparações citológicas para estudo dos cromossomos mitóticos e meióticos, 

em microscopia de luz, foram obtidas de testículos e ovários de indivíduos adultos, de 

acordo com a metodologia descrita a seguir: a) Dissecar o animal em solução fisiológica 

para insetos (7,5g de NaCl, 2,38g de Na2HPO4, 2,72g de KH2PO4, em 1 litro de água 

destilada), retirar as gônadas e colocá-las em uma placa escavada, contendo solução 

fisiológica e solução hipotônica (água de torneira), durante 12 minutos; b) Transferir o 

material para uma placa escavada, contendo fixador Carnoy I (metanol e ácido acético – 

3:1) e deixar durante 30 minutos, no mínimo; c) Macerar parte do material, sobre uma 

lâmina, juntamente com uma gota de ácido acético 45 ou 60%; d) Secar a lâmina em 

uma placa de metal à temperatura de 35 a 40ºC. 

 

3.2.2. Coloração convencional (Giemsa) 

Após a obtenção das preparações cromossômicas, deixar as lâminas à 

temperatura ambiente por pelo menos um dia e, posteriormente: a) Corar a lâmina em 

solução de Giemsa a 3% (47mL de água destilada, 1,5mL de solução comercial de 

Giemsa e 1,5mL de tampão fostato pH 6,8) durante 12 minutos; b) Lavar rapidamente a 

lâmina em água destilada e secar ao ar. 

 

3.2.3. Técnica de impregnação das regiões organizadoras de nucléolo 

pelo nitrato de prata (Ag-RON) 

A metodologia utilizada para a detecção das RONs ativas foi aquela de Howell e 

Black (1980), com algumas modificações, de acordo com o descrito a seguir: a) 

Hidrolisar as lâminas em solução de ácido clorídrico 0,1N à temperatura ambiente, por 

cinco minutos; b) Colocar sobre a lâmina uma gota de solução coloidal reveladora (1g 

de gelatina Sigma dissolvida em 50mL de água destilada, 0,5mL de ácido fórmico) e 
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duas gotas de solução de nitrato de prata a 50%; c) Cobrir com lamínula ou com um 

tecido de nylon e incubar em câmara úmida, durante aproximadamente quatro minutos, 

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

 

3.2.4. Técnica de obtenção das bandas C 

As regiões de heterocromatina constitutiva foram identificadas através da técnica 

descrita por Sumner (1972), com algumas modificações: a) Hidrolisar as lâminas em 

solução de ácido clorídrico 0,1N à temperatura ambiente, por cinco minutos; b) Tratar as 

preparações cromossômicas com solução de hidróxido de bário octahidratado a 5%, 

durante aproximadamente 30 segundos, à temperatura de 60ºC; c) Lavar as lâminas, 

duas vezes, em solução de ácido clorídrico 0,1N, à temperatura ambiente; d) Lavar as 

lâminas em tampão 2xSSC (17,5g de NaCl, 8,8g de Na3C6H5O7, completar para 1000mL 

de água Mili-Q e ajustar o pH para 7,0), à temperatura ambiente; e) Incubar as lâminas 

em tampão 2xSSC, por 30 minutos, à temperatura de 60ºC; f) Lavar as lâminas várias 

vezes com água destilada e secar ao ar; g) Adicionar 20µL de solução de 

DAPI/Vectashield sobre as lâminas e cobrir com lamínula. 

 

3.2.5. Colorações associadas 

a) Seguir o procedimento de coloração convencional (Giemsa). Depois da análise 

e registro fotográfico das células, lavar a lâmina várias vezes em xilol e secar ao ar; b) 

Submeter à lâmina à técnica de obtenção de bandas C ou à técnica de impregnação 

pelo íon prata. 
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3.2.6. Técnica de marcação com fluorocromos base-específicos 

(CMA3/DAPI) 

Para identificação das regiões da cromatina ricas em sequências de bases AT e 

GC, foi utilizada a metodologia descrita por Christian et al. (1998), com algumas 

modificações: a) Incubar a lâmina em solução de formamida à 70%, diluída em 2xSSC, 

à 70ºC por cerca de dois minutos; b) Lavar as lâminas em dois banhos de 2xSSC, à 

temperatura ambiente, por dois minutos cada; c) Desidratar a lâmina em série alcoólica 

gelada (70%, 90% e 100%), por dois minutos cada; d) Secar a lâmina à temperatura 

ambiente; e) Adicionar 80µL de CMA3 (20μg/mL em MgCl2 a 32mM) sobre a lâmina e 

cobrir com lamínula; f) Deixar a lâmina em câmara escura na geladeira por cerca de 30 

minutos; g) Retirar a lamínula e lavar as lâminas três vezes em 1xPBS (7,58g de NaCl, 

0,993g de Na2HPO4, 0,414g de NaH2PO4, completar para o volume de 1000mL com 

água Mili-Q) à temperatura ambiente, por 2 minutos cada; h) Adicionar sobre a lâmina 

20µL de DAPI/Vectashield e cobrir com lamínula; i) Aguardar alguns minutos, retirar o 

excesso de líquido com papel filtro e observar em microscópio de fluorescência com os 

filtros adequados. 

 

3.2.7. Hibridação in situ fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 45S 

pDm 238 

A localização dos sítios de rDNA 45S foi realizada através da técnica de FISH 

descrita por Pinkel et al. (1986), com modificações propostas por Silva et al. (2012): a) 

Marcar as sondas com digoxigenina 11-dUTP por Nick Translation; b) Desidratar cada 

lâmina em uma série de álcool 70%, 90% e 100%, durante 5 minutos cada, e secar ao 

ar; c) Pipetar 100μL de RNase (10mg/mL), colocar sobre a lâmina, cobrir com lamínula e 

incubar por 1 hora, em câmara úmida, à 37ºC; d) Lavar as lâminas em três banhos de 

2xSSC, por cinco minutos cada; e) Lavar as lâminas em Triton 1X, durante cinco 
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minutos; f) Desidratar as preparações citológicas em álcool 70%, 90% e 100%, durante 

cinco minutos cada, e secar as lâminas à temperatura ambiente; g) Desnaturar o DNA 

cromossômico em formamida 70%, diluída em 2xSSC, por cerca de dois minutos, à 

70ºC; h) Desidratar cada lâmina em uma série de álcool, 70%, 90% e 100%, durante 

cinco minutos cada, à -20ºC, e secar ao ar; i) Enquanto as lâminas são passadas na 

série alcoólica, desnaturar a solução de hibridação (6µL da sonda marcada e 24µL de 

tampão de hibridização) em termociclador à 95ºC, por 10 minutos; j) Adicionar 12μL da 

solução de hibridização sobre a lâmina, cobrir com lamínula, e deixar em câmara úmida 

à 37ºC overnight; k) Retirar as lamínulas em 2xSSC à temperatura ambiente; l) Lavar as 

lâminas em 0,4xSSC + 0,3% Triton à 70ºC, por dois minutos; m) Lavar as lâminas em 

2xSSC + 0,1% Triton por dois minutos cada, à temperatura ambiente; n) Colocar, sobre 

cada lâmina, 30µL de tampão de bloqueio (1000µL de 2xSSC + 10µL de Triton 100X + 

0,05g de leite em pó desnatado), cobrir com lamínula e incubar por cinco minutos, em 

câmara úmida, à temperatura ambiente; o) Retirar a lamínula e enxaguar as lâminas em 

2xSSC, à temperatura ambiente; p) Incubar cada lâmina com 4µL de anti-

digoxigenina+rodamina e 26µL de tampão de bloqueio, durante uma hora, em câmara 

úmida escura, à temperatura ambiente; q) Lavar as lâminas em 2xSSC à 43ºC, por dois 

minutos; r) Lavar as lâminas em dois banhos de 2xSSC +Triton 0,1%, à 43ºC, durante 

dois minutos; s) Desidratar as lâminas em série alcoólica 70%, 90% e 100%, por cinco 

minutos, e secar ao ar; t) Colocar sobre cada lâmina 20μL de solução de 

DAPI/Vectashield, cobrir com lamínula, retirar o excesso com papel filtro, e observar em 

microscópio de fluorescência com os filtros adequados. 

Alternativamente, algumas preparações cromossômicas foram submetidas à 

técnica descrita por Cabral-de-Mello et al. (2010): a) Fixar as lâminas em Carnoy I, por 

15 minutos, e desidratá-las em série alcoólica 70% e 100%, por cinco minutos cada; b) 

Secar as lâminas, à 37ºC; c) Incubar as lâminas com 100µL de solução de RNAse, por 
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uma hora em câmara úmida à 37ºC; d) Lavar as lâminas três vezes em 2xSSC, por 

cinco minutos cada; e) Incubar as lâminas em solução de formaldeído 37%, por 10 

minutos, à temperatura ambiente; f) Lavar as lâminas duas vezes em 2xSSC, por cinco 

minutos cada; g) Desidratar as lâminas em série alcoólica 70% e 100%, por cinco 

minutos cada; h) Secar as lâminas à 37ºC; h) Preparar a solução de hibridação: em um 

tubo contendo 5µL de sonda, adicionar 12,5µL de formamida 50%, 5µL de sulfato de 

dextrano 50% e 2,5µL de 20xSSC; i) Desnaturar a sonda à 95ºC por 10 minutos e 

passar rapidamente para o gelo; j) Colocar sobre a lâmina 30µL de solução de 

hibridação sobre a lamínula e inverter a lâmina sobre a mesma; k) Desnaturar os 

cromossomos e a sonda em banho-maria, à 75ºC, por cerca de cinco minutos; l) Manter 

as lâminas em câmara úmida, contendo 2xSSC, à 37ºC overnight; m) Retirar a lamínula 

e mergulhar as lâminas em 2xSSC, à temperatura ambiente, por aproximadamente 

cinco minutos; n) Incubar as lâminas duas vezes em 2xSSC, à 42ºC, por cinco minutos 

cada; o) Incubar as lâminas duas vezes em 0,1xSSC, à 42ºC, por cinco minutos cada; p) 

Incubar as lâminas em 2xSSC, à temperatura ambiente, por 10 minutos; q) Transferir as 

lâminas para PBD (20mL de 20xSSC, 0,5mL de Triton, 1g de leite em pó desnatado, 

água destilada até completar 100mL), à temperatura ambiente; r) Aplicar sobre cada 

lâmina 100µL da solução com os anticorpos primários (100µL de PBD + 1µL de Alexa); 

s) Incubar as lâminas, por uma hora, em câmara úmida, à 37ºC; t) Remover a lamínula e 

lavar três vezes em 1xPBD, à 45ºC, por cinco minutos cada; u) Montar a lâmina com 

20µL de DAPI/Vectashield, cobrir com lamínula, retirar o excesso com papel filtro, e 

observar em microscópio de fluorescência com os filtros adequados.  

 

3.2.8. Análises cromossômicas em microscopia de luz 

As análises dos cromossomos corados convencionalmente ou submetidos à 

técnica de impregnação pelo íon prata, foram realizadas em microscopia de luz. As 
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melhores células mitóticas e meióticas foram fotografadas em um fotomicroscópio 

Olympus BX51, com objetiva 100x sob imersão, optovar 1,6 utilizando o software DP 

Controller. As células submetidas ao bandamento C, coloração com fluorocromos base-

específicos, e FISH foram fotografadas com os filtros específicos para os fluorocromos 

DAPI (360-390nm), CMA3 (430-480nm) e Rodamina (540-625nm). 

 

3.2.9. Obtenção e análise do complexo sinaptonêmico 

Os microestendidos celulares para análise do complexo sinaptonêmico foram 

obtidos, seguindo a metodologia descrita por Loidl e Jones (1986): a) Dissecar o animal 

e retirar os testículos e, sobre um pedaço de Parafilm, macerá-los em solução fisiológica 

para insetos, com o auxílio de uma lâmina de barbear; b) Pingar três a quatro gotas de 

solução de lipsol 0,5% em uma lâmina, previamente revestida com uma película plástica 

(passar a lâmina em uma solução contendo 100mL de clorofórmio PA. e 0,7g de plástico 

“Falcon”), adicionar uma gota do macerado testicular e esperar seis minutos; c) Colocar 

sete a oito gotas de solução de paraformaldeído a 4% e sacarose 0,1M; d) Deixar a 

lâmina secar durante aproximadamente 24 horas, passá-la rapidamente em água 

destilada e secar ao ar. As lâminas contendo os microestendidos celulares foram 

impregnadas pelo nitrato de prata, segundo o item 3.2.3, com substituição da lamínula 

por um tecido de nylon. A película plástica contendo os microestendidos foi colocada 

sobre uma telinha de cobre (50 mesh), a qual foi analisada em um microscópio 

eletrônico de transmissão Philips CM100. O filme empregado para o registro fotográfico 

foi o Kodak 4489 e as ampliações fotográficas foram feitas em papel Kodabrome Print 

RC-F3 (Kodak) e reveladas em D72, diluído em água, na proporção 1:2. 
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4. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos com a análise citogenética de 11 espécies de escorpiões 

da família Buthidae são apresentados na forma de três artigos, mencionados a seguir: 

 

Artigo I – High chromosome variability and the presence of multivalent associations in 

buthid scorpions (aceito para publicação no periódico Chromosome Research – DOI: 

10.1007/s10577-013-9342-3); 

 

Artigo II – Localização dos genes de rDNA 45S em cromossomos mitóticos e meióticos 

de escorpiões da família Buthidae 

 

Artigo III – Organização e comportamento do complexo sinaptonêmico durante a 

meiose aquiasmática de escorpiões Buthidae 
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1. Ananteris balzanii (Foto: D. M. Candido) 

2. Rhopalurus agamemnon (Foto: T. J. Porto) 

3. Rhopalurus rochai (Foto: T. J. Porto) 

4. Tityus bahiensis (Foto: E. Wienskoski) 

AARTIGO I 
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High chromosome variability and the presence of multivalent associations in buthid 
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RESUMO 

Neste estudo, nós investigamos os cromossomos mitóticos e meióticos de 11 espécies 

de escorpiões da família Buthidae, pertencentes a três gêneros (Ananteris, Rhopalurus e 

Tityus), visando obter um conhecimento detalhado em relação aos mecanismos 

responsáveis pela diversidade intraespecífica e/ou interespecífica de número 

cromossômico e origem das complexas associações multivalentes observadas durante a 

meiose. Os cromossomos de todas as espécies não exibiram uma região centromérica 

localizada e apresentaram comportamento sináptico e aquiasmático durante a meiose I. 

