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RESUMO

A Ordem Scorpiones retne cerca de 1950 espécies, com distribuicdo em quase todos o0s
continentes do mundo, a exce¢do da Antartida. Do ponto de vista citogenético, Scorpiones
apresenta: (1) cromossomos holocéntricos em Buthidae e monocéntricos nas demais
familias; (2) meiose aquiasmatica em individuos machos; (3) alta frequéncia de rearranjos
do tipo fusdo/fissao, translocacbes e inversdes em estado heterozigoto; (4) presenca de
multivalentes meidticos, que podem exibir configuracfes distintas aos niveis inter ou
intrapopulacional. Até o presente momento, 0s mecanismos moleculares e
cromossémicos responsaveis pela manutencdo deste sistema genético ainda sdo pouco
compreendidos. O presente estudo visou estudar a organizacdo gendmica,
comportamento meidtico e evolugdo dos cromossomos holo e monocéntricos de
escorpifes amazonicos, utilizando imunocitogenética, cariotipagem, mapeamento de
DNAs repetitivos por FISH, analise filogenética e RT-PCR em 8 espécies pertencentes
as familias Buthidae (Tityus metuendus, Tityus silvestris e Tityus maranhensis), Chactidae
(Neochactas parvulus, Brotheas amazonicus, Brotheas silvestris e Brotheas paraensis) e
Hormuridae (Opisthacanthus cayaporum). Nossos resultados mostraram variagOes
geograficas nos cariotipos de T. metuendus (2n = 12 ou 18), B. amazonicus (2n = 50 ou
52) e Tityus silvestris (2n = 16 ou 24). Durante meiose | em T. maranhensis, associagdes
quadrivalentes apresentam atraso no processo sinaptico em relacédo a bivalentes, porém
regides assinapticas no centro deste multivalente ndo sofrem inativagdo transcricional por
YH2AX. Nesta mesma espécie, cromossomos apresentam atividade holocinética em
metéfase I, e telocinética em metéfase 1. Quanto a meiose aquiasmatica em T. silvestris
observamos formacéo e reparo de DSBs, e expressdo de enzimas de reparo mismacht
(MLH1, MLH3, MSH5) e MUS81 em ambos os sexos. Neste escorpido o avanco da
sinapse € associado a aumento da quantidade de formacdo de cromatina rica em
H3K27me3. Multivalentes meidticos e extensos heteromorfismos de clusters 45S rDNA
(com colocalizacdo deste rDNA e U2 snDNA em alguns individuos) também foram
registrados em B. amazonicus 2n = 52 e sua origem pode estar relacionada a translocacoes
maltiplas. Em N. parvulus (2n = 56), um caridtipo altamente bimodal foi observado,
possivelmente resultante de fusdo/fissio de cromossomos de tamanho regular.
Finalmente, o cariotipo de O. cayaporum (2n = 50), demonstrou sequencias teloméricas

intersticiais de natureza heterocromatica, que formam associacbes heterdlogas
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temporarias no paquiteno, contribuindo para segregacdo correta dos cromossomos
homologos. Em conjunto, nossos dados revelam possivel formacéo de espécies cripticas,
bem como diferentes tendéncias de evolucdo cromossdmica especificas de cada familia
analisada no presente estudo, e um conjunto de adaptacdes que favorecem a ocorréncia

simultanea de meiose aquiasmatica e rearranjos heterozigotos em Scorpiones.

Palavras-chave: Scorpiones, meiose aquiasmatica, multivalente mei6tico, cromossomos
holocéntricos
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1. INTRODUCAO

1.1.CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ORDEM SCORPIONES, COM
ENFASE NAS FAMILIAS COM OCORRENCIA NO BRASIL

A Ordem Scorpiones relne invertebrados popularmente conhecidos por
escorpides ou lacraus que pertencem ao Filo Arthropoda, ao subfilo Chelicerata e a Classe
Arachnida. Sdo animais considerados verdadeiros fosseis vivos, pois sua origem data
desde o periodo Siluriano, a mais de 400 milhdes de anos, no ambiente marinho (Howard
et al., 2019). Eles ocorrem em quase todos os continentes do mundo (com excecéo da
Antartida). Como sinapomorfias, os integrantes desta ordem apresentam: (1) um par de
glandulas produtoras de veneno altamente tdxico para insetos e mamiferos, no interior do
télson (mantido durante toda vida destes artrépodes), que é utilizado para paralisar as
presas durante o forrageamento; (2) um par de 6rgdos sensoriais na regido ventral,
denominados pentes, que possuem fungdes mecanoreceptoras e quimioreceptoras (Polis,
1990; Brasil, 2009) (Figura 01).

" ‘ ) N Estemo Esterno linear
‘)—- 4 Pentes #{\&
b N

Télson com glandulas Esterno subpentagonal Esterno subtriangular

de veneno
// /

Figura 1: Caracteristicas morfol6gicas da Ordem Scorpiones. (a) Regido ventral do escorpido Tityus
martinpaechi demonstrando os pentes € o0 télson (b) Diferentes padrdes de esterno presentes nas familias
de escorpibes da fauna brasileira. (Foto: Denise Candido). Modificado de Soleglad e Fet (2003a)

Os escorpides sao carnivoros, alimentando-se principalmente de insetos, aranhas,

miriapodes, pequenos vertebrados, e em algumas situacBes de escassez, podem capturar
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e predar outros escorpides (Figura 2) (Brazil e Porto, 2011). S&o noturnos e apresentam
grande exigéncia quanto ao habitat, apesar de algumas espécies possuirem alta
plasticidade ecoldgica, adaptando-se facilmente a ambientes urbanos (Brasil, 2009).
Grande parte dos escorpides ndo possui comportamento social, mas podem apresentar
padrdo de distribuicdo espacial agregado de suas populagfes em habitats com alta
abundancia de alimento e abrigo (Santos et al., 2018). O veneno € a principal arma de
defesa contra competidores e predadores (corujas, lagartos, morcegos, entre outros),
entretanto, no género Ananteris, a autotomia do p6s-abdomen também ¢é utilizada (Figura
2) (Mattoni et al., 2015). A fluorescéncia do exoesqueleto mediante irradiagdo da luz
ultravioleta ¢ um fendmeno comum a todos 0s escorpides, e algumas hipdteses sugerem
que esse processo possa ser utilizado como mecanismo de comunicacgdo, atracdo de

fémeas, entre outras funcdes (Figura 2) (Brasil, 2009).
_ ———— _

Figura 2: Aspectos ecoldgicos e reprodutivos dos escorpifes. (a) O escorpido Tityus kury predando uma
aranha. (b) Espécime de Ananteris balzani e parte do pos-abdémen ap06s autotomia. (c) Tityus kury sob luz
ultravioleta. (d) Casal de Tityus matogrossensis durante acasalamento. (e) Espermat6foro depositado por
macho de Tityus brazilae. (f) Escorpido partenogenético Tityus serrulatus com filhotes no dorso.
Modificado de Mattoni et al. (2015) e Brazil e Porto (2011)

Com relacdo a reproducdo destes aracnideos, em geral 0s escorpides possuem
sexos separados (com transferéncia de espermatozlides via espermatdéforo), sdo
viviparos, exibem elaborados rituais de acasalamento e as fémeas apresentam grande

cuidado parental (Figura 2) (Warburg et al., 2011). Cerca de 15 espécies de escorpides
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reproduzem-se por partenogénese; na maioria destes casos, fémeas podem gerar ninhadas
compostas apenas por individuos fémeas sem necessidade de acasalamento (telitoquia)
(Lourengo et al., 2015); nas espécies Tityus metuendus e Tityus neblina, foi sugerido
ocorréncia de partenogénese por arrenotoquia, em virtude da producdo de ninhadas
formadas apenas por machos, entretanto, sdo necessarias maiores evidéncias para
confirmar esse fendmeno (Lourenco, 2018). Para algumas das espécies partenogenéticas,
populacOes sexuadas tém sido descritas recentemente (Lourenco, 2018).

Atualmente a Ordem Scorpiones é formada por aproximadamente 2.545 espécies,
distribuidas em 18 familias (Rein, 2021). Diversas analises filogenéticas tém sido
realizadas para compreender as relacGes evolutivas dentro desta ordem, utilizando
caracteres morfologicos e moleculares; a proposta mais recente baseada em dados
moleculares multilocus sugeriu que trés familias podem ser polifiléticas (Figura 3)
(Sharma et al., 2015). A fauna de escorpides do Brasil é representada pelas familias

Buthidae, Chactidae, Hormuridae e Bothriuridae.

Buthidae L]
Chaerilidae

Pseudochactidae

[uridae
Bothriuridae ®
Vaejovidae (partim)
4E— Typhlochactidae
Superstitioniidae
— Chactidae (partim) ®

Euscorpiidae
-l‘_E Scorpiopidae
Chactidae (partim)

Caraboctonidae
Troglotayosicidae

Vaejovidae (partim)
Heteroscorpionidae
Hemiscorpiidae

Hormuridae (partim)

Urodacidae

Diplocentridae
Hormuridae (partim) @
Scorpionidae

Figura 3: Hipotese filogenética proposta por Sharma et al. (2015) para a Ordem Scorpiones. As familias
presentes na fauna brasileira sdo indicadas com circulo escuro. A palavra “partim” refere-se subgrupos de
familias ndo monofiléticas que agrupam em diferentes regides da arvore filogenética. Nesta hipotese
evolutiva, Chactidae, Vaejovidae e Hormuridae sdo consideradas polifiléticas.
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A familia Buthidae ocupa uma das posi¢cdes mais basais na filogenia desta ordem,
juntamente com Pseudochactidae e Chaerilidae. Apresenta a placa esterno com formato
subtriangular (Figura 1b) (Lourenco, 2002). Ela é a Unica que possui distribuicdo
cosmopolita, bem como a maior diversidade, sendo constituida por 95 géneros e 1214
espécies (Rein, 2021). Todos os escorpides responsaveis por acidentes de alta gravidade
pertencem a esta familia, e correspondem a aproximadamente 9 géneros, distribuidos em
diversos paises do Velho e Novo Mundo (Chippaux E Goyffon, 2008). No Brasil, ha
ocorréncia dos seguintes géneros de Buthidae: Tityus, Ananteris, Isometrus, Microtityus,
Rophalurus, Troglorophalurus, Physoctonus, Jaguajir, Ischinotelson e Zabius (Figura 4)
(Esposito et al., 2017).

A familia Bothriuridae compreende espécies de pequeno a médio porte (2,5 a 6
cm de comprimento), caracterizadas pela presenca de placa esterno linear, reduzida ou as
vezes ausente (Figura 1b) (Lourenco, 2002). Sua distribui¢do geogréafica abrange regides
temperadas e subtropicais da América do Sul, Africa, Asia (india) e Oceania (Australia)
(Brazil e Porto, 2011). Relne cerca de 17 géneros e 154 espécies, dentre os quais cinco
(Bothriurus, Brazilobothriurus, Urophonius, Brachisthosternus e Thestylus) estéo
presentes na fauna brasileira (nenhum na regido Amazonica) (Figura 4) (Santos-Da-Silva
et al., 2017; Rein, 2021).

A familia Chactidae redne aproximadamente 15 géneros e 209 espécies
distribuidas ao longo do continente americano, estendendo-se desde a América do Norte
até o Centro-Oeste do Brasil (Rein, 2021). Neste tltimo, eles estdo concentrados quase
exclusivamente na regido Amazonica, a excecdo de Hadrurochactas brejo, encontrado
no Nordeste (Lourenco, 2010). S&o animais de médio a grande porte, que apresentam 0
esterno subpentagonal (Figura 1b) e um esporao retrolateral na regido tarsal das pernas
(Lourengo, 2002). A andlise filogenética realizada por Sharma et al. (2015) sugere que
Chactidae ndo corresponde a um grupo monofilético. Os seguintes géneros compdem a
escorpiofauna  brasileira:  Brotheas, Brotheochactas, Chactas, Chactopsis,
Hadrurochactas, Neochactas, Teuthraustes, Vachoniochactas, Chactopsoides e
Magachactops (Figura 4) (Ochoa et al., 2013).

A familia Hormuridae é composta por 10 géneros e cerca de 90 espécies, com
distribuicio na América, Africa, Asia e Oceania (Rein, 2021). Eles apresentam esterno
subpentagonal, mas diferem de Chactidae, pela auséncia do esporao na regido retrolateral

tarsal (Lourenco, 2002). Em geral possuem o corpo achatado dorso-ventralmente, como
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uma adaptacédo a vida em frestas e rochedos (Monod e Prendini, 2014). No Brasil, esta
familia é representada apenas pelo género Opisthacanthus, com trés espécies descritas:
O. cayaporum (em é&reas de cerrado do sul do Estado do Par4, Tocantins e Goias,
habitando o interior de cupinzeiros), O. surinamensis (fronteira entre Brasil e Suriname)

e O. borboremai (Estado do Amazonas) (Figura 4) (Lourenco, 2017).

Figura 4: Diversidade de escorpifes do Brasil. (a) Ischinotelson guanabiensis; (b) Jaguajir rochae; (c)
Physoctonus debilis; (d) Rophalurus laticauda; (e) Troglorophalurus translucidus; (f) Tityus bahiensis; (g)
Tityus mattogrossensis; (h) Tityus obscurus; (i) Ananteris mauryi; (j)lsometrus maculatus;
(k)Brazilobothriurus pantanalensis; (I) Bothriurus bonariensis. (m)Chactopsoides gonzalezspongai.
(n)Megachactopsis kuemoi. (o)Guyanochactas flavus. (p) Brotheas granulatus. (q) Brotheochactas
delicatus.(r) Hadrurochactas schaumii. (s) Chactopsis amazonica. (t) Opistachanthus cayaporum.
Modificado de: Kury et al. (2010); Porto et al. (2010); Ochoa et al. (2013); Carvalho et al. (2017); Ythier
et al. (2018)

1.2.CROMOSSOMOS HOLOCENTRICOS

Cromossomos holocéntricos sdo aqueles que possuem o centrdmero disperso ou
difuso ao longo de toda sua extensao (Figura 5); este tipo de cromossomo surgiu de forma
independente em diversos clados de eucariotos, ocorrendo desde protistas até plantas e
animais (Melters et al., 2012). Em plantas sdo observados principalmente em
monocotiledbneas, especialmente em integrantes das familias Juncaceae e Cyperaceae
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(Chung et al., 2011). Em nematodeos, eles sdo encontrados em todas as familias, a
excecdo de Trichuridae (Subirana e Messeguer, 2013). Entre os artropodes eles séo
presentes em miridpodes, diversas ordens de insetos e em aracnideos (ordens Aranae,
Acari e Scorpiones) (Marques e Pedrosa-Harand, 2016). Os mecanismos moleculares que
originaram o holocentrismo em clados distintos ndo sdo bem compreendidos, entretanto,
a distribuicdo desta caracteristica na filogenia dos seres vivos mostra que na maior parte
dos taxons eles surgiram a partir de ancestrais que apresentavam Cromossomos

monocéntricos (Melters et al., 2012).
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Figura 5:Diferengas entre cromossomos holo e monocéntricos durante metafase e anafase da mitose. (a)
Em monocéntricos centrdmeros (vermelho) sdo localizados em apenas uma Unica regido, e na anafase
apresentam atividade monocinética, enquanto em holocéntricos. (b) O centrébmero encontra-se disperso ao
longo de todo cromossomo, permitindo atividade holocinética na anéafase. (c¢) Quebra de cromossomo
monocéntrico, e perda do segmento fissionado. (d) Quebra de cromossomo holocéntrico e conservacdo do
fragmento gerado. Retirado de Cuacos et al. (2015)
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Durante a divisdo mitética, cromossomos holocéntricos podem ser identificados
através da auséncia de constricdo primaria e pela segregacao paralela dos homologos em
direcdo aos polos durante a Anafase (Mola e Papeschi, 2006) (Figura 5). Organismos com
sistemas holocéntricos podem apresentar grande variacdo do numero diploide. 1sso se
deve ao fato de os microtibulos do fuso unirem-se ao longo das cromatides, permitindo
que fragmentos gerados por fissdes segreguem normalmente para as células filhas (Figura
5) (Marques e Pedrosa-Harand, 2016). Outra caracteristica que favorece a alta diversidade
cariotipica em organismos holocéntricos é a formacdo rapida de novos teldomeros em
regides fissionadas, em virtude da expressao constitutiva do gene da telomerase, o que
permite estabilizar as extremidades quebradas dos novos cromossomos (Jankowska et al.,
2015). Alguns estudos sugerem que estas caracteristicas da morfologia holocéntrica
foram importantes durante a colonizagdo do ambiente terrestre, conferindo vantagem para
alguns organismos, que conservavam o0s fragmentos cromossomicos resultantes de
quebras induzidas pela radiacdo solar (Zedek e Bures, 2017). O grande potencial destes
cromossomos para tolerar rearranjos do tipo fusao/fissdo permite uma acelerada evolugéo
cariotipica em alguns clados. A comparacdo do genoma de duas espécies de Lepidoptera
mostrou uma taxa de duas fissdes por megabase de DNA por milhdes de anos, superando
a taxa de rearranjos fixados observados em insetos monocéntricos, como Drosophila, por
exemplo (D'alencon et al., 2010; Hill et al., 2019).

A estrutura gendmica de cromossomos holocéntricos difere daquela encontrada
em monocéntricos. Os primeiros geralmente apresentam dominios de heterocromatina
constitutiva e sitios 45S rDNA localizados nas regifes terminais dos cromossomos
(Heckmann et al., 2011). A distribuicdo de sequencias satélites é variavel entre os
organismos holocéntricos. Em nemat6deos holocéntricos, por exemplo, DNAs satélites
sdo distribuidos ao longo do seu genoma, além de serem mais abundantes e diversificados
em relacdo ao genoma de espécies monocéntricas (Subirana e Messeguer, 2013). Em
plantas holocéntricas, eles geralmente sdo organizados em clusters, formando grandes
blocos ao longo do cromossomo (Ribeiro et al., 2016). A regido subtelomérica de
cromossomos holocinéticos € rica em variados tipos de DNASs repetitivos, que podem
desempenhar funcgdes diversas; em Bombyx mori, por exemplo, retroelementos TRAS 1
presentes na regiao subtelomérica sdo ativos, e em casos de fissdes, passam a constituir o
telémero, em virtude da presenca de uma telomerase pouco funcional nesta espécie
(Fujiwara et al., 2005).
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Em relacdo a estrutura do centrémero, a Histona H3 centromérica (CENH3 ou
CENPA) é encontrada em quase todos os taxons holocéntricos, a excecao dos clados de
insetos (Lepidoptera, Heteroptera, Thysanoptera, etc) nos quais houve perda desta
proteina durante a transigdo da condi¢do monocéntrica a holocéntrica (Drinnenberg et al.,
2014). Sequéncias de DNAs repetitivos centroméricos ndo foram observadas na maior
parte dos organismos holocéntricos; em C. elegans, por exemplo, foi demonstrado que a

insercdo da CENH3 ocorre independente de sequéncia centromérica (Gassmann et al.,

2012); apenas em plantas do género Rhynchospora, foi descrito um retroelemento
denominado Tyba, associado a CENH3 (Marques et al., 2015). Interessantemente, em
alguns organismos holocéntricos, a ligagdo dos microtubulos do fuso pode ocorrer em
regibes cromossdmicas livres de CENH3, como observado em plantas do género Cuscuta
(Oliveira et al.,2020) e insetos (Drinnenberg et al., 2014). Além disso, modificacdes
epigenéticas de histonas, tais como H2AT120ph em plantas, sdo geralmente co-
localizadas com holocentromeros, e podem desempenhar importantes papeis na regulacéo
desta regido cromossémica (Cuacos et al., 2015; Schubert et al., 2020).

