AVA UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
une sp"%' “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO
Departamento de Biologia

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

ANALISE DA VARIABILIDADE CARIOTIPICA E DO
COMPORTAMENTO DOS CROMOSSOMOS NA MEIOSE DE
ESCORPIOES DO SUBGENERO TITYUS (ARCHEOTITYUS)

(BUTHIDAE)

VIVIANE FAGUNDES DE MATTOS

Rio Claro, Sao Paulo, Brasil
Junho de 2017



<0 DE Blog,,
i ~%&,

- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
une sp"%' “JULIO DE MESQUITA FILHO” \
INTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO
Departamento de Biologia

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

e O
Yo, S
Us pgri0®

unesp

ANALISE DA VARIABILIDADE CARIOTIPICA E DO
COMPORTAMENTO DOS CROMOSSOMOS NA MEIOSE DE
ESCORPIOES DO SUBGENERO TITYUS (ARCHAEOTITYUS)

(BUTHIDAE)

VIVIANE FAGUNDES DE MATTOS

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Rio Claro, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular e Molecular).

Orientadora: Profa. Dra. Marielle Cristina Schneider

Rio Claro, Sao Paulo, Brasil
Junho de 2017



591.15  Mattos, Viviane Fagundes de
M444a Analise da vanabilidade carnotipica e do comportamento dos
cromossomos na meiose de escorpides do subgénero Tityus
(Archaeotityus) (Buthidae) / Viviane Fagundes de Mattos. - Rio Claro,
2017
133 £ :1l, fips., tabs., mapas

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Marielle Cristina Schneider

1. Genética animal 2. Citogenética amimal 3. Cadeia cromossomica.
4. Cromossomos holocéntricos. 5. Melose aquiasmatica. 6. Nlumero
diploide. 7. Rearranjo cromossémico. I Tifulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP




% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ;."“"';
unesp e o )

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: Andlise da variabilidade cariotipica e do comportamento dos cromossomos na
meiosa de escorpides do subgénero Tityus (Archaeotityus) (Buthidae)

AUTORA: VIVIANE FAGUNDES DE MATTOS
ORIENTADORA: MARIELLE CRISTINA SCHNEIDER

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS
BIOLOGICAS (BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR), pela Comissdo Examinadora:

Tosudldy & e Lol
Profa. Dra. MARIELLE CRISTINA SCHNEIDER
Departamento de Ciéncias Bjoldgicas ! Universidade Federal de Sao Paulo

3

5 - . -
Profa. Dra, VANESSA BELLINI BARDELLA
Pés Doutoranda do Departamento de Biologia / Instituto de Biociancias de Rio Claro

fna Lomgus
Profa. Dra. ANA PAULA DE MORAES
Campus Sao José dos Campos / Universidade Federal de Sa0 Paule

& ’l' 4
é{ et / b Oen }“c"h
Profa. Dra. SIMONE LILIAN GRUBER
XX

Rio Claro, 11 de julho de 2017

Ir2diso do Boodnass - Cavpas de fo Clars -
Avirnds 24-Ana 1516, 13605800, R Claro - Sas Pack
EACKPS 48001 STRT0NT2



Dedico este trabalho ao sentido maior da
minha vida, meus pais Anizia R. O.
Fagundes, Lourenco F. Mattos e meu

irmao Guilherme F. Mattos.



AGRADECIMENTOS

Talvez escrever os agradecimentos seja um dos momentos mais dificeis da tese.
Primeiro porque me faltam palavras para expressar tamanha gratiddo a todas as
pessoas que me acompanharam nesta jornada. Segundo, porque € como Se passasse
um filme pela minha cabeca, me fazendo relembrar todos os momentos vividos até
agora, momentos por vezes alegres e divertidos, outros ndo tdo agradaveis,
compreendidos por angustias e incertezas. Todos estes momentos foram
compartilhados com pessoas especiais com as quais tive a oportunidade de conviver ao
longo desses quatro anos. Quatro anos intensos e carregados de emocgdes. Assim, com
lagrimas nos olhos gostaria de agradecer de forma especial:

A Deus!

A minha orientadora, Profa. Dra. Marielle C. Schneider, pela paciéncia, ah e
haja paciéncia! E fato que tivemos nossos desentendimentos durante o percurso, mas
ela com ternura e um pouco de teimosia soube cumprir o seu papel como orientadora. E
em alguns momentos até mais do que isso, como amiga. Cativa a todos com sua
ternura e forma de ser, porque faz o seu trabalho com amor. N&o é a toa que o Lab 23 é
o laboratério mais invejado do Eldorado (UNIFESP, Diadema), o qual todos os alunos
guerem fazer parte. Ah, peco desculpa pelas minhas falhas! Obrigada por tudo!

A Prof. Dra. Doralice M. Cella (in memoriam) uma das maiores inspiradoras
disso tudo. Se foi tdo cedo, tivemos tado pouco tempo... Entretanto, seu exemplo pessoal
e profissional, seu sorriso, ficara para sempre em minha mem®aria.

Ao Prof. Dr. Douglas de Araujo pelo auxilio com as coletas de Tityus
paraguayensis da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Adicionalmente,
agradeco por me orientar com 0s primeiros passos ha citogenética.

A Prof. Dra. Zaira da Rosa Guterres pela generosidade e conselhos sabios.



Aos meus colaboradores, Leonardo S. Carvalho e Marcos A. Carvalho, pelo
auxilio em coletas e identificacdo taxondmica dos exemplares estudados.

Ao corpo docente do Departamento de Biologia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Rio Claro.

Ao corpo docente do Lab 23 da Universidade Federal de S&o Paulo —
UNIFESP, Diadema.

A dona Edite Schneider pelas conversas, passeios e cervejinhas. Saudades!

A Amdlia T. L. Coelho pela amizade, companheirismo, e discussdo critica a
cerca dos relatérios cientificos iniciais. Pelo apoio nos momentos de crise e davidas.

Aos amigos do Lab 23 (UNIFESP, Diadema), Adriana C. A. Murcia, Crislaine V.
Ubinski, Juliana F. Lima, Marcel F. Neves e Renata C. S. Costa, pela convivéncia do
dia-a-dia, discussdes pessoais e cientificas, pelos cafés, pastéis e tapiocas além das
nossas festinhas e dancas no laboratério. Adicionalmente agradeco, pela amizade extra
universidade a qual foi muito importante para a minha adaptacdo a Diadema, SP.

A Beatriz Raicoski que rapidamente entrou para a familia Lab 23, agradeco pela
sinceridade e pelas terapias de boteco.

Aos amigos do Lab 22 (UNIFESP, Diadema), Myrcea A. S. Tilger, Raquel F.
Silva e Renan B. Gaiardo, agradeco pelos almocgos, conversas descontraidas, cafés e
principalmente por me apresentarem aos Selvagens a Procura de Lei. Vai Selvagens!

Aos amigos do Lab 15 (UNIFESP, Diadema), Daniela H. Maggio, Dylan J. P.
Peréz, Juliete O. Costa e Vitor F. Oliveira, agradeco pela amizade, discussdes
cientificas, pelos cafés e festinhas.

Aos meus amigos do laboratorio de citogenética (UNESP, Rio Claro), Allison K.
Anjos, Tatiana G. Pinheiro, Rafael S. Borba e Simone L. Gruber, agradeco por todo

apoio, amizade e risos.



As minhas amigas biologas Crislaine X. Silva e Genandrea K. Cruz, por ouvirem
as minhas lamenta¢cdes e darem palavras de apoio, e claro, dar aquele serméo quando
necessario.

Ao meu amigo Fabio H. Fernandes, por sempre dizer as palavras certas no
momento certo, agrade¢co por me acompanhar nesta etapa dando palavras de apoio e
esperanga, enfim, por ser uma pessoa tao serena.

Aos meus amigos de republica estudantil, Thais B. Silva, Denis A. Ribeiro e
Thiago A. Martins agradeco pela amizade, companhia, discussdes, pelos risos, por todo
amor. A meu ver o término da republica tornou a nossa amizade mais forte. Amo vocés
demais!

A dona Terezinha Bernardi e seu Roberto C. Galacio por me receberem por
cerca de um ano em sua pensdao estudantil. Obrigada pela acolhida!

A minha amiga, roommate, Gislaine S. Martins, a melhor fonoaudidloga do
Brasill Hahaha! Agradeco pela amizade, pela cumplicidade, pelo seu riso e energia
contagiante, por me ajudar a ser forte quando estou longe do meu porto seguro (familia).

A minha amiga e professora de inglés, Elsie C. B. Cruz agradeco por todo amor,
pelas palavras de amizade, de esperanca, pela sua alegria e caréater inestimavel.
Obrigada por me acolher como parte da sua familia, ah, inclui-se toda a familia Cruz
neste trecho. Familia linda e abencoada! Amo vocés!

Ao meu terapeuta Jodo Burnier que tem me acompanhado nesses Ultimos oito
meses. Agradeco por ajudar a me encontrar com 0 meu eu interior na busca do
autoconhecimento. Agradeco por me ajudar a respirar quando parecia que 0 ar ia
acabar. Enfim, sem palavras para agradecer, afinal, sabe né, ndo sou de falar muito,

isso ainda é um processo, hahaha. Obrigada!



A familia Heleodoro, Cristina R. S. Heleodoro, Agnaldo J. H. Arruda, Jodo R. S.
Heleodoro e Agnaldo J. H Arruja Jr, por literalmente me adotarem, muito obrigada pela
amizade familia!

Aos meus pais, Anizia R. de O. Fagundes, Louren¢o F. Mattos, ao meu irmao,
Guilherme F. Mattos e a minha tia, Maria N. Souza, agradeco todo o amor, carinho,
compreensao (as vezes ndo tdo compreensivos com minha auséncia), exemplos de
honestidade e unido. Amo vocés mais que tudo!

A CAPES - Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — e
a FAPESP — Fundacdo de Amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo — pelo apoio
financeiro (Processo 2013/11840-0), referente a bolsa de pds-graduacéo.

Ao IBAMA - Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis — e ao ICMBIO - Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade
(ICMBIO) (40014-2 40014-3, 40014-4) — pela autorizacdo de coleta dos exemplares
estudados neste trabalho.

Agradeco imensamente a todas as pessoas que estiveram comigo ao longo
desses quatro anos de estrada. Se por ventura esqueci-me de mencionar alguém, nao
figue triste e nem pense que sou mal agradecida, mas é que neste momento a memaoria
ja nao vai tao bem.

Obrigada!



Nada é mais real

Que aprender maneira simples de viver

Tudo é tdo normal

Se a gente ndo se cansa nunca de aprender
Sempre olhar como se fosse a primeira vez

Se espantar como crianga a perguntar por qués?
Vamos flutuar em um baléo

Que sobrevoa o amanhecer

Vamos navegar

Entre os navios no horizonte a se perder

Nos lembrar

Que tudo tem sua razédo de ser

E afinal eu quero apenas estar com vocé
Sombras no céu ja vem

O anoitecer também com seus milhdes de estrelas
Que iluminardo mais uma vez

Com a palidez da sua luz

A imensidao que a gente vé

(Maneira Simples — Almir Sater)



Do alto da arrogancia qualquer homem

Se imagina muito mais do que consegue ser
E que vendo la de cima, ilusdo que lhe domina
Diz que pode muito antes de querer

Querer ndo é questao, ndo justifica o fim
Pra qué complicacéo, é simples assim
Focado no seu mundo qualquer homem
Imagina muito menos do que pode ver

No escuro do seu quarto ignoro o céu la fora
E fica claro que ele ndo quer perceber

Viver € uma questéo de inicio, meio e fim
Pra qué a solidao, € simples assim

E, eu ando em busca dessa tal simplicidade
E, ndo deve ser tdo complicado assim

E, se eu acredito, é minha verdade

E simples assim

E a vida continua surpreendentemente bela
Mesmo quando nada nos sorri

E a gente ainda insiste em ter alguma confianca
Num futuro que ainda esta por vir

Viver € uma paixao do inicio, meio ao fim
Pra qué complicacao, é simples assim

Eu vivo essa paixao do inicio, meio ao fim
Pra qué a solidao, é simples assim

(Simples Assim — Lenine e Dudu Falc&o)



Hello darkness, my old friend

I've come to talk with you again
Because a vision softly creeping

Left its seeds while | was sleeping

And the vision that was planted in my
brain

Still remains within the sound of silence
In restless dreams | walked alone
Narrow streets of cobblestone

'‘Neath the halo of a street lamp

| turned my collar to the cold and damp
When my eyes were stabbed

By the flash of a neon light

That split the night

And touched the sound of silence

And in the naked light | saw

Ten thousand people, maybe more
People talking without speaking

People hearing without listening

People writing songs

That voices never share

And no one dare

Disturb the sound of silence

Fools, said I, you do not know
Silence like a cancer grows

Hear my words that | might teach you
Take my arms that | might reach to you
But my words like silent raindrops fell
And echoed in the wells of silence
And the people bowed and prayed

To the neon God they made

And the sign flashed out it's warning
In the words that it was forming

And the sign said

The words of the prophets

Are written on the subway walls

And tenement halls

And whispered in the sound of silence

(The sound of silence - Simon e Garfunkel)



RESUMO
O subgénero Tityus (Archaeotityus) compreende escorpifes sedentérios que vivem na
serapilheira. Neste trabalho, seis espécies brasileiras de Archaeotityus (Tityus
clathratus, Tityus maranhensis, Tityus mattogrossensis, Tityus paraguayensis, Tityus
pusillus e Tityus silvestris) foram caracterizadas quanto ao numero diploide e haploide,
comportamento dos cromossomos durante a meiose, localizacdo das regibes
organizadoras nucleolares (NORs), sequéncias de DNA repetitivo, tais como de
heterocromatina constitutiva, rDNA 28S e telomérica (TTAGG)n e marcadores
epigenéticos (H3K9ac, H4K5ac, H3S10f, H3K4m2, H3K9m2, H3K9m3). Todas as
espécies analisadas apresentaram cromossomos holocéntricos, meiose sinaptica e
aquiasmatica e presenca de cadeias cromossbmicas na meiose |. Variacado
intraespecifica de niamero diploide e a presenca de associacfes multivalentes formadas
por um numero variavel de elementos foi visualizado dentro e entre as populacées das
cinco espécies. Metafases espermatogoniais mostram: 2n=16, 2n=17 e 2n=18 em T.
paraguayensis; 2n=16 e 2n=24 em T. silvestris; 2n=20 em T. maranhensis; 2n=19 e
2n=20 em T. clathratus, T. mattogrossensis e T. pusillus. Nucleos pés-paquiténicos
revelaram uma alta variabilidade no niumero de bivalentes e/ou elementos envolvidos
em associacdes multivalentes, dando destaque para T. clathratus, o qual mostrou 11
configuracdes meiodticas distintas, e T. pusillus que exibiu células poliploides. Metafases
[l indicaram que todos os cromossomos possuem disjuncdo regular e segregacao
balanceada. Metafases mitoticas submetidas a impregnacdo por ion prata exibiram
regides organizadoras nucleolares localizadas na regiao terminal/subterminal de um par
de cromossomos em todas as espécies. A heterocromatina constitutiva foi localizada na
regido terminal de um par de cromossomos. O emprego da técnica de FISH com sonda
de rDNA 28S em células meidticas revelou cistrons ribossomais na regido terminal de

um bivalente em T. clathratus, T. maranhensis, T. mattogrossensis, T. paraguayensis e



T. pusillus e em dois cromossomos envolvidos em uma associacdo multivalente em T.
silvestris. Cromossomos submetidos a FISH com sonda (TTAGG)n exibiram sinais
teloméricos tipicos na maioria dos elementos e/ou pelo menos uma extremidade
cromossOmica. Levando-se em conta todos os dados obtidos com a investigacao de
células mitéticas e meiodticas, foi possivel determinar a variabilidade intraespecifica e
intrapopulacional de numero diploide das espécies pertencentes a Archaeotityus, a qual
ocorreu como consequéncia de rearranjos cromossdmicos do tipo fissdo/fusdo e
translocacdo reciproca. Desta forma, individuos que apresentaram mesmo numero
diploide diferiram quanto a organizacdo dos cromossomos has associacdes
multivalentes. As seis populacfes amostradas de T. mattogrossensis revelaram
caracteristicas cromossémicas semelhantes, mas mostraram diferencas quanto aos
cromossomos envolvidos na associacdo quadrivalente, o que pode ser indicio do baixo
fluxo génico entre as populacbes. Em escorpibes, o estudo de modificagbes
epigenéticas nas histonas H4K5ac, H3K9ac, H3K9me2, H3K9me3 e H3S10f esta sendo
realizado pela primeira vez neste trabalho. Os resultados revelaram que todos os
cromossomos aparecem igualmente fosforilados durante as fases da meiose e que a
extremidade dos cromossomos é hipertrimelitada. Esta ultima modificacdo parece estar
relacionada a segregacdo dos cromossOomos na meiose, 0S quais apesar de serem
holocéntricos, possuem atividade cinética apenas nas regides terminais dos

cromossomaos.

Palavras-chave: Cadeia cromossOmica. Cromossomos holocéntricos. Meiose

aquiasmatica. Numero diploide. Rearranjo cromossémico.



ABSTRACT
The subgenus Tityus (Archaeotityus) comprises sedentary scorpions that live in the
upper layers of the leaf litter. In this work, six Brazilian Archaeotityus species (Tityus
clathratus, Tityus maranhensis, Tityus mattogrossensis, Tityus paraguayensis, Tityus
pusillus and Tityus silvestris) were examined regarding to the diploid/haploid number,
chromosome behavior during meiosis, repetive DNA sequences (constitutive
heterochromatin, 28S rDNA and telomeric (TTAGG)n), and epigenetic marks (H3K9ac,
H4K5ac, H3S10f, H3K4m2, H3K9m2, H3K9m3). All analyzed species showed
holocentric chromosomes, synaptic and achiasmatic meiosis, and chromosome chains in
meiosis |. Intraespecific variation of diploid number and the presence of multivalent
associations formed by a variable number of elements were visualized within and among
populations of five species. Spermatogonial metaphase cells exhibited: 2n=16, 2n=17
and 2n=18 in T. paraguayensis; 2n=16 and 2n=24 in T. silvestris; 2n=20 in T.
maranhensis, 2n=19 and 2n=20 in T. clathratus, T. mattogrossensis and T. pusillus. In
postpachytene nuclei, a high variability in the number of bivalents and/or chromosomes
involved in multivalent associations was verified. The most extreme variability occurred in
T. clathratus, which showed 11 distinct chromosome configurations in meiosis, and T.
pusillus, which exhibited polyploid cells. Metaphase 1l cells indicated that all
chromosomes possess regular disjunction and balanced segregation. In all species,
mitotic metaphase cells submitted to silver impregnation revealed two nucleolar
organizer regions localized on terminal/subterminal chromosome sites. The constitutive
heterochromatin was localized in the terminal region of the one chromosome pair.
Meiotic cells submitted to FISH with 28S rDNA probe showed ribosomal cistrons in the
terminal region of one bivalent-like element in T. clathratus, T. maranhensis, T.
mattogrossensis, T. paraguayensis and T. pusillus, and in two chromosomes involved in

a multivalent association in T. silvestris. FISH with (TTAGG)n probe exhibited typical



telomeric signals in most chromosomes or at least in one chromosome ends. Taking into
account all results obtained through the investigation of mitotic and meiotic cells, we
determine the intraspecific and intrapopulational variability in species of Archaeotityus,
which occurred due to fission/fusion and reciprocal translocation rearrangements. Thus,
individuals with the same diploid number differed regarding to chromosomal structure
organization, giving rise to distinct multivalent associations observed in meiotic cells. The
six populations investigated of T. mattogrossensis revealed similar chromosome
features, but showed differences related to the number of chromosomes involved in a
quadrivalent association. This data may be an indicative of low gene flow among the
populations. In scorpions, the study about epigenetic modifications is been
accomplished for the first time here. The results revealed that all chromosomes were
homogeneously phosphorylated during meiosis and with terminal regions
hypertrimethylated. This later histone modification seems to be related to chromosome

segregation during meiosis, and have function in anchorage of spindle microtubules.

Keywords: Achiasmate meiosis. Chromosome chain. Chromosomal rearrangement.