Metáfases espermatogoniais e oogoniais desses butídeos mostraram número diploide 

variável entre 2n=6 a 2n=28. Na maioria das espécies, associações cromossômicas 

multivalentes foram observadas em núcleos paquitênicos e pós-paquitênicos. Além 

disso, uma variabilidade intraespecífica quanto à presença ou ausência de cadeias 

cromossômicas, e quanto ao número de cromossomos envolvidos nas complexas 

configurações multivalentes foram observados em algumas espécies desses três 

gêneros. Células impregnadas pelo íon prata revelaram que o número e a localização 

das regiões organizadoras nucleolares (RONs) permaneceram inalterados apesar da 

extensa variação cromossômica; notavelmente, duas RONs localizadas nas regiões 

terminal ou subterminal dos cromossomos foram comumente observadas em todas as 

espécies. Células submetidas às técnicas de bandamento C e coloração com 

fluorocromos base-específicos mostraram que as espécies que exibiram blocos 

conspícuos de heterocromatina possuíam os menores índices de rearranjos 

cromossômicos. Levando-se em conta a análise de células mitóticas e meióticas, foi 

possível determinar que a variabilidade intraespecífica ocorreu como uma consequência 

de rearranjos cromossômicos do tipo fissão/fusão nas espécies de Ananteris e Tityus e 

devido a translocações recíprocas nas espécies do gênero Rhopalurus. Adicionalmente, 

verificamos que indivíduos que possuem mesmo número diploide podem diferir quanto a 
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organização estrutural dos cromossomos, o que resulta em diferentes associações 

cromossômicas nas células meióticas (elementos semelhantes a bivalentes ou cadeias 

cromossômicas). 

 

Palavras-chave: evolução, heterozigosidade, holocêntrico, meiose, rearranjos 

cromossômicos, região organizadora de nucléolo 

 

ABREVIAÇÕES 

C = Cadeia cromossômica 

CV = Coeficiente de variação 

DSL = Comprimento do conjunto diploide  

NOR = Região organizadora de nucléolo 

II = “Bivalente” ou elemento como bivalente 

CIII = Cadeia de três cromossomos 

CIV = Cadeia de quatro cromossomos 

CVI = Cadeia de seis cromossomos 

CVIII = Cadeia de oito cromossomos 

CX = Cadeia de 10 cromossomos 

CXXVIII = Cadeia de 28 cromossomos 

CMA3 = Cromomicina A3 

DAPI = 4’-6-diamidino-2-fenilindol 
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ABSTRACT 

In this study, we investigated the mitotic and meiotic chromosomes of 11 Buthidae 

scorpion species, belonging to three genera (Ananteris, Rhopalurus, and Tityus), to 

obtain detailed knowledge regarding the mechanisms underlying the intraspecific and/or 

interspecific diversity of chromosome number and the origin of the complex chromosome 

associations observed during meiosis. The chromosomes of all species did not exhibit a 

localised centromere region and presented synaptic and achiasmatic behaviour during 

meiosis I. Spermatogonial and/or oogonial metaphase cells of these buthids showed 

diploid numbers range from 2n=6 to 2n=28. In most species, multivalent chromosome 

associations were observed in pachytene and postpachytene nuclei. Moreover, 

intraspecific variability associated with the presence or absence of chromosome chains 

and the number of chromosomes in the complex meiotic configurations was observed in 

some species of these three genera. Silver-impregnated cells revealed that the number 

and location of nucleolar organiser regions (NORs) remained unchanged despite 

extensive chromosome variation; notably, two NORs located on the terminal or 

subterminal chromosome regions were commonly observed for all species. C-banded 

and fluorochrome-stained cells showed that species with conspicuous blocks of 

heterochromatin exhibited the lowest rate of chromosomal rearrangement. Based on the 

investigation of mitotic and meiotic cells, we determined that the intraspecific variability 

occurred as a consequence of fission/fusion-type chromosomal rearrangements in 

Ananteris and Tityus species, and reciprocal translocation in Rhopalurus species. 

Furthermore, we verified that individuals presenting the same diploid number differ in 

structural chromosome organisation, giving rise to intraspecific differences of 

chromosome association in meiotic cells (bivalent-like elements or chromosome chains). 
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Keywords: chromosome rearrangements, evolution, heterozygosity, holocentric, meiosis, 

nucleolar organiser region 

 

ABBREVIATIONS 

C = Chromosome chain 

CV = Coefficient of variation 

DSL = Diploid set length 

NOR = Nucleolar organiser region 

II = “Bivalent” or bivalent-like element 

CIII = Chain of three chromosomes 

CIV = Chain of four chromosomes 

CVI = Chain of six chromosomes 

CVIII = Chain of eight chromosomes 

CX = Chain of 10 chromosomes 

CXXVIII = Chain of 28 chromosomes 

CMA3 = Chromomycin A3 

DAPI = 4’-6-diamidino-2-phenylindole 
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INTRODUCTION 

Buthidae is the largest family of extant scorpions, comprising approximately 960 species 

and 89 genera (Rein 2012). This family is widely distributed on all continents except 

Antarctica. Some buthid genera are widespread throughout distinct geographical regions, 

such as Ananteris, which has been identified in Africa and South America, whereas 

others are endemic, such as Rhopalurus and Tityus, which have only been identified in 

South America and Central America (Soleglad and Fet 2003). Pre-cladistic studies 

concerning the relationships within the order Scorpiones have indicated Buthidae as a 

separate lineage from the other scorpion families. This hypothesis has been supported 

through biochemical, morphological, and molecular data, and Buthidae is considered the 

most basal group of the 18 extant scorpion families (Prendini and Wheeler 2005).  

Most of the cytogenetic information on Scorpiones has been obtained from 

Buthidae, with data on 40 species belonging to 15 genera (Schneider et al. 2012); 

however, thus far, the number of buthids cytogenetically analysed corresponds to less 

than 5% of the known species. The available cytogenetic data also seems to confirm the 

monophyly of Buthidae, as among the nine Scorpiones families, this is the only group 

that exhibits holocentric chromosomes. The diploid number in Buthidae ranges from 

2n=5 to 2n=56, but 2n=24 is the most common chromosome number observed for this 

family (Schneider et al. 2012). With the exception of Androctonus and Centruroides, with 

2n=24 and 2n=26, respectively, the diploid numbers in the other genera vary among 

species, e.g., 2n=22-56 in Buthus, 2n=12-14 in Isometrus, 2n=12-16 in Lychas, 2n=20-

28 in Mesobuthus, 2n=18-36 in Parabuthus, 2n=5-27 in Tityus, and 2n=20-48 in 

Uroplectes. The other six genera contain only one chromosomally analysed species, with 

2n=12 in Ananteris balzanii, 2n=14 in Hemilychas alexandrinus, 2n=24 in Hottentotta 

trilineatus, 2n=14 in Isometroides vescus, 2n=22 in Odontobuthus doriae, and 2n=28 in 

Rhopalurus rochai (Makino 1956; see Schneider et al. 2012). In addition to this high 
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interspecific diversity, approximately 1/3 of the buthids presented intraspecific variability 

(intrapopulational and/or interpopulational) in chromosome number, which might involve 

one or two elements, such as in Isometrus maculatus (2n=12, 14) and Lychas 

marmoreus (2n=12, 14, and 15), or many chromosomes, such as in Tityus bahiensis 

(2n=5, 6, 7, 8, 9, 10, 17, 18, and 19) (see Schneider et al. 2012). 

The occurrence of achiasmatic meiosis is a feature registered in Buthidae as 

well as in all cytogenetically analysed scorpion species (Schneider et al. 2009a). This 

type of meiosis is characterised by the absence of crossing-over and typical substages of 

diplotene and diakinesis – crossing-over is one of the mechanisms responsible for the 

genetic variability in most organisms. In bisexual species, achiasmatic meiosis is typically 

restricted to only one sex, the heterogametic sex (John 1990; Marec et al. 2010). The 

presence of multivalent chromosome associations is another intriguing characteristic 

frequently verified during the meiosis of male scorpions. In Buthidae, these complex 

chromosome configurations were observed in approximately 50% of the examined 

species. Interestingly, in most cytogenetic studies, only one individual has been 

analysed, indicating that the intrapopulational diversity regarding to the chromosomal 

rearrangement rates and, consequently, the multivalent associations, are underestimated 

within Buthidae. Surprisingly, the number of chromosomes involved in multivalent 

associations varies not only among individuals but also within each individual, as 

observed in Tityus bahiensis, with 2n=6, showing postpachytene cells with three 

“bivalents” or one chromosomal chain comprising six chromosomes (Schneider et al. 

2009b). Considering that most chromosome studies in Buthidae have been performed on 

a small sample of specimens and using standard staining techniques, the chromosomal 

rearrangements originating these multivalent configurations have been elucidated only in 

some species and are associated with the occurrence of reciprocal translocations 

(Shanahan 1989a) or chromosomal fission/fusion (Schneider et al. 2009b).  
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In the present study, a detailed cytogenetic analysis of 11 Buthidae species was 

performed using standard and differential techniques to characterise the chromosomal 

diversity and clarify the rearrangements responsible for intraspecific and interspecific 

chromosome variability. To investigate a wide-ranging sample of scorpions, the species 

examined in this study belong to three of the richest and most distinct genera (Ananteris, 

Rhopalurus, and Tityus) in the Brazilian fauna. Furthermore, the Tityus species 

examined here are from two different subgenera, namely, Archaeotityus and Tityus 

(Lourenço 2006). 

 

MATERIALS AND METHODS 

A sample of 78 scorpions of the family Buthidae was investigated in this study. The data 

concerning the number of individuals analysed and the collection localities are listed in 

Table 1. The vouchers were deposited in the Laboratório Especial de Coleções 

Zoológicas, Instituto Butantan, São Paulo, state of São Paulo, Brazil (IBSP, curator D. M. 

Barros-Battesti) and Coleção de História Natural, Universidade Federal do Piauí, 

Floriano, state of Piauí, Brazil (CHNUFPI, curator L. S. Carvalho). The species analysed 

in this study were assigned to well-described species documented in reliable taxonomic 

literature (i.e., Lourenço 2002; Lenarducci et al. 2005; Souza et al. 2006, 2009). 

Nevertheless, a taxonomically conservative approach was employed concerning the 

identification of the specimens belonging to the complex “Tityus confluens”. The 

specimens were determined as Tityus confluens according to the lack of distinctive 

characters of other described species (for a detailed discussion, see Lourenço et al. 

2004; Bertani et al. 2005; Lourenço et al. 2006; Lourenço and Aparecida-da-Silva 2007).  

All individuals were dissected in a saline solution (128.3 mM NaCl, 16.7 mM 

Na2HPO4, and 19.9 mM KH2PO4). The testes and ovaries were removed and treated with 

hypotonic solution (1:1 saline solution: tap water) for 12 min and fixative solution (3:1 
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methanol: acetic acid) for at least 30 min. For the slide preparations, one fragment of the 

gonads was macerated in 45% or 60% acetic acid solution to obtain a cell suspension. 

This suspension was spread onto a slide, which was dried on a metal plate at 35-40ºC. 

The chromosome preparations were standard-stained using 3% Giemsa solution (3% 

commercial Giemsa solution and 3% phosphate buffer, pH 6.8, in distilled water), silver-

impregnated (Howell and Black 1980) to detect the nucleolar organiser regions (NORs), 

C-banded (Sumner 1972) and subsequently stained with 4’-6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) to identify the constitutive heterochromatin regions. Additionally, to visualise the 

AT- and GC-rich chromatin regions, some cytological preparations were stained with 

DAPI and chromomycin A3 (CMA3) according to Christian et al. (1998). The images of 

mitotic and meiotic cells were captured using an Olympus BX51 light microscope 

coupled to an Olympus DP71 digital camera with the DP Controller software.  

 The average diploid set length (DSL) was calculated for three T. maranhensis 

males and one T. paraguayensis male, which presented intra-individual variability in the 

number of chromosomal structures (“bivalents” and chromosomal chains) observed in 

postpachytene spermatocytes. To determine the DSL, chromosomal elements of 60 and 

25 postpachytene cells of T. maranhensis and T. paraguayensis, respectively, were 

measured, using the Image J software (Image Processing and Analysis in Java) 

developed at the Research Services Branch of the US National Institute of Mental 

Health. The coefficient of variation (CV=standard deviation divided by the average and 

multiplied by 100) of the DSL was calculated to compare the obtained values. 

Considering that the degree of chromosome condensation among the cells was 

heterogeneous, we considered differences in the CV values of up to 20% as statistically 

significant, in accordance with the suggestion of Gomes (1982). 
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Table 1. Buthidae scorpions analysed in this study, including the number of specimens and the 
collection localities in Brazilian states: BA=Bahia, CE=Ceará, MG=Minas Gerais, PI=Piauí, 
PR=Paraná, SP=São Paulo, TO=Tocantins. 
 