Durante a divisdo meidtica, a ocorréncia de um quiasma na regido intersticial gera
bivalentes cruciformes. No caso de cromossomos holocéntricos, bivalentes com esta
disposicdo geométrica podem segregar para diferentes polos da célula durante a Anafase
I, levando a erros de disjungdo (Melters et al., 2012). Em virtude disso, diversos taxons
holocéntricos apresentam adaptacfes em seus sistemas meioticos. Em insetos, algumas
aranhas e nematodeos, frequentemente ha bivalentes funcionalmente telocinéticos, em
que microtdbulos unem-se apenas as extremidades cromossdmicas, apesar de proteinas
do centrdmero ocuparem toda extensdo das cromatides (Figura 6a) (Mola e Papeschi,
2006; Kral etal., 2019; Leo et al., 2020). Em plantas e alguns insetos, por exemplo, ocorre
meiose invertida, em que inicialmente ha segregacdo das cromatides-irmas, e
posteriormente ha separagdo dos cromossomos homologos (Figura 6b) (Heckmann et al.,
2014; Lukhtanov et al., 2018); por altimo, em alguns animais e plantas, a formacao dos
quiasmas é completamente suprimida, caracterizando meiose aquiasmatica (Marques e
Pedrosa-Harand, 2016).
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Figura 6: Adaptacbes meidticas em sistemas holocéntricos para evitar erros de disjuncdo em bivalentes
cruciformes. (a) Restricdo da atividade cinética as extremidades cromossémicas. (b) Meiose invertida.
Adaptado de Melters et al. (2012).

1.3.MEIOSE AQUIASMATICA

Meiose aquiasmatica € um fendmeno comum a diversos grupos de eucariotos,
caracterizado pela auséncia de quiasmas entre cromossomos homologos durante o
diploteno (Figura 7). Nestes casos, citologicamente os bivalentes apresentam-se como
duas hastes retilineas e paralelas. Este tipo de meiose foi anteriormente descrito associado
ao sexo heterogamético em plantas, tardigrados, crustaceos, insetos e aracnideos, e em
ambas as gonadas (testiculo e ovario) de alguns anelideos, platelmintos e moluscos
hermafroditas (Altiero e Rebecchi, 2003; Cabral et al., 2014; Almeida et al., 2017;
Satomura et al., 2019).
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R. pubera R. tenuis

AR

Figura 7: Representacdo esquematica de meiose quiasmatica e aquiasmatica em plantas do género
Rhynchospora. Notar a presenca de quiasmas em R. pubera (2n =10) e auséncia dos mesmos em R. tenuis
(2n = 4), cujos cromossomos permanecem como univalentes. Adaptado de Cabral et al. (2014).
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O quiasma é uma das principais evidéncias da ocorréncia de recombinacdo ou
crossing-over durante a Profase I, processo fundamental para geracao de variabilidade
genética entre as espécies. Sua formacdo esta relacionada com inducao de DNA double-
strand breaks (DSBs) efetuadas pela enzima Spoll, durante o Leptéteno (Figura 8)
(Moens et al., 2007). Modificacbes epigenéticas na cromatina adjacentes as DSBs (como
a insercdo da variante YH2AX) recrutam recombinases Rad51 ¢ Dmc1 que se associam
as extremidades quebradas e as conectam a fita de DNA homdloga (Gray e Cohen, 2016);
este processo gera um heteroduplex (Junc¢éo Holliday), a fim de realizar o reparo de forma
reciproca. Posteriormente, complexos de enzimas de reparo mismatch (MLH1, MLH3,
MSH4 e MSH5) sdo recrutadas para estabilizar e resolver a juncéo Holliday, originando
homologos recombinantes (Moens et al., 2007). A proteina MUS81, também atua na
resolugdo da Juncdo Holliday através de um mecanismo distinto das enzimas citadas
acima, realizando a formacdo de uma pequena fracdo de crossing-over (Hollingsworth e
Brill, 2004). Dentre as DSBs formadas no Leptoteno, apenas uma pequena parte delas
serdo reparadas por recombinacdo homologa, enquanto a maioria das quebras € reparada
por mecanismos distintos do crossing-over (converséo génica) (Gray e Cohen, 2016).

N&o é possivel afirmar que had auséncia total de recombinagdo em todos os
organismos que apresentam meiose aquiasmatica, uma vez que, até o presente momento,
somente no afideo Myzus persicae esta correlacdo foi verificada geneticamente atraveés
da andlise de mapas de ligacdo baseados em microssatélites (Sloane et al., 2001). Os
processos moleculares que geram meiose aquiasmatica sdo pouco conhecidos e variaveis
entre 0s grupos citados anteriormente, mas sabe-se que podem agir em quaisquer umas
das etapas do processo de recombinacdo. Até o presente momento, apenas em espécies

de Diptera hd um padréo detalhado de genes envolvidos com a auséncia de quiasmas em
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machos. Em Drosophila, por exemplo, ha perda de diversos genes importantes para o
processo de recombinacao (hop2, mndl, msh4 e msh5), e ganho de genes especificos do
sexo masculino (aust, mnm, snm, aly, tomb e wuc) que substituem as funcdes destes
(Hawley, 2002; Kohl et al., 2012).
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Figura 8: Processo de recombinacdo em eucariotos. As principais enzimas que atuam em cada etapa sdo
mostradas na parte inferior da imagem. Modificado de Mirzaghaderi e Horandl (2016).

Em certos organismos aquiasmaticos, como fémeas de Bombyx mori, analises de
microscopia eletronica revelaram a presenca de nodulos de recombinacdo iniciais durante
0 zigbteno (Holm e Rasmussen, 1980). Estes nddulos sdo basicamente compostos pelas
recombinases Rad51 e Dmcl. A ocorréncia de Rad51 também foi observada por
imunocitogenética na planta aquiasmatica Rhynchospora tenuis durante a Profase |
(Cabral et al., 2014). Estes resultados podem ser indicios de que as etapas iniciais do
processo de recombinacdo sdo preservadas mesmo durante meiose aquiasmatica.

A auséncia do quiasma pode trazer prejuizos a segregacdo dos cromossomos
homdlogos, uma vez que este atua na coesdo do bivalente até a separacdo dos seus
homologos na Anéfase |. Por essa razdo, organismos aquiasmaticos apresentam
adaptacOes meidticas, que podem envolver o complexo sinaptonémico, um conjunto de

proteinas responsavel pela sinapse (reconhecimento e unido fisica) dos homologos
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durante o zig6teno; este complexo proteico é composto por dois elementos laterais que
inicialmente se ligam aos eixos axiais de coesinas dos cromossomos homologos, e
posteriormente sdo unidos entre si por um elemento central (Figura 9) (Zickler, 2006).
Durante o dipléteno, este complexo proteico se desorganiza e 0s bivalentes permanecem
unidos por pontos de quiasmas. Em fémeas de Lepidoptera e em outros insetos o
complexo sinaptonémico é mantido até fases tardias da Préfase | (Holm E Rasmussen,
1980). Em machos de Diptera, que ndo apresentam quiasmas e complexo sinaptonémico,
a sinapse dos homologos e sua coesdo até a Anafase | é mantida por proteinas presentes
em regides de heterocromatina constitutiva e rDNAs 45S (Hawley, 2002). Em plantas
aquiasmaticas do género Luzula, pontes constituidas por clusters de DNAs satélites
terminais interligam os homdlogos, permitindo sua segregacdo correta (Cabral et al.,
2014).

homologs
l Transverse Transverse i
filament filament
Central

region

Chromatin Chromatin

sister chromatids

Figura 9: Estrutura do complexo sinaptonémico. Notar os dois elementos laterais (LE) unidos a cromatina,
e 0 elemento central (CE). Retirado de Popa (2010).

1.4.CITOGENETICA DE ESCORPIOES

Analises citogenéticas em integrantes da Ordem Scorpiones foram realizadas
apenas em 11 familias (Tabela 1). Buthidae € a mais intensamente investigada e apresenta
nameros cromossdmicos relativamente baixos em detrimento as demais familias
(Schneider et al., 2021). Em Buthidae, os cariotipos sdo constituidos de cromossomos
holocéntricos, enguanto nas outras familias apenas cromossomos monocéntricos foram
observados até o presente momento (Schneider et al., 2009b). Alta frequéncia de

rearranjos estruturais do tipo fusdo/fissdo e translocacdes reciprocas foram registradas em
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Scorpiones, e por essa razdo, cariotipos com pares heteromdrficos sdo comumente
observados (Mattos et al., 2013). Estas alteragcdes cromossdémicas também favorecem alta
variagdo do numero diploide em Scorpiones, especialmente em Buthidae, devido a
natureza holocéntrica dos cromossomos. Entre as populac¢@es do butideo Tityus bahiensis,
por exemplo, 0 nimero de cromossomos pode variar de 2n =5 até 2n = 19 (Schneider et
al., 2009a; Adilardl et al., 2020). Alta diversificacdo do numero diploide também foi
observada em escorpides portadores de sistemas monocéntricos, como observado para
Urodacus (Shanahan, 1989b) e Euscorpius (Stundlové et al., 2019).

Tabela 1: Resumo de dados citogenéticos da Ordem Scorpiones.

Numero de
Familia espécies Numero diploide (2n) Morfologia Cromossdmica

analisadas
Buthidae 159 5-56 Holocéntrico
Bothriuridae 10 28-50 Monocéntrico
Chactidae 1 50 Monocéntrico
Chaerilidae 10 90-186 Monocéntrico
Euscorpiidae 16 46-112 Monocéntrico
luridae 1 Aproximadamente 100 Monocéntrico
Hormuridae 17 48-174 Monocéntrico
Scorpionidae 15 50-120 Monocéntrico
Scorpiopidae 19 48-147 Monocéntrico
Urodacidae 6 29-175 Monocéntrico
Vaejovidae 1 Aproximadamente 100 Monocéntrico

Fonte: Schneider et al., (2021)

A presenca de cromossomos sexuais heteromorficos em Scorpiones € rara. Até o
presente momento, ocorréncia do sistema XY foi proposta para Hottentotta judaicus
(Buthidae), Leiurus quinquestriatus (Buthidae) e Nebo hierichonticus (Scorpionidae)
baseada na existéncia de pares heteromdrficos nos caridtipos de machos destas espécies
(Qumsiyeh et al., 2013; Qumsiyeh et al., 2014). Adilardi et al. (2016) propuseram a
presenca de um sistema sexual multiplo criptico no butideo Tityus confluens; neste caso,
a comparagao citogenética de ambos 0s sexos e de embrides desta espécie, revelou que
somente o cariétipo masculino apresenta pares heteromdrficos decorrentes de

translocagbes reciprocas durante a meiose, enquanto, cariétipos femininos sdo
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constituidos apenas por pares homomorficos. Estes autores propuseram que este sistema
de determinacdo sexual em T. confluens é derivado de um sistema XY ancestral, que
evoluiu a partir de fusbes e translocagdes em machos. Recentemente, a andlise de
populacdes sexuadas e partenogenéticas de Tityus serrulatus, demonstrou que machos
possuem dois cromossomos portadores de sitios 45S rDNA, enguanto fémeas apresentam
apenas um, sugerindo um sistema ZZ/ZW para esta espécie (Lima et al., 2020).

Os rearranjos cromossdmicos citados anteriormente (translocacfes reciprocas,
fusGes e fissdes) sdo comumente encontrados em heterozigose nas populagdes naturais de
muitas espécies de Scorpiones (Shanahan, 1989b; Almeida et al., 2017; Adilardi et al.,
2020). Consequéncias diretas de tais alteracdes sdo observadas durante os eventos da
profase | destes organismos, uma vez que sdo registradas anomalias no pareamento e
sinapse dos homologos, a exemplo de regides assinapticas, estruturas similares a algas e
alta frequéncia de heterosinapses (Shanahan, 1989b; Schneider et al., 2009; Mattos et al.,
2013; Schneider et al., 2015). Além disso, quase todas os escorpifes analisados
apresentaram extensas associacGes multivalentes durante a metéafase I, que podem
envolver alguns ou todos os cromossomos do cariotipo (Schneider et al., 2009b; Sadilek
et al., 2015; Mattos et al., 2018). A configuracdo destas associa¢fes meioticas (nimeros
de bivalentes e de cadeias) também pode possuir variacdo interpopulacional,
intrapopulacional ou mesmo intraindividual (Schneider et al., 2009b; Adilardi et al.,
2016; Almeida et al., 2017; Adilardi et al., 2020). Estes comportamentos sinapticos
anormais em Scorpiones sdo acompanhados por modificagbes no complexo
sinaptonémico. Em algumas espécies, por exemplo, sdo observados elementos laterais
ndo sinapsados ou ausentes em algumas regides, constituindo gaps (Shanahan e Hayman,
1990; Schneider et al., 2009; Almeida et al., 2017). Interlocks também foram registrados
durante a sinapse de duas espécies de escorpides portadores de rearranjos estruturais
heterozigotos (SCHNEIDER et al., 2015). O estudo do complexo sinaptonémico também
tem auxiliado a definir com precisdo o numero de componentes de multivalentes.

Até o presente momento, a meiose feminina nestes artropodes foi investigada em
Liocheles australasiae (Yamazaki et al., 2000), Troglorhropalurus translucidus (Ubinski
et al., 2018), e Zabius fuscus (Adilardi et al., 2015). Neste ultimo, bivalentes unidos por
estruturas similares a quiasmas foram observados. Em individuos machos a meiose €é
aquiasmatica. Esta caracteristica evita o problema de segregacdo meiotica decorrente do
sistema holocéntrico destes animais (Marques e Pedrosa-Harand, 2016). De igual forma

ao observado em outros artropodes, nestes aracnideos o complexo sinaptonémico tende a
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ser preservado até Metafase I, substituindo o papel do quiasma na coesdo dos bivalentes
até sua separacdo na Anafase | (Schneider et al., 2015). A auséncia de quiasmas em
escorpides também é importante para a ocorréncia de segregacdo alternada dos
cromossomos envolvidos nas cadeias meioticas (Mattos et al., 2013; Almeida et al.,
2017).

O conteudo heterocromatico dos cromossomos € variavel entre as espécies desta
Ordem. Em butideos do género Ananteris, nenhum bloco de heterocromatina C positiva
foi observado (Mattos et al., 2013). Em espécies do género Tityus, pertencentes ao
subgénero Archaeotityus, apenas foi descrito um bloco heterocromatico em um par de
cromossomos (Mattos et al., 2013). Por sua vez, em Tityus serrulatus, a heterocromatina
constitutiva é presente apenas em um cromossomo pequeno do cariotipo (Schneider e
Cella, 2010). Em escorpibes portadores de sistemas monocéntricos, a heterocromatina é
comumente visivel na regido pericentromérica (Shanahan, 1989b; Adilardi et al., 2013;
Schneider et al., 2009a). Em T. obscurus bandas C intersticiais foram observadas em
cromossomos holocéntricos de tamanho extragrande em alguns citétipos, sugerindo
pontos de fusdes (Almeida et al., 2017).

Estudos sobre organizagdo gendmica dos cromossomos de Scorpiones revelaram
que os telémeros sdo compostos por repeticbes do pentanucleotideo TTAGG, tipico de
artropodes (Adilardi et al., 2016; Stahlavsky et al., 2018). Apesar da alta ocorréncia de
fusdes nesta ordem, sequencias teloméricas intersticiais resultantes deste tipo de rearranjo
ndo foram observadas em nenhuma espécie. Em relagdo ao rDNA 45S, esta sequéncia
pode localizar-se na regido terminal ou intersticial de um ou dois pares cromossémicos
(Mattos et al., 2014; Almeida et al., 2017; Stahlavsky et al., 2018). Recentemente, foi
demonstrado que na familia Buthidae, a posicdo intersticial do 45S rDNA é considerada
basal, e que fissdes podem ter originado a posi¢ao terminal desta sequéncia em integrantes
mais filogeneticamente derivados desta familia (Stahlavsky et al., 2020).

Outras sequéncias repetitivas foram localizadas in situ apenas no escorpido
amazonico Tityus obscurus (Almeida et al., 2017); nesta espécie, genes da Histona H3,
juntamente com DNAs altamente repetitivos (Cot-1 DNA), sdo localizados na regido
terminal de todos os cromossomos do cariétipo, enquanto o U2 snDNA foi mapeado na
regido intersticial do par 1. Esta organizacdo é tipica de cromossomos holocéntricos, nos
quais sequéncias repetitivas tendem a se localizar nas extremidades, em detrimento a
sequéncias de copia Unica (Marques e Pedrosa-Harand, 2016). O padrdo obtido com a
hibridizacdo da sonda Cot-1 DNA também sugere auséncia de sequencias repetitivas
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associadas ao centrdmero nesta espécie (Almeida et al., 2017). Em relacdo a elementos
transponiveis, o Unico mapeado em escorpides foi o Mariner, que mostrou copias ao
longo dos cromossomos de T. obscurus, bem como, organizacdo compartimentalizada na

heterocromatina em um cit6tipo desta espécie (Almeida et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL
Estudar a organizacdo genémica, comportamento meiotico e evolu¢do dos cromossomos

holo e monocéntricos de escorpides amazonicos.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
a) Caracterizar citogeneticamente escorpides das familias Buthidae, Hormuridae e

Chactidae da fauna amazonica;

b) Descrever a organizacdo espacial, expressdo e dinamica temporal de proteinas
meidticas relacionadas a sinapse e recombinacdo durante préfase | em Buthidae e
Hormuridae;

c) Analisar a distribuicdo de modificacdes epigenéticas durante meiose | em
cromossomos holocéntricos de escorpides Buthidae;

d) Realizar mapeamento cromossdémico e investigar a dindmica evolutiva de
diferentes classes de DNAs repetitivos em escorpides Buthidae, Chactidae e
Hormuridae.

e) Propor hipdteses de evolugdo cariotipica em Buthidae, Hormuridae e Chactidae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.AMOSTRA
Os espécimes utilizados para o presente estudo foram coletados em diversas

localidades do Estado do Pard, Brasil, discriminadas na tabela 2. Este estudo foi
conduzido segundo as recomendagdes éticas para uso e manejo de animais, mediante
protocolo aprovado por Comité de Etica em Pesquisa Experimental Animal (licenca 68-
2015) e autorizacdo para coleta e transporte expedida pelo Sistema de Autorizacao e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) (nimero da licenca 42642-5). O método de
coleta foi a busca ativa noturna com auxilio de lanterna de luz ultravioleta. Os espécimes
foram identificados a nivel de espécie segundo chave taxonémica descrita por Lourenco
(2002), e tombados na colecdo do Laboratério de Entomologia Médica e Artrépodes

Peconhentos, Nucleo de Medicina Tropical, UFPA.

Tabela 2: Informac6es gerais sobre a amostra coletada no presente estudo.