Diploid number. Holocentric chromosome.
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1. INTRODUCAO

1.1. Considerac@es gerais sobre a ordem Scorpiones

A ordem Scorpiones, pertencente a classe Arachnida, possui aproximadamente
2,329 espécies descritas taxonomicamente, agrupadas em 163 géneros e 18 familias, o
que corresponde a menos de 2% de todos os aracnhideos conhecidos. Provavelmente,
esta diversidade esteja subestimada e cerca de 2/3 do total de Scorpiones existentes
ainda nao foram descritos (Prendini e Wheller 2005, Brasil e Ministério da Saude 2009,
Porto e Brazil 2010a, Rein 2017).

Os escorpides sdo artrépodes quelicerados que surgiram ha cerca de 400
milhdes de anos atras, no periodo Siluriano (Candido 1999, Prendini 2006). Inicialmente,
0s escorpibes ocupavam o ambiente marinho, sendo que os primeiros registros destes
aracnideos no ambiente terrestre datam de 325 a 350 milhdes de anos atras, no Periodo
Carbonifero (Porto e Brazil 2010a). Os representantes da ordem Scorpiones possuem
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todos os continentes, com exce¢do da
Antartida. Entretanto, sdo mais abundantes e diversificados em regides tropicais e
subtropicais, habitando a maioria dos ecossistemas terrestres tais como, desertos,
savanas e florestas (Lourenco 2002, Lourenco e Eicksted 2009, Porto e Brazil 2010a).
Algumas espécies podem ocupar ambientes extremos, como cavernas com completa
auséncia de luz, tal como relatado para Rhopalurus lacrau e Throglorhopalurus
translucidus, ambos endémicos de cavernas da Chapada Diamantina, Bahia, Brasil
(Lourencgo et al. 2004, Galldo e Bichuettte 2016). Adicionalmente, algumas espécies
também se tornaram bem adaptadas a ambientes urbanos, um exemplo disso € o
escorpiao partenogenético Tityus serrulatus que tem se tornado abundante em varias
cidades brasileiras (Cruz 1994, Prendini 2006). Desta forma, os escorpides podem ser
considerados ecologicamente generalistas, uma vez que ocupam 0s mais diversos

ambientes (Lourenco e Eicksted 2009).
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A familia Buthidae € a mais numerosa e amplamente distribuida da ordem
Scorpiones, com aproximadamente 900 espécies e 90 géneros (Porto et al. 2010).
Embora ainda ndo exista uma proposta filogenética completa para as familias de
escorpides, com base em caracteristicas morfoldgicas, embrioldgicas e toxicologicas,
Buthidae pode ser considerada filogeneticamente basal dentro da ordem, sendo grupo-
irmao de todas as outras 17 familias existentes (Fet et al. 2000, 2003, Prendini e
Wheeler 2005). A Unica analise filogenética proposta para esta familia € parcial e foi
realizada com apenas 17 géneros, 13 dos quais exclusivos da fauna Paleértica (Fet et
al. 2003). Tal estudo subdividiu os butideos em dois grupos moncfiléticos, “Velho
Mundo” e “Novo Mundo”. Este resultado foi recentemente corroborado por Sharma et al.
(2015) que recuperaram o monofiletismo de Buthidae e mostraram que as espécies no
Novo Mundo formam um subclado irmé&o das espécies do Velho Mundo.

No Brasil, ha registros de 130 espécies de escorpido que ocorrem em todas as
regibes e biomas, pertencentes as familias Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e
Liochelidae, com maior rigueza no norte e no nordeste do pais (Porto et al. 2010).
Buthidae é a familia mais especiosa na fauna brasileira, sendo representada por 82
espécies agrupadas em oito géneros: Ananteris, Isometrus, Microtityus, Physoctonus,
Rhopalurus, Tityus, Throglorhopalurus e Zabius (Porto et al. 2010). Apesar de todos os
escorpides serem considerados animais peconhentos, Buthidae € o Unico grupo que
apresenta grande importancia médica, devido ao fato do veneno de muitas espécies
apresentarem toxicidade para os mamiferos (Soleglad e Fet 2003). No Brasil, os
principais relatos de acidentes envolvendo escorpides estdo relacionados as espécies
do género Tityus, tais como Tityus bahiensis, Tityus obscurus, Tityus stigmurus e Tityus
serrulatus, sendo esta Ultima responsavel pelos casos mais severos (Candido 1999,
Porto e Brazil 2010b, Albuquerque et al. 2013, Bucaretchi et al. 2014). As taxas de

escorpionismo tém aumentado gradativamente nos udltimos anos, o0 que pode ser
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consequéncia da expansao dessas espécies para ambientes urbanos (Bucaretchi et al.
2014).

O género Tityus, que possui cerca de 210 espécies descritas, € 0 grupo mais
especioso da fauna brasileira (54 espécies), seguido do género Ananteris (17 espécies)
e Rhopalurus (seis espécies) (Porto et al. 2010). Tityus € caracterizado por apresentar
espécies com tamanho entre 25 mm a 110 mm de comprimento, com coloragao variada,
que vai desde o amarelo até o negro, podendo ter manchas negras ou granulagdo bem
marcada. O dimorfismo sexual é evidente em muitas espécies, uma vez que,
apresentam diferencas morfométricas nos pedipalpos, no metassoma e nos pentes
(Almeida 2010). Adicionalmente, devido a sua ampla distribuicdo, grande nimero de
espécies descritas e auséncia de caracteristicas morfologicas que permitam diferenciar
as espécies do género, Tityus pode ser considerado um grupo bastante complexo, o que
torna o seu estudo bastante interessante (Riquelme et al. 2015). Tityus foi agrupado em
cinco subgéneros com base em caracteres morfolégicos e/ou de distribuicdo geografica:
Tityus (Archaeotityus) (x 28 spp), Tityus (Atreus) (x 75 spp), Tityus (Brazilotityus) (x 3
spp), Tityus (Caribetityus) (x 10 spp) e Tityus (Tityus) (+ 69 spp). As demais espécies do
género (= 27 spp) e/lou as recentemente descritas ndo foram classificadas nestes
subgéneros (Lourencgo 2006, 2012, Almeida 2010, Porto et al. 2010).

O subgénero Tityus (Archaeotityus) compreende escorpides com tamanho de
18 mm a 40 mm, altamente pigmentados, com moderada granulagdo no corpo € nos
pedipalpos, sobre um fundo que varia do amarelo claro ao avermelhado. Tityus
(Archaeotityus) inclui espécies anteriormente reunidas no grupo “Tityus clathratus” e
“Tityus columbianus”, sendo reconhecido pela sua pigmentagao variegada e estrutura do
télson e tubérculo subaculear fortemente romboides. Este subgénero encontra-se
distribuido por toda a América do Sul, Panama e Costa Rica (Lourenco 1984, 1992,

2006, Almeida 2010). No Brasil, sdo registradas sete espécies de T. (Archaeotityus) —
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Tityus bastosi, Tityus clathratus, Tityus maranhensis, Tityus mattogrossensis, Tityus
paraguayensis, Tityus pusillus e Tityus silvestris — cada qual distribuida em localidades
bem especificas das regides centro-oeste, norte, nordeste e sudoeste (Almeida 2010).
Os representantes brasileiros de T. (Archaeotityus) estdo mostrados na Figura 1.
Adicionalmente, T. (Archaeotityus) apresenta espécies morfologicamente muito
semelhantes, podendo apresentar variagdes intraespecificas, o que requer uma analise
taxondmica muito minuciosa. Deste modo, Archaeotityus pode ser considerado uma
“ochlospecies”, termo este designado a espécies polimérficas cujas variagdes embora
parcialmente correlacionadas com a ecologia e geografia sdo de um padréo téo
complexo que nao pode ser satisfatoriamente acomodado dentro de uma classificagao
taxonémica formal (Cronk 1998).

Um estudo ecoldgico realizado com T. (Archaeotityus) pusillus revelou que
esses animais sdo sedentarios e que habitam preferencialmente as camadas superiores
da serapilheira, podendo coexistir com outras espécies de escorpides. Neste caso, cada
espécie ocupa micro habitats especificos, o que reduz a possibilidade de contato e
subsequente conflito entre os individuos, além de diminuir a pressdo de predacdo e
partiiha de recursos espaciais (Lira et al. 2013, Lira e DeSouza 2014). Conforme
experiéncia pessoal em atividades de campo, 0 mesmo comportamento pode ser
observado para as demais espécies de T. (Archaeotityus) estudadas neste trabalho,
uma vez que todos os individuos (Tabela 1) foram coletados em serapilheira e, em
alguns casos, ocorrendo junto com outras espécies, geralmente pertencentes ao género

Ananteris.
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Fig. 1 — Representantes de Tityus (Archaeotityus) brasileiros. A. Tityus clathratus. B. Tityus
maranhensis. C. Tityus mattogrossensis. D. Tityus paraguayensis. E. Tityus pusillus. F. Tityus
silvestris. Fotos: D. Loebmann (E), D. Aradjo (D), L. S. Carvalho (B), M. Cozijn (A, F), T. J. Porto (C).
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1.2. Estudos citogenéticos em Scorpiones

As espécies de Scorpiones apresentam caracteristicas cromossdmicas bem
peculiares, tais como: 1) cromossomos monocéntricos ou holocéntricos, sendo que tal
diversidade dentro de um mesmo grupo tem sido raramente registrada para outros
taxons; 2) meiose sinptica e aquiasmética, constituindo um tipo particular de meiose,
gue suscita questionamentos sobre os mecanismos responsaveis pela variabilidade em
escorpides, uma vez que ndo ocorre recombinagéo por crossing over; 3) altos indices de
rearranjos cromossomicos originados por translocacdes ou fissdes/fusdes, 0s quais
estdo relacionados a grande variabilidade inter/intraespecifica de nimero diploide e de
associacdes multivalentes na meiose | (Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013,
Schneider et al. 2015).

Citogeneticamente, somente 120 espécies de escorpides pertencentes a 11
familias foram caracterizadas (ver Schneider et al. 2017). Este nimero corresponde a
menos de 5% de todas as espécies conhecidas taxonomicamente. O numero diploide
em escorpides é extremamente variavel, 2n=5 a 2n=175 (ver Schneider et al. 2017).
Adicionalmente, Buthidae é a familia mais amplamente estudada sob o ponto de vista
citogenético e concentra mais de 50% das informag¢des cromossémicas ja conhecidas
para Scorpiones. Os estudos citogenéticos em butideos foram realizados em 70
espécies pertencentes a 25 géneros distintos (ver Schneider et al. 2017). Entre os 25
géneros ja investigados citogeneticamente, sete pertencem ao clado “Velho Mundo”
(Androctonus, Buthacus, Buthus, Compsobuthus, Hottentotta, Leiurus e Mesobuthus) e
trés ao clado “Novo Mundo” (Centruoroides, Lychas e Rhopalurus), os outros 15
géneros ndo foram incluidos nas analises filogenéticas (Fet et al. 2003). As informacdes
cromossomicas parecem confirmar a monofilia de Buthidae, levando-se em conta que
esta € a unica familia dentro de Scorpiones que possui cromossomos holocéntricos. O

namero diploide nos butideos varia de 2n=5 a 2n=56, sendo o0 2n=24 o0 mais
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frequentemente encontrado (ver Schneider et al. 2017). Os numeros encontrados séo
considerados relativamente baixo quando comparado aos numeros diploides
encontradoa para as demais familias, tais como 2n=28-50 em Bothriuridae, 2n=50 em
Chactidae, 2n=x84 em Euscorpiidae, 2n=52-120 em Scorpionidae, 2n=29-175 em
Urodacidae. Além disso, quando classificados, os cromossomos das espécies destas
familias foram do tipo monocéntricos (ver Schneider et al. 2017).

Cerca de 1/3 dos representantes examinados exibiram variacdo intraespecifica
(intra e/ou interpopulacional) no nimero cromossémico, 0 que pode envolver apenas um
ou dois elementos, como em Ananteris balzanii (2n=12, 14), Isometrus maculatus
(2n=12, 14) e Lychas marmoreus (2n=12, 14, 15), ou diversos elementos, como em
Tityus bahiensis (2n=5, 6, 7, 9, 10, 12, 16, 17, 18, 19), Buthus occitanus (2n=22, 44, 56)
e Uroplects carinatus (2n=20, 48) (Carnoy 1885, Piza 1947a, b, 1949, 1950a, b, 1955,
Makino 1956, Guénin 1961, Newlands e Martindale 1980, Shanahan 1989, Shanahan e
Hayman 1990, Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013). Estudos realizados em
escorpides sugerem que 0s rearranjos cromossomicos foram originados por
translocacdes reciprocas ou por fissdes/fusdes. Na maioria dos casos, esses rearranjos
deram origem a complexas associacdes multivalentes na meiose | (Schneider et al.
2009a, Mattos et al. 2013, Almeida et al. 2017).

Trés espécies do subgénero Archaeotityus (T. maranhensis, T. mattogrossensis
e T. paraguayensis), trés Atreus (Tityus magnimanus, Tityus metuendus e Tityus ythieri)
e nove de Tityus (T. bahiensis, Tityus confluens, Tityus costatus, Tityus fasciolatus,
Tityus martinpaechi, Tityus neglectus, T. serrulatus, T. stigmurus e T. trivittatus) foram
examinadas sob o ponto de vista citogenético (Piza 1947a, 1952, Kovarik et al. 2009,
Schneider et al. 2009a, b, Schneider e Cella 2010, Mattos et al. 2013). Apesar do
pequeno numero de representantes analisados, os subgéneros Archaeotityus e Atreus

apresentam numero cromossdmico entre 2n=15 a 2n=20, enquanto que nos escorpides
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do subgénero Tityus uma maior variabilidade cariotipica foi observada (2n=5 a 2n=27),
com predominancia de numeros diploides mais baixos do que aqueles observados nos
outros subgéneros (ver Schneider et al. 2017). Espécies de todos os subgéneros
analisados apresentaram cadeias cromossémicas, as quais podem envolver até todos
os elementos do cariétipo (Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013). As trés espécies
de Archaeotityus investigadas exibiram cadeias cromossOmicas, envolvendo de quatro a
oito cromossomos (Piza 1947a, Mattos et al. 2013). Adicionalmente, T. (Archaeotityus)
paraguayensis apresentou células poliploides na meiose |, cuja ocorréncia foi
comprovada através de medicdes cromossdmicas. No entanto, essa caracteristica
particular ndo foi encontrada em fases posteriores do ciclo celular (Mattos et al. 2013).

Até o presente momento, a presenca de Ccromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados néo tinha sido observada em escorpides (ver Schneider
et al. 2017). Recentemente, Adilardi et al. (2016) e Lima (2017) sugeriram a presenca de
cromossomos sexuais em T. confluens e T. serrulatus, respectivamente. Tityus
confluens apresentou machos heterogaméticos e fémeas homogaméticas para o gene
ribossomal 28S, e situagéo inversa foi observada em T. serrulatus sendo, portanto o
sistema cromossémico sexual destas espécies determinado como XY/XX e ZW/ZZ,
respectivamente (Adilardi et al. 2016, Lima 2017).

A maioria dos estudos cromossémicos em Scorpiones foi realizada apenas em
microscopia de luz, com técnicas de coloracdo convencional dos cromossomos. Esse
tipo de analise € importante para estabelecer os numeros diploides e haploides de
cromossomos, 0 comportamento dos cromossomos durante a meiose, principalmente
guanto a associacao e segregacao e verificar a ocorréncia de variagcbes cromossémicas
intra/interespecificas e/ou interindividuais. No entanto, o emprego de metodologias para
identificar regibes cromossdmicas especificas, como heterocromatina constitutiva,

regides organizadoras do nucléolo, cistrons ribossomais e sequéncias repetitivas, como



27

aquelas presentes nos telébmeros, além de possibilitar uma melhor caracterizacéo
cromossOmica das espécies, pode fornecer dados que permitam esclarecer o0s
mecanismos responsaveis pelas variagcbes cromossémicas. Desta forma, estudos
citogenéticos moleculares tem se mostrado UGt para identificar rearranjos
cromossOmicos ndo perceptiveis em células meidticas examinadas somente com
técnicas de citogenética classica. Mattos et al. (2014) verificaram que individuos de T.
confluens portadores das mesmas configuracdes cromossémicas durante a préfase |
(cinco bivalentes mais uma associacéo trivalente) diferiram quanto a localizacdo dos
cistrons ribossomais, ou seja, em alguns espécimes o rDNA 45S estava localizado em
elementos envolvidos nas associacfes multivalentes, enquanto em outros, estes sitios
ocorriam em elementos totalmente sinapsados semelhante a bivalentes.
Adicionalmente, a analises moleculares podem revelar a presenca de sistemas

cromossOmicos sexuais diferenciados, tal como descrito acima.

1.3. Cromossomos holocéntricos, meiose sinaptica e aquiasmatica e

rearranjos cromossdmicos

Os cromossomos holocéntricos sdo caracterizados pela auséncia de uma
constricdo ou regido especifica para a ligacdo das proteinas do cinetécoro, que
conectam os cromossomos as fibras do fuso durante a divisdo celular (Cunha e Pavan
1954, Bongiorne et al. 2004, Melters et al. 2012, Escudero et al. 2016). Esse
comportamento cinético pode permitir que os microtubulos liguem-se ao longo de todo o
comprimento cromossomico durante a divisdo celular. Desta forma, 0os cromossomos
e/ou crométides movem-se paralelamente na anafase, formando um angulo reto com as
fibras do fuso (Bongiorne et al. 2004). Os cromossomos holocéntricos também podem
ser diferenciados dos monocéntricos quanto ao tamanho da regido centromérica em
relacdo ao comprimento total do cromossomo, isto é, nos holocéntricos a por¢do do

Cromossomo que interage com o0s microtibulos é grande, em contraste com o0s
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monoceéntricos, nos quais esta regido é pequena (Wolf 1996). Nos cromossomos
holocéntricos, podem-se destacar ainda diferencas quanto aos tipos de placas
cinetocéricas, tais como: 1) aquelas que se estendem pela maioria ou totalidade do
comprimento cromossémico (Albertson e Thompson 1982), 2) vérias placas localizadas
ao longo do comprimento cromossémico (Gama et al. 1981), 3) uma placa cinetocérica
gue ocupa menos da metade da extensdo cromossomica (Wolf et al. 1992), 4) auséncia
de placa cinetocérica (Shanahan e Hayman 1990, Schneider et al. 2009a). Em alguns
casos ainda, os cromossomos holocéntricos se comportam Ccomo CromossSomos
monoceéntricos, restringindo sua atividade cinética a regiao terminal dos cromossomos
(comportamento telocinético) como verificado em Heteroptera e Nematoda (Pimpinelli e
Goday 1989, Perez et al. 2000, Viera e al. 2009).

Estudos imunocitogenéticos realizados em espécies que possuem
cromossomos holocéntricos, como Heteroptera, tém mostrado que alteracdes
epigenéticas sofridas pelos cromossomos durante a divisdo celular, podem especificar
dominios para a ligacdo dos microtibulos do fuso de divisdo. A ligacdo dos
cromossomos aos microtubulos do fuso de divisdo tem importancia fundamental para
direcionar 0s cromossomos no momento da segregacgdo e permitir que ocorra a divisao
reducional dos cromossomos na meiose | (Viera et al. 2009). Levando isso em
consideracédo, € curioso notar que a trimetilacdo da lisina 9 da histona H3 é restrita as
regibes terminais dos autossomos, tal modificacdo epigenética faz com que a atividade
cinética dos cromossomos fique limitada as extremidades, ou seja, 0S Cromossomos
holocéntricos funcionam como monocéntricos durante a meiose (Viera et al. 2009). No
entanto, a caracteristica mais peculiar € que embora ambas as extremidades dos
cromossomos possam adquirir a atividade cinética devido a modificacdo da histona H3,
apenas uma delas torna-se ativa. Isto possibilita que cada bivalente adquira pelo menos

duas orientacdes alternativas na metafase I. A escolha da extremidade cromossémica
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gue se torna ativa cineticamente estad frequentemente relacionada a presenca de
quiasma na extremidade oposta do bivalente Desta forma, os escorpides constituem um
grupo extremamente interessante para analise de modificacdes epigenéticas, uma vez
que dentro de Arachnida, sdo os Unicos animais em que todas as espécies
citogeneticamente analisadas parecem ter meiose aquiasmatica em pelo menos um dos
sexos (Schneider et al. 20094, b).

Adicionalmente, a analise de modificacdes epigenéticas em histonas de
cromossomos holocéntricos pode revelar caracteristicas de expressdo génica e
condensacdo cromossdmica, bem como, se as extremidades dos cromossomos estao
envolvidas com a segregacdo durante a meiose. Este processo pode ajudar a
compreender como o0s elementos envolvidos em associagbes multivalentes séo
orientados e segregam de modo alternado durante a meiose |, produzindo gametas
balanceados.