 

Species Number of individuals Collection localities 

Ananteris balzanii Thorell, 1981 2 males 

1 male 

Guanambi (14º17’S, 42º44’W), BA 

Rio Claro (22º24’S, 47º33’W), SP 

Rhopalurus agamemnon (C. L. Koch, 1839) 3 males 

1male/2 females 

Mateiros (10º33’S, 46º27’W), TO 

Teresina (05º05’S, 42º48’W), PI 

Rhopalurus rochai Borelli, 1910 2 males/2 females  

2 males 

Castelo do Piauí (05º14’S, 41º41’W), PI 

Guanambi (14º18’S, 42º44’W), BA 

Tityus (Archaeotityus)   

Tityus maranhensis Lourenço de Jesus 

Junior and Limeira-de-Oliveira, 2006 
5 males/7 females Floresta Nacional de Palmares (05º03’S, 42º35’W), 

Altos, PI 

Tityus paraguayensis Kraepelin, 1895 4 males/8 females Ilha São Francisco, Guaíra (18º58’S, 49º28’W), PR 

Tityus (Tityus)   

Tityus bahiensis (Perty, 1833) 7 males/5 females Ilha Grande, Guaíra (24º1’S, 54º10’W), PR 

Tityus confluens Borelli, 1899 2 males Guadalupe (06º51’S, 43º27’W), PI 

Tityus costatus (Karsch, 1879) 1 female Palmeira (25º26’S, 49º59’W), PR 

Tityus fasciolatus Pessôa, 1935 10 males/6 females Ituiutaba (18º58’S, 49º28’W), MG 

Tityus martinpaechi Lourenço, 2001 2 males/1 female Serra da Ibiapaba, Ubajara (03º49’S, 40º59’W), CE 

Tityus stigmurus (Thorell, 1876) 3 females Floresta Nacional do Araripe (07º22’S, 39º19’W), 

Barbalha, CE 
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RESULTS 

Conventional Giemsa staining 

The chromosomes of all the Buthidae representatives studied in this work were 

considered holocentric due to the lack of primary constriction and the localised 

centromere region. Moreover, male meiosis was classified as synaptic and achiasmatic 

because the chromosomes were paired during the pachytene stage, and the bivalents 

did not exhibit a chromosomal configuration indicative of crossing-over. The intraspecific 

variability of the diploid number was not observed in the buthid samples analysed; 

however, multivalent configurations formed from a variable number of chromosomes 

were verified in the postpachytene cells of most species (Table 2). Cytogenetic 

preparations of the female individuals did not show cells in meiotic division. 

 The spermatogonial metaphase cells of A. balzanii of the two localities showed 

2n=14 (Fig. 1a). The pachytene cells presented seven double filaments, indicating the 

total synapsis of the chromosomes (Fig. 2a). In the sample from Guanambi, one 

individual exhibited postpachytene cells with seven “bivalents” (Fig. 2b), and other male 

showed postpachytene nuclei with five “bivalents” plus one chromosome chain (C) 

comprising four chromosomes (5II+CIV) (Fig. 2c). Secondary spermatocytes had n=7 

chromosomes (Fig. 2d). 

 The spermatogonial and oogonial cells of both R. agamemnon and R. rochai 

presented 2n=28 chromosomes (Fig. 1c, e, g). In the male pachytene cells of both 

species, the chromosomal elements showed distinct and complex associations, making it 

difficult to accurately establish the total number of double filaments (Fig. 2e). The 

postpachytene nuclei of one male R. agamemnon from Teresina revealed 14 “bivalents” 

with the chromosomes disposed in parallel (Fig. 2f), whereas in the three male 

individuals from Mateiros, all chromosomes were involved in one complex multivalent 

association (CXXVIII) (Fig. 2g-h). The number of multivalent associations was extremely 
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variable among the cells of each individual, reflecting the dissociation of elements that 

constitute the chromosome chain. In the postpachytene cells of R. rochai, differences in 

the number of “bivalents”’ and chromosomes involved in multivalent associations were 

observed among the individuals examined, i.e., two males from Castelo do Piauí 

presented the meiotic formula 8II+CIV+CVIII (Fig. 2i), one male from Guanambi showed 

10II+CVIII (Fig. 2j), and the other male from this latter locality exhibited 9II+CX (Fig. 2k). 

The metaphase II cells of R. agamemnon and R. rochai individuals exhibited the haploid 

number n=14 (Fig. 2l).  

 The analysis of spermatogonial and oogonial metaphase cells revealed a great 

diversity of the diploid number in Tityus species (Table 2): 2n=6 in T. bahiensis and T. 

martinpaechi; 2n=13 in T. confluens; 2n=14 in T. fasciolatus; 2n=16 in T. costatus, T. 

paraguayensis, and T. stigmurus; 2n=20 in T. maranhensis (Fig. 1i-x). 

 In T. bahiensis, a difference in the chromosome size was observed between the 

sexes. In males, among the five large-sized chromosomes, one element appeared 

slightly larger than the other chromosomes of the complement, whereas in females, all 

the chromosomes were large-sized (Fig. 1i). Furthermore, in T. bahiensis, T. costatus, 

and T. stigmurus, one subterminal constriction was also observed in one chromosome 

(Fig. 1q, u).  

The early pachytene testicular cells of T. bahiensis (Fig. 3a), T. martinpaechi (Fig. 

3c), T. confluens (Fig. 3e), T. fasciolatus (Fig. 3g), and T. paraguayensis (Fig. 3i) 

revealed unsynapsed interstitial and/or terminal chromosomal segments, which were 

generally continuous with completely paired regions. The total synapsis of the 

chromosomes was verified in late pachytene cells of these species, in which the 

following numbers of bivalent-like elements were identified: one or three in T. bahiensis 

(Fig. 3b), three in T. martinpaechi (Fig. 3d), seven in T. confluens (Fig. 3f) and T. 

fasciolatus (Fig. 3h), and eight in T. paraguayensis (Fig. 3j). In the pachytene nuclei of T. 
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maranhensis, only totally synapsed elements were observed (Fig. 3k-l); however, a 

variable number of completely synapsed structures was detected among the pachytene 

cells of a same individual, i.e., nine or 10 bivalent-like elements. 

The early postpachytene spermatocytes of T. bahiensis and T. martinpaechi 

invariably showed a ring-like chromosome chain comprising six elements (CVI) (Fig. 4a, 

c). The dissociation between the elements that constitute the chromosome chain occurs 

in late postpachytene cells. Additionally, in this prophase I substage, the multivalent 

configuration usually appeared in a “zigzag” disposition (Fig. 4b, d). The postpachytene 

nuclei of all T. confluens individuals presented five bivalent-like elements and one 

multivalent association comprising three elements (5II+CIII) (Fig. 4e). In T. fasciolatus, 

seven bivalent-like elements with chromosomes in parallel alignment were observed. 

Furthermore, in this species, lightly stained, less-condensed chromatin was observed in 

the interstitial or terminal region of one or two “bivalents” (Fig. 4f).  

Surprisingly, in T. paraguayensis, extremely different chromosomal configurations 

were verified in the postpachytene cells of a same individual. In two males, 100% of the 

examined nuclei presented eight “bivalents” with chromosomes aligned in parallel (Fig. 

4g), whereas in one male, 40% of the cells revealed eight bivalent-like elements, and 

60% showed five “bivalents” and three or four multivalent associations. These multivalent 

associations typically comprised four elements; however, in some cells, chromosome 

chains comprising up to eight chromosomes were visualised (Fig. 4h-i). The average 

diploid set length was 441 µm for cells with only bivalent-like elements and 827 µm for 

cells with “bivalents” and multivalent associations (CV=33.84). 

Although T. maranhensis individuals presented the same diploid number, the 

postpachytene spermatocytes showed intra-individual variability, as different 

chromosomal constitutions were observed in the sample of males examined, which were 

categorised as: two males with 10 (53% of the cells) and nine (47% of the cells) bivalent-
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like elements; one male with 10 (64.4% of the cells), nine (31%) “bivalents”, and 8II+CIV 

(4.6% of the cells) (Fig. 4j-l). The average the diploid set lengths for nuclei with 

configurations of 10II, 9II, and 8II+CIV were 261 µm, 256 µm, and 208 µm, respectively 

(CV=18.2). 

Despite the occurrence of multivalent chromosome associations in the 

postpachytene cells of the Tityus species examined in this study, the haploid number and 

chromosomal size observed in metaphase II cells indicated that all chromosomes 

possessed a regular disjunction and balanced segregation. The metaphase II nuclei 

exhibited n=3 in T. bahiensis and T. martinpaechi, including three large or two large and 

one small chromosome (Fig. 5a-d); n=6 or n=7 in T. confluens (Fig. 5e-f); n=7 in T. 

fasciolatus (Fig. 5g); n=8 in T. paraguayensis (Fig. 5h); and n=10 in T. maranhensis (Fig. 

5i). 

 

Silver nitrate impregnation  

The mitotic metaphase cells of the 11 Buthidae species investigated in this study 

revealed two NORs localised on subterminal or terminal chromosome regions (Fig. 1). In 

A. balzanii, T. bahiensis, T. martinpaechi, and T. paraguayensis, the NORs were 

localised on large-sized chromosomes (Fig. 1b, j, l, t), whereas in T. confluens, T. 

fasciolatus, T. costatus, T. stigmurus, and T. maranhensis, the NORs were localised on 

medium/small-sized chromosomes (Fig. 1n, p, r, v, x). Moreover, one male R. rochai 

from Castelo do Piauí exhibited an additional NOR on the interstitial region of the largest 

chromosome of the complement (Fig. 1h). 

 

C-banding plus DAPI and DAPI/CMA3 staining 

Cytological preparations from the 11 buthid species were subjected to C-banding and 

subsequently stained with DAPI. The results (Fig. 6) enabled the classification of the 
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species into three groups according to the distribution of constitutive heterochromatic 

regions: 1) chromosomes without positive C-band regions, such as observed in A. 

balzanii and R. rochai; 2) chromosomes with small blocks of constitutive heterochromatin 

in the subterminal and terminal regions of some elements (Fig. 6a-e), such as those 

verified in R. agamemnon (subterminal and terminal regions of two bivalent-like 

elements), T. bahiensis (terminal region of two large-sized and one small-sized 

chromosome), T. maranhensis, T. paraguayensis, and T. stigmurus (terminal region of 

two elements); and 3) conspicuous C-banding in the terminal region of all chromosomes 

and interstitial regions of all or some elements (Fig. 6f-i), as observed in T. confluens, T. 

costatus, T. fasciolatus, and T. martinpaechi.  

 The chromosomal preparations of all species investigated in this work were 

subjected to DAPI/CMA3 fluorochrome staining (Fig. 7). However, in these species, the 

number of blocks of constitutive heterochromatin exhibiting C-banding plus DAPI staining 

was larger than that revealed with DAPI/CMA3 staining. In R. agamemnon, T. bahiensis, 

T. confluens, T. fasciolatus, T. maranhensis, T. martinpaechi, and T. paraguayensis, the 

terminal and interstitial positive C-band regions of some chromosomes were AT-rich (Fig. 

7a-f). Additionally, in R. rochai, the terminal and subterminal regions of two 

chromosomes were positively stained with DAPI (Fig. 7g), and in R. agamemnon and T. 

martinpaechi, the terminal region of two chromosomes revealed bright CMA3 labelling 

(Fig. 7h-i). When the mitotic and meiotic cells of A. balzanii, T. costatus, and T. stigmurus 

were stained with DAPI/CMA3, the chromosomes appeared homogeneously stained with 

no bright region. 

 

 



  

48 
Ta

bl
e 

2.
 C

hr
om

os
om

e 
fe

at
ur

es
 o

f 
B

ut
hi

da
e 

sc
or

pi
on

s 
an

al
ys

ed
 i

n 
th

is
 s

tu
dy

, 
in

cl
ud

in
g 

th
e 

di
pl

oi
d 

nu
m

be
r, 

ch
ro

m
os

om
e 

si
ze

, 
an

d 
th

e 
ch

ro
m

os
om

e 
co

nf
ig

ur
at

io
n 

in
 p

os
tp

ac
hy

te
ne

 c
el

ls
 o

f t
he

 m
al

es
. T

he
 n

um
be

r o
f p

os
tp

ac
hy

te
ne

 c
el

ls
 w

ith
 e

ac
h 

co
nf

ig
ur

at
io

n 
is

 s
ho

w
n 

in
 p

ar
en

th
es

es
. C

ol
le

ct
io

n 
lo

ca
lit

ie
s 

in
 

B
ra

zi
lia

n 
st

at
es

: 
B

A=
B

ah
ia

, 
C

E
=C

ea
rá

, 
M

G
=M

in
as

 G
er

ai
s,

 P
I=

P
ia

uí
, 

P
R

=P
ar

an
á,

 S
P

=S
ão

 P
au

lo
, 

TO
=T

oc
an

tin
s.

 a di
pl

oi
d 

nu
m

be
r 

es
ta

bl
is

he
d 

th
ro

ug
h 

th
e 

ch
ro

m
os

om
e 

an
al

ys
is

 o
f 

fe
m

al
es

. 
L=

la
rg

e 
si

ze
, 

M
=m

ed
iu

m
 s

iz
e,

 S
=s

m
al

l 
si

ze
. 

II=
“b

iv
al

en
t”,

 C
III

=c
ha

in
 o

f 
th

re
e 

ch
ro

m
os

om
es

, 
C

IV
=c

ha
in

 o
f 

fo
ur

 
ch

ro
m

os
om

es
, C

V
I=

ch
ai

n 
of

 s
ix

 c
hr

om
os

om
es

, C
V

III
=c

ha
in

 o
f e

ig
ht

 c
hr

om
os

om
es

, C
X

=c
ha

in
 o

f 1
0 

ch
ro

m
os

om
es

, C
X

X
VI

II=
ch

ai
n 

of
 2

8 
ch

ro
m

os
om

es
. 