Familia Espécie N Localidade Coordenada Geogréfica
1 , 1 , 14 [0 ! n (o] ’ n

3 9 Manaus/AM 3°06’ 10”S/59°58'42"0O

embrides
13,19 Mocajuba 2°38'21"S5/49°30'38"0O
_ _ ) 84 Rurépolis 4°06°02”S/54°54°34”0

Tityus silvestris
43,69, 20 ) 1°24°167S/48°27°12”0
Santarém

embrides

43,49,12 i 1°28°06°S/48°26°24”0
Belém

embrides

54,19, 17 ) 1°54°16°S/55°31°12”0
. Obidos

Tityus embrides

metuendus 26\, 19, 14 2038, 15”8/56043 ’46”0
Parintins

embrides

13,19 Curuca/PA 0°46°40°S/47°49°40”0
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Tityus 0°56°127S/47°38°39”0

] 18 Marapanim/PA
maranhensis
Neochactas 24,19,13 ) 1°54°16”S/55°31°12”0
) Obidos/PA
parvulus embribes
16\,1 ,16 o i " o ' "
? Manaus/AM 3°06' 10"S/59°58'42"0O
embrides
Brotheas
. amazonicus 7350, 9 2°38°157S/56°43°46”0
Chactidae % Parintins/AM
embrides
Brotheas 34,12,19 ) ° 06’ 10" ©58'42"
. . d 9 Obidos/PA 3°06' 10"S/59°58'42"0
silvestris embrides
Brotheas 248,19, 12 ) ° 06’ 10" ©58'42"
- d 9 Obidos/PA 3°06' 10"S/59°58'42"0O
paraensis embrides
_ Opisthacanthus 64,19, 10 Conceico do 8°11°177S/49°27°10”0
Hormuridae . .
cayaporum embrides Araguaia

3.2.0BTENGCAO DE PREPARAGCOES CROMOSSOMICAS DE GONADAS
Para obtencdo de preparagdes cromossdomicas foram utilizadas gbnadas de

individuos adultos, conforme o protocolo descrito a seguir:

a) Remover gbnadas e hipotonizar em solucao salina hipoténica de KCI 0,075M, por
30 minutos.

b) Fixar em solucdo Carnoy (proporcao 3 metanol: 1 acido acético).

c) Dissociar fragmentos de gbnadas em acido acético 50%, com auxilio de agulhas.

d) Espalhar suspensdo de células em laminas com auxilio de etanol, sobre placa
aquecida a 45°C.

e) Corar as laminas com Giemsa 5%, em solugédo tampéo bifosfato, pH 6,8.

3.3.0BTENCAO DE PREPARACOES CROMOSSOMICAS DE EMBRIOES

a) Em fémeas gravidas, cada embrido foi utilizado separadamente para obtencdo de
cromossomos mitoticos, seguindo a metodologia abaixo:
b) Macerar embrides em 6 mL de solugcdo de Hanks (pH 6.0) com auxilio de seringa

de vidro.
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Retirar membranas e restos de tecidos ndo macerados.

Centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos, e descartar sobrenadante.
Hipotonizar em solucdo salina hipotonica de KCI 0,075M, por 40-50 minutos.
Centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos, e descartar o sobrenadante.

Fixar em solucdo Carnoy (proporcdo 3 metanol: 1 &cido acético).

Espalhar suspenséo de células em laminas, sobre placa aquecida a 45°C.

Corar as laminas com Giemsa 5%, em solucdo tampéo bifosfato, pH 6,8.

3.4.0RGANIZACAO E MONTAGEM DOS CARIOTIPOS

Medidas cromossémicas foram realizadas no software DRAWID (Kirov et al.,

2017). Para esta analise foram selecionadas cinco metafases de cada citétipo. O tamanho

cromossomico foi expresso como uma porcentagem relativa ao conjunto diploide total. A

determinacdo da morfologia cromossomica seguiu a classificacdo de Levan et al. (1964).

3.5.BANDEAMENTO C

O bandeamento C foi realizado de acordo com Sumner (1972), com as adaptacdes

descritas a seguir:

a)
b)
c)
d)

Desnaturar cromossomos em solucéo de BaOH a 6%, a 60°C, durante 15 segundos
Interromper a acdo do BaOH com solugdo de HCI 1N, por 30 segundos, & 60°C.
Mergulhar [aminas em solucéo salina 2XSSC a 60°C, por 20 minutos

Corar com Giemsa 5% (em solucéo tampdo bifosfato, pH 6,8), durante 3 minutos.

3.6.0BTENCAO DE COMPLEXOS SINAPTONEMICOS

A obtencdo de complexos sinaptonémicos foi realizada de acordo com Viera et al. (2009).

a)
b)

c)

d)

Remover gbnadas e manté-las em solucéo de Hanks (pH 6.0).

Macerar em 200 uL de Sacarose 100 mM com auxilio de agulhas, até formarem
uma suspenséo de células.

Espalhar aproximadamente 20 pL da suspensdo celular sobre laminas revestidas
com paraformaldeido 2% (pH 8,2).

Incubar as laminas em camara Umida durante 2 horas.
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e)
f)

Lavar a lamina em Photo-Flo (pH 8.2) por cinco minutos.

Armazenar as laminas em -80°C.

3.7.ANTICORPOS

Os anticorpos primarios utilizados na presente tese e suas respectivas diluicdes em
PBS foram:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)

Coelho anti-SMC3 (Abcam, ab9263) em 1:200

Coelho anti-yH2AX (Abcam, ab2893) em 1:50

Coelho anti-Rad51 (Santa Cruz Biotechnology, H92 sc-8349) em 1:50
Coelho anti-H3K27me3 (Cell Signal, 9733S) em 1:50

Coelho anti-H3K27ac (Millipore, 07-360) em 1:50;

Coelho anti-H3K4me3 (Millipore, 07-473) em 1:50

Coelho anti-H3K9ac (Millipore, 07-352) em 1:50

Camundongo anti-a-tubulina (Santa Cruz, sc-23948) em 1:50
Camundongo anti-ATR (Santa Cruz, SC-515173) em 1:50

3.8.IMUNOCITOGENETICA

Para imunodeteccdo de proteinas cromossémicas foi adotado o protocolo descrito por
Viera et al. (2009).

a)

b)

c)

d)

f)

Lavar laminas trés vezes em PBS 1x (cinco minutos cada), a temperatura
ambiente.

Realizar blogueio com solucgdo de BSA 5% (contendo Triton-20 0,01%, e PBS1x)
a temperatura ambiente, por 30 minutos.

Incubar l&minas com anticorpos priméarios por 2h (37°C) ou 18h (a 4°C), em
camara umida.

Lavar laminas trés vezes em PBS 1x (cinco minutos cada) a temperatura ambiente
Incubar laminas com anticorpos secundarios correspondentes, diluidos em PBS-
Tween na proporgéo 1:100, a 37°C, durante 2 horas.

Contracorar cromossomos com antifading Vectashield, contendo DAPI.
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3.9.CITOGENETICA MOLECULAR

3.9.1. Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendémico de Tityus metuendus, Tityus obscurus, Neochactas parvulus e
Brotheas amazonicus foi isolado através do kit GenElute™ Mammalian Genomic DNA
Miniprep (SIGMA), segundo as normas do fabricante.

a) Macerar 25 mg de tecido muscular em um tubo eppendorf de 1,5 mL.

b) Adicionar180 mL de Solucdo de Lise T e 20 uL de Proteinase K; incubar por 2 a
4 horas, a 55°C.

c) Adicionar 200 pL de Solucéo de Lise C a amostra e agitar em vortex por 15
segundos.

d) Incubar a 70°C por 10 minutos.

e) Adicionar 500 pL de Solucéo de Preparacdo de Coluna a cada coluna de ligacao
e centrifugar por 12000 x g por 1 minuto.

f) Adicionar 200 pL de Etanol (95 a 100%) ao lisado e agitar em vortex por 5-10
segundos.

g) Adicionar o lisado aos tubos contendo as colunas e centrifugar a 6.500 x g por 1
minuto.

h) Descartar o tubo de coleta e transferir a coluna para um novo tubo.

i) Adicionar 500 pL de Solucéo de lavagem a coluna e centrifugar a 6.500 x g por 1
minuto.

j) Descartar o tubo de coleta e transferir a coluna para um novo tubo.

k) Adicionar 500 pL de Solucdo de lavagem a coluna e centrifugar a 12000 x g por
1 minuto.

I) Descartar o tubo de coleta e transferir a coluna para um novo tubo.

m) Adicione 25-200 pL de Solucéo de Eluicdo a coluna e centrifugar a 6.500 x g por
1 minuto.

n) Armazenar a -20°C.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada atraves de eletroforese em gel de agarose
1%, e quantificacdo em espectrofotdmetro de massas. Apos isso, 0 DNA extraido foi
utilizado para amplificacdo de DNAS repetitivos e de sequéncias mitocondriais utilizadas
para DNA barcode.
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3.9.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As sequéncias U2 snRNA, Histona H3 e repeticdes teloméricas TTAGG foram

isoladas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando o conjunto de iniciadores

descritos na tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores utilizados no isolamento de sequencias repetitivas em escorpides

Tabela liniciadores utilizados no isolamento de sequencias repetitivas em escorpides

Temperatura de

Sequéncia Iniciador Referéncia
Anelamento
F:5’-TCTCGGCCT(AT)(AT)TGGC
TAA-3’
U2 snRNA 53°C Colgan (1998)
R: 5-G(AC)GGTA(GC)TGCAATAC
CGG-3»
Repeticdes F:5-TTAGGg)-3’
. 55°C Sahara et al. (1999)
teloméricas R:5"-CCTAA-3’
Transposon F:5-ATCTGRAGCTATAAATCACT
) 45°C Lampe et al. (2003)
Mariner

R:5-CAAAGATGTCCTTGGGTGTG

Cada reacdo de PCR foi realizada em volume de 25 pL, e foi constituida de:

a) 16,25 pL de agua estéril

b) 2,5 pL de tampdo da Taq Polimerase 10x
c) 2 pL de DNTP mix (2mM)

d) 1 pL de DNA genémico(100ng)

e) 1pL de MgCl;

f) 1 pL de primer foward (10mM)

g) 1 pL de primer reverse (10mM)

h) 0,25 uL de Tag Polimerase

As configuracdes termais de cada etapa da PCR foram:

a) 94°C por 5 minutos
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b) 94°C por 1 minuto

c) 45°C-56°C (variavel para cada iniciador) por 1 minuto 35X
d) 72°C por 2 minutos

e) 72°C por 10 minutos

f) 4°C hold

Ao final de cada experimento de PCR, os produtos obtidos foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose 1%. Em seguida, eles foram utilizados para

sequenciamento ou producéo de sondas para hibridizacdo in situ fluorescente (FISH).

Obtencéo da sequéncia 45S rDNA

Para obtengdo da sonda 45S rDNA, foi utilizado o plasmideo pTa71, que contém 0s
genes 5.8S, 18S, 28S e seus respectivos espacadores intergénicos, isolados do genoma de
Triticum aestivum (GERLACH e BEDBROOK, 1979).

3.9.3. Producéo de sondas

Sondas foram marcadas por nick translation com digoxigenina-14-dUTP ou biotina-

11-dATP (Roche, Mannheim, Germany). Em ambos os casos, a rea¢do foi composta de:

a) 2,5uL de DNTP mix
b) 2,5 pL de mix da Enzima
c) 1000ng de produto da PCR

d) Volume de 4gua para completar uma reacdo de 25uL

As configuragdes termais do termociclador foram: 1 ciclo a 16°C por 90 minutos, e 1
ciclo a 65°C por 10 minutos. Ao final do primeiro ciclo 1 pL de Stop buffer foi adicionado

a reacao.

3.9.4. Hibridizacdo in situ fluorescente

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com Cabral-de-Mello

et al. (2010), com poucas modificagoes.

a) Tratar laminas com uma solucdo de RNAse a temperatura de 37°C, por 1 hora.
b) Lavar 3 vezes em 2xSSC (1 minuto cada) a temperatura ambiente.

c) Tratar as laminas em solugédo de pepsina 1% a 37°C, por 10 minutos.

d) Lavar as laminas em PBS1X, por 5 minutos, a temperatura ambiente.
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f)
9)

h)

P)

Fixar as laminas em paraformaldeido 4% por 10 minutos, em temperatura
ambiente.

Lavar as laminas em PBS 1X como descrito anteriormente.

Desidratar laminas em bateria de alcoois 70% (2 vezes por 2 minutos), 90% (2
vezes por 2 minutos) e 100% (1 vez por 4 minutos).

Desnaturar sondas a 100°C, em solucdo de hibridizacdo (composta de 2XSSC,
formamida 50%, dextrano sulfato e)

Adicionar a solucdo de hibridizagdo com sonda sobre a lamina e cobrir com
laminula.

Desnaturar cromossomos a 70°C, por 1 a 2 minutos.

Incubar em camara Umida, overnight, a 37°C.

Lavar em solugdo 2xSSC (por 2 minutos) e 4xSSC-Tween (por 2 minutos), a
40°C.

Incubar laminas com anti-digoxigenina-FITC ou avidina-CY3, a 37°C, por 30
minutos.

Lavar em solucdo 4xSSC-Tween 3 vezes, por 2 minutos cada, a temperatura
ambiente.

Adicionar 7 pL de antifading Vectashield (Vector) contendo DAPI sobre as
l&minas

Cobrir com laminula de vidro e analisar ao microscopio de epifluorescéncia

3.10. EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE

RECOMBINACAO

3.10.1. Extragdo de RNA

Foram utilizados 4 testiculos, 4 ovarios e 4 embrides de Tityus silvetris. Amostras

de RNA foram isolados através do uso de Trizol® Reagent (Thermo Fisher Scientific),

conforme as informagdes do fabricante descritas a seguir.

a)

b)
c)

d)

Remover gonadas e embrides e imediatamente manté-las em 3 mL de solugéo de
RNA Later.

Adicionar 1 mL de Trizol® Reagent para cada 50-100mg de amostra de tecido.
Homogeneizar os tecidos com uso de homogeneizador portando beads
magnéticas, por 10 minutos.

Incubar a amostra por homogeneizado por 5 minutos a temperatura ambiente.
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e) Agitar vigorosamente por 15 segundos

f) Incubar por 2-3 minutos em temperatura ambiente

g) Centrifugar a amostra por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.

h) Remover a fase aquosa da amostra, e coloca-la em um novo tubo.

i) Adicionar 0,5 mL de isopropanol 100% para cada 1 mL de Trizol® Reagent
utilizado na homogeneizacao.

J) Incubar em temperatura ambiente por 10 minutos

k) Centrifugar a amostra por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.

I) Remover o sobrenadante do tubo.

m) Lavar o pellet com 1 mL de etanol 75% para cada 1 mL de Trizol® Reagent
utilizado na homogeneizacao.

n) Centrifugar por 7500 x g por 5 minutos a 4°C.

0) Secar ao ar por 5-10 minutos.

p) Ressuspender o pellet de RNA em agua livre de RNAse.

gq) A qualidade do RNA extraido foi verificada através da quantificacdo em
espectrofotdbmetro de massas. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse |

para remover quaisquer moléculas de DNA contaminante.

3.10.2. Transcricdo Reversa
A transcricdo reversa para producao de cDNA foi realizada através do kit High

Capacity cDNA Reverse Transcription da Applied Biosystems. Para cada amostra foi

utilizada uma reagdo com volume final de 20 pL, contendo os seguintes componentes:

a) 2 YL deTampéo RT 10x

b) 0,8 uL de dNTP mix 25x (100 mM)
c) 2,0 uL de Random primers RT 10x
d) 1 pL de Transcriptase Reversa

e) 4,2 uL de &gua livre de RNAse

f) 10 pL de amostra de RNA

As configuracdes termais da reacdo foram as seguintes:

a) 25°C por 10 minutos
b) 37°C por 120 minutos
¢) 85°C por 5 minutos
d) Hold 4°C
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Apos finalizar a RT, quantificar em espectrofotémetro e diluir a amostra de cDNA

para obter concentracao de 4 ng/pL.

3.10.3. PCR quantitativa

Para PCR quantitativa foram utilizados os conjuntos de iniciadores listados na

tabela 4, desenhados a partir sequencias dos genes MHL3, MLH1, MSH5 e MUS81

(envolvidos na formacdo do crossing-over) de aracnideos depositados no Genbank. O

gene da B-Actina foi utilizado com enddgeno, para normalizar a expressao relativa dos

demais (Guo et al., 2018).

Tabela 4: Dados gerais sobre os iniciadores utilizados para PCR quantitativa.

Tamanho do produto

Gene Iniciador Tm (°C) o
amplificado
F:5’-GATAGCGAGGAGAGTGGATGG-3’ 59,5
MLH1 88 pb
R: 5’-CCGCCTTTGTCTGTAGGAAATC-3’ 59,3
F:5’-CCTCTGCCTTCCGAAGTTGTT-3’ 60,5
MHL3 118 pb
R: 5’>-CGCAAACATTCGTAGCAAAAGC-3’ 59,9
F:5’-GCGGGACCTAACGAACATTC-3’ 59
MSH5 117 pb
R: 5>-GATGTCAACGGGCAACTCG-3’ 59,2
F:5’-CGTACCTGGATCGGGAAGC-3’ 59,9
MUS81 161 pb
R:5’-AAGCAGTGTAATGGCTACCAGG-3’ 60,4
B-Actina F:5’-TGCGGTGGACAATGGAAGG-3’ 62°C 109 ob
R:5’-GTCTGGATTGGTGGCTCTATCT-3’ 60°C P

As reagOes de PCR quantitativa foram realizadas utilizando-se o kit GoTaq gPCR

Master Mix (Promega) em um volume final de 15 pL.

a) 7,5uL de Mix SYBR Green

b) 0,6 pL de primer foward (400 nM)
c) 0,6 pL de primer reverse (400 nM)
d) 5,8 uL de agua estéril

e) 0,5puL de cDNA

As configuracdes termais da PCR quantitativa foram:

a) 95°C por 10 minutos

b) 95°C por 15 segundos 40
X

c) 60°C por 1 minuto }
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A mensuracao dos niveis de expressado foi realizada no sistema Step One Plus (Life).

Os dados foram normalizados usando-se o programa Q-Gene (SIMON, 2003).

3.11. ANALISE FILOGENETICA

DNA genbmico de dez individuos de Tityus metuendus pertencentes as

populacBes Obidos/PA e Parintins/AM (cinco de cada) foi extraido para isolamento de

sequéncias mitocondriais (16S rDNA e Citocromo Oxidase 1-COl), utilizando o conjunto

de iniciadores descritos por Ojanguren-Affilastro et al. (2017), discriminados na tabela

5.

Tabela 5: Iniciadores utilizados para DNA barcode.

Temperatura
N . Tamanho do produto
Sequéncia Iniciador de -
amplificado
anelamento
F5'-CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3' -530
col 50-53°C 330 pb
R5-GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG-3'
F5'-CGATTTGAACTCAGATCA-3' -550
16S rDNA 52-55°C 654 pb

R5'-GTGCAAAGGTAGCATAATCA-3'

Cada reacdo de PCR foi realizada com volume final de 25 pL.

e quantidade de cada reagente utilizado foram:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

16,25 pL de agua estéril

2,5 YL de tampéo da Taqg Polimerase 10x
2 pL de DNTP mix (2mM)

1 pL de DNA genémico(100ng)

1 pL de MgCl;

1 pL de primer foward (10mM)

1 pL de primer reverse (10mM)

0,25 pL de Taqg Polimerase

As concentragdes

47



As configuracdes termais da PCR foram as seguintes:

a) 94°C por 5 minutos

b) 94°C por 1 minuto

c) 50°C-56°C por 1 minuto 35x
d) 72°C por 2 minutos

e) 72°C por 10 minutos

f) Hold 4°C

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%. Apos isso, cada
produto de PCR foi enviado para sequenciamento Sanger, utilizando a plataforma AB
3500. Cada sequéncia foi analisada na ferramenta BLASTN, disponivel no website NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar sua identidade e similaridade
(acima de 95%). Sequencias de Tityus obscurus (espécie relacionada a T. metuendus)
foram obtidas no banco de dados Nucleotide do NCBI (ver tabela 2) e adicionadas para
enraizar a arvore filogenética. Em seguida, elas foram alinhadas de forma automatica
usando Clustal W presente no software BioEdit (Hall, 1999). O alinhamento foi corrigido
manualmente. A escolha do modelo evolutivo mais apropriado foi realizada no software
JModeltest 2.1.10 (Posada, 2008). Topologias foram construidas pelo método de maxima
verossimilhanga (MV) no software PhyML 3.0 (Guidon et al., 2010), utilizando o0s
modelos de substituicdo nucleotidica TIM2+] para COl e TIM1+1+G para 16S rRNA,
com Bootstrap baseado em 1000 pseudoréplicas (Felsenstein, 1985). Inferéncia
Bayesiana (I1B) foi realizada no software MrBayes 3.2.7 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001)
utilizando amostragem “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) para cada gene separado,
realizando 4 corridas simultaneas (1 fria e 3 quentes), cada uma com 107 geracdes. O
modelo HKY+I foi selecionado para IB de ambos os genes COI e 16S rRNA. Valores de
suporte nodal foram avaliados com base nas probabilidades a posteriori. MEGA-X foi
utilizado para calculo de distancias genéticas entre os grupos estudados, com base no

modelo evolutivo Kimura-2-parametros (Tamura et al., 2013).