Os mecanismos que produzem alteracdes no nimero cromossémico parecem
ser semelhantes para 0s cromossomos monocéntricos e holocéntricos (Lucefio e
Guerrra 1996). Porém, no caso dos cromossomos monocéntricos, determinados
rearranjos podem originar segmentos cromossémicos acéntricos ou dicéntricos, 0s quais
sao usualmente perdidos durante a divisdo celular. Por outro lado, os fragmentos
cromossOmicos gerados por rearranjos podem ter uma segregacao regular em espécies
que possuem cromossomos do tipo holocéntrico (Wolf 1996, Dernburg 2001). Os
rearranjos cromossOmicos, principalmente aqueles presentes em condi¢éo heterozigota,
como verificado em escorpides, acarretam na reducgéo da fertilidade devido a problemas
meioticos (Fossey et al. 1989, Kingswood et al. 1994). No entanto, os efeitos prejudiciais
dos rearranjos heterozigotos sobre a fertilidade podem ser diminuidos, quando os
gametas ndo balanceados sao eliminados ou a frequéncia de recombinacgéo

cromossOmica é drasticamente reduzida (Reed et al. 1992, Kingswood et al. 1994).
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A ocorréncia de altos indices de rearranjos cromossdmicos heterozigotos em
Buthidae também pode ter uma relagdo com a estrutura populacional e o padrao de
dispersdo de algumas espécies. Schneider et al. (2009a) sugeriram que a grande
diversidade de numero diploide e de configuracbes cromossémicas multivalentes
observadas durante a meiose | de uma populacdo de T. bahiensis, coletada em uma
area urbana, pode ser resultado da alta incidéncia de endocruzamento entre o0s
individuos. Tal endocruzamento pode ser mais frequente em espécies que ocupam
ambientes modificados, as quais devido a abundancia de alimento podem viver
agregadas em um micro-habitat e apresentar uma disperséo reduzida. Cioffi et al. (2015)
relataram que, apesar das espécies de peixes da familia Channidae apresentarem uma
ampla distribuicdo geografica, sua baixa vagilidade facilita a manutencdo de rearranjos
cromossodmicos em populacdes pequenas, o que resulta em um aumento na diversidade
cariotipica.

O estudo da meiose é fundamental para determinar a influéncia dos rearranjos
cromossOmicos sobre o0 processo reprodutivo e, consequentemente, sua importancia
para a especiacdo, de modo especial, em espécies que vivem em ambientes naturais.
Além disso, a comparacdo entre populacdes que habitam diferentes localidades pode
fornecer dados que indiquem uma possivel causa para as altas frequéncias de
rearranjos heterozigotos presentes nas especies.

Embora o sistema meibtico aquiasmatico pareca mais simples que o
guiasmatico, o primeiro provavelmente evoluiu de modo secundario, uma vez que foi
registrado em espécies de grupos filogeneticamente néo relacionados, e pode ocorrer
de trés formas distintas: 1) com formacg&o e manutencao do complexo sinaptonémico de
modo regular e semelhante as espécies que possuem meiose quiasmatica; 2) o
complexo sinaptonémico € organizado, mas ndo persiste até o final do paquiteno; 3) o

complexo sinaptonémico esta ausente (John 1990). Existem varias hipéteses para
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explicar o significado evolutivo deste tipo particular de meiose, como a sele¢éo
favorecendo uma baixa frequéncia de recombinacdo, e a preservacdo de certas
combinagbes alélicas que estariam coadaptadas e funcionariam como um supergenes
(Altiero e Rebecchi 2003, Ituarte e Papeschi 2004). Para os escorpides, ainda ndo ha
dados suficientes para explicar o significado da meiose aquiasmatica; no entanto, este
tipo particular de meiose pode estar relacionado aos altos niveis de rearranjos

cromossOmicos heterozigotos presentes em espécies deste taxon.
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2. OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo todas as particularidades cromossoémicas

verificadas em Scorpiones, de modo especial em representantes do subgénero Tityus

(Archaeotityus), a diversidade de espécies na fauna brasileira e a escassez de estudos

citogenéticos comparativos neste grupo, o objetivo deste trabalho € compreender os

mecanismos responsaveis pela origem e manutencdo da variabilidade cromossémica

em espécies do subgénero Archaeotityus. Para alcancar tal objetivo foi necessério:

a)

b)

d)

f)

Determinar o numero diploide/haploide de cromossomos em diferentes
espécies e populacdes de T. (Archaeotityus);

Determinar o comportamento dos cromossomos durante a meiose, quanto a
sinapse, recombinacédo, orientacdo e segregacao;

Quantificar o numero de células com diferentes configuracdes
cromossbmicas na meiose | e nimeros haploides em metafases Il;

Realizar medi¢cdes de comprimento cromossdémico de bivalentes e/ou de
associagfes multivalentes encontradas em ceélulas pos-paquiténicas;
Determinar o padréo de distribuicdo das regides organizadoras nucleolares
(RONs), de heterocromatina constitutiva (bandas C) e de sequéncias
teloméricas e de DNA ribossomal 28S;

Determinar o padrdo de modificacdo de histonas durante a meiose e fases
pés-meidticas e sua relacdo com a transcrigdo, condensagéo e segregacao

de cromossomos holocéntricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

O numero de exemplares adultos das seis espécies de Tityus (Archaeotityus)
coletados, dissecados e analisados bem como seus respectivos locais de coleta estao
listados na Tabela 1. A identificacdo taxondémica dos individuos foi realizada pelo Prof.
MSc. Leonardo Sousa Carvalho, da Universidade Federal do Piaui, Campus Almicar
Ferreira Sobral, Floriano, PI, Brasil; e pelo Prof. Dr. Marcos André de Carvalho, da
Universidade Federal de Mato Grosso, Campus Cuiabd, MT, Brasil. Os exemplares
foram depositados na Colecdo de Histéria Natural da Universidade Federal do Piaui
(CHNUFPI — curador M. R. A. Soares), Floriano, PI, Brasil, Colecdo Zoolbgica da
Universidade Federal de Mato Grosso (curador A. R. Ferreira), Cuiaba, MT, Brasil, e nas
Colecdes Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG — curador A.
J. Santos), Belo Horizonte, MG, Brasil.

Um total de 425 individuos foi coletado, sendo 163 machos e 262 fémeas. A
andlise de individuos machos foi priorizada, uma vez que 0s ovarios sao
conhecidamente um material com baixo indice de divisdo mitotica e/ou meiotica.
Adicionalmente, fémeas foram analisadas, com excecdo daquelas que apresentaram
embrides e de T. mattogrossensis. Desta forma, foram examinados 223 individuos (146
machos e 77 fémeas) (Tabela 1). Apesar da grande quantidade de individuos coletados

e analisados, nem todos apresentaram células em divisao (ver resultados).
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Tabela 1. Espécies de Tityus (Archaeotityus) coletadas, dissecadas para obtencdo de preparacdes
cromossdmicas e analisadas citogeneticamente, incluindo o nimero de individuos e os locais de
coleta nos estados brasileiros. AM=Amazonas, CE=Ceara, GO=Goias, MG=Minas Gerais, MS=Mato
Grosso do Sul, MT=Mato Grosso, Pl=Piaui, PR=Parana, RR=Roraima.

Espécie Individuos Individuos Local de coleta
coletados analisados
Tityus clathratus C. L. Koch, 1844 203 e 189 143 e 179 Amajari (3°47°N, 61°43'0), RR
15 e19 15 e19 Boa Vista (2°52'N, 60°43'0), RR
Tityus maranhensis Lourenco, de 53 e39 53 e 39 Floresta Nacional dos Palmares
Jesus Junior e Limeira-de-Oliveira, (05°03'S, 42°35'0), Altos, PI
2006
Tityus mattogrossensis Borelli, 1901 93 e 29 94 Alto Araguaia (17°17'S, 53°13'0), MT,
Ponto 1
143 e 89 133 Alto Araguaia (17°08’S, 53°12°0), MT
Ponto 2
23 23 Aruand (14°55'S, 51°04°'0), GO
164 e 409 158 Cuiaba (15°29'S, 56°43'0), MT
23 e49Q 23 Parque Nacional Cavernas do Peruagu
(15°07'S, 44°16°0), Januaria, MG
63 e 402 54 e 32 Parque  Nacional Chapada dos
Guimaraes (15°17'S, 55°480),
Chapada dos Guimaraes, MT
13 13 Santa Rita do Araguaia (17°17’S,
53°12’0), GO
Tityus paraguayensis Kraepelin, 1895 23 e 69 13e2? Base de estudos do Pantanal (16°30’S,
56°25'0), Poconé, MT
139 89 Fazenda Pouso Alegre (16°30’S,
56°47°0), Poconé, MT
13 e 39 13 e29 llha Rodrigues Saraiva (24°01’S,
54°10'0) Guaira, PR
18 e 259 18 e 229 llha Sao Francisco (24°01’S, 54°10°0),
Guaira, PR
283 e 119 2738 Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (20°29'S, 54°36'0), Campo
Grande, MS
Tityus pusillus Pocock, 1893 334 e 582 304 e 42 Serra da Ibiapaba (03°49'S, 40°59'0),
Ubajara, CE
Tityus silvestris Pocock, 1897 153 e 209 123 e 89 Fazenda Continental (11°34’S,
55°17°0), Claudia, MT
23 e6? 23 e4? Reserva Florestal Adolpho Ducke
(02°55'S, 59°58'0), Manaus, AM
53 e49 53 e 39 Universidade Federal do Amazonas
(03°06'S, 59°58’0), Manaus, AM
Total 16373 e 2629 1465 e 779
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3.2. METODOS

3.2.1. Obtencéao das preparacdes cromossdmicas

As preparac0es citoldgicas para estudo dos cromossomos mitoticos e meiodticos,
em microscopia de luz, foram obtidas de testiculos e ovarios de individuos adultos, de
acordo com a metodologia descrita a seguir: a) Dissecar o animal em solucéo fisiologica
(7,59 de NaCl; 2,38g de Na,HPO,; 2,72g de KH,PO, em 1L de 4gua destilada), retirar as
gbnadas e coloca-las em uma placa escavada, contendo solugéo fisiologica e solucéo
hipotbnica (dgua de torneira) durante 12 minutos; b) Transferir o material para outra
escavacao da placa, a qual devera conter uma solucédo fixadora composta de metanol e
acido acético nas proporcdes de trés para um, mantendo nessa solu¢cao por no minimo
30 minutos; c) Macerar parte do material sobre uma lamina, juntamente com uma gota

de acido acético 45% ou 60%; d) Secar a lamina em uma placa de metal a 35°C.

3.2.2. Coloracgéo convencional com Giemsa

Apbés a obtencdo das preparacdes cromossdOmicas, deixar as laminas a
temperatura ambiente por pelo menos um dia e, posteriormente: a) Corar a lamina em
solucdo de Giemsa 3% (47mL de agua destilada; 1,5mL de solu¢cdo comercial de
Giemsa e 1,5mL de tampéao fosfato (Solucdo A: 29g de NaH,PO, em 1L de agua
destilada; Solucdo B: 51,6g de Na,HPO, em 1L de agua destilada; Solucéao final: 230mL
de solucéo A, 770mL de Solucéo B)) durante 12 minutos; b) Lavar rapidamente a lamina

em agua destilada e secar ao ar.
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3.2.3. Técnica de impregnacéo das regides organizadoras de nucléolo pelo

nitrato de prata (Ag-RON)

A metodologia utilizada para a detecgédo das RONSs ativas foi aquela descrita por
Howell e Black (1980), com algumas modificacdes, conforme descrito a seguir: a)
Hidrolisar as laminas em solu¢éo de acido cloridrico 0,1N a temperatura ambiente, por
cinco minutos; b) Colocar sobre a lamina uma gota de solucdo coloidal reveladora (1g
de gelatina Sigma dissolvida em 50mL de agua destilada; 0,5mL de acido férmico) e
duas gotas de solucao de nitrato de prata a 50%; c) Cobrir com laminula e incubar em
camara Umida, durante aproximadamente quatro minutos a 67°C; d) Lavar em agua

destilada e secar ao ar.

3.2.4. Técnica e obtencao das bandas C

As regides de heterocromatina constitutiva foram identificadas através da
técnica descrita por Sumner (1972), com algumas modificagcdes: a) Hidrolisar as laminas
em acido cloridrico 0,1N a temperatura ambiente por cinco minutos; b) Tratar as
prepara¢gdes cromossdmicas com solucdo de hidroxido de bério octahidratado a 5%,
durante aproximadamente 30 segundos a 60°C; c) Lavar as laminas duas vezes em
solucdo de acido cloridrico 0,1N a temperatura ambiente; d) Lavar as laminas em
tampao 2xSSC (17,59 de NacCl; 8,8g de NazCsHsO7; em 1L de agua Mili-Q e ajustar o
pH para 7,0) a temperatura ambiente; e) Incubar as laminas em tampéo 2xSSC por 30
minutos a 60°C; f) Lavar as laminas varias vezes com agua destilada e secar ao ar; Q)

Adicionar 20uL de solucdo DAPI/Vectashield sobre as laminas e cobrir com laminula.

3.2.5. Coloragdes associadas
Seguir o procedimento de coloragdo convencional com Giemsa. Apos a andlise

e registro fotogréfico das células: a) Lavar a laminula varias vezes em xilol e secar ao ar;
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b) Submeter a lamina a técnica de impregnacao por ion prata ou de obtencdo de bandas

C.

3.2.6. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de hepatopancreas de Tityus silvestris para obtencédo das
sondas de rDNA 28S (item 3.2.7) foi realizada segundo o manual da Qiagen, com
modificacfes: a) Colocar o tecido para extracdo de DNA em microtubos de 1,5mL; b)
Adicionar 180uL de buffer ATL e 20uL de proteinase K, passar no vortex até digerir
completamente o tecido; c) Adicionar 200uL de buffer AL e passar no vortex; d)
Adicionar 200puL de etanol 100% e passar no vortex; e) Colocar a mistura na coluna em
um tubo de 2mL, centrifugar a 8000rpm por um minuto e descartar o filtrado; f) Transferir
a coluna para um novo tubo e posteriormente adicionar 500uL de buffer AWL1,
centrifugar por um minuto a 8000rpm, descartar o filtrado; g) Adicionar 500uL de buffer
AW?2 e centrifugar novamente por trés minutos a 14000 rpm, descartar o filtrado; h)
Transferir a coluna para um novo tubo, eluir o DNA adicionando 50uL de buffer AE,
deixar a 37°C por 20 minutos e posteriormente centrifugar por um minuto a 8000rpm; i)
Adicionar 50uL de buffer AE, deixar por 20 minutos por 37°C e centrifugar por um minuto
a 8000 rpm; j) Descartar a coluna e guardar o DNA em geladeira overnight, fazer

aliquotas e guardar em freezer a -20°C.

3.2.7. Obtencé&o e marcacgado das sondas de rDNA 28S e (TTAGG)n

3.2.7.1. Sondas de rDNA 28S

A sonda de DNA ribossomal 28S foi obtida a partir do DNA total de Tityus
silvestris através da técnica de PCR em termociclador Applied Biosystems para o
volume total de 25ul de reacdo, conforme descrito a seguir: 2,5uL de tampéo 10X; 5uL

de dNTPmix (2mM); 1uL de primer 28SF — 5 GACCCGTCTTGAAACACGGA e 1puL de
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primer 28SR — 5 TCGGAAGGAACCAGCTACTA (Nunn et al. 1996); 1uL de MgCly; 1uL
de DNA; 0,3uL de Taq polimerase e 13,2uL de agua Mili-Q autoclavada. A reacéo foi
realizada conforme descrito a seguir:

Passo 1: 95°C por 15 minutos (desnaturagéao inicial — adicionar a Taq no fim do passo)

Passo 2: 94°C por 35 segundos (desnaturagao) 10 ciclos

Passo 3: 60°C por 90 segundos (anelamento) (Reduzir 1°C por ciclo)

Passo 4: 72°C por 90 segundos (extensao)
Passo 5: 94°C por 35 segundos (desnaturagao)
Passo 6: 50°C por 90 segundos (anelamento) 30 ciclos

S—

Passo 7: 72°C por 90 segundos (extensao)

Passo 8: 72°C por 7 minutos (extenséo final)
Passo 9: 4°C para manutencao

Para verificacdo da amplificacdo e da qualidade dos produtos de PCR, uma
aliguota da reacao foi submetida a eletroforese em gel de agarose 2%, corado com Gel
Red e visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta.

A marcacgédo das sondas do rDNA 28S foi realizada para um volume total de 50pL
(34,1uL de &gua Mili-Q autoclavada; 5uL de tampao 10X; 4uL de MgCl,(50mM); 1uL de
dATP (2mM); 1uL de dCTP (2mM); 1uL de dGTP (2mM) e 0,7uL de dTTP (2mM); 0,6uL
de biotina 11dUTP (1mM); 1uL de DNA (produto do PCR); 0,5uL de primer F (10mM);
0,5uL de primer R (10mM); 0,6puL de Taq polimerase). Os ciclos de reagdo para
marcacao da sonda foram:

Passo 1: 95°C por 15 minutos (desnaturacdo inicial — adicionar a Taq no fim do passo)
Passo 2: 94°C por 35 segundos (desnaturagao)
Passo 3: 56°C por 90 segundos (anelamento) 35 ciclos

Passo 4: 72°C por 90 segundos (extensao)

Passo 5: 72°C por 7 minutos (extensao final)
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Passo 6: 4°C para manutencao

3.2.7.2. Sonda telomeérica (TTAGG)n

Para a sequéncia telomérica (TTAGG)n, os primers: Tel-F - 5
TAGGTTAGGTTAGGTTAGG e Tel-R — 5 AACCTAACCTAACCTAACC foram utilizados
como sonda, sem DNA gendmico. A marca¢do da sonda foi realizada por PCR em um
termociclador Applied Biosystems com um volume total de 50uL de reacdo (31,2uL de
agua Mili-Q autoclavada; 5uL de tampéo 10X; 8uL de MgCl, (25mM); 1uL de dATP
(2mM);1uL de dCTP (2mM); 1uL de dGTP (2mM) e 0,7uL de dTTP (2mM); 0,6uL de
biotina 11dUTP (1mM); 0,5uL de primer F (10mM); 0,5uL de primer R (10mM); 0,5uL de
Taq polimerase). Os ciclos de reagéo para marcacdo da sonda foram:
Passo 1: 94°C por 5 minutos (desnaturacgao inicial)
Passo 2: 95°C por 60 segundos (desnaturagéo)
Passo 3: 50°C por 60 segundos (anelamento) 20 ciclos
Passo 4: 72°C por 90 segundos (extensao)
Passo 5: 72°C por 7 minutos (extenséo final)

Passo 6: 4°C para manutengao

3.2.8. Hibridizac&o in situ fluorescente (FISH)

Apés a marcacao das sondas, a técnica de FISH foi realizada de acordo com o
protocolo de Pinkel et. al. (1986), com as modificagbes descritas a seguir: a) Colocar
100pL de pepsina (0,5%) sobre a lamina, cobrir com parafilme e deixar por uma hora em
camara umida a 37°C; b) Lavar as laminas em tampé&o 1xPBS (7,58g de NacCl; 1,24g de
Na,HPO4.2H,0 e 4,14g de NaH,PO,.H,O em 1L de &gua destilada) durante cinco
minutos sobre agitacdo em temperatura ambiente; c) Desidratar as laminas em série

alcodlica (70%; 90% e 100%), durante cinco minutos cada, e deixar as laminas secarem
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ao ar; d) Adicionar 100uL de RNase (10mg/mL) sobre a lamina, cobrir com parafilme e
incubar por uma hora em camara umida a 37°C; e) Lavar as laminas trés vezes em
2xSSC por cinco minutos cada; f) Lavar as laminas em 1xPBS sobre agitacao por cinco
minutos; g) Desidratar as laminas na série alcodlica citada acima por cinco minutos cada
e secar as laminas a temperatura ambiente; h) Desnaturar o DNA cromossomico em
formamida 70% (70mL de formamida deionizada; 30mL de 2xSSC) por trés minutos e
30 segundos a 70°C; i) Desidratar a lamina em série alcodlica gelada (70%; 90% e
100%) (£ -20°C), durante cinco minutos cada, e secar ao ar; j) Enquanto as laminas séo
passadas na série alcoolica, desnaturar a solucao de hibridizacdo (6L de sonda e 24puL
de tampao de hibridizacdo) em termociclador por 10 minutos a 95°C; k) Adicionar 30uL
de solucdo de hibridizacdo sobre a lamina, cobrir com laminula e deixar overnight em
camara umida a 37°C; I) Lavar as laminas duas vezes em formamida 15% (15mL de
formamida deionizada; 85mL de 2xSSC) sobre agitacdo por cinco minutos a 42°C; m)
Lavar as laminas em solugdo de Tween 0,5% sobre agitacdo por cinco minutos em
temperatura ambiente; n) Lavar as laminas em tampao de bloqueio NFDM (20mL de
20xSSC; 5g de leite em p6 desnatado; 80mL de &agua destilada) por 15 minutos a
temperatura ambiente; o) Lavar as laminas duas vezes em solugédo de Tween 0,5% com
agitacao por cinco minutos cada em temperatura ambiente; p) Incubar cada lamina com
2uL de Alexa-Fluor 488 e 28uL de tampédo de bloqueio durante uma hora em camara
Umida a 37°C; q) Lavar as laminas trés vezes em solucao de Tween 0,5% com agitacéo
durante cinco minutos cada a temperatura ambiente; r) Desidratar as laminas em série
alcodlica por cinco minutos, deixar secar ao ar; s) Colocar 20uL de DAPI/Vectashield®,
cobrir com laminula, retirar o excesso com papel filtro e selar as laterais da laminula
com esmalte incolor; t) Observar e fotografar as laminas em microscopia de

fluorescéncia com os filtros adequados conforme descrito no item 3.2.10.
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3.2.9. Técnica de imunocitogenética