 
  

Sp
ec

ie
s 

D
ip

lo
id

 n
um

be
r a

nd
 

c h
ro

m
os

om
e 

si
ze

 
Po

st
pa

ch
yt

en
e 

co
nf

ig
ur

at
io

n 
C

ol
le

ct
io

n 
lo

ca
lit

ie
s 

A
na

nt
er

is
 b

al
za

ni
i 

14
=4

L+
10

M
/S

 
1♂

 - 
5I

I+
C

IV
 (1

3)
 

1♂
 - 

7I
I (

3)
 

1♂
 --

- 

G
ua

na
m

bi
, B

A 

G
ua

na
m

bi
, B

A 

R
io

 C
la

ro
, S

P 

R
ho

pa
lu

ru
s 

ag
am

em
no

n 
28

=2
8M

/S
 

3♂
 - 

C
XX

V
III

 (4
5)

 

1 ♂
 - 

14
II 

(1
2)

 

M
at

ei
ro

s,
 T

O
 

Te
re

si
na

, P
I  

R
ho

pa
lu

ru
s 

ro
ch

ai
 

28
=2

8M
/S

 
2♂

 - 
8I

I+
C

IV
+C

V
III

 (2
7)

 

1♂
 - 

9I
I+

C
X 

(1
8)

 

1♂
 - 

10
II+

C
V

III
 (1

2)
 

C
as

te
lo

 d
o 

P
ia

uí
, P

I 

G
ua

na
m

bi
, B

A  

G
ua

na
m

bi
, B

A 

Ti
ty

us
 (A

rc
ha

eo
tit

yu
s)

 
 

 
 

Ti
ty

us
 m

ar
an

he
ns

is
  

20
=4

L+
16

M
/S

 
2♂

 - 
10

II 
(4

4)
; 9

II 
(3

9)
 

1♂
 - 

10
II 

(5
6)

; 9
II 

(2
7)

; 8
II+

C
IV

 (4
) 

2♂
 --

- 

Fl
or

es
ta

 N
ac

io
na

l d
e 

P
al

m
ar

es
, A

lto
s,

 P
I 

Fl
or

es
ta

 N
ac

io
na

l d
e  

P
al

m
ar

es
, A

lto
s,

 P
I 

Fl
or

es
ta

 N
ac

io
na

l d
e 

P
al

m
ar

es
, A

lto
s,

 P
I 

Ti
ty

us
 p

ar
ag

ua
ye

ns
is

 
16

=8
L+

8M
/S

 
2♂

 - 
8I

I (
20

) 

1♂
 - 

8I
I (

10
); 

5I
I+

3C
IV

 (6
); 

5I
I+

3C
IV

+1
C

V
III

 (9
) 

1♂
 --

- 

Ilh
a 

S
ão

 F
ra

nc
is

co
, G

ua
irá

, P
R

 

Ilh
a 

S
ão

 F
r a

nc
is

co
, G

ua
irá

, P
R

 

Ilh
a 

S
ão

 F
ra

nc
is

co
, G

ua
irá

, P
R

 

Ti
ty

us
 (T

ity
us

) 
 

 
 

Ti
ty

us
 b

ah
ie

ns
is

 
6=

5L
+1

S
 

7♂
 - 

C
VI

 (1
00

) 
Ilh

a 
G

ra
nd

e,
 G

ua
irá

, P
R

  

Ti
ty

us
 c

on
flu

en
s 

13
=1

L+
12

M
/S

 
2♂

 - 
5I

I+
C

III
 (9

3)
 

G
ua

da
lu

pe
, P

I 

Ti
ty

us
 c

os
ta

tu
s 

a 16
=4

L+
12

M
/S

 
 

P
al

m
ei

ra
, P

R
 

Ti
ty

us
 fa

sc
io

la
tu

s 
14

=6
L+

8M
/S

 
10

♂
 - 

7I
I (

17
) 

Itu
iu

ta
ba

, M
G

 

Ti
ty

us
 m

ar
tin

pa
ec

hi
 

6=
5L

+1
S

 
2♂

 - 
C

VI
 (8

0)
 

P
ar

qu
e 

N
ac

io
na

l d
e 

U
ba

ja
ra

, U
ba

ja
ra

, C
E 

Ti
ty

us
 s

tig
m

ur
us

 
a 16

=4
L+

12
M

/S
 

 
Fl

or
es

ta
 N

ac
io

na
l d

o 
A

ra
rip

e,
 B

ar
ba

lh
a,

 C
E

 



 

 

49 

 

 

Fig. 1 Mitotic metaphase cells of Buthidae scorpions after standard staining (a, c, e, g, i, k, m, o, q, s, 
u, and w) and silver impregnation (b, d, f, h, j, l, n, p, r, t, v, and x). a-b Ananteris balzanii, 2n♂=14. 
c-d Rhopalurus agamemnon, 2n♂=28. e-h Rhopalurus rochai, 2n♂=28. i-j Tityus bahiensis, 2n♀=6. k-
l Tityus martinpaechi, 2n♂=6. m-n Tityus confluens, 2n♂=13. o-p Tityus fasciolatus, 2n♀=14. q-r 
Tityus costatus, 2n♂=16. s-t Tityus paraguayensis, 2n♀=16. u-v Tityus stigmurus, 2n♀=16. w-x Tityus 
maranhensis, 2n♀=20. In all the species, the nucleolar organiser regions (NORs; arrows) were 
localised to the subterminal or terminal regions of two chromosomes. Note that an additional NOR in 
an interstitial region is present in one of the chromosomes of R. rochai (h). Arrowhead=constriction. 
Scale bar=10 µm.  
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Fig. 2 Testicular cells of Buthidae scorpions stained with Giemsa. a-d Ananteris balzanii. e, i-k 
Rhopalurus rochai. f-h, l Rhopalurus agamemnon. a Pachytene cell with seven “bivalents”. b 
Postpachytene cell with seven “bivalents”, denoting chromosomes in parallel disposition. c 
Postpachytene cell showing five “bivalents” plus one chromosome chain (C) comprising four elements 
(5II+CIV). d Metaphase II cell with n=7 chromosomes. e Pachytene cell. The arrows indicate the 
regions of association between several double filaments. f Postpachytene cell with 14 “bivalents”. g-h 
Postpachytene cells showing the complex multivalent association of almost all chromosomes of the 
complement. i Postpachytene cell with eight “bivalents” plus one chromosome chain of four 
chromosomes and one chain of eight chromosomes (8II+CIV+CVIII). The detail highlights the 
chromosome chain comprising eight elements. j Postpachytene cell with 10 “bivalents” plus one chain 
of eight chromosomes (10II+CVIII). k Postpachytene cell with nine “bivalents” plus one chain of 10 
chromosomes (9II+CX). l Metaphase II cell with n=14 chromosomes. Scale bar=10 µm. 
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Fig. 3 Pachytene testicular cells of Tityus species stained with Giemsa. a-b Tityus bahiensis. c-d 
Tityus martinpaechi. e-f Tityus confluens. g-h Tityus fasciolatus. i-j Tityus paraguayensis. k-l Tityus 
maranhensis. The arrows in a, c, e, g, and i indicate unsynapsed chromosome segments. Scale 
bar=10 µm. 
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Fig. 4 Postpachytene cells of Tityus species stained with Giemsa. a-b Tityus bahiensis with one 
chromosome chain (C) of six chromosomes (CVI). Note the “zig-zag” disposition of the multivalent 
association (b). c-d Tityus martinpaechi with a multivalent association involving all chromosomes of 
the complement (CVI). Note the early segregation of some elements that constituted the multivalent 
association (d). e Tityus confluens with five “bivalents” plus one chromosome chain of three 
chromosomes (5II+CIII). f Tityus fasciolatus with seven “bivalents”, exhibiting chromosomes in parallel 
alignment. The arrow indicates the gap region in one “bivalent”. g-i Tityus paraguayensis with eight 
“bivalents” (g), five “bivalents” plus three chains of four chromosomes (5II+3CIV) (h), and five 
“bivalents” plus three chains of four chromosomes and one chain of eight elements (5II+3CIV+CVIII) 
(i). j-l Tityus maranhensis, with 10 “bivalents” (j), nine “bivalents” (k), and eight “bivalents” plus one 
chain composed of four chromosomes (8II+CIV) (l). Scale bar=10 µm. 
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Fig. 5 Metaphase II spermatocytes of Tityus species stained with Giemsa. a-b Tityus bahiensis. c-d 
Tityus martinpaechi. These cells exhibit n=3, including three large (a, c) or two large and one small (b, 
d) chromosomes. e-f Tityus confluens with n=6 and n=7, respectively. g Tityus fasciolatus with n=7 
chromosomes. h Tityus paraguayensis with n=8 chromosomes. i Tityus maranhensis with n=10 
chromosomes. Scale bar=10 µm. 
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Fig. 6 Patterns of C-banding plus DAPI staining in the chromosomes of Buthidae species. 
Postpachytene cell of Rhopalurus agamemnon (a). Mitotic metaphase cells of Tityus bahiensis (b), 
Tityus maranhensis (c), Tityus paraguayensis (d), Tityus stigmurus (e), Tityus confluens (f), Tityus 
costatus (g), Tityus fasciolatus (h), and Tityus martinpaechi (i). Note the blocks of constitutive 
heterochromatin in terminal (arrows) or interstitial (arrowheads) chromosome regions. Scale bar=10 
µm. 
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Fig. 7 Mitotic metaphase cells of Buthidae scorpions stained with DAPI and CMA3. a Rhopalurus 
agamemnon. b Tityus bahiensis. c Tityus confluens. d Tityus fasciolatus. e Tityus martinpaechi. f 
Tityus paraguayensis. g Rhopalurus rochai. h Rhopalurus agamemnon. i Tityus martinpaechi. The 
cells shown in a-g reveal chromosomes with AT-rich chromatin in terminal (large arrow) and interstitial 
(arrowhead) regions and the nuclei shown in h and i exhibit chromosomes with GC-rich chromatin 
regions (small arrow). Scale bar=10 µm. 
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DISCUSSION 

Among the 11 buthid species examined in this study, only the Rhopalurus species 

showed conserved diploid numbers, with individuals from the four sampled localities 

exhibiting 2n=28. Notably, Piza (1957) reported this chromosome number for one R. 

rochai male from state of Alagoas, Brazil. In Buthidae, only two other genera, 

Androctonus and Centruroides, with five and two species analysed, respectively, have 

shown interspecifically conserved diploid numbers (Wilson 1931; Riess et al. 1978; 

Moustafa et al. 2005).  

Although the mitotic cells of the two Rhopalurus species showed consistent 

chromosome numbers, the prophase I cells of all males revealed variability in the 

presence or absence of chromosome chains and number of chromosomes in complex 

meiotic configurations (Table 2). In R. rochai, a clear inter- and intra-populational 

diversity in the number of chromosomes that constituted the chromosome chains was 

verified in the sample analysed by us (Table 2) and those investigated by Piza (1957) 

(11II+CVI). These results indicate that heterozygous reciprocal translocations are 

responsible for the chromosome variability in these species. 

 In contrast, the intraspecific variation observed in A. balzanii and T. bahiensis was 

not only related to multivalent associations during meiosis but also with the diploid 

number and/or chromosome size. The 2n=14 herein established for all individuals of A. 

balzanii, differed from the data of Piza (1947) for one female from the state of Mato 

Grosso do Sul, Brazil, which showed 2n=12. Tityus bahiensis has been identified as the 

buthid species with the highest karyotype diversity, including 10 distinct diploid numbers 

(see Schneider et al. 2012). The chromosome set with 2n=6 observed in the population 

of T. bahiensis studied in this work was most frequently reported for this species and has 

been described for seven other Brazilian populations (Piza 1939a, b; Piza 1940; Brieger 

and Graner 1943; Piza 1943a; b; Schneider et al. 2009b). The interpopulational variation 
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in diploid number in these two Buthidae species and the presence of an intrapopulational 

difference of the chromosome size in T. bahiensis reflects fission and/or fusion 

rearrangements. Additionally, one male A. balzanii from Guanambi and all males T. 

bahiensis from a single locality exhibited multivalent chromosome associations during 

meiosis I, suggesting that fission and/or fusion also occurs in a heterozygous state within 

populations. 

 With the exception of T. costatus and T. stigmurus, in which the cytogenetic 

analyses were only accomplished in female individuals, in all species of the genera 

Ananteris, Rhopalurus, and Tityus, unsynapsed chromosome segments were observed 

in pachytene spermatocytes. The unsynapsed regions were generally interstitial and 

continuous with synapsed chromosome segments. The lack of synapsis is typically 

associated with the absence of chromosomal homology, and it has been verified in 

several organisms that carry heterozygous chromosome rearrangements (Ziclker and 

Kleckner 1999). However, in buthids, the presence of long, well-paired meiotic elements 

resembling bivalents revealed that nonhomologous chromosome regions are 

heterosynapsed during the late pachytene stage. Thus, many of the double filaments 

observed in prophase I cells did not have homology along their total length and should 

be considered bivalent-like elements. 

The individual carriers of the rearrangements in a heterozygous state exhibited 

multivalent chromosome associations in the postpachytene nuclei. In the species 

investigated herein, the absence of complex multivalent associations was only observed 

in T. fasciolatus. Otherwise, the occurrence of unsynapsed chromosome segments in 

early pachytene cells and bivalent-like elements with distinctly associated regions (gaps 

and less-condensed chromatin) in postpachytene nuclei indicates that certain 

chromosome regions of T. fasciolatus were also nonhomologous. However, these 
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regions were most likely smaller than those in other Tityus species, resulting in the lack 

of multivalent association during meiosis I. 

 In T. maranhensis, the presence of different chromosome associations in cells of 

the same individual (Table 2) were originated from a variable degree of heterosynapsis 

between nonhomologous chromosome regions. This idea has been supported by the 

DSL values obtained, whose differences were not significant statistically (CV=18.2) when 

postpachytene nuclei with variable numbers of “bivalents” and/or chromosome 

associations were compared. Thus, when the nonhomologous chromosome segments 

were synapsed, the postpachytene cells showed elements resembling bivalents; on the 

other hand, when nonhomologous chromosome regions were unsynapsed, the 

postpachytene nuclei presented multivalent associations. Similar to the observations in 

buthids, various degrees of heterosynapsis have also been described in other 

organisms, which were heterozygous for paracentric or pericentric inversions (Reed et al. 