3.12. MORFOMETRIA
Andlise morfométrica foi realizada em 28 espécimes machos deT.

metuendus provenientes de diferentes localidades da regido Amazonica. Fémeas foram
excluidas da analise em virtude da baixa amostragem. Eles foram classificados

previamente em 4 grupos segundo a procedéncia: Pard, Amazonas, Rondbnia e Acre
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(Tabela 1). Medidas foram tomadas nos segmentos do lado direito dos individuos, e
obtidas através do uso de um paquimetro digital (expressas em milimetros), sendo cada
uma delas realizadas trés vezes, com meédia posteriormente calculada. As mensuracdes
foram: comprimento do fémur do pedipalpo (FC); largura do fémur do pedipalpo (FL);
comprimento da tibia do pedipalpo (TC); largura da tibia do pedipalpo (TL);
comprimento da quela do pedipalpo (QC); largura da quela do pedipalpo (QL);
comprimento do dedo movel do pedipalpo (DMC); comprimento do quarto segmento
metassomal (MET4C); largura do quarto segmento metassomal (MET4L); comprimento
do quinto segmento metassomal (MET5C); largura do quinto segmento metassomal
(MET5L); comprimento da carapaca (CARC); largura posterior do carapaca (CARLP).
Ap0s isso, foram calculadas 15 propor¢Ges morfometricas entre as mensuracgdes obtidas
(tabela 2). Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de funcbes discriminantes
(FDA) foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released,
2013) para determinar as proporcdes morfométricas que explicam a maior parte da
variacdo entre 0s grupos, e se elas sdo habeis para distingui-los. Caracteres meristicos,
como contagem do numero de dentes do pente direito e de nimero de séries do dedo
movel do pedipalpo direito, foram analisados através de estereomicroscopio.
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4. RESULTADOS

Os resultados da presente tese foram distribuidos em seis capitulos (artigos),

organizados na seguinte sequéncia:

e Capitulo 1: Evidéncias genéticas e morfoldgicas apoiam a existéncia do

complexo de espécies Tityus metuendus (Scorpiones, Buthidae)

e Capitulo 2: Diversidade cariotipica e dinamica gendmica de sitios 45S rDNA em

escorpides Brotheas (Scorpiones, Chactidae) da Amazoénia Brasileira

e Capitulo 3: Microcromossomos em Scorpiones? O caso do cariétipo bimodal
de Neochactas parvulus (Chactidae)

e Capitulo 4: Meiosis in the scorpion Tityus silvestris: new insights into

achiasmatic chromosomes

e Capitulo 5: Meiose aquiasmatica em Tityus (Scorpiones, Buthidae):
comportamento meidtico de multivalentes e expressdo de genes de

reparo mismacht
e Capitulo 6: Sequéncias teloméricas intersticiais em Opisthachantus

cayaporum (Scorpiones, Hormuridae) sdo importantes para 0 pareamento

meidtico
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CAPITULO 1: Evidéncias genéticas e morfoldgicas apoiam a existéncia do complexo
de espécies Tityus metuendus (Scorpiones, Buthidae)
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RESUMO
Tityus metuendus Pocock, 1897 (Scorpiones, Buthidae) é uma espécie de grande

importancia médica, com distribui¢do geografica no Peru e no norte do Brasil, sendo neste
altimo amplamente encontrado nos estados Amazonas, Para, Roraima, Rondonia, Acre e
Mato Grosso. O objetivo do presente estudo foi verificar a existéncia de diferenciacao
morfoldgica e genética entre duas populacdes alopatricas de T. metuendus, provenientes
de duas localidades da Amazonia brasileira, Obidos, Para (1°54°16”S/55°31°1270) ¢
Parintins, Amazonas (2°38°157S/56°43’46”0), combinando dados moleculares,
citogenéticos e morfoldgicos. Analise multivariada mostrou que estas populacdes sdo
distintas quanto ao aspecto morfométrico, e que também divergem em relacdo a
individuos de T. metuendus provenientes de outras regides da Amazodnia (Acre e
Rondénia). A amostra de Obidos apresentou cariétipos com 2n =18, trés clusters 45S
rDNA, e bandas C terminais nos pares 1, 2, 4, 7 e 8 (citotipo A), enquanto espécimes de
Parintins mostraram 2n = 12, quatro clusters 45S rDNA, e bandas C terminais/intersticiais
nos pares 1, 2, 3, 4 e 5 (citétipo B). Analise filogenética utilizando dados moleculares
revelou que estes citotipos constituem clados distintos, apoiados por alto valor de
bootstrap e probabilidades a posteriori, com divergéncia genética de 10,5% e 0,6% entre
eles com relacdo aos genes COl e 16S rDNA, respectivamente. Em conclusdo, nossos
dados confirmam que T. metuendus ndo é um taxon monotipico e que os citdtipos A e B

correspondem a duas espécies cripticas distintas.

Palavras-chave: Tityus metuendus, diferenciacdo genética, cromossomos holocéntricos,

vicariancia

1. INTRODUCAO

O escorpionismo é considerado um sério problema de saude publica no Brasil. Em
2019, foram notificados mais de 150.000 casos de envenenamento por escorpides em todo
territorio nacional (Brasil, 2019). A maior parte dos acidentes envolve o género Tityus,
de grande importancia médica na América do Sul (Monteiro et al., 2019; Torrez et al.,
2019).

Tityus abrange cerca de 222 espécies, com ocorréncia desde a Argentina Central
até a Republica Dominicana (Lourengo, 2015; Rein, 2021). Recentes estudos tém
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demonstrado que a diversidade deste taxon é subestimada (Kovaiik et al., 2015; Roman
et al., 2018; Moreno-Gonzalez et al., 2019; Borges et al., 2020). Em virtude da alta
diversidade e ampla distribuicdo geogréfica, poucas revisbes foram realizadas em
integrantes deste género nos Gltimos anos (Moreno-Gonzalez et al., 2019). Ademais, a
taxonomia de Tityus é de dificil realizacdo, uma vez que algumas espécies apresentam
variacOes geograficas em relacdo a caracteres morfométricos e padrdes de coloracdo
corporal (Lourengo, 2002, 2015; De Souza et al., 2009). Variacdo morfoldgica entre
individuos do mesmo sexo também foi descrita recentemente (Moreno-Gonzélez et al.,
2019). Em muitos casos, a distribuicdo geogréfica é o Unico fator de diagndstico
taxonémico entre estas (Lourengo, 2002). Estes fatos dificultam estudos clinicos e
epidemioldgicos sobre o escorpionismo em certas regides, bem como a implantacao
eficiente de programas de controle deste agravo (Monteiro et al., 2019). Assim, ha
necessidade de andlises que permitam uma identificacdo taxonémica precisa das espéecies

de Tityus, especialmente daquelas de maior importancia médica.

Estudos genéticos apresentam grande relevancia para identificacdo molecular de
escorpides, bem como para compreender os processos biogeograficos que contribuiram
para a historia evolutiva destes aracnideos (Ozkan et al., 2010; Habel et al., 2012;
Quijano-Ravell et al., 2019). Em Tityus, os genes mitocondriais 16S rRNA e Citocromo
Oxidase | (COI) tém sido Uteis para inferir as relagdes filogenéticas de parte das espécies
deste género, além de permitir a descoberta de complexos de espécies cripticas (Borges
et al., 2010; Ojanguren-Affilastro et al., 2017; Roman et al., 2018). Adicionalmente,
compreender a estrutura genética das populacdes de escorpides pode revelar eventos de
especiacdo, que influenciam nas variacdes geograficas da composicdo quimica de
venenos, e consequentemente na sintomatologia dos acidentes (Abdel-Rahman et al.,
2009; Guerrero-Vargas et al., 2012; Pardal et al., 2014a). Em alguns casos, a associacdo
de sequéncias de DNA e dados cariotipicos tem promovido uma melhor compreenséo da
diversidade genética em Tityus. A descri¢do de Tityus curupi (2n = 32), bem como sua
distingéo de Tityus uruguayensis (2n =31), por exemplo, foi corroborada pela combinacgéo
de métodos citogenéticos e moleculares (Ojanguren-Affilastro et al., 2017). Assim, 0 uso
de multiplas analises genéticas e morfologicas sdo excelentes ferramentas para

sistematica deste género.

Tityus metuendus Pocock, 1897 é uma das principais espécies responsaveis por

casos graves de escorpionismo na Amazoénia Brasileira (Queiroz et al., 2015; Pardal et

53



al., 2017). A localidade tipo de T. metuendus é lquitos (Peru), porém sua area de
ocorréncia se estende até o Norte do Brasil, sendo encontrado nos estados do Amazonas,
Para, Roraima, Rondbnia, Acre e Mato Grosso (Lourenco, 2002). T. metuendus foi
anteriormente revisado por diversos autores, que consideraram ser uma espécie
morfologicamente monomorfica (Lourenco, 1983). Entretanto, a possibilidade de
diversidade genética entre suas populacfes naturais ndo pode ser descartada, uma vez
que, considerando sua vasta distribuicdo geografica e a baixa vagilidade tipica de
escorpides, populacbes diferentes desta espécie podem estar sujeitas a condi¢Bes
climéticas e micro-habitats distintos, bem como apresentar reducdo do fluxo génico entre
si em virtude de inUmeras barreiras geograficas (Meirmans, 2012; Wang e Bradburd
2014). Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar ocorréncia de diferenciacédo
genética entre duas populagfes de T. metuendus, através de anélise citogenética, DNA
mitocondrial e morfometria. Discutimos também as implicacdes destes dados para o

escorpionismo na Amazonia Brasileira.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.Morfometria

Analise morfométrica foi realizada em 28 espécimes machos deT.
metuendus provenientes de diferentes localidades da regido Amazonica (tabela 1).
Fémeas foram excluidas da analise em virtude da baixa amostragem. Eles foram
classificados previamente em 4 grupos segundo a procedéncia: Pard, Amazonas,
Rondonia e Acre (Tabela 1). Medidas foram tomadas nos segmentos do lado direito dos
individuos, e obtidas através do uso de um paquimetro digital (expressas em milimetros),
sendo cada uma delas realizadas trés vezes, com média posteriormente calculada. As
mensuracgdes foram: comprimento do fémur do pedipalpo (FC); largura do fémur do
pedipalpo (FL); comprimento da tibia do pedipalpo (TC); largura da tibia do pedipalpo
(TL); comprimento da quela do pedipalpo (QC); largura da quela do pedipalpo (QL);
comprimento do dedo movel do pedipalpo (DMC); comprimento do quarto segmento
metassomal (MET4C); largura do quarto segmento metassomal (MET4L); comprimento
do quinto segmento metassomal (MET5C); largura do quinto segmento metassomal
(MET5L); comprimento da carapaca (CARC); largura posterior do carapaca (CARLP).
Apos isso, foram calculadas 15 propor¢oes morfométricas entre as mensuracdes obtidas
(tabela 2). Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de funcbes discriminantes
(FDA) foram realizadas no software IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released,

2013) para determinar as propor¢ées morfométricas que explicam a maior parte da
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variacdo entre 0s grupos, e se elas sdo habeis para distingui-los. Caracteres meristicos,
como contagem do nimero de dentes do pente direito e de nimero de séries do dedo

movel do pedipalpo direito, foram analisados através de estereomicroscopio.

2.2.Analise do cari6tipo

Os espécimes utilizados no presente estudo foram coletados em duas localidades
distintas: 5 machos, 1 fémea e 17 embrides provenientes de Obidos, Para, Brasil
(1°54°16”S/55°31°1270), e 2 machos, 1 fémea e 14 embrides coletados em Parintins,
Amazonas, Brasil (2°38°157S/56°43°4670). A identificacdo taxondmica foi realizada
segundo Lourenco (2002). Todos os exemplares foram tombados na colecdo do
Laboratério de Entomologia Médica e Artropodes Peconhentos da UFPA. PreparacGes
cromossémicas meidticas foram obtidas segundo Almeida et al. (2017). Para obteng&o de
cromossomos mitéticos de embrides, foi adotado o protocolo a seguir: cada embrido foi
macerado em solucdo de Hanks, a temperatura ambiente; em seguida, células foram
hipotonizadas em KCI 0,075M, durante 45 minutos e posteriormente fixadas em solucéo
de metanol e &cido acético (proporcdo 3:1). Suspensdo celular obtida de embrides ou
gbnadas foi espalhada em laminas a 45°C. ApOs secagem, prepara¢@es cromossdmicas
foram coradas com Giemsa 5%. Cinco metafases de cada citotipo de T. metuendus foram
utilizadas para analises cariometricas atravées do software DRAWID (Kirov et al., 2017).
O tamanho de cada cromossomo foi expresso como uma percentagem em relacdo ao
conjunto diploide total. Bandeamento C foi realizado sequencialmente a montagem dos

cariotipos, seguindo o protocolo descrito por Sumner (1975).

2.3.Producéo de sondas

DNA genémico de T. metuendus foi extraido de tecido muscular das patas atraves
do kit GenEluteTM Mammalian Genomic DNA Miniprep (SIGMA), segundo as normas
do fabricante. Isolamento de DNAs repetitivos foi realizado por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando os primers (TTAGG)s e (CCTAA)s para sequencias
teloméricas (Sahara et al., 1999); F5-GACCCGTCTTGAAGCACG-3' R5'-
TCGGAAGGAACCAGCTAC-3' para 28S rRNA (Ojanguren-Affilastro et al., 2017); 5'-
ATCTGRAGCTATAAATCACT-3" e 5-CAAAGATGTCCTTGGGTGTG-3" para
transposon Mariner (Lampe et al., 2003). As reacdes de PCR foram constituidas de: 16,25
WL de &gua estéril, 2,5 pL de tampdo da Taq Polimerase 10x, 2 puL. de DNTP mix (2mM),
1 puL de DNA gendmico(100ng), 1 pL de MgCl, (50mM), 1 pL de primer foward
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(10mM), 1 puL de primer reverse (10mM), 0,25 uL de Tag Polimerase 1U. As
configuracdes termais da PCR foram: 1 ciclo de 94°C (5 minutos); 35 ciclos de 94°C (1
minuto), 49°C a 55°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto); 1 ciclo de 72°C (10 minutos); 1 ciclo
4°C (hold). A fragdo Cot-1 DNA (que compreende o pool de DNAs altamente e
moderadamente repetitivos) foi obtida de um espécime de cada populacdo segundo o
protocolo descrito por Zwick et al. (1997). Todas as sondas foram marcadas por nick
translation com digoxigenina-14-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) ou biotina-11-
dATP (Invitrogen, San Diego, CA, USA).

2.4.Hibridizac4o in situ fluorescente (FISH)

FISH foi realizada segundo o protocolo descrito por Almeida et al. (2017).
Laminas preparadas citologicamente foram tratadas com pepsina 1%, e posteriormente
fixadas em paraformaldeido 4%, por 10 minutos. Apos isso, laminas foram desidratadas
em bateria de alcool 70%, 90% e 100%. A desnaturacdo do DNA cromossdémico e das
sondas se deu a 70°C e 100°C, respectivamente; posteriormente as laminas foram
incubadas a 37°C, overnight, para hibridizacdo. Apds lavagem de estringéncia, sondas
foram detectadas com anticorpo anti-digoxigenina-FITC ou avidina-Cy3, e cromossomos
contracorados com DAPI (Vectashield; Vector, Burlingame, California, USA).

2.5.1solamento de genes mitocondriais

Para andlises filogenéticas foram utilizados 5 exemplares das populagdes de
Parintins e Obidos, citadas anteriormente. O isolamento de sequéncias parciais dos genes
16S rDNA e Citocromo Oxidase | (COIl) foi realizado por PCR, utilizando os primers

descritos por Ojanguren-Affilastro et al.. (2017): F5'-
CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3’ e R5'-
GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG-3’ para COI; F5'-

CGATTTGAACTCAGATCA-3" ¢ R5-GTGCAAAGGTAGCATAATCA-3' para 16S
rRNA. As reacOes de PCR foram constituidas de: 16,25 pL de agua estéril, 2,5 puL de
tampdo da Tag Polimerase 10x, 2 pL de DNTP mix (2mM), 1 puL de DNA
gendmico(100ng), 1 pL de MgCI2 (50mM), 1 pL de primer foward (10mM), 1 pL de
primer reverse (10mM), 0,25 pL de Taqg Polimerase 1U. As configuragcGes termais de
PCR foram: 1 ciclo de 94°C (5 minutos); 35 ciclos de 94°C (1 minuto), 50°C-53°C (1
minuto) e 72°C (1 minuto); 1 ciclo de 72°C (10 minutos); 1 ciclo 4°C (hold).
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Sequenciamento foi realizado segundo o método de Sanger, utilizando Big Dye, com as
sequéncias sendo obtidas em um sequenciador automatico ABI3500 (Applied

Biosystems).
2.6.Analise filogenética

Cada sequéncia foi analisada na ferramenta BLASTN, disponivel no website
NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para confirmar sua identidade e
similaridade (acima de 95%). Sequencias de Tityus obscurus (espécie relacionada a T.
metuendus) foram obtidas no banco de dados Nucleotide do NCBI (ver tabela 2) e
adicionadas para enraizar a arvore filogenética. Em seguida, elas foram alinhadas de
forma automaética usando Clustal W presente no software BioEdit (Hall, 1999). O
alinhamento foi corrigido manualmente. A escolha do modelo evolutivo mais apropriado
foi realizada no software JModeltest 2.1.10 (Posada, 2008). Topologias foram construidas
pelo método de maxima verossimilhanca (MV) no software PhyML 3.0 (Guidon et al.,
2010), utilizando os modelos de substituicdo nucleotidica TIM2+1 para COl e TIM1+1+G
para 16S rRNA, com Bootstrap baseado em 1000 pseudoréplicas (Felsenstein, 1985).
Inferéncia bayesiana (IB) foi realizada no software MrBayes 3.2.7 (Huelsenbeck e
Ronquist, 2001) utilizando amostragem “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) para
cada gene separado, realizando 4 corridas simultaneas (1 fria e 3 quentes), cada uma com
107 geragBes. O modelo HKY+1 foi selecionado para IB de ambos os genes COl e 16S
rRNA. Valores de suporte nodal foram avaliados com base nas probabilidades a
posteriori. MEGA-X foi utilizado para calculo de distancias genéticas entre 0s grupos

estudados, com base no modelo evolutivo Kimura-2-parametros (Tamura et al., 2013).