A preparacdo das laminas e deteccdo de modificacBes epigenéticas nos
cromossomos de T. paraguayensis foi realizada de acordo com o procedimento descrito
a seguir: a) Dissecar os exemplares em solucgéo fisiologica; b) Fixar os testiculos com
1mL de paraformaldeido 2% (2,5mL de paraformaldeido 8%; 5uL de Triton 100X; 1mL
de 10xPBS; 6,5 mL de agua destilada) em tubos de microcentrifuga; c) Manter os tubos
deitados e sobre agitacdo leve de 40rpm por 40 minutos; d) Descartar o paraformaldeido
e adicionar o mesmo volume de 1xPBS; e) Manter em agitacdo por 10 minutos; f)
Repetir duas vezes as lavagens em 1xPBS sobre agitacdo; g) Colocar um pedaco do
testiculo sobre a lamina com uma gota de 1xPBS; h) Soltar a laminula sobre o material,
bater com bastdo de metal para dissociar o tecido e, depois, apertar a laminula com o
dedo; i) Retirar o excesso de 1xPBS com papel toalha; j) Retirar a laminula em
nitrogénio liquido. a) Adicionar 90uL de solucdo bloqueadora BSA (3%) (0,3g de BSA,
5uL de Tween 20, 10mL de 1xPBS); b) Cobrir com parafilme e incubar em camara
Umida por 10 minutos a temperatura ambiente; c) Retirar o parafime e o excesso da
solucdo blogueadora e adicionar 30uL do anticorpo primario policlonal da Abcam para
H3K9ac (1:300), H4K5ac (1:200), H3S10f (1:300), H3K4me2 (1:100), H3K9me2 (1:100)
e H3K9me3 (1:200) diluido em BSA 3%; d) Cobrir com parafiime e incubar em camara
Uumida a 4°C overnight; e) Retirar o parafiime e lavar as laminas trés vezes em 1xPBS
por cinco minutos cada; f) Adicionar 30uL do anticorpo secundario Goat anti-rabbit IgG
H&L Alexa fluor® 488 (1:300 para os anticorpos: H3K9ac, H4K5ac, H3S10f, H3K4me2,
H3K9me2; 1:600 para o anticorpo H3K9me3) diluido em solu¢éo bloqueadora; g) Cobrir
com parafilme e incubar em camara Umida por trés horas a temperatura ambiente; h)
Retirar o parafiime e lavar as lamina trés vezes em 1xPBS por cinco minutos cada; i)

Retirar o excesso de 1xPBS e montar a lamina com DAPI/Vectashield®.
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3.2.10. Anélises cromossdmicas

As analises dos cromossomos corados convencionalmente ou submetidos a
técnica de impregnacdo por ion prata foram realizadas em microscopia de luz. As
analises dos cromossomos corados com fluorocromos, tais como os submetidos as
técnicas de bandeamento C, FISH e imunocitogenética foram realizadas em microscopia
de fluorescéncia com filtros especificos para DAPI (360-390nm) e FITC (496-520nm).
Em ambos os casos, as melhores células mitéticas e meidticas foram fotografadas em
um fotomicroscopio Olympus BX51 ou Zeiss Imager A2 com objetiva de 100X de
imersdo, optovar 1,6 utlizando o software DP Controller ou Axio Vision,
respectivamente. As imagens escolhidas para apresentacdo neste trabalho foram

editadas através dos programas Corel Photo-Paint X4 e Corel Draw Graphics Suite X4.

3.2.11 MedicBes cromossOmicas

As medi¢Oes cromossomicas de bivalentes e/ou de associagbes multivalentes
encontradas em células pds-paquiténicas foram realizadas através do programa Image J
(Image Processing and Analysis in Java) desenvolvido pela Research Service Branch of
the US National Institute of Mental Health. Posteriormente, foi determinado o
comprimento diploide total (DSL) e o coeficiente de variacdo (CV=desvio padrao dividido
pela média e multiplicado por 100) no programa Microsoft® Excel® 2010 para fins de
comparagdo dos valores obtidos. Levando-se em conta que o grau de variagcdo de
condensacdo cromossOmica entre as células foi heterogéneo, ndés consideramos
diferencas no valor de CV maior que 20% como estatisticamente significante, conforme
sugerido por Gomes (1982). Alternativamente, o DSL foi comparado com a analise de
componentes principais (PCA), através do software Past (Paleontological Statistics),

versao 2.17.
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4. RESULTADOS
Os resultados obtidos com a analise cromossdmica de seis espécies de Tityus
(Archaeotityus) serdo apresentados em trés capitulos, mencionados a seguir:
Capitulo |
“High variability of multivalent associations in holocentric chromosomes of Tityus

(Archaeotityus) scorpions (Scorpiones: Buthidae)”
Teve como objetivo compreender os rearranjos cromossOmicos responsaveis pela variabilidade
intraespecifica de numero diploide e a presenca de longas cadeias na meiose. Desta forma,
apresenta descricdes cromossOmicas referentes ao numero diploide, comportamento dos
cromossomos na meiose, no que diz respeito a variabilidade de associagdes multivalentes e
segregacdo dos cromossomos, identificacdo de regides cromossdmicas especificas, tais como,
regidbes organizadoras do nucléolo, heterocromatina constitutiva e localizacdo de sequéncias
repetitivas de rDNA 28S e teloméricas (TTAGG)n em cinco espécies de Tityus (Archaeotityus)
brasileiras — Tityus clathratus, Tityus maranhensis, Tityus paraguayensis, Tityus pusillus e Tityus
silvestris.
Capitulo Il

“Modificacbes epigenéticas em cromossomos holocéntricos de Tityus paraguayensis

(Scorpiones: Buthidae)”
O objetivo deste trabalho foi descrever o padrdo de modificacdo de histonas (H3K9ac, H4K5ac,
H3S10f, H3K4me2, H3K9me2 e H3K9me3) bem como o papel de cada uma delas, principalmente em
relacdo a transcricdo, condensacdo e segregacdo dos cromossomos holocéntricos de Tityus
paraguayensis em fases meidticas e pés-meiodticas.
Capitulo Il
“Citogenética populacional de Tityus mattogrossensis (Scorpiones: Buthidae)”

Teve como objetivo realizar uma analise citogenética populacional em Tityus mattogrossensis. Desta
forma, apresenta descricdes do nuamero diploide e do comportamento dos cromossomos durante a
meiose, identificacdo de regibes cromossdmicas especificas tais como, regides organizadoras do
nucléolo, heterocromatina constitutiva e localizacdo de sequéncias repetitivas de rDNA 28S e

teloméricas (TTAGG)n em seis populagdes de Tityus mattogrossensis.
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CAPITULO 1

High variability of multivalent associations in holocentric chromosomes of Tityus

(Archaeotityus) scorpions (Scorpiones: Buthidae)

Viviane Fagundes Mattos?, Leonardo Sousa Carvalho?; Marcos André Carvalho3; Marielle
Cristina Schneider”
'Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Rio Claro, S&o Paulo, Brazil
2Universidade Federal do Piaui, UFPI, Floriano, Piaui, Brazil
3Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Cuiaba, Mato Grosso, Brazil

“Universidade Federal de S0 Paulo, UNIFESP, Diadema, Sao Paulo, Brazil
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Introduction

Karyotype comparisons between most species of plants and animals have
revealed chromosomal differences on large-scale (Reig and Kiblisky 1969, Freitas 1997,
Cook 2000, Murray and Young 2001, Paresque et al. 2004, Poletto et al. 2010, Gokhman
et al. 2017). More recently, genome-scanning technologies have also shown that
submicroscopic chromosomal variants are more common than previously thought (Lee et
al. 2005, Feuk et al. 2006, Emanuel e Saitta 2007). These microscopic and
submicroscopic chromosomal variants can have an important role in the species
evolution, promoting changes in gene expression and influencing aspects of local
adaptation of individuals (White 1978, Larson et al. 1984, King 1993, Rieseberg 2001,
Burt 2002, Olmo 2005, Faria and Navarro 2010). The rearrangements that originate the
chromosome variants frequently reduce the fertility in hybrids due to problems of
chromosome segregation in meiosis and generation of unbalanced gametes with
duplication or deletions. Nevertheless, the unbalanced gametes can be suppressed
when the chromosomal rearranged regions are protected from recombination (Rieseberg
2001, Faria and Navarro 2010).

The karyotype changes are originated by deletions, duplications, inversions or
translocations, and occur in both holocentric and monocentric chromosomes (Lucefio
and Guerra 1996, Burt 2002). In holocentric, all chromosome segments arising from
rearrangements might segregate normally to the poles due to the attachment of the
microtubules along the entire chromosome length (Dernburg 2001, Nagaki et al. 2005,
Melters et al. 2012). However, in monocentric chromosomes the rearrangements can
give rise to acentric or dicentric fragments, which are frequently lost during the cell
division (Dernburg 2001).

Chromosomal heterozygozity originated by translocation, fusion or fission can

lead to the association of many chromosomes at meiosis |, forming trivalents,
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quadrivalents even multivalents. The multivalent associations of more than four
chromosomes are rare, although they have already been observed in some plants
(Sharma and Gohil 2003), invertebrate (John and Quraishi 1963, Chinnappa and Vitor
1979, Shanahan 1989, Sharp and Rowell 2007, Mattos et al. 2013, Pliskova et al. 2016)
and vertebrate species (Lourenco et al. 2000, Siqueira-Jr et al. 2004, Gruetzner et al.
2006, Carvalho et al. 2009, Gross et al. 2009, Gazoni et al. 2012). These multi-
chromosomal associations can be formed by rearrangements encompassing both
autosomes and sex chromosomes or only autosomes. Generally, the multivalent
associations appeared as a linear chain when including the sex chromosomes, and as a
ring configuration when are formed only by autosomes (Martins and Mesa 1995,
Gruetzner et al. 2006, Sharp and Rowell 2007, Gazoni et al. 2012). Furthermore, in
some cases, the multivalent associations vary in the number of chromosomes within a
species, such as observed in the cockroach Periplaneta americana 2n=33 (rings with
four, six or eight chromosomes) (John and Lewis 1958, John and Quraishi 1963) and in
the spider Delena cancerides 2n=22-43 (linear chains from three to 19 chromosomes)
(Sharp and Rowell 2007), or, rarely, within an individual, such as encountered in one
population of the plant Allium roylei (2n=16) (cells with one trivalent and also cells with a
complex multivalent association comprising all chromosomes of the diploid set) (Sharma
and Gohil 2003).

Scorpiones is an intriguing group that includes a high incidence of heterozygous
chromosome rearrangements. In addition, the family Buthidae combines three unusual
cytogenetic features: holocentric chromosomes, multivalent-meiotic association and
achiasmate meiosis in males (Shanahan 1989, Schneider et al. 2009a, Mattos et al.
2013, Adilardi et al. 2015). The multivalent associations in meiosis were observed in 50%
of the species included in eight different buthid genera (Piza 1947a, 1950a, 1955, 1957,

Sharma et al. 1959, Shanahan 1989, Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013, Adilardi
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et al. 2015, 2016, Almeida et al. 2017). The number of chromosomes involved in these
chains (C) can vary within the species, e.g. Isometrus maculatus (2n=12) with CIV, CVI
and CVIII (Piza 1947a, 1950a,1955); Lychas marmoreus (2n=12-15) with seven bivalents
(I and chains of CIV, CVI, CVIIl, and CX chromosomes (Shanahan 1989, Shanahan
and Hayman 1990); Rhopalurus agamemnon (2n=28) with 141l and CXXVIII; Rhopalurus
rochai (2n=28) with CVIIlI, CX and CIV+CVIIl (Mattos et al. 2013). However, the most
extreme variability of chromosomal configurations was observed in the genus Tityus. In
T. bahiensis (2n=5-19), in addition to differences in specimens with the same diploid
number (for example: 2n=9 — CIlI, CIV, CVII; 2n=10 — CIIlI, CIV, CVI, CVII, CX) (Piza
1940, 1943, 1948, 1950b, Takahashi 1976, Schneider et al. 2009a) variations among the
cells from a same individual was also registered, i.e., one specimen with 2n=6 exhibited
cells with three well-paired elements resembling bivalents and others with one
multivalent association of six chromosomes (Schneider et al. 2009a). Tityus
paraguayensis (2n=16) showed in a same individual, cells with 811 and polyploidy cells,
which included chromosomal chains composed by a variable number of elements
(511+3CIV+CVIII) (Mattos et al. 2013).

In buthid scorpions, heterozygous reciprocal translocations or fission/fusion were
the rearrangements responsible for the origin of these multi-chromosomal associations in
meiosis | (Shanahan 1989, Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013, Adilardi et al.
2015). The mechanisms responsible for the correct chromosome pairing and segregation
of long chromosomal chains are still poorly known. Nevertheless, it has been
demonstrated that a permissive meiosis, which allows the correct alignment and
alternate segregation of the chromosomes involved in complex chains, is necessary to
maintain the fertility and to produce balanced gametes (Gruetzner et al. 2006, Sharp and
Rowell 2007). Moreover, considering that only a small number of species has routinely

shown multi-chromosomal association in meiosis, it seems that there is a genetic ability
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to balanced segregation of chromosomal chains (Gruetzner et al. 2006; Sharp and
Rowell 2007).

In this work, we examined five species of Tityus (Archaeotityus) from Brazilian
fauna, using standard and molecular cytogenetic techniques with the particular focus on
understanding the rearrangements responsible for intraspecific variability of diploid
number and presence of long chromosomal chains in meiosis. In order to access any
interpopulational diversity, in three species we studied individuals from distinct localities

as shown in Figure 1.
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Figure 1 — Distribution and occurrence area of the scorpions samples from Brazil analyzed in this

work.

Material and Methods
A sample of 93 scorpions of the subgenera Tityus (Archaeotityus), belonging to
five species was investigated in this work. The data concerning the number of analyzed

individuals of each species and the collection localities are listed in Table 1. The
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vouchers were deposited in three collections from Brazil: Cole¢éo de Historia Natural of
the Universidade Federal do Piaui (CNHUFPI — curator M. R. A. Soares), Floriano, state
of Piaui; Colecdo Zooldgica of the Universidade Federal de Mato Grosso (curator A. R.
Ferreira), Cuiaba, state of Mato Grosso; Cole¢cdes Taxondmicas of the Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG — curator A. J. Santos), Belo Horizonte, state of Minas
Gerais.

Chromosomal preparations for the study of mitotic and meiotic chromosomes
were obtained according to the technique described by Schneider et al. (2009a) and
standard-stained with 3% Giemsa solution. Active nucleolar organizer regions (Ag-
NORs) were detected by silver impregnation (Howell and Black 1980), and the
constitutive heterochromatic regions by C-banding (Sumner 1972), with subsequent
staining with 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). For localizing the major ribosomal
cistrons and telomeric sites, the preparations were submitted to fluorescent in situ
hybridization (FISH), following Pink et al. (1986) with modifications. The 28S rDNA
probes were obtained by PCR using the genomic DNA of Tityus silvestris and the 28S-F
5 GACCCGTCTTGAAACACGGA and 28S-R 5 TCGGAAGGAACCAGCTACTA primers
as described by Nunn et al. (1996). Telomeric probes were generated by PCR without
DNA template using only the Tel-F 5 TAGGTTAGGTTAGGTTAGG and Tel-R 5
AACCTAACCTAACCTAACC primers. In both cases, probes were labeled with biotin-16-
dUTP (1mM) by PCR and detected with anti-biotin conjugated with Alexa Fluor 488 (200
pug/mL). For FISH, the slides were incubated in 1% pepsin solution and RNAse/2xSSC
(40 pg/mL) for 1h at 37°C. The chromosomes were fixed in 1% formaldehyde (1xPBS /50
mM MgCl,) during 10 min, washed in 1xPBS for 5 min and dehydrated using an ethanol
series (70%, 90% and 100%) during 5 min each. Chromosomal DNA was denatured in
70% formamide/2xSSC for 3 min and 30 s at 70°C and dehydrated in an ice-cold ethanol

series. The hybridization mixture (50% deionized formamide, 20% dextran sulfate, 10%
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20xSSC, 20% DNA probe) was denatured in thermocycler for 10 min at 95°C, and
applied on the slides, which were maintained in humid chamber overnight at 37°C. Post-
hybridization washes were performed twice in 15% formamide/2xSSC for 5 min each at
42°C, and 0.5% Tween for 5 min at room temperature. The chromosome spreads were
counterstained with DAPI/Vectashield. The images of the mitotic and meiotic cells were
captured in a Zeiss Imager A2 microscope coupled to a digital camera, using the Axio
Vision software.

For four these cytogenetically analyzed species, T. clathratus, T. paraguayensis,
T. pusillus and T. silvestris, all cells encountered in each slide were photographed. The
number of cells per individual and the chromosome configuration observed in
postpachytene nuclei are mentioned in Tables 2 and 3. The cells with variable number of
chromosomes were grouped in the category “variable number” (VN) and those in which
the chromosome configurations were not determined due to the complexity of
chromosome chain was categorized as “not determined” (ND). The diploid set length
(DSL) was determined for two males of T. clathratus (CHNUFPI 1853 and CHNUFPI
1863), which showed differences in the number of bivalents but equal number of
chromosomes involved in the multivalent associations. For establishing the DSL, 42
postpachytene cells with similar degree of chromosome condensation 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 obtained
values of the DSL were compared by coefficient of variation (CV). Due to the
heterogeneous degree of chromosome condensation among the cells, CV values up to
20% were considered as statistically significant (Gomes, 1982). For specimens of T.
clathratus, T. paraguayensis and T. pusillus with odd diploid number, the data of

metaphase Il cells were statistically compared by the chi-square test (df=1) (Table 4).
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Table 1. Tityus scorpions analyzed in this work, including the number of specimens and the collection
localities in Brazilian states. AM=Amazonas, CE=Ceara, MS=Mato Grosso do Sul, MT=Mato Grosso,
Pl=Piaui, PR=Parana, RR=Roraima.

Species Number of Collection localities
individuals
Tityus clathratus C. L. Koch, 1844 14312 Amajari (3°47'N, 61°43'W), RR
12 Boa Vista (2°52N, 60°43'W), RR
Tityus maranhensis Lourenco, de Jesus 58 Floresta Nacional dos Palmares (05°03’S,
Junior and Lima de Oliveira, 2006 42°35'W), Altos, PI
Tityus paraguayensis Kraepelin, 1895 13 Base de estudos do Pantanal (16°30’S,
56°25'W), Poconé, MT
13 llha Rodrigues Saraiva (24°01’S, 54°10'W)
Guaira, PR
18 llha S&o Francisco (24°01’S, 54°10'W),
Guaira, PR
264 Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(20°29'S, 54°36'W), Campo Grande, MS
Tityus pusillus Pocock, 1893 233819 Serra da Ibiapaba (03°49’'S, 40°59'W),
Ubajara, CE
Tityus silvestrisPocock, 1897 94132 Fazenda Continental (11°34’S, 55°17'W),
Claudia, MT
23 Reserva Florestal Adolpho Ducke (02°55’S,
59°58'0), Manaus, AM
548 Universidade Federal do Amazonas (03°06’S,
59°58'W), Manaus, AM
Total 884/52
Results

Conventional Giemsa staining

The chromosomes of all species studied in this work (Table 1) are holocentric,
exhibited synaptic and achiasmatic behavior during the male meiosis |, and multivalent
associations in postpachytene cells. An intraspecific variability of the diploid number and
chromosomes involved in the chains was observed in the analyzed species (Tables 2-3).
Tityus maranhensis showed chromosomal features similar to that previously registered
by Mattos et al. (2013), thus we are describe this species only regarding molecular
cytogenetic techniques.