1992; Díez and Santos 1993). 

A fascinating intra-individual variability of chromosome associations was 

encountered in the postpachytene cells of T. paraguayensis (Table 2). It is worth pointing 

out that eight bivalent-like elements were expected in these cells once the mitotic 

spermatocytes showed 2n=16. Initially, we ascribed the increased number of elements, 

which were associated in “bivalents” and chromosome chains, to chromosome fissions; 

the chromosome fragments derived from this rearrangement might segregate normally 

due to the holocentric nature of the chromosomes (Melters et al. 2012). Nevertheless, 

this prediction was ruled out because the DSL values, which showed statistically 

significant differences (CV=33.84) between the cells with “bivalents” and cells with 

“bivalents” plus multiple chromosome associations (Table 2). Alternatively, we attributed 

this result to the occurrence of endopolyploidy. As a consequence of this event, 

tetraploid cells could be generated, facilitating the appearance of homologous 
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chromosome segments synapsed in different ways; thus, complex multivalent 

associations were observed in postpachytene cells. Considering the absence of 

polyploidy in the sample of metaphase II nuclei analysed, it is reasonable to conclude 

that the “aberrant cells” were degenerated during the cellular cycle, reflecting errors in 

chromosome segregation. However, if these polyploidy cells were fertile gametes, then 

embryos with an extra haploid set might be generated. Thus, an effort to identify this 

intriguing cell type in different stages of meiosis and in a wide diversity of scorpions 

should be undertaken considering that these cells might have evolutionary implications 

for the origin of parthenogenetic species and the speciation of certain species. Notably, 

among the 11 scorpions described as having a parthenogenetic mode of reproduction 

(Toscano-Gadea 2004; Yamazaki and Makioka 2004; Lourenço 2008), six species 

belong to the genus Tityus. Additionally, the transition from diploidy to polyploidy is a 

relatively common event in plants and some animal taxa and represents a rapid 

speciation process because the hybrid individuals rarely form genetically balanced 

gametes (Mable 2004). 

Among the scorpions sampled herein, the heterozygous chromosome 

rearrangements reached the highest level in R. agamemnon, T. bahiensis, and T. 

martinpaechi, considering that all elements of the diploid set were involved in multivalent 

associations. In the majority of the organisms, chromosomal chains comprising more 

than four elements are rare (Gruetzner et al. 2006); however, these chains have 

occasionally been identified in some species of plants and animals (for example, see 

Sharp and Rowell 2007; Da Silva et al. 2008; Gross et al. 2009; Šťáhlavský et al. 2012). 

In A. balzanii, R. rochai, and T. maranhensis, the presence of polymorphic meiotic 

configurations among individuals sharing the same locality may be attributed to two 

factors: 1) the heterozygous rearrangements were not fixed within the populations; 2) the 

sampled populations occur in a hybrid zone, in which individual carriers of distinct 
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chromosome rearrangements overlap. Nevertheless, an effort to obtain detailed 

knowledge regarding the spatial distribution and population biology of the Neotropical 

buthids should be undertaken, as this information could help to understand the 

responsible factors to the maintenance of heterozygous chromosome rearrangements in 

this group. 

 Based on the orientation of the chromosomes during late meiosis I and the 

haploid set observed in metaphase II, the chromosomes of the species analysed in the 

present work undergo balanced segregation. This type of segregation permits the 

maintenance of fertility in individual carriers of long chromosome chains (Sharp and 

Rowell 2007). The change of position and frequency of chiasma affects the orientation 

and, consequently, the segregation of heterozygous rearranged chromosomes (Rickards 

1983). In Scorpiones, the combination of both a high frequency of heterozygous 

chromosome rearrangements and crossing-over may lead to the formation of 

unbalanced gametes, drastically reducing the fertility of the individuals. Therefore, the 

occurrence of an achiasmate mode of meiosis could represent a selective advantage for 

all species of this order. Furthermore, scorpions likely constitute an uncommon group in 

which the achiasmate meiosis is not restricted to the heterogametic sex, as verified in 

many other organisms (Procunier 1975; Serrano 1981; Traut and Clarke 1996; 

Rodríguez-Gil et al. 2002; Šťáhlavský and Král 2004), but it may occur in both male and 

female individuals. 

 In Scorpiones, few studies to identify specific chromosomes regions have been 

conducted (Shanahan 1989a, b; Schneider et al. 2009a, b). The employment of the silver 

impregnation technique in 11 Buthidae species facilitated the verification that the number 

and location of NORs remained practically unchanged despite extensive chromosome 

variation. Additionally, our data revealed that two NORs located on terminal or 

subterminal regions seem to be a shared characteristic among species belonging to the 
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genera Ananteris, Rhopalurus, and Tityus. The change in the number and location of 

NORs observed in one specimen of R. rochai can be attributed to chromosomal 

translocation. This mechanism has been responsible for the repatterning of NORs in 

many animal species, including those with conserved karyotype characteristics (Zhang 

and Sang 1999; Cabrero and Camacho 2008; Dutrillaux and Dutrillaux 2012). 

 The use of the C-banding and fluorochrome staining techniques revealed different 

patterns of constitutive heterochromatin distribution and AT- or GC-rich regions in the 

chromosomes of buthids. In general, the species with conspicuous blocks of 

heterochromatin seem to have the lowest rates of chromosomal rearrangement, e.g., T. 

confluens and T. fasciolatus. The reduction of quantity of heterochromatin in certain 

Buthidae species could be facilitated through other rearrangements, such as small 

deletions, that occurred together with chromosome translocations or fusions/fissions. 

However, due to the structural and functional role of heterochromatic regions (Sumner 

2003) and the fact that some NORs were coincident with positive C-band regions in 

buthids, the heterochromatin may preserve chromosome integrity and prevent breakage 

at specific chromosome sites. 

 In conclusion, our investigation of the chromosomes of Buthidae species has 

provided insight into the chromosomal rearrangements responsible for the extensive 

diversity of diploid number and/or complex configuration observed during meiosis. 

Furthermore, we showed that individual carriers of the same diploid number differ in their 

structural chromosome organisation, as different chromosome associations in meiotic 

cells were observed within some species. Therefore, the analysis of both mitotic and 

meiotic cells is undoubtedly indispensable for the evaluation of chromosome diversity 

and the identification of the mechanisms responsible for chromosome variability in 

scorpions. 
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RESUMO 

Os escorpiões Buthidae apresentam uma grande variabilidade no número diploide, a 

qual ocorre tanto entre espécies do mesmo gênero quanto entre indivíduos da mesma 

espécie. Buthidae se diferencia das demais famílias pelo fato de exibir os menores 

números diploides, que variam de 2n=5 a 2n=56, cromossomos holocêntricos, e cadeias 

cromossômicas complexas durante a meiose. Neste estudo, analisamos a distribuição 

dos genes de rDNA 45S, em cromossomos mitóticos e meióticos de sete espécies de 

Buthidae, pertencentes a dois gêneros (Rhopalurus e Tityus), visando obter 

conhecimento sobre a organização e evolução cromossômica destes escorpiões. O 

número cromossômico variou de 2n=6 a 2n=28, no entanto, em todas as espécies, os 

sítios de rDNA 45S estão invariavelmente localizados na região terminal de dois 

cromossomos. Análises de células meióticas revelaram clusters de rDNA 45S nas 

cadeias cromossômicas de Rhopalurus agamemnon, Tityus bahiensis, Tityus confluens 

e Tityus martinpaechi, ou em elementos totalmente sinapsados semelhantes a 

bivalentes em Rhopalurus rochai, T. bahiensis, T. confluens, Tityus fasciolatus e Tityus 

paraguayensis. Adicionalmente, os sítios de rDNA 45S foram coincidentes com as 

regiões de heterocromatina constitutiva. Em T. bahiensis, variações quanto à localização 

dos sítios ribossomais, provavelmente foram originadas através de rearranjos 

cromossômicos do tipo fissão/fusão. Em T. confluens, apesar de todos os indivíduos 

apresentarem mesmo número diploide e configuração meiótica, a variação quanto a 

localização do rDNA 45S indica que os rearranjos cromossômicos não envolveram os 

mesmos elementos cromossômicos. Região de heterocromatina constitutiva associada a 

sítios ribossomais facilita a ocorrência de rearranjos estruturais e levam a uma variação 

no número de cópias e localização das regiões de rDNA. Entretanto, os rearranjos 

cromossômicos em Buthidae parecem não envolver os sítios de rDNA, e a 
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heterocromatina pode desempenhar outro papel neste grupo, possivelmente mantendo 

a integridade destes genes.  

 

Palavras-chave: Cadeia cromossômica; Cístron ribossomal; Cromossomos 

holocêntricos; FISH; Heterocromatina; Número diploide 

 

ABREVIAÇÕES 

FISH: Hibridação in situ fluorescente 

FITC: Fluoresceína-isotiocianato 

DAPI: 4’-6-diamidino-2-fenilindol  

RONs: Regiões organizadoras de nucléolo 

rDNA: DNA ribosomal 
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INTRODUÇÃO 

Os escorpiões são citogeneticamente caracterizados como um grupo que apresenta 

uma grande variabilidade no número cromossômico, a qual ocorre tanto entre espécies 

do mesmo gênero, e.g. Tityus com 2n=5 a 2n=27 (Schneider et al. 2012), quanto entre 

indivíduos de uma mesma espécie, e.g. Urodacus novahollandiae (Peters 1861) com 

2n=66-175 (Shanahan 1989a). Adicionalmente, a ausência de recombinação genética 

através do crossing-over, que provavelmente ocorre durante a meiose de machos e 

fêmeas, é outra característica comum a todas as espécies já investigadas (Schneider et 

al. 2009a, b). Entre as nove famílias que possuem alguma informação citogenética, 

Chactidae, Euscorpiidae, Iuridae e Vaejovidae tiveram apenas uma espécie analisada; 

entre as outras cinco famílias, Bothriuridae, Liochelidae, Buthidae, Scorpionidae, e 

Urodacidae, as três últimas são aquelas que apresentaram as maiores variabilidades 

inter e intraespecíficas de número diploide (Schneider et al. 2012). No entanto, Buthidae 

diferencia-se das demais famílias pelo fato de exibir: 1) os menores números diploides, 

que variam de 2n=5 a 2n=56 (Schneider et al. 2012); 2) cromossomos holocêntricos, os 

quais são caracterizados pela ausência de um centrômero localizado (Guerra et al. 

2010); 3) cadeias cromossômicas complexas durante a meiose, as quais podem 

envolver todos os elementos do complemento e são originadas por rearranjos dos tipos 

translocações recíprocas ou fissões/fusões cromossômicas (Mattos et al. 2013). 

A ocorrência desta grande diversidade de número diploide, bem como de 

cromossomos holocêntricos, dificulta a comparação cariotípica entre as espécies de 

Buthidae, uma vez que não há características como, morfologia cromossômica e 

localização precisa de regiões cromossômicas específicas, que permitam identificar os 

elementos. Além disso, a maioria dos estudos citogenéticos em Buthidae foram 

realizados com o emprego de técnicas de coloração convencional dos cromossomos 

(Piza 1947, 1950, 1952, 1957; Sharma et al. 1959; Newlands e Martindale 1980; 
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Moustafa et al. 2005). Apenas 18 e 13 espécies de escorpiões butídeos foram 

analisadas quanto à distribuição de regiões heterocromáticas constitutivas e regiões 

organizadoras de nucléolo (RONs), respectivamente (Shanahan 1989b; Schneider et al. 

2009a, b; Schneider e Cella 2010; Mattos et al. 2013). 

As RONs são marcadores cromossômicos úteis para identificar os cromossomos, 

para estudos de sistemática e filogenia, bem como de evolução cariotípica, uma vez que 

podem representar sinapomorfias para determinados grupos e fornecer dados sobre os 

mecanismos responsáveis pelas variações cromossômicas inter e/ou intraespecíficas 

(Zhang e Sang 1999; Datson e Murray 2006; Pisano e Ghigliotti 2009; Cabral-de-Mello 

et al. 2011). Apesar da impregnação pelo íon prata ser a técnica mais amplamente 

utilizada para localizar as RONs, devido a sua fácil aplicabilidade e baixo custo, esta 

metodologia evidencia apenas as RONs que foram ativas transcricionalmente durante a 

interfase (Goodpasture e Bloom 1975; Howell e Black 1980; Verma e Babu 1995). 

Adicionalmente, nos escorpiões, a visualização das RONs através da impregnação pelo 

íon prata, só é possível em alguns estágios específicos da divisão celular, como 

paquíteno e metáfase mitótica. Desta forma, o emprego da técnica de hibridização in 

situ fluorescente (FISH) com sonda de rDNA pode ser bastante útil para localizar todos 

os cístrons ribossomais nos cromossomos de escorpiões Buthidae, especialmente nos 

elementos envolvidos nas cadeias cromossômicas observadas durante a meiose. Neste 

estudo, nós investigamos a distribuição dos genes de rDNA 45S em sete espécies de 

Buthidae, visando obter um conhecimento detalhado sobre a organização e evolução 

cromossômica destes escorpiões que possuem uma grande variabilidade no número 

diploide. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

As espécies analisadas neste trabalho e seus respectivos locais de coleta no Brasil 

foram: Rhopalurus agamemnon (C. L. Koch, 1839), Mateiros (10º33’S, 46º27’W), 

Tocantins; Rhopalurus rochai Borelli, 1910, Guanambi (14º18’S, 42º44’W), Bahia; Tityus 

bahiensis (Perty, 1833), Ilha Grande (24º01’S, 54º10’W), Parque Nacional de Ilha 

Grande, Guaíra, Paraná e Estação Ecológica de Santa Bárbara (24º48’S, 49º13'W), 

Águas de Santa Bárbara, São Paulo; Tityus confluens Borelli, 1899, Guadalupe 

(06º51’S, 43º27’W), Piauí; Tityus fasciolatus Pessôa, 1935, Ituiutaba (18º58’S, 49º28’W), 

Minas Gerais; Tityus martinpaechi Lourenço, 2001, Serra da Ibiapaba (03º49’S, 

40º59’W), Ubajara, Ceará; Tityus paraguayensis Kraepelin, 1895, Ilha São Francisco 

(18º58’S, 49º28’W), Parque Nacional de Ilha Grande, Guaíra, Paraná. Os exemplares 

coletados foram depositados no Laboratório Especial de Coleções Zoológicas do 

Instituto Butantan, São Paulo, SP, Brasil (IBSP, curadora D. M. Barros Battesti) e 

Coleção de História Natural, Universidade Federal do Piauí, Floriano, PI, Brasil 

(CHNUFPI, curador L. S. Carvalho).  