3. RESULTADOS

3.1.Morfometria

O estudo de caracteres meristicos demonstrou variacdo de 16 a 23 dentes nos
pentes direitos dos espécimes de T. metuendus (tabela 2). O nimero de séries de granulos
no dedo movel dos pedipalpos direitos mostrou variacdo de 16 a 20 na amostra
investigada (tabela 2); em ambos 0s casos, sobreposi¢do no valor medio e modal desses

caracteres foi observada entre 0s grupos estudados (tabela 2).
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Analise discriminante mostrou que, considerando todas as proporcdes
morfométricas (Tabela 3), hd uma separacéo clara entre as populacdes de T. metuendus.
Trés fungbes discriminantes foram construidas, entretanto, apenas as funcbes 1 e 2
apresentaram significancia para distinguir os grupos estudados (lambida de Wilks A1 =
0,001 / p <0,001; lambida de Wilks A> = 0,025 / p < 0,001). Os coeficientes calculados
para cada funcao estdo descritos na Tabela 4. As fungdes discriminantes 1 e 2 explicam,
respectivamente, 66,2% e 26,1% da variancia total, e foram habeis em classificar
corretamente 100% dos individuos em seus grupos originais (Tabela 6). Os espécimes
dos grupos Para e Amazonas formaram dois clusters definidos e separados entre si no
plano multivariado (Figura 1); estes também demonstraram ser distintos de Rondonia e
Acre, 0s quais agrupam proximos em outro extremo do plano, sugerindo similaridade

morfomeétrica entre essas duas amostras (Figura 1).

3.2.Citogenética

T. metuendus apresentou cromossomos com morfologia holocéntrica, evidenciada
pela auséncia de constricdo primaria (centrdmero) em cromossomos metafasicos na
mitose (Figura 2). O numero diploide variou entre as duas populacdes analisadas. Os
espécimes de Obidos (cittipo A) demonstraram 2n = 18, e caridtipo constituido apenas
por cromossomos de tamanho médio (Figura 2a). Os individuos provenientes de Parintins
(citétipo B) apresentaram 2n = 12, com cari6tipo constituido de 6 cromossomos grandes
e 6 cromossomos médios, sendo os pares 1 e 5 heteromorficos (Figura 2b). O nimero
diploide ndo variou entre os sexos. Em todos os individuos machos de ambas as
populacbes se observou ocorréncia de meiose regular, com formacdo de nove e seis
bivalentes durante metafase | nos cit6tipos A e B, respectivamente. Adicionalmente, a
meiose foi considerada aquiasmética em T. metuendus, em virtude da auséncia de

quiasmas durante Profase I.

O bandeamento C revelou dois padrdes distintos de distribuicdo de
heterocromatina constitutiva entre os citétipos estudados. No citétipo A (2n = 18) bandas
C foram observadas somente na regido terminal dos pares 1, 2, 4, 7 e 8 (Figura 2c). No
citotipo B (2n = 12) os pares 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram bandas C terminais (Figura 2d),

entretanto, no par 1 a heterocromatina foi visivel apenas em um dos homélogos (Figura
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2d); no par 5 e em um dos homologos do par 4 bandas C intersticiais adicionais foram

registradas (Figura 2d).

O mapeamento fisico do 45S rDNA demonstrou diferentes distribuicdes entre 0s
caridtipos analisados: o citotipo A demonstrou trés clusters 45S rRNA de tamanhos
desiguais, localizados terminalmente sobre o par 2 e em um homologo do par 1 (Figura
3a); no citétipo B o maior cluster de rRNA foi registrado na regido terminal dos pares 4
e 5 (Figura 3b). Sequencias teloméricas foram observadas apenas nas extremidades dos

cromossomos em ambos os citotipos A e B (Figura 3c,d).

A fragdo Cot-1 DNA apresentou padrdo de hibridizacdo disperso ao longo dos
cromossomos de T. metuendus, entretanto, acimulo de DNAs repetitivos foi observado
nas extremidades de todos os elementos do complemento do citétipo A (2n =18), e na
regido terminal dos pares 4 e 5 do citétipo B (2n =12) (Figura 4a,b). Em relacdo a
organizacao gendmica do transposon Mariner, no citétipo A este elemento transponivel
foi encontrado compartimentalizado nas extremidades de todos os cromossomos (Figura
4c), enquanto no citétipo B Mariner foi registrado na heterocromatina terminal e

intersticial (Figura 4d).

3.3.Analise filogenética

O alinhamento multiplo resultou em 15 sequencias de 370 pb para 16S rRNA e
11 sequencias de 413 pb para o gene COI. Foram observados 61 e 84 sitios variaveis para
16S rRNA e COl, respectivamente. Em relacdo a composi¢do nucleotidica 16S rRNA
apresentou em média 39,8% de Timina, 14.0% de Citosina, 31.7% de Adenina e 14.6%
de Guanina, enquanto sequencias COIl mostraram média de 41.0% de Timina, 12.7% de
Citosina, 22.3% de Adenina e 24% de Guanina.

Reconstrucdes de arvores filogenéticas por MV ou IB para as duas sequencias
mitocondriais analisadas mostraram topologias similares, altamente estruturadas e com a
maioria dos clados apresentando altos valores de suporte. Em ambos os casos, foi
observado um clado basal formado pela unido de espécimes de Tityus obscurus linhagem
“Leste” ¢ um espécime de Morona Santiago (Equador) (Figuras 5,6). O segundo clado
divergente corresponde aos espécimes de T. metuendus citétipo A (Figuras 5,6). Em
seguida, um terceiro grande clado se subdivide em um ramo que compreende 0s
espécimes pertencentes ao citétipo B de T. metuendus e outro ramo que corresponde aos

individuos de Tityus obscurus linhagem “Oeste” (Figuras 5,6).
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O nivel de distancia genética estimado com base nas sequencias do gene COl entre
os citotipos de T. metuendus foi de aproximadamente 10,5%, enquanto a distancia
calculada a partir de sequencias 16S rRNA entre estes dois grupos foi de 0,6% (Tabela
5). As distancias genéticas entre T. metuendus e as linhagens de T. obscurus sdo mostradas

na tabela 5.

4. DISCUSSAO

Variacdo morfométrica em T. metuendus

A regido Amazonica abriga a maior diversidade de escorpides Tityus da America
Latina. No entanto, a delimitacdo das espécies deste género é extremamente dificil, em
virtude da ocorréncia de polimorfismos morfoldgicos intraespecificos, ou da alta
conservacdo fenotipica entre elas (Lourenco, 2002). Lourenco (1983) revisou T.
metuendus utilizando apenas 11 exemplares provenientes de diferentes localidades da
Amazonia (incluindo o hol6tipo), sem efetuar uma analise robusta da variacdo geografica
desta espécie. Adicionalmente, como demonstrado por nossos resultados, alguns
caracteres meristicos utilizados por Lourenco (1983), a exemplo do nimero de dentes dos
pentes e 0 numero de séries de granulos do dedo movel do pedipalpo, ndo permitem
distinguir populagdes de T. metuendus. Esses fatores (descri¢do ou revisdo de espécies
com baixa amostragem e uso de caracteres morfoldgicos com pouco valor taxonémico)
sdo problemas recorrentes na taxonomia da ordem Scorpiones, como observado nos
géneros Vaejovis (Hughes, 2011), Mesobuthus (Mirshamsi et al., 2011) e no proprio
Tityus (Moreno-Gonzalez et al., 2019), e podem ter contribuido para considerar T.
metuendus uma espécie monotipica.

Anélise multivariada utilizando fungdes discriminantes, sugere que as populacdes
de T. metuendus estudadas no presente artigo, sdo altamente divergentes em relacéo ao
aspecto morfométrico. Resultados semelhantes foram descritos para Tityus silvestris e
Tityus gasci, ambas com distribuicdo na Amazonia brasileira (Lourengo, 2016). Lourengo
(1986) apud Lourenco (2018) explica que estes polimorfismos morfométricos sdo
decorrentes do isolamento temporario sofrido por estas espécies ao final do Pleistoceno,
quando subpopulagdes de animais e plantas permaneceram confinados em fragmentos da
Floresta Amazénica (refgios), devido a mudancas climaticas ocorridas neste periodo.
Segundo Lourenco (1986) a ocorréncia dos refagios ndo possibilitou isolamento

reprodutivo suficiente para estabelecimento de novas espécies entre as populacfes de
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Scorpiones da Amazénia (ao contrario do proposto para outros taxons) (Rocha e Kaefer,
2019) e, desta forma, variacbes morfomeétricas foram consideradas apenas caracteres
polimdrficos. Até o presente momento, ndo ha estudos filogeograficos que demonstrem
a contribuig&o real dos reflgios para diversidade de escorpiGes na Amazonia e, por essa
razdo, a hipotese de Lourenco (1986) apud Lourenco (2018) tem recebido diversas
criticas, inclusive com revisdo das “formas polimorficas” ¢ elevacdo destas ao status de

espécie (Kovariik et al., 2015).

Diferenciacéo genética entre popula¢des de T. metuendus

Para verificar o nivel de diferenciacdo genética entre os grupos morfologicos
estabelecidos pelas funcdes discriminantes, realizamos analise filogenética e citogenética
em individuos provenientes de Obidos (grupo Par4) e Parintins (grupo Amazonas). Estas
populacdes revelaram grandes diferencas quanto a estrutura do cariétipo, constituindo 0s
citotipos A e B respectivamente. Em um estudo anterior, Piza (1950) descreveu caridtipos
com 2n = 15, 16 em uma amostra de T. metuendus do Estado do Acre, Brasil,
evidenciando a existéncia de um terceiro citétipo. A variacdo no 2n desta espécie pode
estar relacionada a dindmica de rearranjos cromossomicos do tipo fusdo/fissdéo em
sistemas holocinéticos. Tityus metuendus, assim como os demais integrantes de Buthidae,
possui cromossomos caracterizados pela existéncia de um centrémero descentralizado
(holocéntricos), com formacédo de uma grande placa cinetocorica ao longo das crométides
na mitose (Mattos et al., 2018). Por essa razdo, durante a divisao celular, fragmentos
gerados por fissdo ou cromossomos formados por fusdo, unem-se aos microtabulos do
fuso, e migram normalmente para as células-filhas, resultando em alteragdes no 2n
(Marques e Pedrosa-Harand, 2016).

Os citdtipos de T. metuendus também mostraram diferencas em relacdo a
distribuicdo do 45S rDNA. A presenca de 4 clusters de 45S rDNA no cit6tipo B é similar
ao registrado para a espécie Tityus obscurus (Almeida et al., 2017) e parece ser um
caracter comum a espécies amazonicas do subgénero Atreus. No citotipo A (2n =18) a
presenca de genes ribossomais apenas em trés cromossomos (com apenas um dos
homdélogos do par 1 portador do 45S rDNA), pode ser explicada pela acdo de
translocacOes ou delecBes de tais sequenciais repetitivas, similar ao modelo proposto para
Tityus serrulatus (Schneider e Cella, 2010; Lima et al.,, 2020). Outros estudos

citogenéticos em integrantes da familia Buthidae corroboram essa hipotese, pois mostram
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que a localizacdo cromossdmica do 45S rDNA é extremamente movel em diversas
linhagens dessa familia (Ubinski et al., 2018; St'ahlavsky et al., 2020).

As arvores filogenéticas obtidas por ML e 1B foram congruentes com os resultados
das analises morfométricas e citogenéticas. Ambas as topologias apresentaram ramos
com altos valores de apoio, sugerindo que os citétipos A e B de T. metuendus
correspondem a duas unidades taxonémicas distintas. Essa hipotese é fortemente apoiada
pela porcentagem de distancia genética dos genes COI e 16S rDNA observada entre eles,
que é similar a distancia interespecifica registrada para géneros de Buthidae, tais como
Odontobuthus (Azghadi et al., 2014), Mesobuthus (Zhang et al., 2020), Leiurus
(Algahtani e Badry, 2020) e Tityus (Roman et al., 2018). Estes citdtipos (A e B)
apresentam distribuicdo alopatrica, estando ambos separados pelo Rio Amazonas.
Estudos anteriores tém sugerido que vicariancia é um importante fator para especiacao
em Scorpiones, e em alguns casos, rios podem constituir barreiras geograficas e limitar o
fluxo génico entre populacGes destes artropodes (Borges et al., 2010; Ceccarelli et al.,
2016; Roman et al., 2018). Em virtude de sua largura e fortes correntezas, 0 Rio
Amazonas tem sido associado a promocdo de especiacdo em diversas espécies de
vertebrados, invertebrados e plantas (Gibbs et al., 2018; Dambros et al., 2020; Fordham
et al., 2020). Assim, a formacdo do Rio Amazonas pode ter sido fundamental para
estabelecimento do processo de diferenciacdo genética entre os citétipos A e B de T.
metuendus, bem como para sua manutencdo, impedindo introgressdo entre seus

integrantes.
Evolucdo cromossémica em T. metuendus

Baseado na estruturacdo filogenética obtida no presente estudo, podemos inferir
que durante a evolucdo cromossémica de T. metuendus houve tendéncia a reducdo do
numero diploide. Considerando essas informagdes, sugerimos que as bandas C
intersticiais nos pares 4 e 5 do citétipo B podem ser pontos de fusGes, como observado
em outras espécies de Tityus (Almeida et al., 2017; Adilardi et al., 2020). A presenca do
transposon Mariner nas regides heterocromaticas deste citétipo sugere que elementos
transponiveis podem ter importante papel na reorganizacdo genémica de T. metuendus,
similar a outros organismos (Ahola et al., 2014; Glugoski et al., 2018). Espécimes de T.
metuendus do Acre (2n = 15, 16) apresentam um anel meidtico composto de 8
cromossomos, resultante de translocagfes reciprocas em heterozigose, além de um

trivalente originado por fusao/fissdo, o que indica que este citotipo € altamente divergente
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em relacdo aos citotipos A e B de T. metuendus (Piza, 1950). O papel dos rearranjos
cromossémicos na especiacdo de organismos portadores de cromossomos holocéntricos
tem sido bastante debatido e ha evidéncias de que eles possam constituir barreiras pos-
zigoticas por promover infertilidade em hibridos (Pérez et al., 2005; Escudero et al.,
2016). Segundo a hipotese de especiacdo por homoploidia de hibridos, espécies
holocéntricas portadores de duas ou mais fusdes/fissdes em heterozigose sdo capazes de
formar novos cariétipos homozigotos durante hibridizacao; estes, posteriormente, podem
ser fixados através de deriva genética, levando a extin¢do dos cariotipos intermediarios
(ver Lukhtanov et al., 2020). E plausivel que este processo tenha ocorrido entre as
populacdes de T. metuendus durante dispersao dessa espécie ao longo de sua distribuicdo
geografica na Amazonia, estabelecendo os caridtipos homozigotos registrados no
presente estudo. Ademais, a existéncia de meiose aquiasméatica em T. metuendus pode ter
sido um fator facilitador para fixacao destes rearranjos (Schneider et al., 2015).

Relaces filogenéticas entre T. metuendus e T. obscurus

A maior parte dos acidentes por escorpides na Amazonia envolvem espécies do
subgénero Tityus (Atreus), especialmente T. metuendus e T. obscurus (Pardal et al.,
2014b; Gomes et al., 2020). A reconstrugéo de arvores filogeneéticas entre os citétipos de
T. metuendus e T. obscurus mostrou que essas duas espécies sdo muito relacionadas. Do
ponto de vista morfoldgico, ambas sdo diferenciadas apenas pelo dimorfismo sexual dos
machos, enquanto fémeas sdo extremamente semelhantes, sendo impossivel distingui-las
por métodos taxondmicos convencionais (Lourencgo, 2002). A proximidade filogenética
entre elas também pode ser vista em relacdo a composi¢do quimica do veneno, uma vez
que algumas de suas proteinas apresentam 100% de similaridade (Batista et al., 2018).
Nossa analise genética se mostrou eficiente para identificacdo molecular de linhagens
distintas em T. metuendus, e para sua diferenciacdo em relacdo a T. obscurus, podendo

ser uma ferramenta adicional na taxonomia destes escorpides.
Diversidade genética em T. metuendus e implicacBes para o escorpionismo na Amazonia

Em conjunto, nossos dados mostram que T. metuendus corresponde a um
complexo de espécies cripticas. Eventos de especiacdo (principalmente aqueles que
envolvem isolamento geogréafico) ou a ocorréncia de extensa heterogeneidade ambiental,
sdo fatores importantes para diversificacdo de toxinas de escorpides, como demonstrado

para Tityus trivittatus (Borges et al., 2020), Centruroides sculpturatus (Carcamo-Noriega
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et al., 2018) e Scorpio maurus (Abdel-Rahman et al., 2009). Em alguns casos, os efeitos
da variagédo do veneno sdo percebidos nos quadros clinicos dos acidentes; em T. obscurus,
por exemplo, a diversidade genética observada entre as linhagens “Leste” e “Oeste”, foi
congruente com variacdo geografica nos sintomas de acidentes ocasionados por esta
espécie no Estado do Pard, Brasil (Pardal et al., 2014a; Roman et al., 2018). Assim,
estudos toxicologicos sdo recomendados para verificar se ha diferenca na composi¢édo
bioguimica do veneno das espécies cripticas reveladas no presente estudo, em relacdo ao
proteoma descrito para individuos de T. metuendus de Manaus, Amazonas, Brasil (Batista
et al., 2018).

5. CONCLUSAO

Nossos resultados evidenciam que T. metuendus ndo € um tdxon monotipico, e
que os citétipos A (2n = 18) e B (2n = 12) constituem duas espécies cripticas. Estes
diferem em relacdo a caracteristicas morfométricas, citogenéticas (numero diploide,
distribuicdo de heterocromatina constitutiva e 45S rDNA), e apresentam alta divergéncia
genética entre si. A variagdo do 2n entre ambos 0s citotipos € resultado da acédo de
rearranjos do tipo fusdo/fissdo que, juntamente com formacdo de barreiras geogréaficas
como 0 Rio Amazonas, pode ter contribuido para manutencdo do processo de

diferenciacdo entre estas linhagens.
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Tabelas

Tabela 1: InformacgOes gerais sobre amostra de T. metuendus utilizada para analise

morfomeétrica no presente estudo. N = tamanho amostral.

Tabela 2Tabela 1: Informagdes gerais sobre amostra de T. metuendus utilizada para anélise morfométrica
no presente estudo. N = tamanho amostral.

Grupo Localidade N Coordenada Geografica
Anapu 5 3°07°517S/51°22°46”0

Pard Brasil Novo 1 3°02°35”S/52°38°36”0
Altamira 2 3°13°53”S/52°14”350

Obidos 5 1°54°16”S/55°31°12”0

Manaus 1 3°06'107S/59°58'42"0O

Amazonas Parintins 7 2°387157S/56°43°46”0
Presidente Figueiredo 2 2°02°56”S/60°02°24”0

Rondbnia Porto Velho 4 9°16°52S/63°56°22”0
Acre Cruzeiro do Sul 2 7°39°37°S/72°38°50”0
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Tabela 2: Contagem do nimero de dentes dos pentes e séries de granulos do pedipalpo
em individuos machos de T. metuendus.

Tabela 3Tabela 2: Contagem do ndmero de dentes dos pentes e séries de granulos do pedipalpo em
individuos machos de T. metuendus.