Mitotic metaphase cells of four Tityus (Archaeotityus) species showed the
following diploid numbers: 2n=19 and 2n=20 in T. clathratus (Fig. 2A, C) and T. pusillus
(Fig. 21-J); 2n=16, 2n=17 and 2n=18 in T. paraguayensis (Fig. 2E-G); 2n=16 and 2n=24
in T. silvestris (Fig. 2L, N-O). The diploid number variability occurred within the

population in T. clathratus, T. paraguayensis and T. pusillus, and between the
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populations in T. silvestris (Tables 2-3). The chromosomes of all species gradually
decreased in size (Fig. 2). However, in T. clathratus, a difference in the chromosome
size was verified in specimens with 2n=19, which presented one chromosome slightly
larger than the other elements of the diploid set (Fig. 2A). Three individuals of T.
silvestris (2n=24) showed a terminal constriction in two chromosomes (Fig. 20). Due to
the lack of mitotic metaphase cells, the diploid number was not determined for three
males and one female of T. clathratus, two males of T. paraguayensis, 10 males of T.
pusillus, two males and three females of T. silvestris.

Most pachytene nuclei of all species analyzed here presented overlapped
bivalents, making it difficult to establish the total number of double filaments (Fig. 3A-C).
Unsynapsed interstitial and/or terminal chromosomal segments were observed in early
pachytene cells of T. clathratus (2n=19-20) and T. paraguayensis (2n=17); these regions
were generally continuous with completely paired segments (Fig. 3A). The total synapsis
of the chromosomes was verified in late pachytene cells, in which a multivalent
association was also visualized (Fig. 3B-C). Some late pachytene cells of T. clathratus,
T. paraguayensis, T. pusillus and T. silvestris showed continuous and entirely synapsed
chromosomes (Fig. 3B-I). In T. clathratus (2n=20) and T. silvestris (2n=24), 10 and 12
bivalents, were respectively identified (Fig. 3B, ). Tityus paraguayensis and T. silvestris
with 2n=16 presented eight bivalents (Fig. 3D, H), whilst T. paraguayensis with 2n=17
and 2n=18 exhibited nine bivalents (Fig. 3E). In T. pusillus, pachytene cells of a same
individual showed a variable number of bivalents, i.e., nine or 10 (Fig. 3F-G).

The number and percentage of postpachytene cells with different chromosomal
configuration were compiled in Tables 2 and 3. In the four Tityus species, the multi-
chromosomal associations appeared closed in most postpachytene cells, and opened or

totally disorganized in later substage of meiosis | (Fig. 4-5).
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The postpachytene spermatocytes of T. clathratus from Boa Vista showed 10
bivalents with chromosomes disposed side by side (Fig. 4A). In the sample from Amajari,
11 different chromosome configurations were recognized in meiosis | (Table 2), including
variable number of bivalents and chains with nine (CIX) (Fig. 4B-C), ten (CX) (Fig. 4D-F),
11 (CXI) (Fig. 4H-J) or 13 (CXIll) chromosomes (Fig. 4K-L). The postpachytene
configurations most frequently observed were 3II+CXI (Fig. 4H) and 411+CXI (Fig. 4l) in
specimens with 2n=19, and 4l1+CX (Fig. 4E) and 5II+CX (Fig. 4F) in males with 2n=19
and 2n=20. The DSL were determined for two specimens of T. clathratus (CHNUFPI
1853; 1863), which presented a same number of chromosomes in the chains but a
variable number of bivalents (see Table 2). The averages the DSL and the CV were:
specimen 1853 — 147pm (3I1+CX), 163um (411+CX), 175um (511+CX) (CV=10.80);
specimen 1863 - 139um (21I+CXI), 137pm (31I+CXI), 179um (411+CXI) (CV=15.86). In
late postpachytene nuclei, the chains were organized in zigzag, indicating the correct
orientation of the chromosomes for segregation in the anaphase | (Fig. 4N).

In T. paraguayensis with 2n=16 and 2n=18, postpachytene nuclei exhibited eight
and nine bivalents, respectively (Fig. 40-P). In some cells, the bivalents revealed
conspicuous regions with low degree of condensation and presence of gaps (Fig. 4Q). In
specimens with 2n=17, the configuration commonly observed was 5I1+CVII (Fig. 4R-S).
Additionally, late postpachytene cells showed the disorganization of the multivalent
association (Fig. 4U-V). Metaphase | nuclei showed nine bivalents (Fig. 4W); in
anaphase |, the total disassembly of the bivalents and multi-chromosomal associations
were verified (Fig. 4X).

The specimens of T. pusillus with 2n=20 exhibited 10II and 7II+CVI (Fig. 5A, E).
The number of bivalents and chromosome chains in males with 2n=19 could be
categorized in 8II+CllII (Fig. 5B), 711+CIV (Fig. 5C) and 711+CV (Fig. 5D). Additionally, one

specimen (253) presented polyploidy in 9.33% of its postpachytene cells, due to the
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occurrence of a higher number of bivalents and multi-chromosomal associations (Fig.
5F-G). Metaphase | cells showed nine bivalents and one univalent, with the early
segregation of some chromosomes (Fig. 5H).

Postpachytene nuclei of T. silvestris with 2n=16 showed 211+CXIl (Fig. 5K). In
late postpachytene cells, the zigzag disposition of the chromosomes of the chain was
verified (Fig. 5L). All specimens with 2n=24 presented 11Il or 12Il (Fig. 5I-J). In some
cells, a subterminal constriction was visible in one bivalent (Fig. 5I-J).

In the four species, more than 70% of metaphase Il nuclei revealed the expected
haploid number (Fig. 6), i.e. n=8 in T. paraguayensis (2n=16) and T. silvestris (2n=16)
(Fig. 6C, G); n=8 and n=9 in T. paraguayensis (2n=17) (Fig. 6C-D); n=9 in T.
paraguayensis (2n=18) (Fig. 6D); n=9 and n=10 in T. clathratus (2n=19) and T. pusillus
(2n=19) (Fig. 6A-B, E-F); n=10 in T. clathratus (2n=20) and T. pusillus (2n=20) (Fig. 6B,
F); n=12 in T. silvestris (2n=24) (Fig. 6H). To evaluate the difference between the haploid
number observed and expected, metaphase Il cells of the specimens with odd diploid
number were subjected to chi-square test. The results are shown in Table 4, indicating a

statistically significant divergence in only one individual.

Conventional banding and molecular cytogenetics

The mitotic metaphase cells of T. clathratus, T. paraguayensis, T. pusillus and T.
silvestris revealed Ag-NORs localized on subterminal or terminal regions of two
chromosomes (Fig. 2B, D, H, K, M, P). In T. clathratus and T. paraguayensis, the NORs
occurred on small-sized chromosomes whereas in T. pusillus and T. silvestris on
medium-sized chromosomes. Additionally, the association of the NORs with the
prominent terminal constriction was visible in T. silvestris (Fig. 2P).

The number of Ag-NORs was confirmed by FISH with 28S rDNA (Fig. 7).

However, the analysis of postpachytene cells revealed that the ribosomal cistrons were
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not localized in well-paired meiotic elements resembling bivalents in all species. Tityus
clathratus (101l) showed ribosomal cistrons in the terminal region of one bivalent (Fig.
7C). The specimens of T. maranhensis (2n=20) presented an intraspecific variation in the
number of bivalents (911 and 10Il), but in both cases, only one bivalent was carrier of the
ribosomal cistrons (Fig. 7D-E). The same pattern of 28S rDNA localization was observed
in postpachytene nuclei of T. paraguayensis with 8l (Fig. 7F), 9ll (Fig 7G) and 511+CVII
(Fig. 7H), and T. pusillus with 101l (Fig. 71) and 7II+CIV (Fig. 7J). On the other hand, T.
silvestris with 211+CXIl revealed ribosomal genes localized in two chromosomes involved
in the multivalent association (Fig. 7K). Mitotic metaphase cells revealed ribosomal sites
in the terminal region of two chromosomes (Fig. 7L-N). Frequently, the 28S rDNA loci
were easier observed in terminal/subterminal region of one chromosome, revealing a
difference between the homologues in the size of the ribosomal cistron. In T. silvestris
(2n=24), the 28S rDNA sites were coincident with the constriction present in one
chromosome pair (Fig. 7N). Metaphase Il cells frequently showed ribosomal sites
localized in only one chromosome, indicating the correct and balanced chromosome
segregation (Fig. 70).

Cytological preparations of T. pusillus (2n=20) and T. silvestris (2n=16)
subjected to C-banding and subsequently stained with DAPI presented small blocks of
constitutive heterochromatin in terminal regions of two chromosomes (Fig. 8A-B).
Moreover, tenuous C-bands were observed in the interstitial region of some
chromosomes of T. silvestris.

In the five Tityus species, FISH with (TTAGG)n probe revealed typical telomeric
signals in all chromosomes or at least in one chromosome end (Fig. 8C-J). Additionally,
no evidence of positive signals in interstitial region of the chromosomes was observed in
the analyzed species. Interphase nuclei revealed bright-labeled regions in one nuclear

polo, indicating the clustering of telomeres forming the bouquet (Fig. 8C). Early prophase
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I cells exhibited the brightest telomeric signals due to the low degree of chromosome
condensation (Fig. 8D-E). Postpachytene nuclei also revealed bright-labeling localized
only in the terminal region of the bivalents and/or chromosomes of the chains (Fig. 8F-
H). Mitotic metaphase cells and metaphase Il cells showed positive signals in almost all

chromosome ends (Fig. 81-J).
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Table 2 — Percentages and number of cells (parentheses) of the chromosome configurations at male postpachytene cells of Tityus clathratus. ND=not determined.
VN=variable number. C=Chain. lI=bivalent. The Roman numeral indicates the number of chromosomes in the chain. CHNUFPI=Colec¢éo de Histéria Natural of the
Universidade Federal do Piaui.

Chromosome configuration in postpachytene cells

Species/Populations

1011 1I1+CXIIN 211+CXI 31I+CX 3I+CXI 3II+CXII - 411+CIX  4l1+CX 411+CXl  511+CIX 511+CX 5I1+CXI VN ND Total
Tityus clathratus
Amajari — 2n=19
CHNUFPI 1873 - 19.4(7) - - - 30.6 (11) - - - - - - 44.4 (16) 5.6 (2) 36
CHNUFPI 1863 - - 23.7(9) - 15.8 (6) - - - 18.4(7) - - - 36.8 (14) 5.3(2) 38
677 - - - - 16.7 (3) - - 22.2(4) 2224 - - - 33.3(6) 5.6 (1) 18
CHNUFPI 1875; 1927 - - - - - - - - 35.3(36) - - - 54.9 (56) 9.8 (10) 102
CHNUFPI 1858 - - - - - - - 13.6(8) 15.3(9) - - - 62.7 (37) 8.5(5) 59
CHNUFPI 1852 - - - - - - - - - 105(9) 18.6(16) 9.3(8) 44.2(38) 17.4(15) 86
CHNUFPI 1870; 1871 - - - - - - - - - - - 90.3 (37) 9.8 (4) 41
Amajari — 2n=20
CHNUFPI 1853 - - - 16.9 (12) - - - 11.3(8) - - 21.1 (15) - 46.5 (33) 4.2 (3) 71
Amajari— 2n=?
CHNUFPI 1850 - - - - - - 8.82(3) 17.7(6) - - - - 47.1(16) 26.5(9) 34

Boa Vista — 2n=20
CHNUFPI 1860 69,6 (16) - - - - - - - - - - - 30.4(7) - 23
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Table 3 —Percentages and number of cells (parentheses) of the chromosome configurations at male postpachytene cells of Tityus species. ND=not determined.
VN=variable number. PO=polyploid cells. C=Chain. lI=bivalent. The Roman numeral indicates the number of chromosomes in the chain. CHNUFPI=Colecéo de
Historia Natural of the Universidade Federal do Piaui.

Chromosome configuration in postpachytene cells

Species/ Populations

8l 9ll 1011 1211 211+CXII 511+CVII 511+CVII| 711+CIV 711+CV 711+CVI 8lI+CllI PO VN ND Total
Tityus paraguayensis

Poconé — 2n=16 46.7 (14) - - - - - - - - - - - 53.3 (16) - 30
579
Guaira — 2n=16 63.2 (12) - - - - - - - - - - - 36.9 (7) - 19
CHNUFPI 1841
Campo Grande — 2n=17 - - - - - 30.2 (49) - - - - - - 42.6 (69) 27.16 (44) 162
1331; 1333; 1339; 1570;
1574
1322 - - - - - 26.3(26) 11.11 (11) - - - - - 43.4 (43) 19.20 (19) 99
Campo Grande — 2n=18 - 80.0 (762) - - - - - - - - - - 18.0 (171) 2.00 (19) 619

1328; 1324; 1330; 1332
1341; 1346; 1347, 1348;
1356; 1357, 1568; 1569;
1571; 1572; 1575; 1583;

1584

Tityus pusillus
Ibiapaba — 2n=19 - - - - - - - 34.5(31) - - 32.2 (29) - 25.6 (23) 7.77(7) 90
UFMG 15200
257 - - - - - - - 12.5(5) 25.0 (10) - - - 45.0 (18) 17.5(7) 40
253 - - - - - - - 14.7 (11)  45.3(34) - - 9.33(7) 22.7 (17) 8.0 (6) 75
Ibiapaba — 2n=20 - - 85.6 (161) - - - - - - - - 14.4 (27) - 188
235; 239; 241; 246; 247,
252; 257
236; 255; 242 - - - - - - - - - 58.1 (136) - - 36.8 (86) 5.1(12) 234
UFMG 15198 - - - - - - - - - 12.7. (5) - - 26.8 (11) 61.0 (25) 41
Ibiapaba — 2n=? - - 78.3 (18) - - - - - - - - 21.7 (5) 23

CHNUFPI 1336,UFMG
15205; 15206; 15211

Tityus silvestris
Claudia — 2n=16 - - - - 36.5 (155) - - - - - - - 25.41 (108) 38.1(162) 425
CHNUFPI  1804; 1806;
1816; 1818; 466; 467; 493;

494, 582

Manaus, Ducke — 2n=24 - - - 16.7 (4) - - - - - - - - 83.3 (20) - 24
AM; 1466

CHNUFPI 1835 - - - 44.4 (8) - - - - - - - - 55.6 (10) - 18
Manaus, UFAM — 2n=24 - - - 47.5(38) - - - - - - - - 51.2 (41) 1.3(1) 80

CHNUFPI  1795; 1796;
1797, 1474, 1476
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Table 4 — Statistical comparison between the numbers of metaphase Il cells observed and expected
in Tityus species. The expected number is shown in parentheses. Degree of freedom=1. * Statistically
significant value.

Species Diploid number and postpachytene Haploid number observed and X2
configuration expected in metaphase Il cells
n=9 n=10
Tityus clathratus 19 = 41I+CXI 8 (10) 12 (10) 0,8
19 = 411+CX; 411+CXI 11 (12) 13 (12) 0,16
19 = 5II+CIX; 5II+CX; 5I1+CXI 1(7) 13 (7) 10,28*
n=8 n=9
Tityus paraguayensis 17 = 5lI+CVII 5 (6.5) 8 (6.5) 0,7
17 = 51I+CVII; 511+CVIlI 12 (10) 8 (10) 0,8
n=9 n=10

Tityus pusillus 19 = 71I+CIV; 71I+CV 6(9) 12 (9) 2,0
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Figure 2 - Mitotic metaphase cells of Tityus species after Giemsa staining (A, C, E-G, I-J, L, N-O) and
silver impregnation (B, D, H, K, M, P). A-D. Tityus clathratus, 2ng=19 (A-B) and 2n&=20 (C-D). E-H.
Tityus paraguayensis, 2n3=16 (E), 2nd=17 (F) and 2n3=18 (G-H). I-K. Tityus pusillus, 2n3=19 (1)

and 2n9=20 (J-K). L-P. Tityus silvestris, 2n3d=16 (L-M) and 2nJ&=24 (N-P).

In all species, the

nucleolar organizer regions (NORs=arrows) were localized on the subterminal or terminal regions of
two chromosomes. L=large chromosome size. Arrowhead=constriction. Scale bar=10um.
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Figure 3 - Testicular pachytene cells of Tityus species stained with Giemsa. A-C. Tityus clathratus
with unsynapsed chromosome regions (arrowhead) (A), with 10 bivalents completely synapsed (B),
and with a complex multivalent association (arrow) (C). The detail highlights the multivalent
association. D-E. Tityus paraguayensis with eight and nine bivalents, respectively. F-G. Tityus pusillus
with nine and 10 bivalents, respectively. H-1. Tityus silvestris with eight and 12 bivalents, respectively.

Scale bar=10um.
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Figure 4 - Meiotic cells of Tityus stained with Giemsa. A-V. Postpachytene. W. Metaphase I. X.
Anaphase. A-N.Tityus clathratus with 101l (A), 41I+CIX (B), 5lI+CIX (C), 3lI+CX (D), 4ll+CX (E),
51I+CX (F), 2lI+CXI (G), 3II+CXI (H), 41+CXI (1), 51+CXI (3), 1H+CXIHI (K), 3I+CXII (L), complex
multivalent association in which is not possible to determine the chromosome configuration (M-N). O-
X. Tityus paraguayensis with 8II (O), 91l (P-Q), 51I+CVII (R-S), 5II+CVIII (T). The detail in T highlights
the chain of eight chromosomes. N.S.U-V. The dissociation of the chromosome chain. W. 9ll. X. Early
segregation of some chromosomes. Arrow=gap. lI=bivalent. C=chain. The Roman numeral indicates
the number of chromosomes in the chain. Scale bar=10pm.
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Figure 5 - Meiotic | cells of Tityus stained with Giemsa. A-G. I-L. Postpachytene. H. Metaphase I. A-
H. Tityus pusillus with 1011 (A), 8II+CllI (B), 7lI+CIV (C), 7lI+CV (D), 71I+CVI (E), variable number of
bivalents and chromosome chains, generally constituted by four chromosomes (F-G), 9l (H). I-L.
Tityus silvestris with 1111 (1), 12II (J), 21I+CXIl (K), and the zigzag disposition of the chromosome chain
(L). Arrow=subterminal constriction. ll=bivalent. C=chain. The Roman numeral indicates the number of
chromosomes in chain. Scale bar=10pum.
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Figure 6 - Metaphase Il cells of Tityus stained with Giemsa. A-B. Tityus clathratus with n=9 (A) and
n=10 (B). C-D. Tityus paraguayensis with n=8 (C) and n=9 (D). E-F. Tityus pusillus with n=9 (E) and

n=10 (F). G-H. Tityus silvestris with n=8 (G) and n=12 (H). Scale bar=10um.
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Figure 7 - Localization of the 28S rDNA cistrons (green signal=arrow) in chromosomes of Tityus
species. A. Interphase. B. Pachytene. C-K. Postpachytene. L-N. Mitotic metaphase.O. Metaphase II.
A-B. D-E. L. Tityus maranhensis 9ll (D), 101l (E) and 2n=20 (L). C. Tityus clathratus with 10Il. F-H.
Tityus paraguayensis with 81l (F), 9l (G) and 5II+CVII (H). I-J. M. O. Tityus pusillus with 10l
H,711+CIV (), 2n=20 (M) and n=10 (O). K. N. Tityus silvestris with 2lI+CXIl (K) and 2n=24 (N).
lI=bivalent. The Roman numeral indicates the number of chromosomes in chain. C=chain. Scale

bar=10pm.
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Figure 8 - C-banding with DAPI (A-B) and fluorescent in situ hybridization with TTAGGn telomeric

probe (green signal) in chromosomes of Tityus species. A. F-H. Postpachytene. B. I.