As preparações cromossômicas foram obtidas de indivíduos machos, seguindo a 

metodologia descrita por Schneider et al. (2009b). Para a localização dos sítios de rDNA 

45S, as preparações citológicas foram submetidas à técnica de FISH, utilizando a sonda 

pDm238. As sondas foram marcadas com digoxigenina por Nick Translation e 

detectadas com rodamina conjugada à anti-digoxigenina. A hibridização foi realizada de 

acordo com a metodologia de Pinkel et al. (1986), com modificações sugeridas por Silva 

et al. (2012). Alternativamente, as sondas foram marcadas com biotina por Nick 

Translation, detectadas com avidina conjugada a fluoresceína-isotiocianato (FITC), e a 

hibridização foi realizada conforme Cabral-de-Mello et al. (2010). Os cromossomos 

foram contracorados com 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). As imagens foram 

capturadas, através do software DP Controller, usando uma câmera digital Olympus 
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DP71 acoplada ao microscópio Olympus BX51. As imagens foram sobrepostas 

utilizando o software DP Manager. 

 

RESULTADOS 

A análise de metáfases espermatogoniais das sete espécies de Buthidae mostrou a 

presença de cromossomos holocêntricos e uma variabilidade interespecífica no número 

diploide: 2n=28 em R. agamemnon e R. rochai; 2n=6 nos exemplares de T. bahiensis 

das duas localidades estudadas e T. martinpaechi; 2n=13 em T. confluens; 2n=14 em T. 

fasciolatus; 2n=16 em T. paraguayensis. No entanto, em todas estas espécies, os sítios 

de rDNA 45S estão invariavelmente localizados na região terminal de dois cromossomos 

(Fig. 1). Nas duas espécies de Rhopalurus, em T. fasciolatus e T. paraguayensis, os 

cromossomos portadores dos sítios ribossomais parecem ter tamanho similar; porém, 

nos exemplares de T. bahiensis do Paraná e T. martinpaechi, embora ambos os sítios 

de rDNA 45S estejam localizados em cromossomos de tamanho grande, é possível 

notar uma pequena diferença entre estes elementos, sendo um cromossomo 

ligeiramente maior que os demais (Fig. 1B, E). Em T. confluens, os cístrons ribosomais 

estão localizados sobre um cromossomo de tamanho grande e um elemento de 

tamanho médio/pequeno (Fig. 1C). 

Nas células paquitênicas de todas as espécies, os sítios de rDNA ocorrem na 

região terminal de um bivalente (Fig. 2A). Em alguns núcleos paquitênicos de T. 

martinpaechi, esta região terminal portadora dos cístrons ribossomais apareceu não 

sinapsada. O estudo de núcleos pós-paquitênicos revelou que os clusters de rDNA 

podem estar localizados em cromossomos que fazem parte da cadeia cromossômica, tal 

como em R. agamemnon (Fig. 2B), T. bahiensis provenientes do Paraná (Fig. 2D), um 

exemplar de T. confluens (Fig. 2H) e T. martinpaechi (Fig. J-K), ou em elementos 

totalmente sinapsados, semelhantes a bivalentes, como em R. rochai (Fig. 2C), T. 
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bahiensis coletados em São Paulo (Fig. 2E), um exemplar de T. confluens (Fig. 2F-G), 

T. fasciolatus (Fig. 2I) e T. paraguayensis (Fig. 2L). Células submetidas à técnica de 

FISH e analisadas com filtro específico para DAPI mostraram que blocos de 

heterocromatina brilhantes localizados na região terminal dos cromossomos são 

coincidentes com os sítios ribossomais (Fig. 2F-G, J-K) de todas as espécies.  
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Fig. 1 Metáfases espermatogoniais de escorpiões Buthidae submetidas à técnica de FISH com sonda de 
rDNA 45S. A. Rhopalurus rochai (2n=28). B. Tityus bahiensis coletado no estado do Paraná (2n=6). C. 
Tityus confluens (2n=13). D. Tityus fasciolatus (2n=14). E. Tityus martinpaechi (2n=6). F. Tityus 
paraguayensis (2n=16). As setas indicam a localização dos sítios de rDNA na região terminal de dois 
cromossomos. Escala=10 µm.  
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Fig. 2 Células em paquíteno (A) e pós-paquíteno (B-L) de escorpiões Buthidae submetidas à técnica de 
FISH com sonda de rDNA 45S. A, D. Tityus bahiensis proveniente do estado do Paraná. B. Rhopalurus 
agamemnon. C. Rhopalurus rochai. E. Tityus bahiensis coletado no estado de São Paulo. F-H. Tityus 
confluens. I. Tityus fasciolatus. J-K. Tityus martinpaechi. L. Tityus paraguayensis. As setas indicam a 
localização dos sítios de rDNA 45S. F e J. Análise com o filtro para FITC, mostrando apenas os sítios de 
rDNA (seta). G e K. Análise com o filtro para DAPI, revelando blocos brilhantes na região terminal de dois 
cromossomos (cabeça de seta). Escala=10 µm. 
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DISCUSSÃO 

Até o presente momento, apenas uma espécie de escorpião, Tityus serrulatus, foi 

investigada quanto a localização dos genes de rDNA. Essa espécie, que possui 

reprodução partenogenética, mostrou uma estrutura cariotípica conservada, até mesmo 

entre populações diferentes, e apenas um cromossomo portador de rDNA 45S 

(Schneider e Cella 2010). Neste trabalho, nós investigamos o número e a localização 

dos genes de rDNA 45S em sete espécies de Buthidae, as quais exibiram uma grande 

diversidade de número diploide que variou de 2n=6 a 2n=28. Além disso, embora todos 

os indivíduos de T. bahiensis das duas localidades estudadas tenham exibido o mesmo 

número diploide, estes diferiram quanto às associações cromossômicas observadas em 

células pós-paquitênicas, ou seja, os exemplares do estado do Paraná mostraram uma 

cadeia composta por seis cromossomos, enquanto que os indivíduos do estado de São 

Paulo revelaram uma cadeia formada por quatro cromossomos mais uma estrutura 

semelhante a um bivalente.  

 Apesar desta diversidade de número diploide, as sete espécies de Buthidae 

exibiram uma constância quanto a ocorrência de genes de rDNA 45S localizados na 

região terminal de dois cromossomos. Este resultado foi surpreendente, uma vez que, 

em diversos grupos de animais e plantas, a localização dos genes de rDNA 

frequentemente varia entre espécies com características cariotípicas muito similares 

(Bombarova et al. 2007; Cabrero e Camacho 2008; Datson e Murray 2006; Schneider et 

al. 2007; Catroli et al. 2011). No entanto, a análise da localização dos sítios de rDNA em 

células meióticas das sete espécies, foi extremamente importante pois mostrou 

variações imperceptíveis com o estudo apenas de células mitóticas. Em exemplares de 

T. bahiensis coletados no estado de São Paulo, os cístrons de rDNA estão localizados 

sobre um bivalente que não faz parte da cadeia cromossômica, indicando que estes 

elementos provavelmente não estão envolvidos em rearranjos que deram origem a 
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associação multivalente. Por outro lado, em exemplares de T. bahiensis do estado do 

Paraná, os cromossomos portadores dos genes de rDNA 45S sofreram rearranjos do 

tipo fissão/fusão, considerando que, todos os elementos fazem parte da cadeia 

cromossômica e que um dos cromossomos portadores do sítio ribossomal é 

ligeiramente maior que o outro. Os resultados encontrados em T. confluens foram ainda 

mais interessantes, visto que, todos os indivíduos exibiram o mesmo número diploide, 

2n=13, e configuração similar dos cromossomos na meiose (cinco bivalentes mais uma 

cadeia composta por três elementos). Porém, o emprego da técnica de FISH revelou 

que os rearranjos cromossômicos que originaram a associação trivalente observada na 

meiose, não envolveram os mesmos elementos quando comparamos indivíduos 

diferentes, levando-se em conta que os genes de rDNA estão localizados na cadeia 

cromossômica ou em um elemento semelhante a um bivalente. Assim, o emprego de 

técnicas de citogenética molecular em células meióticas de escorpiões é útil não apenas 

para observar as homologias cromossômicas e entender os rearranjos responsáveis 

pela variabilidade cariotípica e associações multivalentes, mas também, para identificar 

com mais detalhes o grau de diversidade cromossômica que ocorre neste grupo.  

 Em estudos realizados previamente por Mattos et al. (2013), o número de RONs 

observadas através da impregnação pelo íon prata em células mitóticas de 11 espécies 

de escorpiões Buthidae, incluindo aquelas analisadas neste trabalho, foi condizente com 

os dados obtidos através da FISH. Além disso, nessas sete espécies, parece não haver 

um heteromorfismo no tamanho dos sítios de rDNA, o que seria indicativo de variações 

na quantidade de cópias desses genes.  

A técnica de FISH permite a detecção de todos os sítios de rDNA e pode ser 

aplicada em qualquer fase do ciclo celular (Dutrillaux e Dutrillaux 2012). No entanto, 

segundo Cabrero e Camacho (2008), a utilização da impregnação pelo íon prata e FISH 

possibilita a identificação de RONs crípticas, as quais correspondem a pequenas 
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regiões organizadoras de nucléolo marcadas pelo íon prata, mas não reveladas pela 

FISH. Entre as espécies de Buthidae caracterizadas quanto à localização das RONs 

ativas, apenas um exemplar de R. rochai apresentou uma RON adicional, localizada na 

região intersticial de um cromossomo (Mattos et al. 2013). Infelizmente, preparações 

cromossômicas desse exemplar não foram submetidas à técnica de FISH devido à falta 

de material citogenético disponível. Assim, apesar das vantagens do emprego da FISH 

para a localização das RONs, em escorpiões, o uso de ambas as técnicas deve ser 

realizada, visto que podem revelar a presença de RONs crípticas e ajudar a esclarecer 

se há dispersão das RONs para diferentes regiões do genoma e os mecanismos 

responsáveis por esse evento. 

 A associação dos genes de rDNA com regiões de heterocromatina, tal como 

observado nas sete espécies examinadas nesse trabalho, são comuns na maioria dos 

organismos. Diversos autores têm proposto que essa associação facilita a ocorrência de 

rearranjos estruturais, trocas desiguais durante a meiose e transposição, que 

geralmente levam a uma variação no número de cópias e/ou localização dos sítios de 

rDNA (Cerbah et al. 1998; Fujiwara et al. 1998; Brianti et al. 2009; Lohe e Roberts 2000; 

Drosopoulou et al. 2012). Porém, em Scorpiones, pode existir outra explicação para a 

associação dos genes ribossomais com a heterocromatina, considerando que o índice 

de rearranjos cromossômicos é muito elevado, mesmo em espécies com pequena 

quantidade de regiões heterocromáticas detectadas pelo bandamento C ou coloração 

com fluorocromos base-específicos (Mattos et al. 2013), e a meiose é aquiasmática, ou 

seja, não ocorre recombinação gênica através do crossing-over. Desta forma, nos 

escorpiões, tal associação pode ter um papel na preservação da integridade dos 

cístrons de rDNA. Esta hipótese pode ser parcialmente comprovada pelo fato de que, 

apesar das sete espécies de Buthidae mostrarem uma grande variação na quantidade 

de regiões heterocromáticas constitutivas (ver Mattos et al. 2013), em todas essas 
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espécies foram observadas regiões heterocromáticas coincidentes com os genes 

ribossomais. No entanto, a identificação de sequências repetitivas no genoma dos 

escorpiões bem como das modificações epigenéticas que ocorrem na heterocromatina 

associada aos genes ribossomais, podem fornecer dados importantes para esclarecer o 

significado da coincidência da heterocromatina com as RONs. 
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1. Tityus martinpaechi (Foto: T. J. Porto) 

2. Tityus paraguayensis (Foto: D. Araujo) 

3. Tityus stigmurus (Foto: T. J. Porto) 

4. Rhopalurus agamemnon (Foto: L. S. Carvalho) 
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RESUMO 

Os escorpiões Buthidae apresentam cromossomos holocêntricos, meiose sináptica e 

aquiasmática e a maioria das espécies exibem um alto índice de rearranjos 

cromossômicos originados por translocações recíprocas ou fissões/fusões. Neste 

trabalho, células testiculares de quatro espécies de butídeos (Rhopalurus agamemnon, 

2n=28; Rhopalurus rochai, 2n=28; Tityus bahiensis, 2n=6; e Tityus fasciolatus, 2n=14) 

que mostraram diferentes configurações cromossômicas na meiose I foram submetidos 

à técnica de microespalhamento celular, visando estabelecer como ocorre a 

organização e o comportamento do complexo sinaptonêmico (CS), bem como obter 

dados que auxiliem na interpretação das variações intraespecíficas e intraindividuais. A 

análise ultraestrutural de microestendidos celulares revelou CS com uma estrutura 

tripartida e bem preservada até estágios tardios da prófase I, ausência de placa 

cinetocórica e nódulos de recombinação, o que comprova a natureza holocêntrica dos 

cromossomos e ausência de crossing-over. Além disso, em R. agamemnon, R. rochai e 

T. bahiensis foram visualizados filamentos únicos unindo segmentos de CS totalmente 

sinapsados, indicando a ocorrência de rearranjos cromossômicos heterozigotos nessas 

espécies. Embora na amostra de células de T. fasciolatus não tenham sido observadas 

cadeias cromossômicas, a presença de gaps e interlockings revela que esta espécie, 

assim como as demais, é portadora de rearranjo heterozigoto, envolvendo um segmento 

cromossômico menor do que nas outras espécies. A análise de microestendidos 

celulares foi extremamente importante, principalmente em R. rochai, pois permitiu 

estabelecer a ocorrência de variabilidade intraindividual quanto ao número de elementos 

como bivalentes e envolvidos nas cadeias cromossômicas. Adicionalmente, verificou-se 

que o número de cromossomos envolvidos em rearranjos foi maior do que aquele 

previamente encontrado em células analisadas em microscopia de luz. 
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Palavras-chave: associação multivalente, cromossomos holocêntricos, rearranjo 

cromossômico, Rhopalurus, Tityus 

 

ABREVIAÇÕES 

CS = Complexo sinaptonêmico 

MET = Microscopia eletrônica de transmissão 

ML = Microscopia de luz 

“Bivalente” = Elemento semelhante a bivalente 
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INTRODUÇÃO 

Durante a meiose, os cromossomos da maioria dos organismos seguem uma série 

específica de eventos – emparelhamento, sinapse, recombinação e disjunção – os quais 

são propiciados pelo complexo sinaptonêmico (CS), uma estrutura protéica conservada 

evolutivamente nos diferentes táxons (Kleckner 1996; Hernández-Hernández et al. 2008; 

Viera et al. 2009). O CS ocorre durante a prófase I e apresenta ultraestruturalmente uma 

organização tripartida, com dois elementos laterais e um elemento central. Os 

elementos laterais são formados ao longo do comprimento das duas cromátides-irmãs e 

ligados ao elemento central através dos filamentos transversais (Zickler e Kleckner 

1999; Page e Hawley 2004; Hernández-Hernández et al. 2012). 