Numero de dentes do pente direito

Desvio
16 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | Média | Moda
Padréo
Para 7 2 113 21 20 +1.29
Amazonas 4 2 3 19.88 19 +0.92
Rondonia 1 1 2 18.75 20 +1.89
Acre 2 19 19 +0.00
Numero de séries de granulos do dedo mével do pedipalpo direito
) Desvio
16 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | Média | Moda
Padrédo
Para 2 6 4 1 17.69 17 +1.31
Amazonas 2 4 3 17.11 17 +0.78
Rondbnia 4 17 17 +0.00
Acre 1 1 16.50 - +0.70
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Tabela 3: Médias de proporcGes morfométricas calculadas para os quatro grupos de T.

metuendus analisados no presente estudo.

Tabela 4Tabela 3: Médias de propor¢6es morfométricas calculadas para os quatro grupos de T. metuendus
analisados no presente estudo.

Proporcéo Para Amazonas Rondénia Acre

Morfométrica (n=13) (n=9) (n=14) (n=2)
FC/FL 0.528 + 0.38 0.446 +0.03 0.341 +0.01 0.453 +0.22
TCITL 2.007 £ 0.10 1.758 +0.22 1.274 +0.02 1.423 +0.00
QC/QL 1.923 £0.15 1.833 £0.18 1.430 £0.13 1.511 +0.08
QC/DMC 0.598 +0.45 0.574 +0.03 0.598 +0.03 0.607 +0.01
MET4C/MET4L 1.992 +0.75 1.612 +0.11 1.184 +0.05 1.412 +0.10
MET5C/MET5L 2.195 +0.93 1.724 +0.13 1.292 +0.10 1.562 +0.03
CARC/CARLP 1,071 +0.75 1.050 +0.12 1.035 +0.74 1.070 +0.00
CARC/QC 1.244 +0.86 1.252 +0.16 1.297 +0.32 1.292 +0.00
CARL/META4L 1.637 £1.62 1.487 +0.26 1.184 +0.10 1.289 +0.01
DMC/MET5C 1.076 +0.06 1.224 +0.07 1.204 +0.07 1.126 +0.04
CARLP/ MET5L 1.641 £0.17 1.452 +0.23 1.169 £0.12 1.291 +0.05
TL/QL 0.920 +0.96 0.913 +0.66 0.765 +0.06 0.847 +0.02
FL/QL 0.713 +£0.00 0.675 +0.00 0.527 +0.00 0.640 +0.00
FL/ MET5L 0.523 £0.00 0.447 +0.00 0.340 +0.00 0.455 +0.00
TC/ MET5L 2.007 +0.01 1.757 £0.04 1.275 +0.00 1.420 +0.00
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Tabela 4: Coeficiente das funcbes discriminantes obtidas para as amostras de T.

metuendus.

Tabela 5Tabela 4: Coeficiente das funcdes discriminantes obtidas para as amostras de T. metuendus.

Proporcéo F1 F2 F3
Morfométrica
FC/FL -0,272 | -0,650 | 0,781
TC/TL 5,370 17,946 | -8,112
QC/QL 0,146 -3,786 -5,911
QC/DMC 2,106 0,468 7,180
MET4C/META4L 0,182 -1,272 0,495
MET5C/MET5L 2,799 1,346 4,984
CARC/CARLP -2,992 3,648 -3,010
CARC/QC 4,106 -2,800 3,564
CARL/META4L 4,487 6,010 1,011
DMC/MET5C 1,854 0,931 4,976
CARLP/ MET5L -8,820 | -1,539 -4,277
TL/QL 4,799 18,182 | -8,434
FL/QL -4,660 | -11,909 | 16,235
FL/ MET5L 3,119 7,493 | -12,997
TC/ MET5L -3,406 | -13,296 | 8,345
Eingenvalue 24,162 | 9,515 2,799
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Tabela 5: Estimativa de divergéncia genética entre citotipos de T. metuendus e linhagens

de T. obscurus. As médias das distancias genéticas calculadas para 16S rDNA e COIl sdo

mostradas respectivamente, acima e abaixo da diagonal.

Tabela 6Tabela 5: Estimativa de divergéncia genética entre cit6tipos de T. metuendus e linhagens de T.
obscurus. As médias das distancias genéticas calculadas para 16S rDNA e COIl sdo mostradas
respectivamente, acima e abaixo da diagonal.

T. metuendus T. metuendus T. obscurus T. obscurus T. obscurus
Citdtipo A Citdtipo B Leste Oeste Morona
T. metuendus
L - 0.0641 0.0933 0.0705 -
Citotipo A
T. metuendus
o 0.1052 - 0.1233 0.0796 -
Citotipo B
T. obscurus
0.1246 0.1006 - 0.1079 -
Leste
T. obscurus
0.1125 0.0743 0.1246 - -
Oeste
T. obscurus
0.0917 0.0837 0.0682 0.1114 -
Morona
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Tabela 6: Classificagdo morfoldgica dos espécimes machos de T. metuendus atraves de

andlise de fungdes discriminantes.

Tabela 7Tabela 6: Classificagdo morfoldgica dos espécimes machos de T. metuendus através de analise de

funcdes discriminantes.

Grupo Grupos Preditos
o i Total
Originais Para Amazonas Rondbénia Acre
Para 13 0 0 0 13(100%)
Amazonas 0 9 0 0 9 (100%)
Rondbnia 0 0 4 0 4 (100%)
Acre 0 0 0 2 2 (100%)
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Legenda das Figuras

Figura 1: Discriminagdo de populagbes de T. metuendus sobre plano multivariado
baseada em 15 proporcdes morfométricas.

Figura 2: Caridtipos dos citotipos A (2n=18) e B (2n = 12) de T. metuendus submetidos

a coloracao convencional (a,b) e bandeamento C (c,d).

Figura 3: Mapeamento cromossémico de 45S rDNA (a,b) e sequencias teloméricas (c,d)

em citotipos A e B de T. metuendus.

Figura 4: Organizacdo cromossdmica da fragdo Cot-1 DNA (a,b) e transposon Mariner

(c,d) em citétipos A e B de T. metuendus.

Figura 5: Arvore filogenética de cit6tipos de T. metuendus e linhagens de T. obscurus
obtida por Maxima Verosimilhanca e Inferencia Bayesiana com gene 16S rDNA. Os
valores de suporte de cada ramo sdo representados pelo bootstrap/probabilidade a
posteriori. Nota: Tmet 1-5 (Citétipo A); Tmet 6-10 (Citétipo B); Tobs E1-5 (linhagem

leste de T. obscurus); Tobs_W1-5 (linhagem oeste de T. obscurus).

Figura 6: Arvore filogenética de citétipos de T. metuendus e linhagens de T. obscurus
obtida por Maxima Verosimilhanca e Inferencia Bayesiana com gene COI. Os valores de
suporte de cada ramo sdo representados pelo bootstrap/probabilidade a posteriori. Nota:
Tmet 1-5 (Citétipo A); Tmet 6-10 (Citétipo B); Tobs E1-5 (linhagem leste de T.
obscurus); Tobs_ W1-5 (linhagem oeste de T. obscurus); Tobs_Moron (T. obscurus do

Equador)
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Figura 5
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Figura 6
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RESUMO

Rearranjos cromossdmicos em heterozigose sdao amplamente registrados na ordem
Scorpiones, promovendo alta diversidade cariotipica em diversas espécies. No presente
estudo, realizamos analise citogenética em trés espécies de Brotheas (Chactidae), com o
objetivo de inferir os mecanismos responsaveis pela evolugdo cromossémica neste
género. Nossos resultados demonstraram 2n = 40 em Brotheas silvestris e 2n = 48 em
Brotheas paraensis; em Brotheas amazonicus observamos dois cariétipos distintos: 2n =
50 (citétipo A-populacdo Manaus), e 2n = 52 (citétipo B-populacdo Parintins). A
distribuicdo do 45S rDNA também divergiu entre as espécies estudadas: terminal no par
16 em B. silvestris; na regido pericentromérica do par 5 em B. paraensis; terminal nos
pares 16 e 4 nos citétipos A e B de B. amazonicus, respectivamente. A quantidade,
tamanho e distribuigdo de clusters deste rDNA foi altamente variavel no citétipo B de B.
amazonicus. Alguns individuos do cit6tipo B de B. amazonicus apresentaram associa¢fes
multi-cromossdmicas durante meiose | (quadrivalentes e hexavalentes), que envolvem o
par portador do 45S rDNA. Sequéncias teloméricas foram registradas apenas nas
extremidades cromossdmicas. O multigene U2 snRNA foi mapeado na regiéo intersticial
em B. paraensis e citotipo A de B. amazonicus, enquanto no citétipo B foi registrado na
regido terminal do quadrivalente (associado a 45S rDNA). Nossos resultados mostraram
que eventos de fusdo/fissdo, inversdes e translocacdes estdo envolvidos na evolucdo
cariotipica de Brotheas, sendo estes ultimos responsaveis pela formacdo de associa¢des
multi-cromossémicas no citotipo B de B. amazonicus. A agdo de inversdes, bem como
amplificacéo e degeneracéo de clusters 45S rDNA, explicam as diferentes configuragoes
deste rDNA no genoma das espécies estudadas. Por Gltimo, nossos resultados sugerem
formacdo de espécies cripticas em B. amazonicus e indicam que rearranjos
cromossémicos podem estar atuando como barreiras pds-zigoticas ao fluxo génico entre

as duas populagdes analisadas.

Palavras-chave: Translocacdo reciproca, Scorpiones, Cromossomos monocéntricos,

Brotheas

1. INTRODUCAO
Rearranjos cromossomicos, tais como translocagdes, inversdes, fusdes e fissoes,

desempenham importante papel na evolucdo dos genomas de organismos eucariotos, em
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adicdo a processos em escala génica (Crombach e Hogeweg, 2007). Eles podem ser
desencadeados por fatores externos (radiacdo, por exemplo) ou celulares, como erros
durante recombinacéo e reparo de DNA (Mieczkowski et al., 2006; Mani e Chinnaiyan,
2010; Auvinet et al., 2018). Neste altimo caso, diferentes classes de DNA repetitivo
podem ser enriquecidos em regides gendmicas instaveis, constituindo sitios frageis,
suscetiveis a quebras (Ruiz-Herrera et al., 2006; Glugoski et al., 2018). Ademais,
recombinacdo ectopica envolvendo sequencias repetitivas entre cromossomos ndo-
homdlogos ou transposicdo de elementos moéveis podem ser grandes forgas evolutivas
para diferenciacdo cariotipica, por promoverem translocacbes ou inversdes
cromossémicas (Argueso et al., 2008; Delprat et al., 2009; Scelfo e Fachinetti, 2019).
Dentre as consequéncias de rearranjos cromossémicos pode-se citar a modificacdo da
expressdo génica (efeito de posicdo), supressdo da recombinacdo entre regides
rearranjadas e formacao de barreiras pos-zigéticas (por meio da infertilidade de hibridos)
entre subgrupos de uma espécie, contribuindo para o processo de especiacdo (Harewood
e Fraser, 2014; Martin et al., 2020).

Scorpiones é uma das ordens mais antigas do filo Arthropoda e abrange
aproximadamente 1900 espécies (Rein, 2021). Estes aracnideos sdo excelentes modelos
para o estudo de rearranjos cromossémicos, pois diversas familias exibem alta incidéncia
de quebras e fusdes espontaneas (Schneider et al., 2009; Almeida et al., 2017). Essa
caracteristica torna-se evidente quando comparamos a variagdo do nimero diploide nas
familias Buthidae (2n = 5 a 44), Euscorpiidae (2n= 46 a 112), Liochelidae (2n = 48 a
174), Scorpionidae (2n =50 a 120) e Urodacidae (2n =29 a 175) (Schneider et al., 2021).
Adicionalmente estudos anteriores demonstraram que, durante a Meiose I, alguns
integrantes desta ordem exibem associa¢fes multivalentes resultantes de translocacoes
reciprocas multiplas (Pliskova et al., 2016; Almeida et al., 2017; Adilardi et al., 2020).
Embora em muitos organismos 0s rearranjos que originam associa¢@es meidticas multi-
cromossémicas tenham tendéncia a ser estaveis e conservados dentro de uma mesma
espécie, em Scorpiones essas cadeias ou anéis podem diferir aos niveis inter ou
intrapopulacional e até mesmo entre células de um mesmo individuo (Mattos et al., 2018).
Os fatores que desencadeiam essa alta diversidade cariotipica ainda sdo pouco
conhecidos. A maior parte dos estudos neste sentido foram realizados na familia
Buthidae, que possui cromossomos holocéntricos (com centrdmero descentralizado,

disperso ao longo das cromatides), para 0s quais sugere-se que pontos de quebras
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localizados em regides terminais sdo responsaveis por eventos de fusao/fissdo (Almeida
et al., 2017; Adilardi et al., 2016; 2020).

A fracéo repetitiva do genoma compreende sequencias com centenas ou milhares
de copias, a exemplo de familias multigénicas (rDNAs, U sSnRNAS, genes histdnicos, etc),
DNAs satélites e elementos transponiveis, que desempenham diversos papeis funcionais
e estruturais nas células eucarioticas (Biscoti et al., 2015). O 45S rDNA, também
denominado regido organizadora de nucléolo (NOR), é a maior sequéncia responsavel
pela transcricdo de RNAs que constituirdo os ribossomos citoplasméticos. Em animais,
ele compreende um conjunto de repeticdes in tandem composto dos genes 18S, 28S e
5.8S, separados por regides espacadoras intergénicas internas e externas (Ban et al., 2015;
Sochorova et al., 2018). Estudos acerca do mapeamento cromossémico deste DNA
repetitivo em Scorpiones, demonstrou que 45S rDNA é presente geralmente na regido
terminal de um par do cari6tipo (Mattos et al., 2014; Stahlavsky et al., 2018; Almeida et
al., 2019; Stundlova et al., 2019). Entretanto, em algumas espécies, extensa dispersio
deste multigene foi registrada recentemente (Stahlavsky et al., 2020). Interessantemente,
em muitos escorpifes o par portador do 45S rDNA é envolvido em associaces
multivalentes (Adilardi et al., 2016; Almeida et al., 2017; Stahlavsky et al., 2020).

Chactidae é uma das maiores familias de Scorpiones reunindo cerca de 15 géneros
e 209 espécies. Até o presente momento poucos dados citogenéticos sdo conhecidos para
membros desta familia, com apenas duas espécies apresentando descri¢Ges cariotipicas:
Neochactas parvullus (2n = 56) e Brotheas amazonicus (2n = 50) (Ferreira et al., 1968;
Almeida et al., em redacdo). A primeira espécie apresenta um cariotipo altamente
bimodal, enquanto a segunda mostrou cromossomos que decrescem gradualmente de
tamanho. No presente estudo, realizamos analise citogenética em trés espécies de
Brotheas, com o objetivo de inferir os mecanismos responsaveis pela evolucao

cromossémica neste género e o papel do DNA repetitivo na sua reorganizacao gendmica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Andlise cariotipica
Dados sobre quantidade e o sexo dos individuos amostrados no presente estudo e
suas respectivas localidades de coleta estdo descritas na tabela 1. A identificacdo
taxonémica foi realizada segundo Lourenco (2002). Os espécimes foram depositados na
colecdo do Laboratério de Entomologia Médica e Artrépodes Peconhentos
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(LEMAP/UFPA). Goénadas e embrides foram hipotonizadas em KCI 0,075M, e
posteriormente fixados em solucdo de metanol:acido acético (3:1). Suspensdo celular
gerada a partir da digestdo de gbnadas e embrifes em &cido acético 60% foi espalhada
em ladminas a 45°C. Cromossomos foram corados com Giemsa 5%. Medidas
cromossémicas foram realizadas através do software DRAWID (Kirov et al., 2017). A

determinacédo da morfologia cromossémica seguiu a classificacdo de Levan et al. (1964).

2.2.Sondas

A Sonda 45S rDNA foi produzida a partir do plasmideo pTa71, que contém a
sequéncia completa deste rDNA de Triticum aestivum (Gerlach e Bedrok, 1945). Por sua
vez, sonda de sequéncias telomeéricas de artrépodes e do U2 snRNA foram obtidas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores descritos por Sahara et al.
(1999) e Colgan et al. (1998), respectivamente. As reacdes de PCR foram constituidas
de: 16,25 uL de agua estéril, 2,5 yuL de tampéo da Taq Polimerase 10x, 2 uL de DNTP
mix (2mM), 1 pL de DNA gendmico(100ng), 1 pL de MgCl, (50mM), 1 pL de primer
foward (10mM), 1 pL de primer reverse (10mM), 0,25 pL de Taqg Polimerase 1U. As
configuracdes termais das PCR foram: 1 ciclo de 94°C (5 minutos); 35 ciclos de 94°C (1
minuto), 53 a 55°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto); 1 ciclo de 72°C (10 minutos); 1 ciclo
4°C (hold). Todas as sondas foram marcadas por nick translation utilizando digoxigenina-
14-dUTP (Roche, Mannheim, Germany).

2.3.Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

FISH foi realizada de acordo com Cabral-de-Mello et al. (2021). Inicialmente os
cromossomos foram tratados com solucdo de Pepsina 1%, fixados em Paraformaldeido
4% e desidratados em bateria de alcool (70%, 90% e 100%). A desnaturacdo do DNA
cromossémico e de sondas ocorreu a 70°C e 100°C, respectivamente. Laminas foram
mantidas a 37°C, overnight, para a hibridizacdo. Posteriormente, laminas foram lavadas
com 2xSSC e 4xSSC-Tween para remocdo de hibridizacGes inespecificas. Sondas foram
detectadas com Anti-digoxigenina-FITC. Cromossomos foram contracorados com 4-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) contendo antifading Vectashield (\Vector).
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3. RESULTADOS
No presente estudo, foram registrados cromossomos monocéntricos tipicos,

caridtipos unimodais e auséncia de pares sexuais heteromorficos nos quatro taxons
analisados (Figura 1). O numero diploide e a férmula cariotipica variaram segundo a
espécie estudada: 2n =40 e cariotipo constituido de 28 metacéntricos, 6 submetacéntricos
e 6 acrocéntricos em Brotheas silvestris (figura 1a); 2n = 48, e cari6tipo com 14
metacéntricos, 4 submetacéntricos e 30 acrocéntricos em Brotheas paraensis (figura
1b,c); em relacdo a Brotheas amazonicus dois cariotipos distintos foram registrados: 2n
= 50 (24 metacéntricos, 4 submetacéntricos e 22 acrocéntricos) na populacdo de
proveniente de Manaus - citotipo A (figura 1d); e 2n = 52 (20 metacéntricos, 10

submetacéntricos e 22 acrocéntricos) na amostra de Parintins — citotipo B (figura 1e).

Células em metéafase | de individuos machos das trés espécies ndo demonstraram
quaisquer evidéncias de quiasma (meiose aquiasmatica) (figura 1). Na maior parte dos
espécimes estudados foram observadas as seguintes quantidades de pares de homologos
com comportamento meiotico regular: 20 bivalentes em B. silvestris (figura 1a); 24
bivalentes em B. paraensis (figura 1b, c); 25 bivalentes em citétipo A de B. amazonicus
(2n =50) (figura 1d). Em contraste, no citotipo B de B. amazonicus (2n = 52) diferentes
configuragdes meidticas foram observadas: 26 bivalentes regulares em 5 individuos
(figura 1e); 23 bivalentes e 1 hexavalente em 2 individuos (figura 1 f,i); 24 bivalentes e 1

quadrivalente em 1 individuo (figura 1 g, h).