Mitotic

metaphase. C. Interphase. D-E. Pachytene. J. Metaphase II. A. D. Tityus pusillus with 91l (A). B. E. H.
J. Tityus silvestris with 2n=16 (B), 1II+CXIll (H), n=8 (J). C. G. I. Tityus maranhensis with 9Il (G),

2n=20 (I). Arrow=constitutive heterochromatin.

bar=10pm.

lI=bivalent.

C=chain. CXll=chain of 12. Scale
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Discussion

In this work, we characterized cytogenetically five Tityus (Archaeotityus) species,
emphasizing the diploid number variability and chromosome behavior during meiosis.
With these analyses, we examined all Brazilian species of the subgenus Archaeotityus,
with the exception of T. bastosi. The genus Tityus is the most diverse within Scorpiones,
with approximately 210 described species (Rein 2017). This genus is restricting to
American continent (Central and South America, Antillean islands) and diverged from
Old World buthids about 40 Ma (Ojanguren-Affilastro et al. 2017). Although there is no
phylogenetic hypothesis to Tityus species, in a recent study with southernmost American
buthids, Ojanguren-Affilastro et al. (2017) demonstrated the monophyly of the subgenus
Archaeotityus. With six species described cytogenetically (T. clathratus, T. maranhensis,
T. mattogrossensis, T. paraguayensis, T. pusillus and T. silvestris), the Archaeotityus
scorpions reveal diploid number ranging from 2n=16 to 2n=24, with a predominance of
2n=20 (Piza 1947b, Mattos et al. 2013, this work). The 2n=24 reported here for one
population of T. silvestris is the highest chromosome number for this group. These
diploid numbers differ from the species of two other subgenera, T. (Tityus) with the
highest karyotype variability, 2n=5 to 2n=27, and T. (Atreus) with 2n=11 to 2n=20 (see
Schneider et al. 2017).

The extraordinary diversity of diploid number recorded for Tityus and Buthidae
species is also coupled with genome organization, considering that the first sequenced
scorpion genome (Mesobuthus, Buthidae), suggested gene duplication events, resulting
over 32.000 protein-coding genes, which represent more than any sequenced arthropods
(Cao et al. 2013). Based on genomic and karyotype data, we hypothesize that some
chromosome features may be facilitated the gene duplication in buthids, i.e., occurrence
of polyploid cells, holocentric chromosomes, lack of meiotic recombination, ability to

segregate multi-chromosomal associations. Prophase | cells with an increased number
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of chromosomes (bivalents and chains) were registered in T. bahiensis (Piza 1940,
1947c), T. paraguayensis (Mattos et al. 2013), Rhopalurus guanambiensis (personal
data) and T. pusillus (present work, Fig. 4F-G). This type of cell seems to be recurrent in
buthids and probably arise via endopolyploidy (see Mattos et al. 2013). In this way, some
duplicated chromosome or chromosomal segments may have been incorporated into a
diploid set, giving rise to change in diploid number or structural chromosome
organization. The holocentricity allow the correct segregation of any chromosomal
segment; the achiasmatic behavior of the chromosomes and the balanced segregation of
the chromosomal chains avoid the formation of gametes with deletions, which could be
deleterious. These factors may be responsible for chromosome variability, which seems
to happen freely in buthids, and expansion of the gene families and neo functionalization,
described by Cao et al. (2013) and Sharma et al. (2014). Alternatively, as proposed to
angiosperms (Ortiz et al. 2011, Schubert and Lysak 2011, Moraes et al. 2016), a
polyplody/paleopolyploidy followed by repeated displody events could also originated the
high variability of diploid numbers at meiosis |. However, in scorpions there is no
evidence of whole-genome duplication (Cao et al. 2013).

Intraspecific variability of diploid number has been recorded in 40% among the
16 Tityus species karyotyped (Schneider et al. 2017). Similarly to species herein
investigated, these previous studies revealed variations at inter- and intra-populational
levels and attributed the differences of chromosome number to fission/fusion
rearrangements (Schneider et al. 2009a, Mattos et al. 2013, Adilardi et al. 2016, Almeida
et al. 2017). In specimens of T. clathratus with 2n=19, we observed one chromosome
slightly larger than others of the diploid set, corroborating the chromosome fusion from
2n=20. This same rearrangement should take place in specimens of T. pusillus with
2n=19. However, in both species, the karyotypes with 2n=19 were not originated only by

a simple fusion rearrangement, taking into account that the meiotic cells showed multi-
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chromosomal association with more than three chromosomes (see Tables 2 and 3). In a
simple fusion, the expected is a trivalent association during meiosis |, as observed in T.
bahiensis with 2n=5 and T. obscurus with 2n=13 and 2n=11 (Schneider et al. 2009a,
Almeida et al. 2017). In T. paraguayensis, it is premature speculate if the karyotype with
2n=16 was originated from 2n=18 by fusion or the 2n=18 arised from 2n=16 by fission.
Nevertheless, it is clear that the karyotype 2n=17 is not only a hybrid between individuals
with 2n=16 and 2n=18 once the postpachytene cells exhibited a multivalent association
with seven chromosomes instead of three chromosomes.

On the other hand, the great difference of diploid number between the two
distant populations of T. silvestris, 2n=16 in state of Mato Grosso (11°34’S, 55°17'W) and
2n=24 in state of Amazonas (03°06’S, 59°58’'W), need to be evaluated because the
individuals can correspond to distinct taxonomic entities with low degree of
morphological differentiation. Therefore, the analysis of gene flow and molecular
differentiation between chromosomally distinct Tityus populations is certainly
indispensible to reveal the degree of isolation between populations.

The high rate of chromosome rearrangement combined with some
characteristics present in other buthids, such as low vagility, spatial isolation of
populations and inbreeding (Polis 1990) may be also contributed to diversification of
Tityus, the most specious genus within Scorpiones. Many research deals with karyotype
differences between populations (John and Lewis 1958, John and Quraishi 1963, Syren
and Luykx 1981, Colombo et al. 2004, Basheva et al. 2014, Faria and Navarro 2010) but
the role of chromosomal rearrangements in speciation has never been unequivocally
demonstrated. The scorpions, especially of the genus Tityus, may be interesting to test
some theorical predictions of chromosome speciation.

In addition to diploid number variability, all species characterized in this work

presented multi-chromosomal association during meiosis, indicating that at least some
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individuals are carrier of heterozygous rearrangements. These multivalent associations
differed even among specimens with the same chromosome number, such as T.
clathratus, 2n=19 — 31I+CXIll, 411+CXI, 511+CX, and T. pusillus, 2n=19 — 7II+CV, 8II+ClII,
and appeared not only in individuals with odd diploid number, such as T. clathratus,
2n=20 — 10Il, 51+CX, T. pusillus, 2n=20 — 10Il, 7II+CVI, and T. silvestris, 2n=16 —
211+CXIl. These results indicate that independent chromosomal rearrangements
(fusion/fission and reciprocal translocations), occurring in different combinations, are
present in specimens with the same diploid number. Certain heterozygous
rearrangements probably get establish in populations, as the case of T. silvestris from
Mato Grosso, in which all the nine examined specimens exhibited 211+CXIl. According to
Faria and Navarro (2010), the chromosome rearrangement fixation depends of many
factors: selection, meiotic drive, small and semi-isolated demes. In Tityus species, all of
these factors can be present, but in virtue of recurrent chromosome changes, it is
unlikely that rearrangements may arise and fixed only by genetic drift.

The intra-individual variability of chromosome chains observed in T. clathratus,
T. paraguayensis and T. pusillus can be explained by distinct ways: 1) variable degree of
heterosynapsis between non-homologous chromosome regions; 2) early dissociation of
the chromosomes that constitute the multivalent chains; 3) persistence of unsynapsed
chromosome regions, which are visualized in chains as gaps or open configurations. The
two first factors lead to variations in number of bivalents and/or chromosomes of the
chains as, for example, in T. clathratus — 311+CXIl, 411+CX, 411+CXI or 411+CX, 411+CXI or
511+CIX, 5II+CX, 51I+CXI. These events were also described for other buthids analyzed
under light and electron microscopy (Schneider et al. 2009a, 2015; Mattos et al. 2013)
and seem not be uncommon in other organisms bearing heterozygous rearrangements
as grasshopper, lizard and rodent (Reed et al. 1992, Diez and Santos 1993, Basheva et

al. 2014). To confirm if any other mechanism of chromosomal change could be
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responsible for intraindividual variation in number of bivalents without alteration the
number of the chromosomes of chains, we determine the DSL for two specimens of T.
clathratus — 1853 with 3II+CX, 4II+CX and 5I11+CX, and 1863 with 211+CXI, 3lI+CXI,
411+CXI. In both, the comparison of DSL values was not significant statistically, indicating
that the intra-individuals variation in postpachytene cells occurred due to a variety of
heterosynaptic interactions between the chromosomes.

As mentioned above, the presence of unsynapsed chromosomes segments may
also reflect in the variability of chromosome configurations visualized at meiosis |, such
as in T. paraguayensis with 5II+CVIlI and 51I+CVIIl and T. pusillus with 711+CIV and
711+CV. In these two species, when a gap appears on one chromosome, the chain
seems to be composed of highest number of elements. In an elegant study in mice
bearing multiple Robertsonian translocations, Manterola et al (2009) demonstrated that
unsynapsed chromosomal region can persist until late prophase |, escaping from
pachytene checkpoint that ensuring the correct synapsis. According to the authors, in an
evolutionary context, this permissive pachytene checkpoint could contribute to
maintenance and spreading of chromosomal translocations into populations.

To evaluate the effects of multi-chromosomal association on meiotic
segregation, we applied the chi-square test in metaphase Il cells of individuals with odd
diploid number. The non-significant occurrence of aneuploid metaphase Il nuclei
indicates that non-disjuction was negligible in the specimens bearing heterozygous
rearrangements. The only exception was one individual of T. clathratus with x2 10.28
(see Table 4). Nevertheless, we attributed this statistically significant result to sampling
error, which probably occurred due to low number of cells examined. Considering that
the multi-chromosomal chains are widespread among Tityus species, we already
presume the correct number of chromosomes in metaphase Il, as a mechanism of

avoiding the unbalanced gametes, which could reduce the reproductive fitness of
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heterozygous. Although the segregation pattern has been analyzed for only some
specimens, this find can be an evidence of the role of selection in the maintenance of the
chromosomal rearrangements in scorpions.

The studies about specific chromosomal regions in scorpions has increased
significantly in recent years (Schneider et al. 2009a, b, Schneider and Cella 2010, Mattos
et al. 2013, 2014; Adilardi et al. 2014, 2015, 2016; Sadilek et al. 2015; Almeida et al.
2017). The data of NORs and rDNA localization has revealed a remarkable stability,
especially in genus Tityus, in which more than 80% of the species presented a similar
pattern, i.e., NORs/rDNA in the terminal region of two chromosomes. Furthermore, in the
five species herein analyzed, the FISH technique showed that despite the extensive
variability of postpachytene configurations, the 28S rDNA genes were always located in
bivalents of similar size, with exception of T. silvestris from Mato Grosso that exhibited
rDNA sites in two chromosomes of the chain. Heckmann et al. (2011) discuss about the
functional interrelationship between holocentricity and terminal NOR position. After
revising the position of NORs in many holocentric species and examining the structure of
holocentric chromosomes of Luzula elegans, the authors suggested that the rDNA sites
in distal centromere-free chromosome regions could ensure the chromosome stability,
avoiding breaks. The scorpions are particularly interesting to test this prediction once
exhibited both holocentric and monocentric chromosomes.

Similar to T. pusillus and T. silvestris, the presence of small blocks of constitutive
heterochromatin predominantly located in terminal region of one chromosome pair was
also recorded for other Tityus species (Schneider et al. 2009a, Schneider and Cella
2010, Mattos et al. 2013, Almeida et al. 2017). Analyzing 11 buthid scorpions, Mattos et
al. (2013) proposed that species with the lowest amount of constitutive heterochromatin
exhibit the highest rates of chromosomal rearrangements. However, the low quantity of

heterochromatin can be also influenced by technique employed (C-banding and
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fluorochromes staining), which reveal only certain types of repetitive DNA sequences
(Sumner 1994).

The detection of telomeric cluster (TTAGG)n in chromosomes of five Tityus
species confirmed the presence of this sequence in individuals carriers of holocentric
chromosomes and multivalent chains. This pentanucleoide sequence had been
previously reported for four species, the scorpionid Heterometrus spinifer (2n=49) with
monocentric chromosomes (Vitkova et al. 2005), and the buthids Zabius fuscus (2n=18),
T. confluens (2n=5-6) and T. obscurus (2n=11-16) with holocentric chromosomes
(Adilardi et al. 2015; 2016; Almeida et al. 2017). This result shows that the telomeric
chromosomal region is conserved despite extensive rearrangements. The synthesis of
new telomeres at break points can be an ability of holocentric chromosomes, enabling
the rapid karyotype evolution through fissions or other rearrangements (Jankowska et al.
2015).

In summary, we demonstrated that the karyotype variability in these Tityus
species in not only originated by chromosome fissions/fusions but also by reciprocal
translocations, which given rise the multi-chromosomal associations in meiosis.
Moreover, with the absence of abnormal metaphase Il cells, we proved the balanced
segregation of the chromosomes in individuals bearing heterozygous rearrangements.
Finally, based on many chromosome characteristics, e.g. holocentricity, achiasmate
meiosis, endopolyploidy, ability to segregate heterosynaptic or unsynapsed
chromosomes, (TTAGG)n sequence located in terminal regions of rearranged
chromosomes, we suggested that maintenance of multi-chromosomal association may

be evolutionary advantageous for Tityus species.
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Introducéo

Modificacbes em histonas, tais como, acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e
ubiquitacdo, controlam a estrutura da cromatina e mediam a sinalizacdo para processos
celulares tais como reparo, replicacdo e recombinacdo (Kouzarides 2007, Bannister e
Kouzarides 2011, Houben et al. 2013). A fosforilagdo da histona H3 pode ter como
consequéncia a compactacdo da cromatina, desta forma, esta relacionada com a
condensacdo e segregacdo cromossdmica, coesdo das cromatides irmas, transcricao,
reparo de DNA e ativacdo da apoptose (Houben et al. 2007, 2013, Cerutti e Casas
Mollano 2009, Hayashi-Takanaka et al. 2009, Bannister e Kouzarides 2011). A
fosforilacdo da serina 10 da histona H3 (H3S10f) € uma das mais estudadas atualmente
e, apesar de sua funcdo ainda ndo ser bem determinada, os trabalhos realizados
apontam para um papel na condensa¢do cromossdmica e/ou manutencdo da coeséo
das crométides-irmas (Sotero-Caio et al. 2011, Marcon-Tavares et al. 2014).

Cromossomos monocéntricos, como de besouros e gafanhotos, e holocéntricos
encontrado nos percevejos, mostram padroes de fosforilagdo semelhantes (Sotero-Caio
et al. 2011, Marcon Tavares et al. 2014). Nestes casos, independentemente da natureza
cinética, os cromossomos apresentaram-se inteiramente fosforilados, atingindo o grau
méaximo de fosforilacdo durante a metafase-anafase | e Il (Sotero-Caio et al. 2011).
Apesar disso, diferencas no padrao de fosforilagdo podem ser observadas em plantas,
ou seja, plantas portadoras de cromossomos monocéntricos geralmente evidenciam a
regido pericentromérica hiperfosforilada ao passo que plantas com cromossomos
holocéntricos apresentam cromossomos uniformemente fosforilados, aumentando a
intensidade na metafase (Guerra et al. 2006, Fernandes et al. 2008, Marcon-Tavares et
al. 2014). Adicionalmente, cromossomos B podem apresentar padrdo de fosforilagéo
diferente daqueles do complemento A. Esse tipo de comportamento foi observado em

Cestrum strigilatum (Solanaceae), onde a fosforilacdo da H3 na serina 10 ocorreu
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apenas na regido pericentromérica dos cromossomos do complemento A, tanto na
mitose quanto na meiose, enquanto que o univalente B apareceu fosforilado por quase
toda a extensdo cromossOmica, exceto pela porcao terminal do braco longo (Fernandes
et al. 2008).

ModificagBes associadas a heterocromatina incluem hipoacetilacdo de lisinas,
dimetilagcdo ou trimetilacdo da histona H3 (Kim e Workman 2010). A acetilacdo de
histonas esta relacionada com a ativacdo genbmica e a desacetilacdo resulta em
repressao e silenciamento (Cabrero et al. 2007). Hiperacetilacdo das histonas H3 e H4
em residuos de lisina tém sido observadas nas regides organizadoras nucleolares de
Hordeum vulgar e Vicia faba, neste ultimo, ocorrendo a hiperactelilacdo da H3 também
em regides de heterocromatina que contém elementos repetitivos (Houben et al. 1996,
1997, Belyaev et al. 1997,1998, Jasencakova et al. 2001). Forte acetilacdo de histonas
nas regibes organizadoras nucleolares permite que esses dominios cromossomicos
evitem a condensacdo na preparacao para o inicio da transcricdo a partir da teléfase
(Houben et al. 1996, Houben et al. 2013). Assim, a acetilagdo da H3K9 é rica na regido
promotora de genes ativos, enquanto a metilagio no mesmo sitio esta associada a
genes inativos.

Metilacdo de DNA e modificagcdes em histonas estdo envolvidas no processo de
formacdo e regulacédo da heterocromatina e expressao génica em muitos organismos
(Cedar e Bergman 2009, Saksouk et al. 2015). Soppe et al. (2002) propuseram um
modelo de montagem da heterocromatina que relaciona metilagdo do DNA com
metilacdo de histonas e replicacdo em Arabidopsis. Adicionalmente, a H3K9me3 é um
marcador de heterocromatina constitutiva ao passo que a H3K27me3 é usualmente
enriguecida na heterocromatina facultativa (Saksouk et al. 2015). Consequentemente,

metilacdo da H3K9 € comumente encontrada em regibes heterocromaticas, uma vez
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qgue a desacetilacdo da H3K9 permite a ligacdo da proteina HP1, facilitando a formacao
local de heterocromatina (Li et al. 2007, Cedar e Bergman 2009, Saksouk et al.).

A técnica de imunocitogenética tem sido aplicada para identificar e localizar
proteinas e glicoproteinas que estejam envolvidas com tais modificacdes na cromatina,
por meio da interagcdo entre uma determinada molécula a um anticorpo que a
reconhece. Desta forma, o objetivo deste trabalho é investigar o padrdo de modificacdes
de histonas (H3K9ac, H4K5ac, H3S10f, H3K4me2, H3K9me2 e H3K9me3) e o papel de
cada uma delas principalmente em relacdo a transcricdo, condensacao e segregacao

cromossOmica de Tityus paraguayensis.

Material e métodos

Preparacéo do material

Nove machos de T. paraguayensis foram coletados na Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°29S, 54°46°0). Os
individuos foram dissecados em solucao fisioldgica (128,3 mMNaCl; 16,7 mM Na,HPO,
e 199 mM KH,PO,) e a fixacdo dos testiculos de adultos foi realizada com
paraformaldeido 2% (2,5mL paraformaldeido 8%; 5uL Triton 100x; 1mL 10xPBS; 6,5mL
H.O) em tubos de microcentrifuga, os quais foram mantidos deitados e em agitacao leve
de 40 rpm por 40 minutos. Posteriormente, seguiram-se trés lavagens de 10 minutos
cada com 1xPBS (pH 7,0). As preparacdes cromossdmicas foram realizadas através do
esmagamento do testiculo sobre a lamina com o auxilio da laminula e de um bastédo de

metal. Posteriormente, as laminulas foram removidas em nitrogénio liquido.

Imunodetecgéo
As laminas foram incubadas com 90 puL de solucéo bloqueadora (BSA 3%) em

camara umida por 10 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 30 pL do
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anticorpo primario policlonal da Abcam contra H3K9ac (1:300), H4K5ac (1:200), H3S10f
(1:300), H3K4me2 (1:100), H3K9me2 (1:100) e H3K9me3 (1:200) diluido em BSA 3%.
As laminas foram incubadas em camara umida a 4°C overnight e lavadas trés vezes em
1xPBS por cinco minutos cada. Foram adicionados 30 pL do anticorpo secundario Goat
anti-rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor® 488) diluido em BSA 3%, na proporcdo de 1:600
sobre as laminas, as quais foram incubadas em camara Umida a temperatura ambiente
por trés horas e lavadas trés vezes com 1xPBS por cinco minutos cada. As laminas
foram montadas com DAPI/Vectashield®, e as imagens foram capturadas em um
fotomicroscopio Zeiss Imager A2, utilizando o software Axio Vision, e editadas em Corel

Draw Graphics suite X4.