O CS começa a formar-se no zigóteno e é gradualmente degradado no diplóteno, 

após haver completado suas funções (Zickler e Kleckner 1999, Bogdanov 2003). O 

processo de montagem e desmontagem do CS está correlacionado com a progressão 

da prófase I. Durante o leptóteno, os elementos axiais são organizados e estão 

associados a um par de cromátides-irmãs. Concomitantemente ao início do 

emparelhamento dos cromossomos homólogos, que ocorre no zigóteno, os elementos 

axiais são progressivamente conectados ao elemento central pelos filamentos 

transversais, através de um processo semelhante ao fechamento de um zíper. No 

paquíteno, os cromossomos homólogos estão completamente sinapsados, sendo que a 

cromatina está ligada aos elementos laterais por uma série de loops. Nesta subfase da 

prófase I, ocorre a recombinação do material genético ou crossing-over. No diplóteno, os 

CS são desorganizados, mas os cromossomos homólogos ainda permanecem unidos 

através dos quiasmas, os quais além de ser uma evidência citológica de que ocorreu 

recombinação na subfase precedente, previnem a segregação precoce e incorreta dos 

cromossomos homólogos (Suja e Barbero 2009; Yang & Wang 2009). 
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Embora o CS seja um pré-requisito para a recombinação genética, a sua 

presença, não determina a ocorrência de crossing-over. Em espécies com meiose 

aquiasmática, o CS pode apresentar comportamento semelhante aquele de organismos 

que possuem meiose quiasmática ou, ao invés de ser degradado durante o diplóteno, 

permanece até a metáfase I ou anáfase I. Essa manutenção do CS até fases tardias da 

meiose I propicia a conexão dos cromossomos homólogos, necessária para a disjunção 

balanceada dos cromossomos. Em outros organismos, que também possuem um 

sistema de meiose aquiasmático, o CS é formado durante o leptóteno, mas não persiste 

até o paquíteno, ou alternativamente, está ausente (John 1990; Zickler e Kleckner 1999; 

Bogdanov 2003).  

Entre os animais que são dióicos, os Lepidoptera e Trichoptera dentro da classe 

Insecta, e os Scorpiones dentro dos Arachnida, são, até o momento, os únicos grupos 

em que todas as espécies citogeneticamente analisadas parecem ter meiose 

aquiasmática em pelo menos um dos sexos (John 1990; Schneider et al. 2009a, b). 

Além disso, muitas espécies de escorpiões exibem um alto índice de rearranjos 

cromossômicos originados por translocações recíprocas ou fissões/fusões, e todos os 

representantes da família Buthidae apresentam cromossomos holocêntricos (Shanahan 

1989a, b; Schneider et al. 2012; Mattos et al. 2013). Com o objetivo de estabelecer 

como ocorre a organização e o comportamento do CS em Buthidae, bem como obter 

dados que auxiliem na interpretação das variações cromossômicas intraespecíficas e 

intraindividuais presentes em representantes desta família, quatro espécies de butídeos, 

que mostraram diferentes configurações cromossômicas na meiose I foram examinadas: 

dois representantes do gênero Rhopalurus, ambos com 2n=28, R. agamemnon (C. L. 

Koch, 1839), que mostrou uma cadeia cromossômica complexa, envolvendo todos os 

elementos do complemento, e R. rochai Borelli, 1910 que exibiu uma variação 

interindividual, ou seja, dez elementos semelhantes a bivalentes mais uma cadeia 
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composta por oito elementos ou, nove elementos como bivalentes mais uma cadeia 

formada por dez cromossomos; Tityus bahiensis (Perty, 1833), 2n=6, que revelou uma 

cadeia composta por todos os cromossomos e Tityus fasciolatus Pessôa, 1935, 2n=14, 

que exibiu sete elementos semelhantes a bivalentes.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Neste trabalho, indivíduos machos adultos das seguintes espécies de escorpiões da 

fauna brasileira foram analisados: dois exemplares de R. agamemnon, Mateiros 

(10º33’S, 46º27’W), Tocantins; dois indivíduos de R. rochai, Guanambi (14º18’S, 

42º44’W), Bahia; quatro indivíduos de T. bahiensis, Ilha Grande (24º01’S, 54º10’W), 

Parque Nacional de Ilha Grande, Guaíra, Paraná; quatro indivíduos de T. fasciolatus, 

Ituiutaba (18º58’S, 49º28’W), Minas Gerais. Os espécimes foram depositados no 

Laboratório Especial de Coleções Zoológicas do Instituto Butantan (IBSP, curadora D. 

M. Barros-Battesti), São Paulo, São Paulo, Brasil. Os exemplares foram dissecados em 

solução salina (128,3 mM NaCl, 16,7 mM Na2HPO4, 19,9 mM KH2PO4), os testículos 

removidos e divididos em duas partes. Uma parte do testículo foi submetida à técnica 

para obtenção de preparações cromossômicas para análise em microscopia de luz (ML) 

(ver Mattos et al. 2013) e a outra parte foi submetida a técnica de microespalhamento 

para visualização do complexo sinaptonêmico e de estruturas associadas em 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), seguindo Loidl e Jones (1986). Os 

microestendidos celulares foram impregnados pelo íon prata, de acordo com Howell e 

Black (1980). A análise ultraestrutural foi realizada em um microscópio eletrônico de 

transmissão Philips CM100, operado a 80kV, e os registros das imagens foram feitos em 

chapas fotográficas 4489 (Kodak). 
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RESULTADOS 

A análise ultraestrutural de microestendidos celulares das quatro espécies estudadas 

neste trabalho revelou CS com estrutura tripartida típica e bem preservada até estágios 

tardios da prófase I, ausência de placa cinetocórica e nódulos de recombinação. Em 

todos os núcleos paquitênicos de R. agamemnon e R. rochai foi difícil determinar o 

comprimento total dos CS, devido a ocorrência de segmentos descontínuos ou 

filamentos únicos que conectavam elementos laterais completamente sinapsados; estes 

eixos únicos frequentemente não foram preservados pela metodologia empregada para 

a obtenção dos microestendidos celulares. Nas duas espécies de Rhopalurus, três ou 

mais CS estavam associados através de eixos não sinapsados, formando uma 

associação multivalente (Fig. 1A-B). Na amostra de células pós-paquitênicas de R. 

agamemnon, um número extremamente variável de cadeias cromossômicas 

constituídas por um número diferente de cromossomos e elementos semelhantes a 

bivalentes foi verificado; esta variação certamente ocorre devido a dissociação precoce 

de alguns cromossomos da cadeia (Fig. 1C). Nos núcleos em pós-paquíteno de R. 

rochai foi possível visualizar uma variação inter e intraindividual: um macho mostrou 10 

elementos semelhantes a bivalentes mais uma cadeia composta por oito cromossomos 

(Fig. 1D) e oito elementos semelhantes a bivalentes e uma cadeia de 12 cromossomos, 

enquanto outro indivíduo revelou nove elementos semelhantes a bivalentes mais uma 

cadeia de 10 cromossomos, oito elementos como bivalentes mais duas cadeias 

cromossômicas, uma com oito e outra com quatro elementos (Fig. 1E) e oito elementos 

como bivalentes mais uma cadeia cromossômica composta por 12 elementos. Uma 

análise detalhada de células de ambos os indivíduos revelou que a associação 

multivalente envolvendo 12 cromossomos corresponde à união de cadeias constituídas 

por oito e quatro cromossomos (Fig. 1F-I). Além disso, um gap proeminente foi 

observado em ambos os elementos laterais de um segmento cromossômico 
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completamente sinapsado, parecendo muitas vezes como um bivalente típico não 

associado à cadeia cromossômica (Fig. 1F-G).  

 Microestendidos paquitênicos de T. bahiensis mostraram dois CS curtos e dois 

ou três extremamente longos, os quais exibiram segmentos descontínuos. No entanto, a 

presença de filamentos únicos unindo os CS, indica que todos os elementos convergem 

para uma única associação multivalente (Fig. 2A-D). Adicionalmente, eixos não 

sinapsados foram verificados na região mediana de um ou dois CS, os quais 

correspondem a pontos de interlockings entre dois ou três CS, respectivamente (Fig. 

2C-D). Núcleos paquitênicos de T. fasciolatus analisados em MET revelaram a 

montagem total dos CS, permitindo a identificação de sete elementos como bivalentes. 

Além disso, até dois CS exibiram um gap na região mediana e um CS apresentou uma 

região não sinapsada, a qual estava entrelaçada com outro bivalente, indicando a 

ocorrência de interlocking (Fig. 2E-F). Células pós-paquitênicas das duas espécies 

mostraram CS preservados, formando uma associação multivalente composta por seis 

elementos em T. bahiensis e sete elementos semelhantes a bivalentes em T. fasciolatus 

(Fig. 3). Nessa última espécie, usualmente um elemento de tamanho grande e um 

pequeno apresentaram um gap em um dos elementos laterais que constituem o CS (Fig. 

3B-C).  



 

 

100 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Microestendidos celulares de Rhopalurus agamemnon (A-C) e Rhopalurus rochai (D-I) impregnados 
pelo íon prata. A-B. Núcleo paquitênico, com sua respectiva interpretação esquemática, exibindo 
complexos sinaptonêmicos com filamentos únicos não sinapsados (linha fina), gaps (linha tracejada) e 
associação (linha pontilhada) entre elementos laterais completamente sinapsados. C. Célula pós-
paquitênica com associações multivalentes envolvendo um número variável de cromossomos. D-E. Células 
pós-paquitênicas com 10 elementos como bivalentes e uma cadeia de oito cromossomos (D), e oito 
elementos como bivalentes mais uma cadeia de oito e outra de quatro cromossomos (E). F-I. Detalhes das 
cadeias cromossômicas com 12 elementos e suas respectivas representações esquemáticas. Seta=gaps, 
filamentos únicos e associações multivalentes. Escala=5 µm. 
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Fig. 2 Microestendidos celulares paquitênicos de Tityus bahiensis (A-D) e Tityus fasciolatus (E-F), 
impregnados pelo íon prata. A-D. Núcleos, com suas respectivas representações esquemáticas, 
mostrando complexos sinaptonêmicos com filamentos únicos (linha fina), regiões de gaps (linha tracejada), 
associações multivalentes (linha pontilhada) e interlocking (linha cinza; cabeça de seta). Os detalhes em C 
e D exibem a região de interlocking (linha cinza; cabeça de seta). E-F. Núcleos com sete complexos 
sinaptonêmicos, exibindo regiões de gap (seta) e interlocking (cabeça de seta). As setas em A-D mostram 
regiões de gaps, filamentos únicos e associações multivalentes. Escala=5 µm.  
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Fig. 3 Microestendidos de núcleos pós-paquitênicos de Tityus bahiensis (A) e Tityus fasciolatus (B-C), 
impregnados pelo íon prata. A. Associação multivalente formada por seis cromossomos. B-C. Células com 
sete elementos como bivalentes. As setas indicam gaps em um elemento lateral de um complexo 
sinaptonêmico de tamanho pequeno (B) e grande (C).  Escala=5 µm. 
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DISCUSSÃO 

A análise ultraestrutural do CS foi realizada previamente em apenas seis espécies de 

escorpiões, Bothriurus araguayae, Bothriurus rochensis (Bothriuridae) e Urodacus 

manicatus (Urodacidae), que possuem cromossomos monocêntricos, Lychas 

marmoreus, Lychas variatus e T. bahiensis (Buthidae), que exibem cromossomos 

holocêntricos (Benavente 1982; Shanahan e Hayman 1990; Schneider et al. 2009a, b). 

Em todos esses trabalhos, técnicas de microespalhamento celular para investigação do 

CS foram utilizadas, com exceção do estudo realizado por Benavente (1982) que 

empregou cortes histológicos. Nos escorpiões que possuem cromossomos holocêntricos, 

incluindo aqueles investigados no presente trabalho, não é possível visualizar placas 

cinetocóricas associadas aos CS, quando a técnica de microespalhamento celular é 

empregada, independentemente se o método de contrastação é feito por impregnação 

pelo íon prata ou ácido fosfotúngstico (Shanahan e Hayman 1990, Schneider et al. 