Diferentes distribuicdes do 45S rDNA foram registrados entre os cariotipos
analisados. Em B. silvestris esta sequéncia foi observada na regido terminal do braco curto
do par 16 (figura 2a). Em B. paraensis 45S rDNA localiza-se na regido pericentromérica
do par 5 (figura 2b). Em B. amazonicus dois padrdes distintos foram evidenciados: no
citétipo A (2n =50) 45S rDNA foi mapeado na regido terminal do braco longo do par 16
(figura 2c); por outro lado, no citétipo B de B. amazonicus (2n =52), portadores de 26
bivalentes, este DNA repetitivo foi observado no par 4, com um dos cromossomos deste
par portando apenas um sinal em uma extremidade, enquanto seu homdélogo apresentou
dois clusters 45S rDNA de tamanhos desiguais nas duas extremidades (figura 2d). FISH
em células meidticas deste citétipo também revelou que exemplares portadores de
multivalentes apresentam o maior rDNA em pares envolvidos na cadeia cromossémica:
o0 individuo que possui um quadrivalente, mostrou que este rDNA esta presente apenas

em uma regido terminal de dois elementos heteromdrficos envolvidos nesta associacdo
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(figura 2e); em espécimes portadores do hexavalente, dois clusters 45S rDNA, de
tamanhos desiguais, foram observados em ambas as extremidades de um Unico

cromossomo componente deste multivalente (figura 2f).

Sequencias teloméricas de artropodes (TTAGG) foram registradas nas

extremidades dos cromossomos em todos os individuos estudados (figura 3).

Mapeamento do gene U2 snRNA foi obtido com éxito em apenas 3 citétipos. Em
B. paraensis ele localiza-se na regido intersticial do braco curto do par 17 (figura 4a). No
citétipo A de B. amazonicus (2n = 50) este multigene foi observado no braco curto do par
3 (figura 4a). No individuo do citétipo B de B. amazonicus (2n = 52), portador do
quadrivalente, U2 snRNA foi registrado na regido terminal de um par envolvido nesta
associacdo (figura 4c); analises cariométricas permitiram identificar que U2 snRNA

localiza-se na mesma regido terminal do 45S rDNA neste multivalente (figura 4c).

4. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram alta diversidade citogenética entre integrantes do
género Brotheas da Amazonia Brasileira. Dentre as espécies estudadas, B. paraensis e B.
silvestris sdo simpétricas e morfologicamente relacionadas, diferindo apenas em relacéo
a coloracdo e granulacdo de alguns segmentos corporais (Lourengo, 2002). Nossos
achados permitiram distingui-las citogeneticamente e sugerem que estas divergem por no
minimo 8 eventos de fusdo/fissdo. Porém, a taxa de rearranjos responsaveis pela
reorganizagdo genomica entre B. paraensis e B. silvestris pode ser muito superior; 0 uso
de técnicas com maior potencial para detecgcdo de alteragBes cariotipicas, como pintura
cromossémica, pode revelar rearranjos cripticos em Brotheas, como evidenciado em
peixes (Nagamachi et al., 2013) e mamiferos (Di-Nizo et al., 2015). De igual forma,
analises do complexo sinaptonémico devem ser realizadas em Brotheas, para investigar
ocorréncia de inversdes em estado heterozigoto, que realizam heterosinapse durante o
paquiteno, como registrado no escorpido Urodacus (Shanahan e Hayman, 1990).
Sequencias teloméricas intersticiais (ITS) ndo foram observadas em nenhuma destas duas
espécies, sugerindo que fusdo/fissdo ndo envolveram teldmeros dos cromossomos
originais, ou que ITSs podem ter sido removidos ap6s a ocorréncia destes rearranjos
(Mohan et al., 2010; Adilardi et al., 2016). Analise da formula cariotipica em Brotheas
também permitiu inferir ocorréncia de inversdes durante diversificacdo cromossdémica

deste género. Este rearranjo tem sido recorrentemente documentado em outros escorpides
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gue apresentam sistemas monocéntricos, como Urodacus (Shanahan, 1989), Euscorpius
(Stundlova et al., 2019) e Hadogenes (Stahlavsky et al., 2018). Inversées também podem
explicar a divergéncia na morfologia do cromossomo portador do 45S rDNA e na
localizacdo fisica desta sequéncia repetitiva entre B. paraensis (NOR pericéntrica) e B.

silvestris (NOR terminal) (figura 5).

Em relacdo a B. amazonicus, o numero diploide 2n = 50 (citétipo A) registrado no
presente estudo concorda com os dados descritos por Ferreira et al. (1968). Entretanto,
este citotipo mostrou profundas diferencas quanto a estrutura cariotipica (numero
diploide, morfologia cromossémica, localizacao de 45S rDNA e U2 snRNA) em relacao
ao citotipo B (2n = 52); este fato sugere possivel existéncia de espécies cripticas. No caso
especifico do citétipo B, ocorréncia de multivalentes meidticos mostrou que
translocacGes multiplas sdo importantes mecanismos envolvidos na sua diferenciacédo
cromossémica (ver figura 6). Cadeias e anéis meidticos foram registrados em varias
familias de Scorpiones, e em geral promovem heteromorfismos em diversos pares do
cariotipo (Schneider et al., 2009; Pliskova et al., 2016; Mattos et al., 2018; Adilardi et
al., 2020). Dados ecolodgicos sobre B. amazonicus revelaram que esta espécie apresenta
baixa motilidade e alta abundancia em certas regides da Floresta Amazonica, onde
individuos buscam abrigos contra a predacéo, e podem formar agrupamentos com baixa
densidade populacional (Hoffer et al., 1996). Esses atributos populacionais podem
promover alta incidéncia de cruzamento entre individuos heterozigotos para diferentes
translocacOes, e aumentar a taxa de ocorréncia de multivalentes no citétipo B de B.
amazonicus. Estudos anteriores tém demonstrado que individuos resultantes de
hibridizacdo, portadores de translocacbes multiplas, apresentam baixa fertilidade,
alteracGes meidticas no comportamento sinaptico, diminuicdo da taxa de recombinacéo e
erros de segregacdo cromossdmica (Matveevsky et al., 2020). Entretanto, diversas
adaptacGes em processos celulares e cromossdmicos podem ser desenvolvidas para
diminuir os efeitos deletérios destes rearranjos, favorecendo sua fixacdo na populacéo
(Gross et al., 2009; Mcclure et al., 2018; Noronha et al., 2020). No cit6tipo B de B.
amazonicus, assim como nos demais integrantes da ordem Scorpiones, a auséncia de
quiasmas e orientacdo zig-zag dos cromossomos durante Meiose | podem ser fatores
indispensaveis para formacao de gametas balanceados e segregacao correta dos elementos
envolvidos em associa¢Ges multivalentes (Shanahan e Hayman, 1990; Schneider et al.,
2015).
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Na maior parte dos individuos do citétipo B B. amazonicus, analise FISH mostrou
a presenca de dois grandes clusters 45S rDNA em cada elemento do par 4, sendo ambos
altamente divergentes em relacdo ao tamanho; adicionalmente, no maior homologo deste
par, um sitio extra na extremidade oposta foi registrada. Esse padrdo € incomum para a
ordem Scorpiones, na qual casos semelhantes de heteromorfismos de NOR apenas foram
observados pontualmente em alguns integrantes das familias Buthidae (Adilardi et al.,
2016; Lima et al., 2020; Stahlavsky et al., 2020) e Hormuridae (Stahlavsky et al., 2018).
No citétipo B de B. amazonicus, esse resultado pode ser explicado pela ocorréncia de
amplificacdo de motivos 45S rDNA, com posterior crossing-over desigual entre os
mesmos, similar ao observado em peixes (Frade et al., 2019), anfibios (Suarez et al.,
2020), plantas (Su et al., 2020) e outros artropodes (Neto et al., 2013; Stahlavsky et al.,
2018). Amplificacdo de 45S rDNA é um fenémeno controlado epigeneticamente pela
célula, e pode constituir resposta a fatores ambientais (Jack et al., 2015). Em alguns
organismos, tais como plantas (Huang et al., 2008), mamiferos (Cazaux et al., 2011) e
peixes (Frade et al., 2019) foi demonstrado que constrigdes 45S rDNA constituem sitios
frageis, e podem promover instabilidade genémica. Durante o bouquet meidtico,
extremidades cromossdmicas unem-se a membrana nuclear, e teldomeros permanecem
agrupados a um Unico polo da célula. Segundo Hirai (2020) diversas associa¢Ges entre
clusters 45S rDNA terminais e regides heterocromaticas podem ocorrer nesta fase do
ciclo meidtico, promovendo dispersao de parte de cdpias deste multigene para outros loci
gendmicos. Assim, é plausivel sugerir que o sitio extra observado neste citotipo
provavelmente foi originado por meio de recombinacéo ectdpica ou translocacao de parte
das repeti¢Bes dos clusters principais, durante organizacao da configuracdo bouquet em

meiose |.

Considerando a distribuicdo do 45S rDNA observada no presente estudo,
propomos que as associagdes multi-cromossdmicas registradas no citétipo B de B.
amazonicus podem ter origens independentes (ver figura 5). Baseado nos dados
cariotipicos do cit6tipo A de B. amazonicus e nas caracteristicas citogenéticas da maioria
dos escorpides (Mattos et al., 2014; Stahlavsky et al., 2018; Almeida et al., 2019;
Stundlova et al., 2019; Stahlavsky et al., 2020), sugerimos que 0 cromossomo ancestral
no género Brotheas, portador do 45S rDNA, possuia um cluster terminal deste DNA
repetitivo e morfologia metacéntrica. No caso especifico do especime portador do

quadrivalente (citétipo B), a origem desta configuracdo meidtica pode estar relacionada
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a ocorréncia de uma translocacdo reciproca entre o par da NOR ancestral e um par
metacéntrico pequeno nao identificado; essa hipotese € apoiada pela existéncia de clusters
45S rDNA terminais e de tamanhos iguais entre 0s homologos, localizados somente em
uma das extremidades de um dos pares envolvidos nesta associagdo. Em contrapartida,
hipotetizamos que nos espécimes que possuem hexavalente, o par que apresenta a NOR
pode ter sido derivado do par 4 (portador do rDNA) tipico da maior parte dos individuos
do citétipo B de B. amazonicus, descrito no paragrafo anterior. Como parte da evolugéo
em concerto deste DNA repetitivo, algumas repeticGes 45S rDNA podem ser degeneradas
em pseudogenes ou perdidas via recombinagéo, a fim de promover homogeneizagédo de
tais sequéncias (Ganley e Kobayashi, 2007; Garcia et al., 2017; Ferretti et al., 2019).
Dessa forma, em individuos que apresentaram o hexavalente, esse mecanismo pode ser
evocado para explicar a presenca de apenas um cromossomo portador do 45S rDNA.
Posteriormente, translocacdes reciprocas envolvendo este homoélogo com outros pares do

caridtipo resultaram na formacgédo do hexavalente.

No cittipo B de B. amazonicus, apesar de clusters 45S rDNA possuirem
tamanhos distintos, nossos resultados demonstraram pareamento regular entre 0s mesmos
durante meiose | (figura 6). Nos individuos que possuem o hexavalente, o pareamento
ocorreu entre um cluster 45S rDNA e regifes eucromaticas (que ndo portam esse DNA
repetitivo), caracterizando um caso de heterosinapse (figura 6). Este mecanismo meidtico
tem sido amplamente documentado em espécies heterozigotas para translocagdes
reciprocas multiplas, como anfibios (Noronha et al., 2020), mamiferos (Villagémez et al.,
2008) e escorpides (Mattos et al., 2018; Almeida et al., 2017). Neste caso, complexo
sinaptonémico pode ser formado em regides repetitivas sem necessidade de homologia
(Garcia-Cruz et al., 2009). Em Nauphoeta cinerea (Blatodea), por exemplo, diversas
formas deste ajuste sinaptico foram demonstradas em loci heterocromaticos e 45S rDNA
divergentes em tamanho, a fim de favorecer o pareamento correto dos mesmos
(Kornienko, et al., 2009), com ajuste no tamanho dos cromossomos mediante equalizacdo

dos elementos axiais sinapsados (Zickler e Kleckner, 1999).

A distribuicdo do multigene U2 snRNA mostrou que essa sequéncia pode ser
movel no genoma de escorpides Brotheas. Entre os integrantes da ordem Scorpiones, até
0 presente momento, esse DNA repetitivo foi mapeado apenas em cromossomos do
butideo Tityus obscurus (Almeida et al., 2017) e no cactideo Neochactas parvulus

(Almeida et al., em redacéo). Juntamente a B. silvestris e citotipo A de B. amazonicus 2n
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= 50 (presente estudo), essas espécies apresentaram clusters U2 snRNA localizado na
regido intersticial de um par do cariotipo; essa andlise revela alta conservacdo na
quantidade de loci deste multigene em Scorpiones, sugerindo ser esta a condigéo ancestral
para estes aracnideos. Por outro lado, o individuo do citétipo B de B. amazonicus,
portador do quadrivalente, demonstrou U2 snRNA na regido terminal deste multivalente,
associado ao 45S rDNA. Ocorréncia sinténica de U snRNA e rDNAs foi observada em
outros organismos como Orthoptera (Palacios-Gimenez et al., 2015), Testudines
(Cavalcante et al., 2020), peixes (Manchado et al., 2006) e moluscos (Cross et al., 2005).
O significado evolutivo e funcional desta associa¢do ainda ndo é conhecido. A mudanca
registrada na localizacdo fisica do U2 snRNA entre as espécies de Brotheas (da regido
intersticial para terminal) pode ter sido mediada através de um evento de inversao (Silva
et al.,, 2015) ou por movimento de elementos transponiveis, como registrado
anteriormente para outros organismos (Yano et al., 2017; Pucci et al., 2018).

5. CONCLUSAO

O presente estudo registrou baixa variagdo do numero diploide em escorpifes
Brotheas (2n = 40 a 52), em comparacao a outros géneros portadores de cromossomos
monoceéntricos. Apesar disso, cariotipos distintos foram evidenciados em B. amazonicus,
sugerindo ocorréncia de especiacdo criptica nesta espécie. Os principais rearranjos
responsaveis pela evolugdo cromossdmica em escorpides Brotheas sdo fusdo/fissdo,
inversoes e translocacdes reciprocas. Este ultimo fator promove formacéo de associacdes
multi-cromossdmicas durante metafase | em B. amazonicus 2n = 52. Extensa variacdo na
posicao e tamanho de clusters 45S rDNA foi registrada em Brotheas, indicando acdo de
inversdes, duplicacbes e delecGes na organizacdo gendmica deste DNA repetitivo.
Finalmente, analise meidtica neste género demonstrou que ajuste sinaptico em clusters
45S rDNA e meiose aquiasmatica durante meiose |, sdo importantes para assegurar a

segregacdo correta de componentes dos multivalentes no citotipo B de B. amazonicus.
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Tabela 1: Dados gerais sobre a amostra utilizada no presente estudo.

Espécie N Localidade Coordenada Geografica
13,19, 16
» Manaus/AM 3°06' 10”S/59°58'42"0O
embrides
Brotheas
amazonicus
73,52, 9 Parinting/AM 2°38°157S/56°43°46”0
embrides
Brotheas 34,19,19 .
) ) ) Obidos/PA 3°06' 10"S/59°58'42"0
silvestris embrides
Brotheas 23,19, 12 .
] - Obidos/PA 3°06' 10"S/59°58'42"0
paraensis embrides

Legenda das figuras:

Figura 1: Ceélulas meidticas em diferentes espécies de Brotheas. (a) B. silvestris, 2n =40.
(b) B. paraensis, 2n =48. (c) B. amazonicus citotipo A, 2n =50. (d) B. amazonicus citotipo
B, 2n =52. (e) Individuo do cit6tipo B de B. amazonicus portador de uma associagdo
meiotica hexavalente. (f) Individuo do citétipo B de B. amazonicus portador de uma
associacdo meiotica quadrivalente. As setas em (e) e (f) sinalizam associagdes

multivalentes.

Figura 2: FISH com sonda 45S rDNA em Brotheas. (a) B. silvestris. (b) B. paraensis.
(c) B. amazonicus citétipo A. (d) B. amazonicus citétipo B; o inserto mostra o par 4 de
uma célula mitotica evidenciando a diferenca de tamanho entre os clusters 45S rDNA.
(e) Individuo do citétipo B de B. amazonicus portador do quadrivalente. (f) Individuo do
citétipo B de B. amazonicus portador do hexavalente.

Figura 3: FISH com sonda telomérica TTAGG em Brotheas. (a) B. silvestris. (b) B.
paraensis. (c) B. amazonicus citotipo A. (d) B. amazonicus cit6tipo B; o inserto mostra o

par 4 de uma célula mitotica evidenciando a diferenga de tamanho entre os clusters 45S
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rDNA. (e) Individuo do citétipo B de B. amazonicus portador do quadrivalente. (f) Célula
em inicio de Anéafase | do Individuo do citétipo B de B. amazonicus portador do

hexavalente; o inserto em (g) mostra o hexavalente em metéafase I.

Figura 4: Distribuicdo de U2 snRNA em escorpifes Brotheas. (a) B. paraensis. (b)
citétipo A de B. amazonicus. (c) Individuo do citétipo B de B. amazonicus portador do

quadrivalente.

Figura 5: Hipotese para dinamica do 45S rDNA nas trés espécies de Brotheas analisadas

citogeneticamente no presente estudo.

Figura 6: Interpretacdo esquematica para translocag¢fes observadas no citétipo B de B.
amazonicus. (a) origem e (b) pareamento em metafase | da associacdo quadrivalente; (c)
origem e (d) pareamento em metafase | da associacdo hexavalente. Regides em amarelo

nos esquemas corresponde sitios 45S rDNA.
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Figura 5
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CAPITULO 3: Microcromossomos em Scorpiones? O caso do caridtipo bimodal de
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RESUMO

Microcromossomos sao amplamente encontrados principalmente em cari6tipos bimodais
de vertebrados e caracterizam-se pelo tamanho extremamente pequeno, cromatina rica
em GC e replicacdo inicial na fase S em relacdo a cromossomos de tamanho regular.
Neste estudo, descrevemos pela primeira vez ocorréncia de microcromossomos em
Scorpiones ao investigar a organizacdo genémica e 0 comportamento mei6tico em
Neochactas parvulus. Esta espécie demonstrou 2n = 54, com férmula cariotipica
4AM+26SM+6A+18 microcromossomos. Grandes blocos de heterocromatina rica em
pares de bases AT foi observada na regido pericentromérica da maior parte dos pares de
macro e microcromossomos. Durante o paquiteno, 18 bivalentes aquiasmaticos sdo
formados, que segregam regularmente na anafase |. Os multigenes 45S rDNA e
U2snRNA foram localizados na regido intersticial dos pares 2 e 6 (macrocromossomos),
respectivamente, e ocupam regides periféricas no ndcleo interfasico. Sequencias
teloméricas foram observadas apenas nas extremidades cromossémicas. A auséncia de
quiasmas ndo compromete a estabilidade dos microcromossomos de N. parvulus na
meiose, possivelmente devido a preservacdo do complexo sinaptonémico até fases tardias
da profase I, tipico de Scorpiones. Mapeamento de multigenes evidencia a existéncia de
arranjo centro-periférico dos conjuntos cromossémicos de N. parvulus durante interfase.
Finalmente, nossos resultados sugerem que 0s microcromossomos deste escorpido sao
produtos de rearranjos Robertsonianos e que eventos de amplificacdo de heterocromatina

contribuem para a manutencao do estado bimodal do cari6tipo desta espécie.