Resultados

O escorpido T. paraguayensis possui cromossomos holocéntricos e, nesta
populacdo, o numero diploide variou de 2n=17 a 2n=18. Sete individuos apresentaram
2n=18, e as células em meiose | foram compostas por nove bivalentes dispostos lado a
lado (9I1). Por outro lado, dois individuos portadores do 2n=17 exibiram associa¢des
multivalentes em células pos-paquiténicas, as quais foram constituidas por cinco

bivalentes mais uma cadeia (C) de sete cromossomos (511+CVII).

Acetilagédo

A cromatina difusa de alguns nucleos interfasicos e profasicos iniciais de T.
paraguayensis foi acetilada na H3K9 e na H4K5 (Fig. 1). Adicionalmente, em todas as
demais fases do ciclo celular os cromossomos apresentaram-se hipoacetilados (Fig. 1).
Uma excecao pode ser observada em alguns pos-paquitenos, 0s quais apresentaram a
regido lateral dos cromossomos levemente acetilada para a H4K5, porém menos

intensamente que nos nucleos interfasicos (Fig. 11-J).
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Metilacao

A dimetilagdo da lisina 4 na histona H3 foi intensa no paquiteno (Fig. 2A-F).
Adicionalmente, metafases mitéticas de T. paraguayensis apresentaram Cromossomos
inteiramente dimetilados com o uso do anticorpo H3K9me2 (Fig. 2G-H). A cromatina
difusa de alguns nucleos interfasicos e profésicos | iniciais apresentou trimetilacéo
pontual da H3 na lisina 9. Hipertrimetilagdo na regido terminal de todos os cromossomos
foi observada em células pos-paquiténicas, em metéfase Il e metafase mitdtica. Porém,
as marcacdes foram mais intensas nos pos-paquitenos do que nas fases de metafase,

especialmente de metafase mitética (Fig. 2M-R).

Fosforilagao

A maioria dos nucleos interfasicos de T. paraguayensis ndo apresentou
fosforilacdo da histona H3 na serina 10 (Fig. 3). No entanto, foi possivel visualizar
alguns nucleos fosforilados uniformemente (Fig. 3A-B; G-H), os quais provavelmente
estdo em uma fase pds-meidtica. Sinais de H3S10f foram observados em paquitenos,
poés-paquitenos, metafases Il e metafases mitéticas (Fig. 3). Em todos os casos, 0s
cromossomos apresentaram fosforilagdo uniforme. Adicionalmente, algumas regides
terminais de alguns cromossomos em células em pés-paquiteno e metafase mitotica

apareceram hiperfosforiladas.
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H3K9ac

H3K9ac

| | HaKk5ac

Fig. 1 — Imunodeteccdo das histonas H3K9ac (A-F) e H4K5ac (G-L) em cromossomos de Tityus
paraguayensis. MM = metafase mitotica. M2 = metafase Il. N = nucleo interfasico. P = paquiteno. Pl =
profase inicial. PP = pos-paquiteno. Escala = 10pm.
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H3K4m2 H3K4m2

H3K4m2 H3K9m2

H3K9m2

M | H3K9m3 O | H3K9m3 P | parPi Q [ H3k9m3

Fig. 2 — Imunodeteccdo das histonas H3K4m2 (A-F), K3K9me2 (G-L) e H3K9me3 (M-R). MM
metafase mitdtica. M2 = metafase Il. N = ndcleo interfasico. P = paquiteno. PI = préfase inicial. PP
pdés-paquiteno. Escala = 10um.
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H3S10f

Fig. 3 — Imunodeteccdo da histona H3S10f em cromossomos de Tityus paraguayensis. MM
metafase mitdtica. M2 = metafase Il. N = ndcleo interfasico. P = paquiteno. PI = préfase inicial. PP
pdés-paquiteno. Escala = 10um.
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Discusséo

A regulacao transcricional ndo € simplesmente determinada pela sequéncia de
DNA, mas é mediada através de modificacdes na cromatina (Sterner e Berger 2000,
Chen e Tiang 2007). A acetilacdo de histonas afeta a conformagdo da cromatina,
regulando funcdes celulares como, replicacdo, transcricdo e progressao do ciclo celular
(Sterner e Berger 2000, Chen et al. 2001, Roth et al. 2001, Wako et al. 2002, Legube e
Trouche 2003).

Todos o0s ndcleos apresentaram-se uniformemente acetilados em T.
paraguayensis. Pouco é conhecido sobre acetilacdo de histonas de um dominio
cromossbmico especifico durante estagios interfasicos definidos. Entretanto, o
tratamento com tricostatina A, um inibidor de histona desacetilase, indica que a
acetilacdo da H4 em dominios cromossémicos especificos pode variar na interfase
(Jasencakova et al. 2000). Jasencakova et al. (2000), relataram quatro tipos de
marcacao de acetilagcdo da H4K5 em nucleos interfasicos do feijao do campo, sendo um
deles semelhante ao descrito para T. paraguayensis, onde ndo aparecem diferencas na
intensidade de marcagéo dos nucléolos e da cromatina remanescente. A acetilagéo de
histonas H4K5 e H4K12 estdo relacionadas a ativacdo gendmica e ao funcionamento
das regides organizadoras nucleolares, evitando a condensacdo desses dominios
cromossOmicos em preparacdo para a transcricdo em Horderum vulgar e Vicia faba
(Houben et al. 1996, 1997, 2013, Belyaev et al. 1997, 1998, Jasencakova et al. 2001,
Wako et al. 2002, Cabrero et al. 2007).

Tityus paraguayensis mostrou resultados de acetilagdo para H3K9 e H4K5. A
dificuldade em obter anticorpos para organismos ndo modelo, tal como escorpides, faz
com que sejam analisadas a presenca e distribuicdo de variantes de histonas que séo
comuns em eucariotos (Viera et al. 2009). Assim, esses sao 0s primeiros resultados de

modificagbes em histonas ndo apenas em escorpides, mas em Arachnida como um
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todo. Locais de acetilagdo relacionados a residuos de lisina 5 e 12 da H4 séo
conservados em células bem distintas, como de Drosophila e da linhagem Hela 114
(Sobel et al. 1995). Entretanto, quanto a histona H3, diferencas podem ser observadas.
As lisinas 9 e 14 séo sitios de acetilacdo em Tetrahymena, ao passo que, as lisinas 14 e
23 sao preferencialmente acetiladas em Drosophila (Sobel et al. 1995). Tityus
paraguayensis ndo mostrou niveis de acetilacdo em fases posteriores a profase I. Niveis
de acetilagdo de H3K9 e H4K5 sdo reduzidos em células mitéticas, sugerindo que a
cromatina hiperacetilada prejudica a condensagdo cromossOmica, que futuramente
interfere na separacdo das croméatides-irmas e na progressao mitética (Cimini et al.
2003, Chen e Tian 2007).

Formacdo, regulacdo da heterocromatina e expressdao génica estédo
relacionadas ao processo de modificacdo de histonas e metilacgdo do DNA (Cedar e
Bergman 2009, Saksouk et al. 2015). Adicionalmente, modificagbes sequenciais entre
acetilacdo e metilagdo podem ocorrer (Pokholok et al. 2005, Chen e Tian 2007). A
dimetilagdo da histona H3 na lisina 4 ocorreu em todas as fases do ciclo celular de T.
paraguayensis, tornando-se mais intensa a partir do paquiteno. Esse resultado
demonstra uma modificacdo sequencial, na qual a dimetilacdo ocorreu apés a acetilacdo
da H4K5 e H3K9. Um estudo revelou que modificacdes sequenciais entre acetilacéo e
metilacdo tém ocorrido em leveduras, sugerindo que a acetilacdo de histonas ocorre
predominantemente no inicio dos genes, enquanto a dimetilacdo e trimetilacdo pode
aparecer em todas as regifes dos genes ativamente transcritos (Pokholok et al. 2005,
Vakoc et al. 2005, Chen e Tian 2007). Mais notavelmente, eventos especificos de
metilacdo estdo associados com o meio e o fim de genes ativamente transcritos
(Pokholok et al. 2005).

Metilacdes da H3K9 estdo relacionadas ao silenciamento génico, agindo como

marcadores de heterocromatina constitutiva. Tal modificagdo tem sido comumente
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encontrada em regides heterocromaticas, uma vez que a desacetilacdo da H3K9
permite a ligacdo da proteina HP1 e, consequente, a formacéo da heterocromatina (Li et
al. 2007, Cedar e Bergman 2009, Saksouk et al. 2015). Desta forma, a desacetilagéo e
metilacdo da histona H3 na lisina 9 sdo necessarias para a condensac¢do cromossémica
adequada (Park et al. 2011).

A trimetilagdo pontual e a hipertrimetilacdo em nucleos interfasicos/ profasicos |
iniciais e na regido terminal de alguns cromossomos, respectivamente, foram
observados em T. paraguayensis. A trimetilacdo da H3K9 e H4K20 tem sido
recentemente identificada em dominios teloméricos e subteloméricos de mamiferos
(Garcia-Cao et al. 2004, Gonzalo et al. 2005, Gonzalo et al. 2006). Em T.
paraguayensis, a hipertrimetilacdo nas extremidades cromossOmicas pode estar
relacionada a segregacdo de cromossomos holocéntricos, fazendo com que apenas
estas regides interajam com as fibras do fuso. Estudos em Heteroptera tem mostrado
que a trimetilacdo da H3K9 é restrita a regides terminais dos autossomos, fazendo com
que a atividade cinética dos cromossomos fique limitada as extremidades, ou seja,
cromossomos holocéntricos funcionam como monocéntricos durante a meiose (Viera et
al. 2009). No entanto, em Heteroptera, a caracteristica mais peculiar € que embora
ambas as extremidades dos cromossomos possam adquirir a atividade cinética devido a
modificagdo da histona H3, apenas uma delas torna-se ativa, possibilitando que cada
bivalente adquira ao menos duas orientacdes alternativas na metafase | (Viera et al.
2009). Almeida et al. (2017) relataram o acumulo de sequéncias repetitivas na regiao
distal dos cromossomos de T. obscurus, sugerindo que essas regides ndo estariam
cobertas pelos cinetécoros, e portanto, ndo teriam atividade cinética. No entanto, os
resultados obtidos em T. paraguayensis parecem contrariar essa hipoétese.

Escorpides apresentam um grande numero de rearranjos cromossOmicos, 0s

guais conferem a variabilidade neste grupo (Schneider et al. 2009, Mattos et al. 2013,
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Almeida et al. 2017). Em consequéncia disso, revelam associa¢gdes multivalentes na
meiose |, compostas por um namero variavel de cromossomos (Schneider et al. 2009,
Mattos et al. 2013, Almeida et al. 2017, ver Capitulo 1). A atividade cinética nas por¢des
distais dos cromossomos holocéntricos de escorpides pode ser estar relacionada ao
mecanismo de segregacdo dos cromossomos, garantindo a correta disjuncao,
principalmente daqueles pertencentes a associa¢cdes multivalentes.

A fosforilacdo e metilacdo de histonas H3 sdo responsaveis pela condensacao
cromossomica (Park et al. 2011). Os cromossomos de T. paraguayensis apresentaram-
se inteiramente fosforilados a partir da préfase |, com evidéncia de hiperfosforilacdo na
regido distal de alguns cromossomos. Este padrdo € similar aquele encontrado em
outros artropodes, que possuem Cromossomos monocéntricos ou holocéntricos, como
gafanhoto, besouros e percevejos (Sotero-Caio et al. 2011) e plantas portadoras de
cromossomos holocéntricos (Guerra et al. 2006, Marcon-Tavares et al. 2014). Além
disso, nossos resultados revelaram que todos 0os cromossomos aparecem igualmente
fosforilados durante a meiose, diferindo do que foi observado em espécies de trés
grupos de artropodes que possuem cromossomos sexuais diferenciados. Nestes
organismos, 0S cromossomos sexuais aparecem hipofosforilados até a anafase I
(Sotero-Caio et al. 2011). Este resultado € interessante, pois além de ser um indicio da
auséncia de cromossomos sexuais em T. paraguayensis, permite que a fosforilagdo da
H3S10 seja investigada em espécies de escorpides que foram recém descritas como

portadoras de cromossomos sexuais.
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Introducéo

O escorpido Tityus mattogrossensis, pertencente a familia Buthidae, possui
tamanho corporal de 30 mm a 36 mm, coloracdo que vai desde o amarelo claro ao
amarelo escuro, e um padrao variegado escuro por todo o corpo, caracteristica essa que
é compartilhada com todos os representantes do subgénero Archaeotityus (Lourenco
2006, Almeida 2010). Esta espécie encontra-se distribuida por areas de cerrado e de
formacgbes abertas, ocorrendo em regides centrais do territério brasileiro, como, no sul
da Bahia, Distrito Federal, Goias, norte de Minas, norte de Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e sul de Tocantins (Almeida 2010).

Estudos citogenéticos em T. mattogrossensis foram realizados apenas por Piza
(1947) que registrou o numero diploide 2n=20 para individuos de uma populacédo de
Trés Lagoas, MS, Brasil. Neste trabalho, Piza (1947) chamou de aberractes
cromossOmicas 0s rearranjos encontrados em T. mattogrossensis, 0s quais envolveram
até quatro cromossomos em uma associacdo multivalente. Desta forma, as seguintes
configuracdes cromossdmicas foram observadas por este autor em células pos-
paquiténicas: oito bivalentes mais uma cadeia composta por quatro elementos (811+CIV);
nove bivalentes (911), 10 bivalentes (10ll) e 14 bivalentes (14ll).

Estudos citogenéticos populacionais tém sido realizados em plantas (Chester et
al. 2011, Jabeen et al. 2012, Baeza et al. 2015) e animais, tais como insetos,
diplépodes, aracnideos, peixes, anuros, roedores e morcegos (Tsurusaki 1993, Garcia
et al. 2000, Tsurusaki e Shimada 2004, Vicari et al. 2005, Schneider et al. 2007, Mariano
et al. 2008, Medrado et al. 2008, Barth et al. 2009, Neto et al. 2009, Schneider et al.
2009, Bruschi et al. 2013, Campos e Fontanetii 2013, Silva et al. 2015, Malleret et al.
2016, Peixoto et al. 2016, Aguiar et al. 2017, Almeida et al. 2017). Em alguns casos,
pode-se observar similaridade do namero diploide entre as populacdes, mas diferencas

quanto a distribuicdo de heterocromatina constitutiva, de regides organizadoras



104

nucleolares, e do gene ribossomal 18S, tal como descrito em Alstroemeria presliana
(2n=16), Astianax fasciatus (2n=48), Hoplias malabaricus (2n=42); Pseudona
nnolenestrinatti (2n=16). (Vicari et al. 2005, Medrado et al. 2008, Campos e Fontanetti
2013, Baeza et al. 2015). Por outro lado, diferencas acentuadas no nimero diploide tém
sido descritas, como por exemplo, em populacfes de Ctenomys minutus (2n=42-50),
Dinoptera lucida (2n=106-120) e Sitophilus zeamais (2n=22-26) (Freitas 1997; Gava e
Freitas 2002; 2003; Freygang et al. 2004; Mariano et al. 2008; Castilho et al. 2012; Silva
et al. 2015).

O nudmero diploide nos butideos € extremamente variavel (2n=5-56).
Consequentemente, cerca de 1/3 de todas as espécies estudadas exibiram variacao
intraespecifica (intra e/ou interpopulacional) no nimero cromossémico, o que pode
envolver apenas um ou dois elementos, como em Ananteris balzanii (2n=12, 14) e
Lychas marmoreus (2n=12, 14, 15) ou diversos elementos, como em Buthus occitanus
(2n=22, 44, 56) e Uroplects carinatus (2n=40-48) (Carnoy 1885, Makino 1956, Guénin
1961, Newlands e Martindale, 1980, Shanahan 1989, Shanahan e Hayman 1990, Mattos
et al. 2013, ver Schneider et al. 2017). O caso mais intrigante de variacdo cromossémica
tem sido observado em Tityus bahiensis (2n=5-19) (Piza 1940, 1949, 1950, Brieger e
Graner 1943, Schneider et al. 2009, ver Schneider et al. 2017). Variagbes
cromossOmicas em escorpides tém sido atribuidas a rearranjos cromossomicos
originados por fissdes/fusdes e translocacdes reciprocas, € na maioria dos casos, tais
rearranjos deram origem a complexas associacbes multivalentes na meiose |.
Adicionalmente, devido a sua ampla distribuicdo, grande numero de espécies descritas
e auséncia de caracteristicas morfolégicas que permitam diferenciar as espécies do
género, Tityus pode ser considerado um grupo bastante complexo, 0 que torna seu

estudo bastante interessante (Riquelme et al. 2015).
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Desta forma, o objetivo deste trabalho é caracterizar seis populacdes de T.
mattogrossensis, visando comparar se ha diferencas cromossdmicas relacionadas ao
namero diploide, comportamento dos cromossomos na meiose, a localizacéo de regides

cromossOmicas especificas entre as populacdes.

Material e Métodos

Um total de 49 individuos de T. mattogrossensis foi analisado neste trabalho. A
quantidade de individuos analisados por populacdo bem como seus respectivos locais
de coleta na fauna brasileira estdo mostrados na Tabela 1 e Fig. 1. Os exemplares
foram depositados na Cole¢do Zooldgica da Universidade Federal de Mato Grosso,
Cuiaba, MT, Brasil (curador A. R. Ferreira).

As preparacbes cromossOmicas dos individuos de T. mattogrossensis foram
obtidas de acordo com Schneider et al. (2009) e Mattos et al. (2013). As preparacdes
cromossOmicas foram coradas convencionalmente com Giemsa 3%, impregnadas por
ion prata, de acordo com Howell e Black (1980), a fim de detectar as regibes
organizadoras nucleolares (RONSs), e submetidas a técnica de bandamento C (Sumner
1972), sendo posteriormente coradas com 4’-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), para
determinar a distribuicdo das regides de heterocromatina constitutiva. Além disso, foi
realizada a técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), para detectar a
localizacéo das sequéncias repetitivas TTAGGnN e ribossomal 28S. Para isso, seguiu-se
a técnica descrita por Pinkel et al. (1986), com algumas modificacdes. Para a deteccéo
das sequéncias teloméricas utilizou-se os primers Tel-F 5 TAGGTTAGGTTAGGTTAGG
e Tel-R 8 AACCTAACCTAACCTAACC como sondas. As sondas de rDNA 28S foram
obtidas a partir do DNA de Tityus silvestris através de PCR, utilizando os primers 28S-F
5 GACCCGTCTTGAAACACGGA e 28S-R 5 TCGGAAGGAACCAGCTACTA (Nunn et

al. 1996). Em ambos os casos, as sondas foram marcadas com Biotina 16-dUTP (1 mM)
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por PCR e detectadas com Alexa Fluor 488 (200 pg/mL). As laminas foram incubadas
em solugao de pepsina 1% e RNase/2xSSC (40 ug/mL), por cerca de uma hora a 37°C.
As preparacfes foram fixadas em formaldeido 1% (1xPBS/50mM MgCl,), durante 10
minutos, posteriormente lavadas em 1xPBS, por cinco minutos, e desidratadas em série
alcoolica de 70%, 90% e 100%, durante cinco minutos cada. O DNA cromossémico foi
desnaturado em formamida 70%/2xSSC, por cerca de trés minutos e trinta segundos a
uma temperatura de 70°C e, posteriormente, desidratado em série alcéolica gelada nas
mesmas porcentagens citadas acima. A solucdo de hibridacdo foi desnaturada em
termociclador por 10 minutos a 95°C, e, posteriormente, adicionados sobre as laminas,
as quais foram mantidas em camara Umida a 37°C overnight. As lavagens pos-
hibridacdo foram feitas com formamida 15%/2xSSC, duas vezes durante cinco minutos
cada, a 42°C, e em Tween 0,5%, por cinco minutos a temperatura ambiente. Os
cromossomos foram contra corados com DAPI/Vectashield. As imagens das células
mitéticas e meidticas foram capturadas em um fotomicroscépio Zeiss Imager A2,
utilizando o software Axio Vision. O comprimento diploide (DSL) foi determinado em
células pos-paquiténicas dos individuos 492 (27 células), 1029 (14 células) e 1220 (25
células) pertencentes as populagbes de Chapada dos Guimardes, Januaria e Alto
Araguaia (ponto 2), respectivamente, com o objetivo de identificar se ha diferenca entre
as configuracbes meioticas descritas para as diferentes populacdes (ver resultados).
Para realizacdo das medidas foi utilizado o programa Image J (Image Processing and
Analysis in Java) desenvolvido pela Research Service Branch of the US National
Institute of Mental Health. Posteriormente, os valores de DSL obtidos foram comparados
através da andlise de componentes principais (PCA), através do software Past

(Peleontological Statistics), verséo 2.17.
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Tabela 1. Numero de individuos de Tityus mattogrossensis analisados neste trabalho e seus
respectivos locais de coleta nos estados brasileiros. GO=Goias, MG=Minas Gerais, MT=Mato Grosso.