2009a). Entretanto, considerando que os CS de T. bahiensis foram examinados através 

de duas metodologias, isto é, microespalhamento celular (Schneider et al. 2009a) e 

cortes histológicos (Benavente 1982), e o fato de que com esta última técnica, a 

presença de uma extensa placa cinetocórica que cobria grande parte da superfície 

cromossômica foi verificada, é possível concluir que a ausência de placa cinetocórica 

nas quatro espécies aqui analisadas confirma a natureza holocêntrica dos cromossomos. 

Por outro lado, a placa cinetocórica foi bem visível e definida no CS de escorpiões que 

tem cromossomos monocêntricos (Shanahan e Hayman 1990; Schneider et al. 2009b). 

Adicionalmente, em todos os estudos ultraestruturais já realizados em Scorpiones, 

nódulos de recombinação não foram encontrados, corroborando a ausência de crossing-

over e presença de meiose aquiasmática nas espécies deste grupo. 

 O estudo de microestendidos celulares em MET de R. agamemnon, R. rochai, T. 

bahiensis e T. fasciolatus revelou que, apesar da ocorrência de meiose aquiasmática, o 
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CS é formado, possui estrutura tripartida típica, e aparece bem preservado até estágios 

tardios da prófase I. Resultado similar tem sido esporadicamente registrado para outros 

táxons que possuem cromossomos holocêntricos e meiose aquiasmática, como, por 

exemplo, em Lepidoptera, Mantodea e Trichoptera (Gassner 1969; Rasmussem 1977; 

Rasmussem e Holm 1979; John 1990; Marec e Traut 1993; Wolf et al. 1997; Melters et 

al. 2012). Em Scorpiones, assim como em espécies de outros grupos, a manutenção do 

CS tardio é importante para a associação e segregação correta e balanceada dos 

elementos como bivalentes e cadeias cromossômicas. 

 Em células paquitênicas de todas as espécies aqui analisadas, uma variação no 

número de CS foi encontrada, com exceção de T. fasciolatus. Tal variação certamente 

ocorre devido aos rearranjos cromossômicos heterozigotos presentes em R. 

agamemnon, R. rochai e T. bahiensis, e pode ser comprovada pela ocorrência de 

filamentos únicos ligando regiões de CS totalmente sinapsados, bem como por 

associações cromossômicas múltiplas, as quais foram observadas principalmente em 

células pós-paquitênicas. Levando-se em conta algumas características, como a 

presença ou ausência de variação intraespecífica no número diploide e tamanho dos 

cromossomos, Mattos et al. (2013) atribuíram a formação de associações multivalentes 

em prófase I, a rearranjos heterozigotos do tipo translocações recíprocas em ambas as 

espécies do gênero Rhopalurus, e fissões/fusões cromossômicas em T. bahiensis.  

Em alguns casos, a formação do CS não necessita de homologia cromossômica 

e um emparelhamento não homólogo pode ocorrer, o que é facilitado na ausência de 

crossing-over e de meiose aquiasmática (Rasmussem e Holm 1979). Em escorpiões, a 

ausência de crossing-over e meiose aquiasmática é uma característica comum para 

todas as espécies analisadas citogeneticamente, provavelmente ocorrendo em ambos 

os sexos. Assim, é possível sugerir que o emparelhamento dos cromossomos ocorre em 

duas etapas, ou seja, em fases iniciais da prófase I há sinapse específica dos 
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cromossomos entre regiões homólogas, resultando em um número variável de CS e que 

geralmente se apresentam como filamentos curtos, enquanto que em fases mais tardias 

da prófase I ocorre o emparelhamento independente de homologia cromossômica, o que 

facilita a visualização de longos CS, envolvendo quase todo o comprimento 

cromossômico. 

 A metodologia empregada neste trabalho para a obtenção dos 

microespalhamentos celulares pode ocasionalmente não preservar filamentos únicos, 

resultando em gaps entre regiões de CS totalmente sinapsados. Complexos 

sinaptonêmicos com gaps foram previamente descritos para espécies de escorpiões das 

famílias Bothriuridae, Buthidae e Urodacidae, portadoras de rearranjos heterozigotos 

(Shanahan e Hayman 1990; Schneider et al. 2009a, b). Em T. fasciolatus, embora 

associações multivalentes não tenham sido observadas na meiose I, é possível inferir 

que rearranjos heterozigotos também ocorrem, uma vez que gaps foram observados em 

até dois “bivalentes”. No entanto, em T. fasciolatus, pelo fato dessas regiões 

cromossômicas não homólogas estarem localizadas na região mediana do bivalente e 

possivelmente envolver um pequeno segmento cromossômico, apenas elementos quase 

que completamente sinapsados foram visualizados na amostra de células investigadas.  

 Em microestendidos celulares de T. bahiensis e T. fasciolatus foram verificados 

interlockings, os quais ocorrem entre um elemento como bivalente ou segmento 

cromossômico totalmente sinapsado e um segmento cromossômico não sinapsado. Na 

maioria das espécies, intelockings são visualizados apenas durante o zigóteno. No 

entanto, em indivíduos portadores de rearranjos cromossômicos heterozigotos, um 

aumento significativo na frequência de interlockings tem sido encontrado no paquíteno 

(Zickler e Kleckner 1999). Desta forma, nas duas espécies de Tityus, principalmente em 

T. fasciolatus, a presença de interlockings é uma evidência complementar que confirma 

a existência de rearranjos cromossômicos heterozigotos.  
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 A análise de microestendidos celulares em MET foi extremamente importante, 

especialmente para R. rochai, visto que forneceu informações adicionais com relação as 

associações multivalentes encontradas em células observadas em ML (Mattos et al. 

2013). Através do estudo de células em ML, uma variabilidade interindividual quanto ao 

número de elementos como bivalentes e cromossomos envolvidos nas cadeias 

multivalentes foi verificada em R. rochai, enquanto que nos núcleos investigados em 

MET, essa variabilidade foi tanto inter quanto intraindividual. Através dos resultados 

obtidos com a análise de células pós-paquitências em MET, é possível inferir que em 

ambos os exemplares de R. rochai aqui estudados, o número total de elementos 

envolvidos em rearranjos heterozigotos é igual a 12. A diferença intraindividual no 

número de associações multivalentes e elementos envolvidos nessas cadeias 

cromossômicas (uma cadeia com 12, dez ou oito cromossomos; ou duas cadeias, uma 

com oito e outra com quatro elementos), provavelmente está relacionada ao grau de 

homologia entre os elementos cromossômicos. Assim, os cromossomos que 

frequentemente formam uma cadeia composta por oito elementos, possivelmente 

possuem um grau maior de homologia entre si do que com aqueles elementos que 

compõem a cadeia de quatro cromossomos. A variação no número de elementos como 

bivalentes (oito, nove ou dez) deve-se a dissociação precoce de alguns elementos 

cromossômicos presentes na cadeia, os quais se comportam como “bivalente”. Essa 

hipótese pode também ser suportada pela ocorrência de um “gap” proeminente 

observado em um segmento do CS presente na associação multivalente verificada em R. 

rochai. Em conclusão, a análise de CS em MET, em escorpiões butídeos, é essencial 

para comprovar a natureza holocêntrica dos cromossomos, explicar como ocorre a 

formação das complexas associações multivalentes e auxiliar na interpretação dos 

rearranjos cromossômicos responsáveis pela variabilidade inter e intraindividual. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Entre as quatro famílias (Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Liochelidae) de 

Scorpiones registrados na fauna brasileira, Buthidae contém a maior diversidade de 

espécies e possui ampla distribuição geográfica. No Brasil, 82 espécies, pertencentes a 

oito gêneros têm sido registradas. Os gêneros Ananteris, Rhopalurus e Tityus possuem 

a maior riqueza de espécies, incluindo, 17, seis e 54 representantes, respectivamente 

(Porto et al. 2010). O gênero Tityus é o mais diverso não apenas no Brasil, mas também 

entre os escorpiões de todo o mundo. De acordo com caracteres morfológicos e/ou 

distribuição geográfica, Lourenço (2006) dividiu o gênero Tityus em cinco subgêneros: 

Archaeotityus, Atreus, Brazilotityus, Caribetityus e Tityus. Até agora, três espécies de 

Tityus do subgênero Archaeotityus, três de Atreus e nove de Tityus tem sido 

examinadas citogeneticamente (Schneider et al. 2012, Mattos et al. 2013). Apesar da 

presença de certa diversidade interespecífica, o cariótipo 2n=20 é o tipo predominante 

no subgênero Archaeotityus e Atreus, ocorrendo em T. maranhensis e T. 

mattogrossensis – subgênero Archaeotityus, T. magnimanus e T. ythieri – subgênero 

Atreus. Os outros representantes desses subgêneros mostraram 2n=16 em T. 

paraguayensis – subgênero Archaeotityus e 2n=15-16 em T. metuendus – subgênero 

Atreus. Os escorpiões do subgênero Tityus revelaram uma variabilidade cariotípica 

significante, incluindo 2n=5-19 em T. bahiensis, 2n=6 em T. martinpaechi, 2n=12 em T. 

serrulatus, 2n=13 em T. confluens, 2n=14 em T. fasciolatus e T. trivittatus, 2n=16 em T. 

costatus e T. stigmurus, e 2n=26-27 em T. neglectus. Um baixo número diploide pode 

representar uma característica comum na maioria das espécies deste último subgênero, 

diferindo de Archaeotityus e Atreus. 

As análises citogenéticas clássica, molecular e ultraestrutural realizadas em 

espécies de escorpiões Buthidae, evidenciaram que os cromossomos de todos os 
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representantes desta família são holocêntricos, devido à ausência de uma constrição 

primária e região centromérica localizada. Além disso, mostrou que a meiose dos 

machos é do tipo sináptica e aquiasmática, devido aos cromossomos estarem pareados 

durante o estágio de paquíteno e os bivalentes não exibirem uma configuração 

cromossômica indicativa de crossing-over. Variabilidade intraespecífica no número 

diploide não foi observada nos exemplares de butídeos analisados; contudo, 

configurações multivalentes, as quais podem ser formadas por um número variável de 

cromossomos, foram verificadas nas células pós-paquitênicas da maioria das espécies, 

evidenciando a presença de rearranjos heterozigotos em A. balzanii, R. agamemnon, R. 

rochai, T. bahiensis, T. confluens, T. maranhensis, T. martinpaechi e T. paraguayensis. 

Embora em T. fasciolatus não tenham sido observadas cadeias cromossômicas, a 

análise ultraestrutural de células paquitênicas e pós-paquitênicas revelou que esta 

espécie também é portadora de pequenos rearranjos heterozigotos. 

O emprego das técnicas de impregnação pelo íon prata e de FISH para 

localização das RONs e cístrons ribossomais de rDNA 45S, respectivamente, em sete 

espécies de butídeos, revelaram que apesar da grande variabilidade de número diploide, 

as RONs e os genes de rDNA 45S estavam localizados na região terminal de dois 

cromossomos. Além disso, a utilização da técnica de FISH em células meióticas foi de 

extrema importância, pois, mostrou variações quanto a localização dos sítios de rDNA 

45S imperceptíveis com o estudo apenas de células mitóticas. Indivíduos com mesmo 

número diploide podem diferir quanto à organização das associações cromossômicas 

observadas em células pós-paquitênicas, bem como, quanto à localização dos sítios 

ribossomais, seja em elementos como bivalentes ou em elementos presentes na cadeia 

cromossômica. Este resultado evidencia que os cromossomos envolvidos nos rearranjos 

que deram origem as associações multivalentes não são os mesmos quando 

comparadas diferentes populações ou indivíduos de uma mesma espécie.  
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O uso das técnicas de bandamento-C e de coloração por fluorocromos base-

específicos mostrou diferentes padrões de distribuição da heterocromatina constitutiva e 

regiões AT- ou GC-ricas nos cromossomos de butídeos. De modo geral, espécies com 

conspícuos blocos de heterocromatina têm um índice menor de rearranjos 

cromossômicos e vice-versa. Adicionalmente, nas sete espécies de butídeos analisados, 

os genes de rDNA 45S estavam associados com regiões de heterocromatina; tal 

associação provavelmente tem um papel na manutenção da integridade dos cístrons de 

rDNA 45S. 

Apesar da grande variabilidade de configurações cromossômicas meióticas 

encontradas nas espécies de Buthidae e presença de meiose aquiasmática, a 

manutenção do CS até fases mais tardias da prófase I foi verificada, o que assegura a 

associação e segregação correta e balanceada dos elementos como bivalentes e 

cadeias cromossômicas. Essa hipótese pode ser confirmada através da análise de 

células em metáfase II, que evidenciaram o número haplóide correto de cromossomos 

para cada espécie investigada. 

Levando-se em conta todos os resultados encontrados nas espécies de Buthidae, 

isto é: 1) variabilidade interespecífica de número diploide, principalmente nas espécies 

do gênero Tityus; 2) diversidade intraespecífica quanto à presença ou ausência de 

elementos como bivalentes e cadeias cromossômicas, observada em todas as espécies, 

com exceção de T. costatus e T. stigmurus, e quanto a localização dos cístrons 

ribossomais de rDNA 45S em T. bahiensis e T. confluens; 3) variabilidade intraindividual 

quanto ao número de elementos como bivalentes e cromossomos envolvidos em 

associações multivalentes em R. rochai, T. bahiensis, T. maranhensis e T. 

paraguayensis; é possível concluir que o emprego das três metodologias, análise 

citogenética clássica, molecular e ultraestrutural, é de extrema importância, pois, 
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fornecem dados complementares quanto ao grau da diversidade cromossômica e 

evolução cariotípica das espécies de Buthidae. 
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