Espécie Namero de Localidade
individuos
Tityus mattogrossensis Borelli, 1901 93 Alto Araguaia (17°17S, 53°13'0), MT, Ponto 1
138 Alto Araguaia (17°08’S, 53°12’0), MT, Ponto 2
23 Aruana (14°55’'S, 51°04'0), GO
158 Cuiaba (15°29'S, 56°43'0), MT
24 Parque Nacional Cavernas do Peruagu (15°07’S, 44°16°'0),
Januéria, MG
53139 Parque Nacional Chapada dos Guimardes (15°17'S,

55°48'0), Chapada dos Guimarées, MT

Total 467/39

Fig. 1 — Locais de coleta de Tityus mattogrossensis no territorio brasileiro. GO=Goias, MG=Minas
Gerais, MT=Mato Grosso.
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Resultados

Metafase espermatogoniais de T. mattogrossensis revelaram 2n=19 em cinco
individuos da populagdo de Cuiab& (Fig. 2A) e 2n=20 em todos os exemplares de Alto
Araguaia (pontos 1 e 2), Aruand, Januéaria, Chapada dos Guimardes, e em quatro
machos de Cuiabd (Fig. 2C, E) (Tabela 2). Devido a baixa quantidade de células
mitéticas, néo foi possivel determinar o nimero diploide em nove machos pertencentes
a populacdo de Alto Araguaia (pontos 1 e 2), seis machos de Cuiaba, um macho e trés
fémeas de Chapada dos Guimardes. Os cromossomos de todos os individuos
decresceram gradualmente em tamanho e foram classificados como holocéntricos, pelo
fato de ndo apresentarem uma regido centromérica localizada (Fig. 2A-E).
Eventualmente, individuos de Cuiab& apresentaram um cromossomo de tamanho muito
menor quando comparado aos demais elementos do complemento (Fig. 2E).

Paquitenos iniciais apresentaram filamentos cromossémicos Unicos, 0s quais
estavam completamente emparelhados em paquitenos tardios. Devido ao fato de alguns
bivalentes convergirem para um Unico ponto, a extremidade de um bivalente parece se
conectar a extremidade de outro bivalente, tornado dificil determinar com precisdo o
namero de bivalentes nesta fase (Fig. 2F).

As configuracdes cromossémicas observadas em células pds-paquiténicas de
25 exemplares de T. mattogrossensis foram agrupadas da seguinte forma: 1) individuos
com 2n=19 apresentaram quatro configuracdes meiédticas distintas, ou seja, nove e/ou
10 bivalentes (911; 10ll) (Fig. 2G-H), seis bivalentes mais duas associa¢des multivalentes
compostas por trés e quatro cromossomos (6l1+CIII+CIV) (Fig. 2I), ou ainda, oito
bivalentes mais uma cadeia de trés cromossomos (8I1+ClII) (Fig. 2J); 2) individuos com
2n=20 (com excec¢do de individuos de Cuiabd) mostraram 10Il (Fig. 2H) ou oito
bivalentes mais uma associagdo multivalente composta por quatro cromossomos

(8lII+CIV) (Fig. K-M) (Tabela 2). Além disso, uma diferenca quanto ao tamanho dos
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cromossomos que constituem a cadeia foi observada entre os espécimes com 8II+CIV:
1) cromossomos que constituem a cadeia com tamanho similar, nos individuos de Alto
Araguaia, ponto 2 (Fig. 2K), 2) cadeia composta por dois cromossomos grandes e dois
médios, nos exemplares de Chapada dos Guimardes (Fig. 2L) e 3) quadrivalente
formado por dois cromossomos grandes, um médio e um pequeno, nos individuos de
Januaria (Fig. 2M). O DSL de células poés-paquiténicas portadoras da configuracao
8II+CIV foi determinado e comparado por PCA nos individuos de Alto Araguaia (ponto
2), Chapada dos Guimardes e Januaria, a fim de avaliar se a diferenca de tamanho dos
cromossomos que compde a cadeia era significativa. A andlise do DSL total n&o
mostrou valor significativo, indicando que nao existe diferenca entre os individuos,
guando comparados o comprimento de todos os bivalentes e cromossomos da cadeia.
No entanto, quando analisamos apenas o comprimento dos cromossomos da cadeia, foi
possivel verificar o0 agrupamento dos cromossomos dos individuos pertencente a cada
populacdo (Fig. 3), o0 que mostra que a associacdo quadrivalente é constituida por
cromossomos diferentes. Metafases Il revelaram a correta segregacao e disjuncdo dos
cromossomos durante a anafase |, uma vez que apresentaram n=9 (Fig. 2N) e n=10
(Fig. 20) em todos os individuos portadores do numero diploide 2n=19 e, n=10 em
individuos com namero diploide 2n=20 (Fig. 20).

Metafases mitoticas de todos os individuos das seis populacbes de T.
mattogrossensis estudadas, quando impregnadas pelo ion prata revelaram RONs nas
regibes terminais de dois cromossomos de tamanho médio/pequeno (Fig. 2B, D).
Individuos de diferentes populacdes, os quais possuem configuracbes meibticas
distintas, foram submetidos a técnica de FISH com sonda de rDNA 28S (Fig. 4). Células
em metafase mitética revelaram um par de cromossomos portador do gene de rDNA
28S, confirmando o numero e localizacdo das Ag-RONSs. Entretanto, o tamanho do

cistron ribossomal diferiu entre os cromossomos, o que tornou dificil a visualizagdo do
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sitio ribossomal no cromossomo que apresenta uma sequéncia de rDNA 28S com
poucas repeticdes (Fig. 4F). Células paquiténicas revelaram sitios ribossomais na regiao
terminal de um bivalente (Fig. 4B). Em células pos-paquiténicas, independentemente da
configuracdo meidtica, os sitios de rDNA 28S estavam sempre localizados em
cromossomos de tamanho similar, ndo envolvidos nas associa¢gdes multivalentes, como
mostram as Figuras 4C-E de individuos de Cuiaba com 8II+CIV e Chapada dos
Guimaraes com 9ll e 10ll. Células em metafase Il revelaram apenas um cromossomo
portador do gene ribossomal 28S, o que corrobora a segregacgao correta e balanceada
dos cromossomos na anéfase | (Fig. 4G).

Preparacdes citologicas submetidas ao bandeamento C e subsequentemente
coradas com DAPI apresentaram um pequeno bloco de heterocromatina constitutiva na
regido terminal de apenas um cromossomo (Fig. 4H). Células paquiténicas submetidas a
técnica de FISH com sonda telomérica TTAGGnN exibiram sinais positivos localizados

nas porgoes finais dos bivalentes (Fig. 4l).



111

Tabela 2 — Caracteristicas cromoss6micas de Tityus mattogrossensis analisados neste trabalho, incluindo o nimero diploide e as configuracdes em células
pos-paquiténicas dos machos. Parénteses = ndmero de células. NV = ndmero variavel de bivalentes e/ou cadeias cromossdmicas em células pos-

paquiténicas. ND = nimero de bivalentes e cromossomos nas cadeias nédo determinados. Il = bivalente. lll = trivalente. CIV = quadrivalente.
Espécie Configuracdo cromossdmica em células pés-paquiténicas
P 611+ClII+CIV  8lI+CllI 9ll 1011 8lI+CIV NV ND Total
Tityus mattogrossensis

Alto Araguaia Ponto 1- 2n=20 - 1211;
1212: 1215: 1217: 1218 - - 61.03 (83) - 29.41 (40) 9.56 (13) 136
Alto Araguaia Ponto 2 -2n=20- 1221;
1223:1247: 1248: 1250 - - 69.62 (55) - 27.84 (22) 2.54 (2) 79
1220 - - - - 69.45 (25) 2.78 (1) 27.77 (10) 36
Aruand— 2n=20 — 990; 991 - - - 88.23 (30) - 11.77 (4) - 34
Cuiaba — 2n=19- 1253 51.85 (14) - - - - 29.63 (8) 18.52 (5) 27
1258 - 45 (9) - - - 50 (10) 5(1) 20
452 - - 25 (8) 40.62 (13) - 31.25 (10) 3.13 (1) 32
449; 454 - - - 27.27 (6) - 59.10 (13) 13.63 (3) 22
Januaria— 2n=20-1028 - 63.15 (60) - 36.85 (35) - 95
1029 - - 46.67 (21) 40 (18) 13.33 (6) 45
Chapada dos Guimardes — 2n=20- 435;
445: 519: 576 - 71.96 (95) - 28.04 (37) - 132
492 - 92.60 (25) 7.40 (2) - 27
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Fig. 2 — Células testiculares de Tityus mattogrossensis coradas com Giemsa (A, C, E-O) e
impregnadas pelo ion prata (B, D). A-E. Metafases mitéticas com 2n=19 (A-B) e 2n=20 (C-E). As
regides organizadoras nucleolares foram localizadas na regido terminal de dois cromossomos (seta)
(B, D). F. Paquiteno com bivalentes convergindo para um U(nico ponto central. G-M. Pés-paquitenos,
mostrando 91l (G), 10II (H), 611+CIlI+CIV (1), 8lI+CIlI (J) e 8II+CIV (K-M). N-O. Metéafases Il com n=9 e

n=10, respectivamente. lI=bivalente. CllI=trivalente. ClIV=quadrivalente. P=pequeno. Escala=10um.
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Fig. 3. Andlise do comprimento total dos cromossomos constituintes da cadeia cromossémica da
configuracdo 8II+ClV, entre trés populacdes. Observar que os cromossomos de cada populacdo
estao agrupados. Roxo=Alto Araguaia. Azul escuro=Chapada dos Guimaraes. Azul claro=Januéria.
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G H

Fig. 4 — Hibridizag&o in situ fluorescente com sonda ribossomal 28S (seta) (A-G), telomérica TTAGGn
(sinal verde) (I) e bandamento C com coloracéo DAPI (cabeca-de-seta) (H). A. Ndcleo interfasico. B,
I. Paquiteno .C-E. Pds-paquiteno, exibindo sitios ribossomais na regido terminal de um bivalente em
configuragbes de 8II+CIV, 9l e 10ll, respectivamente. F. Metafase mitdtica com 2n=20. Notar que
apenas um cromossomo apresentou cistron ribossomal bem evidente. G. Metafase Il com n=9 e
localizacéo dos genes ribossomais na regido terminal de um cromossomo. H. Metafase mittica com
2n=20. Notar o pequeno bloco de heterocromatina em apenas um cromossomo (cabeca-de-seta). I.
Paquiteno mostrando sinais teloméricos na regido terminal dos bivalentes. lI=bivalente.
IV=quadrivalente. Escala=10um.
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Discusséo

As amostras de T. mattogrossensis estudadas neste trabalho foram coletadas
em seis localidades distintas no territorio brasileiro. Apesar de algumas dessas
populagbes serem geograficamente distantes entre si, similaridades relacionadas ao
namero diploide, comportamento dos cromossomos na meiose, bem como, de regides
cromossomicas especificas, como dos sitios ribossomais, regides de heterocromatina e
sequéncias teloméricas, foram observadas. Embora as espécies do género Tityus
usualmente apresentem variagbes cromossOmicas, similaridades cariotipicas foram
descritas para populacbes geograficamente distantes nos escorpides partenogenéticos
Tityus serrulatus e Tityus trivittatus (Schneider e Cella 2010; Adilardi et al. 2014).

Entretanto, algumas diferencas cariotipicas foram observadas entre as
populacdes de T. mattogrossensis analisadas aqui. A populacdo de Cuiaba apresentou
variacdo de numero diploide, devido a presenca de individuos com 2n=19 e 2n=20. Tal
diferenca provavelmente é consequéncia de rearranjo cromossémico do tipo fuséo, que
reduziu o nimero de cromossomos para 2n=19 a partir do 2n=20. Rearranjos do tipo
fissdo/fusdo sdo comuns entre os escorpides Buthidae e tem gerado toda a variabilidade
de numero diploide relatada para a familia (2n=5-56) (ver Schneider et al. 2017).
Variagcbes intraespecificas no numero cromossdmico também foram recentemente
registradas em Tityus obscurus (2n=11-16) (Almeida et al. 2017), na qual os autores
sugerem um padrdo de variacdo cariotipica central-marginal, ou seja, as populacdes
centrais da distribuicAo da espécie teriam a maior variabilidade genética que as
populacdes marginais. Porém, em T. mattogrossensis ndo foi possivel verificar tal
padrdo, uma vez que a presenca de diferentes niumeros diploides ocorreu apenas na
populacéo de Cuiaba.

A analise do comportamento dos cromossomos em células pos-paquiténicas

revelou outra variagdo entre as populagbes analisadas, uma vez que quatro
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configuracdes meiodticas distintas foram observadas nos individuos de Cuiaba (9ll, 10Il,
611I+CIII+CIV, 8II+ClIl), as quais foram exclusivas desta localidade e diferiram das
férmulas meioticas encontradas nas demais populacdes (811+CIV e/ou 10Il). Um estudo
prévio de T. mattogrossensis foi realizado em individuos de Trés Lagoas, MT, por Piza
(1947), que revelou namero diploide similar ao descrito para as populagdes analisadas
neste trabalho (2n=20), com as seguintes férmulas meidticas: 9ll, 10Il, 141l e 8lI+CIV. A
configuracdo 8II+CIV parece ser uma caracteristica comum entre as populacdes de T.
mattogrossensis. Porém, como 0s cromossomos que constituem a cadeia parecem ter
tamanhos diferentes (Fig. 2K-M), nés comparamos o comprimento total do quadrivalente
entre as populacbes de Alto Araguaia (ponto 2), Januaria e Chapada dos Guimaraes. A
analise de PCA confirmou nossa hipétese e agrupou os cromossomos do quadrivalente
cada qual a populacdo correspondente, indicando que os cromossomos envolvidos nos
rearranjos que deram origem a associa¢cdo multivalente ndo foram os mesmos entre as
populacdes. Assim, apesar das configuracdes meibticas parecerem similares, diferencas
sutis revelam a variabilidade genética entre as populacgfes investigadas.

Caracteristicas cariotipicas similares referentes ao numero diploide tem sido
observadas em plantas e animais. Entretanto, estes organismos podem apresentar
diferencas quanto a distribuicdo de heterocromatina constitutiva, de regides
organizadoras nucleolares e de genes ribossomais (Vicari et al. 2005, Medrado et al.
2008, Campos e Fontanetti 2013, Baeza et al. 2015). Vicari et al. (2005) e Neto et al.
(2009) atribuiram as similaridades cariotipicas encontradas em diferentes populagfes de
Hoplias malabaricus e Astianax altiparaneae, respectivamente, ao forte parentesco entre
os individuos, porém as pequenas diferencas detectadas, tais como, férmula cariotipica
e numero de regifes organizadoras nucleolares indicam divergéncia evolutiva devido a
restricdo de fluxo génico. Adicionalmente, um estudo envolvendo 146 popula¢cfes da

aranha Delena cancerides, coletadas ao longo do sudeste da Australia, revelou apenas
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uma constituicdo meiodtica em 127 populagdes, ao passo que, 19 populacdes mostraram
polimorfismos com duas ou quatro configuragdes meioticas distintas. As caracteristicas
cromossOmicas observadas em populacdes geograficamente distantes (extremos da
distribuicdo) apresentaram-se bem definidas, cada qual, com diferentes configuracdes
meiodticas, tornando-as populagdes bem estruturadas. Entretanto, o meio do gradiente
de coleta constitui uma zona hibrida, na qual, uma grande variagdo no numero
cromossOmico foi encontrada (Sharp e Rowell 2007).

Todas as populagbes analisadas aqui apresentaram padrdes similares e
conservados no que diz respeito a distribuicdo das RONs e dos sitios de rDNA 28S, os
quais estavam sempre localizados em cromossomos de tamanho similar, a presenca de
um cromossomo portador de heterocromatina constitutiva e de sequéncias teloméricas
na extremidade dos cromossomos, sem evidéncia de ITS. O uso de técnicas de
coloracao diferencial e molecular pode revelar variacdes entre individuos e/ou espécies
que apresentam caracteristicas cromossdmicas similares (Vicari et al. 2005, Neto et al.
2009, Campos e Fontanetti 2013; Mattos et al. 2014). Em Tityus confluens, o emprego
da técnica de FISH com sonda de rDNA 45S, revelou que individuos portadores da
mesma configuragdo pos-paquiténica (511+ClIl) diferiram quanto a localizacdo do sitio
ribossomal (Mattos et al. 2014). Diferencas quanto a localizacdo da heterocromatina e
sitios ribossomais, sdo comuns e foram relatadas para populacdes de espécies distintas
como o diploploda Pseudonannolene strinatii e os peixes Astianax altiparanae e Hoplias
malabaricus (Vicari et al. 2005, Neto et al. 2009, Campos e Fontanetti 2013).

As variagOes cariotipicas encontradas para T. mattogrossensis parecem nédo
alterar o fendtipo dos individuos, uma vez que todos apresentam caracteristicas
morfologicas muito similares. No entanto, o emprego de diferentes abordagens, tais
como a andlise da sequéncia do gene citocromo oxidade | (COIl), pode ser util para

identificar espécies morfologicamente similares e testar a estruturacdo populacional,
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conforme demonstrado por Ramalho et al. (2016), ao analisar coldnias de formigas que
apresentam um alto grau de semelhanca morfologica. Adicionalmente, Bruschi et al.
(2013) utilizaram marcadores moleculares mitocondriais combinados a citogenética no
anfibio Phyllomedusa hypocondrialis para verificar se as variagcbes fenotipicas
observadas entre os individuos estava relacionada as diferencas genotipicas. Em T.
mattogrossensis, o uso destas ferramentas, aliada aos dados citogenéticos que
obtivemos para diferentes populacdes parece ser valido para avaliar a estrutura e fluxo

génico dessas populacdes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos com a andlise citogenética de seis espécies brasileiras
pertencentes ao subgénero Archaeotityus permitiram constatar:

e Presenca de cromossomos holocéntricos, meiose sinaptica e aquiasméatica e
associacdes multivalentes na meiose I.

e Variabilidade de numero diploide e de cadeias cromossémicas dentro e entre as
espécies e populacoes.

e O numero diploide descrito para as seis espécies de Archaeotityus variou de
2n=16 a 2n=24.

e Tityus clathratus revelou até 11 configuracbes meidticas, sendo a espécie que
apresentou maior variabilidade em células pos-paquiténicas. Adicionalmente,
Tityus pusillus revelou células poliploides na meiose I.

¢ Rearranjos cromossdmicos do tipo fissdo/fusdo e translocacédo reciproca foram
0s responsaveis pela formacéo das associa¢cdes multivalentes e variabilidade do
namero diploide observados em células meidticas e mitGticas, respectivamente.

e Caracteristicas cariotipicas similares com diferencas ténues em relacdo ao
comportamento dos cromossomos em células pdés-paquiténicas revelaram o
baixo fluxo génico entre as diferentes populacdes de T. mattogrossensis.

e A baixa quantidade de heterocromatina constitutiva localizada apenas na regiao
terminal de um par de cromossomos € uma caracteristica comum para as
espécies de Archaeotityus.

e O numero de localizacéo de sitios de rDNA 28S na regido terminal de um par de
Cromossomos parece ser uma caracteristica conservada para a familia Buthidae

apesar dos altos indices de rearranjos.
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A presenca da sequéncia telomérica (TTAGG)n apenas nas regides distais dos
cromossomos, sem evidéncia de ITS, indicam que apesar dos altos indices de
rearranjos observados essa sequéncia é mantida.

Padrées de modificacdo de histonas, tais como, acetilagdo, metilacdo e
fosforilacdo revelaram modificacbes sequenciais relacionadas a transcricao,
condensacdo, coesdao e segregacao dos cromossomos holocéntricos de T.

paraguayensis.
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