Palavras-chave: microcromossomos, aquiasmia, cariétipo bimodal, heterocromatina,

Scorpiones

1. INTRODUCAO

Microcromossomos sdo definidos pelo seu tamanho extremamente pequeno,
similar a pontos, cuja morfologia ndo ¢ possivel determinar (O’connor et al., 2018). Eles
sdo caracteristicos de caridtipos bimodais, em que bivalentes ndo diminuem gradualmente
de tamanho como observado na maioria dos seres vivos (Palomino et al. 2008). Sédo
encontrados em plantas monocotiledoneas (McKain et al., 2012) e em varios grupos de

vertebrados, como Aves (O’connor et al., 2018), Squamata (Deakin and Ezaz, 2019),
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Testudines (Cavalcante et al., 2020), Gymnophiona (Seto and Nussbaum, 1976) e alguns
peixes primitivos (Fontana et al., 2004).

Durante a divisdo celular, microcromossomos sao estaveis (pois possuem
centrbmeros e telémeros tipicos) e comportam-se como C€romossomos regulares
(macrocromossomos), sendo mantidos a cada ciclo (Ezaz e Young, 2013; Menezes et al.,
2019). Em plantas e animais, geralmente os microcromossomos apresentam alto contetdo
de genes, e replicam mais cedo na fase S em relagdo aos macrocromossomos (McQueen
etal., 1998; Domaschenz et al., 2015; Béez et al., 2019; Deakin and Ezaz, 2019). Quanto
a disposicdo no interior do nucleo interfasico, 0s microcromossomos séo constantemente
observados na regido central, enquanto macrocromossomos sao localizados na periferia
destes (Skinner et al. 2009; Béez et al., 2019).

A organizacdo bimodal do cariétipo pode ser originada através de diferentes
mecanismos, dentre os quais destacam-se: (i) hibridizacdo com posterior poliploidia
(McKain et al., 2012); (ii) acumulo diferencial de sequencias repetitivas em alguns
cromossomos (Béez et al., 2019); (iii) e rearranjos cromossoémicos, especialmente do tipo
fusdo/fissdo (Medeiros-Neto et al., 2017). Este altimo fator, parece ser o mais implicado
na origem da bimodalidade em t&xons animais (Burt, 2002; Cavalcante et al., 2018;
Deakin and Ezaz, 2019). Em aves, por exemplo, diversos estudos tem demonstrado que
rearranjos Robertsonianos, especialmente fissdes de cromossomos de tamanho regular,
ocorreram durante a histdria evolutiva deste grupo, originando microcromossomos (\V0ss
etal., 2011; O’connor et al., 2018).

A ordem Scorpiones compreende cerca de 1900 espécies, com ampla ocorréncia
em todos os continentes, a excecdo da Antartida (Rein, 2021). Analise citogenética em
escorpides mostrou apenas cariétipos unimodais nestes artropodes. Apesar disso,
apresentam dois tipos cromossdmicos que se distinguem quanto a estrutura do
centrdmero: holo e monocéntricos (Mattos et al., 2013). Os primeiros sdo observados
apenas em Buthidae e possuem o centrdmero disperso ao longo das cromatides (Adilardi
et al., 2016). As demais familias de Scorpiones apresentam Cromossomos com
centrébmeros restritos a uma Unica regido, nimeros diploides altos (2n = 48-175) e 45S
rDNA localizado em regides intersticiais de um par do cariotipo (Schneider et al., 2009;
Stundlova et al., 2019). Dados citogenéticos de escorpides portadores de sistemas
monoceéntricos sdo escassos, e em algumas familias apenas poucas especies foram
investigadas. Em Chactidae, por exemplo, que abrange 15 géneros e 208 espécies, apenas
Brotheas amazonicus teve seu cariotipo brevemente descrito (Ferreira et al., 1950).
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O género Neochactas (Chactidae) é encontrado na regido amazonica, reunindo
cerca de 40 espécies (Lourenco, 2017; Rein, 2021). Dentre estas, Neochactas parvulus
possui distribuicdo geografica na regido oeste do estado do Para, Brasil (Lourenco, 2002).
No presente estudo, realizamos analise citogenética nesta espécie, e constatamos a
existéncia de um cari6tipo bimodal, o primeiro descrito na ordem Scorpiones.
Adicionalmente, caracterizamos 0 comportamento meidtico, distribuicdo de
heterocromatina e a organizagao cromossémica de familias multigénicas neste escorpido,

a fim de inferir a origem da bimodalidade nesta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Amostra e Andlise cariotipica

A amostra utilizada para este estudo foi constituida de dois machos e uma fémea
de N. parvulus, coletados no municipio de Obidos, Para, Brasil. A identificacio
taxonémica foi realizada segundo Lourenco (2002). Os espécimes foram depositados na
colecdo do Laboratério de Entomologia Médica e Artropodes Peconhentos
(LEMAP/UFPA). Gonadas foram hipotonizadas em KCI 0,075M, e posteriormente
fixadas em solucdo de metanol:&cido acético (3:1). Suspensao celular gerada a partir da
digestdo de gbnadas em 4&cido acético 60% foi espalhada em laminas a 45°C.
Cromossomos foram corados com Giemsa 5%. Medidas cromossomicas foram realizadas
através do software DRAWID (Kirov et al., 2017). A determinacdo da morfologia
cromossOmica seguiu a classificacdo de Levan et al. (1964). Bandeamento C foi realizado

de acordo com Sumner (1972).

2.2.Sondas

A Sonda 45S rDNA foi produzida a partir do plasmideo pTa71, que contém a
sequéncia completa deste rDNA de Triticum aestivum (Gerlach e Bedrok, 1945). Por sua
vez, sonda de sequéncias telomeéricas de artrépodes e do U2 snRNA foram obtidas por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores descritos por Sahara et al.
(1999) e Colgan et al. (1998), respectivamente. Para a reacdo de PCR foi utilizado: 100ng
de DNA genoémico de N. parvulus, 2,5uL de tampdo de reacdo 10x, 2 puL de DNTP 2mM,
1 puL de MgCI 50 mM, 1 pL de cada iniciador a 10 mM, 0,25 pL de Tag DNA polimerase,
e 16,75 pL de agua esteril. Todas as sondas foram marcadas por nick translation
utilizando digoxigenina-14-dUTP (Roche, Mannheim, Germany).

115



2.3.Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

FISH foi realizada de acordo com Cabral-de-Mello et al. (2010). Anteriormente,
cromossomos foram tratados com solucdo de Pepsina 1%, fixados em Paraformaldeido
4% e desidratados em bateria de alcool (70%, 90% e 100%). A desnaturacdo do DNA
cromossémico e de sondas ocorreu a 70°C e 100°C, respectivamente. Laminas foram
mantidas a 37°C, overnight, para a hibridizacdo. Posteriormente, laminas foram lavadas
com 2xSSC e 4xSSC-Tween para remocéo de hibridiza¢Ges inespecificas. Sondas foram
detectadas com Anti-digoxigenina-FITC. Cromossomos foram contracorados com 4-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) contendo antifading Vectashield (\VVector).

3. RESULTADOS

Nossos resultados demonstraram que N. parvulus apresenta nimero diploide 2n =
54 (Figura 1). Os cromossomos foram classificados como monocéntricos, baseado na
presenca de constricdo primaria. O cariotipo desta espécie é altamente bimodal e
constituido por 4 cromossomos metacéntricos, 26 submetacéntricos, 6 acrocéntricos e 18
microcromossomos (Figura 1). Na amostra de machos analisada, ndo foram observados
cromossomos com comportamento meiético diferencial que sugerisse ocorréncia de
alossomos heteromarficos.

Bandeamento C com posterior coloracdo por DAPI evidenciou fortes bandas de
heterocromatina rica em pares de bases AT na regido pericentromérica da maior parte dos
macro e microcromossomos, com excecdo dos pares 3, 11, 13, 15, 16, 17, 23, 25 e 27
(Figura 2). Uma banda C adicional foi registrada na regido intersticial do braco curto do
par 2 (Figura 2).

Analise meiotica revelou comportamento sinaptico regular para todos os pares
cromossémicos de N. parvulus. Durante o zigbteno, cromossomos organizam-se em
configuracdo bouquet, com telémeros agrupados a um polo do nucleo celular (Figura 3 a,
b); em paquiteno, todos os bivalentes (macro e microcromossomos) sdo visualizados na
forma de filamentos duplos, com sinapse completa (Figura 3c). O grau de extensao das
fibras cromossdmicas durante o paquiteno permitiu observar a presenca de dois dominios

heterocromaticos na regido pericentromérica de um bivalente submetacéntrico submetido
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ao bandeamento C (Figura 3d). Células pos-paquiteno apresentaram 27 bivalentes
altamente condensados e pareados, sem quaisquer indicios de quiasmas (Figura 3e). A
partir desta fase até Metafase | a regido pericentromérica apresentou-se assinaptica
(Figura 3e). Na transicdo metafase I/anafase | os componentes dos bivalentes iniciam a
disjuncdo e permanecem em disposicdo paralela entre si (Figura 3f).

FISH com sonda de familias multigénicas demonstrou que o0 45S rDNA encontra-
se na regido intersticial do brago curto do par 2, e é co-localizado com a banda C
observada na mesma regido (Figura 4a). Repeticdes teloméricas TTAGG foram presentes
nas quatro extremidades de todos os micro e macrobivalentes (Figura 4b). O gene U2
snRNA foi registrado na regido intersticial do braco longo do par 6 (Figura 4c). Em
nucleos interfasicos, sinais de hibridizacdo dos multigenes 45S rDNA e U2 snRNA foram
observados na periferia desta organela durante a interfase (Figura 4d, e). Na mesma
Iamina, apos desnaturacdo em formamida para experimento FISH com sonda 45S rDNA,
foi possivel observar a presenca de blocos heterocromaticos DAPI+ em
macrocromossomos (Figure 4a), e distribuicdo destas regides na periferia do nucleo

celular (Figura 4d).

4. DISCUSSAO

Caridtipos bimodais sdo raros em invertebrados, sendo esporadicamente
registrados em integrantes do filo Arthropoda (Kuznetsova et al., 2011; Almeida et al.,
2006; Mesa et al., 2010; Kuznetsova et al., 2017; Menezes et al., 2019; Lukhtanov, 2019).
Em algumas ordens de Insecta, a bimodalidade é caracterizada apenas pela presenca de
um par de cromossomos sexuais gigantes (Almeida et al., 2006; Brito et al., 2010; Mesa
et al., 2010) ou pela formacgédo de um Unico par de microcromossomos (Kuznetsova et al.,
2011; Kuznetsova et al., 2017). O cariétipo de N. parvulus é o primeiro com padréo
bimodal descrito para ordem Scorpiones e ndo estd relacionado ao processo de
diferenciacdo de cromossomos sexuais. Resultados semelhantes foram encontrados por
Shanahan (1989) que observou cromossomos telocéntricos extremamente pequenos no
escorpido Urodacus manicatus (Urodacidae). No entanto, diferentemente de nossos
achados, a bimodalidade do cari6tipo ndo foi demonstrada nesta espécie e 0s
cromossomos pequenos de U. manicatus apresentaram variagdo intrapopulacional,
descaracterizando a estabilidade tipica de microcromossomos (Ezaz e Young, 2013).

Adicionalmente, o motivo telomérico TTAGG nas quatro extremidades dos
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microcromossomos de B. parvulus, contribui para impedir a eliminacdo destes ao longo
do ciclo celular, mantendo-os constantes na populacéo.

A auséncia de dados citogenéticos de outras espécies do género Neochactas
inviabiliza a reconstrucdo da evolugdo cariotipica de N. parvulus. O Unico integrante da
familia Chactidae com descricdo citogenética conhecida além de N. parvulus, é Brotheas
amazonicus, que apresentou 2n = 50 (Ferreira et al., 1995). De qualquer forma, o
mapeamento das familias multigénicas 45SrDNA e U2snRNA em N. parvulus nos
permite descartar a hipotese da origem deste caridtipo por alopoliploidia, uma vez que
apenas um sitio de cada uma destas sequencias foi observado no complemento desta
espécie. Por outro lado, a unimodalidade dos cariotipos de B. amazonicus e dos demais
escorpides, nos permite sugerir que eventos de fusdo/fissdo tenham sido os principais
responsaveis pela origem da bimodalidade em N. parvulus. Neste caso, cromossomos de
tamanho regular seriam resultantes de fusdes, enguanto microcromossomos seriam
originados por meio de fisses destes (McKain et al. 2012); este fendbmeno é amplamente
documentado em outros grupos animais que apresentam cariétipo bimodal, como
testudines (Cavalcante et al., 2018), aves (Ribas et al., 2018) e squamata (Srikulnath et
al., 2013). Alta taxa de fusdo/fisséo tem sido revelada em escorpifes com cromossomos
holo e monocéntricos (Adilardi et al., 2013; Almeida et al. 2017). Nestes ultimos, estas
alteracdes Robertsonianas tém sido documentadas principalmente nos géneros Urodacus
(Shanahan, 1989), Euscorpius (Stundlova et al., 2019), Hadogenes (Stahlavsky et al.,
2018) e Heterometrus (Pliskova et al., 2016). Em N. parvulus a presenca de dois dominios
heterocromaticos na regiao pericentromérica de um bivalente submetacéntrico (ver figura
3d) constitui evidéncia adicional da ocorréncia de fusdo céntrica nesta espécie, pois
podem ser remanescentes da unido de dois centrébmeros de cromossomos acrocéntricos,
como registrado em outros organismos. Em Scorpiones, quando no estado heterozigoto,
fusdo/fissdo promovem diversas falhas na sinapse meiotica, com alta incidéncia de gaps,
interlocks, assinapses e associacfes multivalentes (Shanahan and Hayman, 1990;
Schneider et al., 2015). Segundo Imai (1986) fissdes podem ser selecionadas
positivamente, para resolver interlocks e crossing-overs ectépicos, formados no interior
do nucleo celular, prevenindo formacéo de translocaces e inversdes. Considerando estas
informacdes, é possivel que microcromossomos de N. parvulus tenham sido originados a
partir de fissdes de cromossomos grandes (e vice-versa), a fim de evitar os efeitos

deletérios de rearranjos em heterozigose.
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O comportamento meiético de microcromossomos em Arthropoda €
relativamente mais variavel do que em vertebrados. Na maior parte dos animais,
microcromossomos sdo mantidos sinapsados durante o paquiteno, e realizam crossing-
over nesta fase da meiose | (Kuznetsova et al., 2017; Pigozzi, 2016; Lisachov et al.,
2017), pois, a formacdo de quiasmas é necessaria para estabilidade destes durante a
divisdo celular (Ezaz and Young, 2013). Por outro lado, em diversas linhagens
aquiasmaticas de Heteroptera, microcromossomos realizam sinapse tardiamente no
paquiteno, sdo univalentes no diploteno (devido a auséncia de quiasmas), e
posteriormente formam um pseudo-bivalente na diacinese (Toscani et al., 2007
Kuznetsova et al., 2011). De modo semelhante, machos de N. parvulus analisados no
presente estudo sdo aquiasmaticos. Essa caracteristica € compartilhada com os demais
escorpides atuais (Mattos et al., 2013; Adilardi et al., 2016; Almeida et al., 2017). Apesar
disso, em N. parvulus, microcromossomos apresentaram comportamento regular durante
a profase I, similar aos macrocromossomos, e permaneceram na forma de bivalentes até
0 inicio da anafase | (ver figura 3f). Esse resultado é explicado pela presenca de um
complexo sinaptonémico (CS) modificado que se mantém até fases tardias da profase I,
como observado em outros integrantes da ordem Scorpiones (Shanahan and Hayman,
1990; Schneider et al. 2009; Schneider et al., 2015; Almeida et al., 2018). A persisténcia
do CS nestes aracnideos pode estar associado a formacdo de cromatina rica em
H3K27me3, como registrado para o escorpido Tityus silvestris (Almeida et al., 2018).
Assim, em N. parvulus esta adaptacdo meiotica pode substituir a fungdo dos quiasmas e
permitir a disjuncdo normal dos microbivalentes durante anafase 1.

Nossos resultados mostraram 45S rDNA localizado na regido intersticial de um
macrocromossomo em N. parvulus. O mapeamento fisico desta sequéncia em outros
sistemas monocéntricos de escorpides mostrou resultados semelhantes (Pliskova et al.,
2016; Stahlavsky et al., 2018; Stundlova et al., 2019). Esse padréo diverge dos cariétipos
bimodais de grande parte dos vertebrados que apresentam esta sequéncia em
microcromossomos (Fontana et al., 2003; Degrandi et al., 2020; Cavalcante et al., 2020).
Em alguns casos, microcromossomos podem ser originados a partir de duplicacbes e
fissdes de clusters do maior DNA ribossomal (Menezes et al., 2019), o que ndo é o caso
de N. parvulus. Outro multigene mapeado em macrocromossomos desta espécie foi U2
snRNA, cuja distribuicdo gendmica é similar aos resultados encontrados no escorpido
Tityus obscurus (Almeida et al., 2017). Em células interfasicas sinais de hibridizagéo
destes dois DNASs repetitivos foram registrados na periferia do nucleo. Esse achado sugere
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a existéncia de organizacdo diferencial dos conjuntos cromossdmicos de N. parvulus
durante esta fase, em que microcromossomos seriam mantidos no centro enquanto
macrocromossomos ocupariam a periferia desta organela. Em aves, esse padrédo de
distribuicdo é mantido mesmo apos fusdo de micro a macrocromossomos (O’connor et
al., 2018). Uma explicacdo para este fato em aves, prop8e que sequéncias ricas em pares
de base AT dos macrocromossomos 0s mantém ligados a membrana nuclear; em
contrapartida, microcromossomos que sao pobres em pares de bases AT (e ricos em GC),
manteriam sua posi¢do central (O’connor et al., 2018). Entretanto, essa hipdtese nédo é
valida para todos os organismos com cariotipos bimodais, pois esse padrdo na
composicdo de bases, tipico dos microcromossomos de aves e alguns répteis, ndo é
compartilhado por outros grupos taxonémicos (Bressa et al., 2005; Alfoldi et al., 2011).
Em N. parvulus, por exemplo, foram observadas bandas C DAPI+ em quase todos 0s
pares de microcromossomos, indicando que sua heterocromatina € rica em pares de bases
AT (ver figura 2). Outra possibilidade sugere gue a posi¢do central de microcromossomos
de N. parvulus no nucleo interfasico possa estar relacionada a atividade génica e um maior
acesso a maquinaria proteica responsavel pela duplicacdo do DNA na fase S. Essa
hipdtese tem sido bem aceita para aves (Habermann et al., 2001) e plantas (Béez et al.,
2019), e explica a replicacdo inicial destes em relacdo aos macrocromossomos.

Diversos estudos tém mostrado que a taxa de recombinacéo tende a diferir entre
0s conjuntos cromossdmicos de um cari6tipo bimodal ao longo do tempo (Burt, 2002;
Baez et al., 2019). Em Gallus, por exemplo, a taxa de recombinacédo é duas a quatro vezes
maior em microcromossomos quando comparados aos macrocromossomos (Smith et al.,
2000). Essa caracteristica € necessaria para manter a assimetria de um cariétipo bimodal
apos sua formacdo (Vosa et al. 2005). Em N. parvulus essa hipotese ndo pode ser
totalmente aplicada, pois a meiose é aquiasmatica nesta espécie, sugerindo baixa taxa de
crossing-over ou sua auséncia total em todos os pares de cromossomos na profase I.
Assim, a persisténcia da assimetria no cariotipo bimodal deste escorpido deve estar
relacionada a outros mecanismos. Em plantas De la Herran et al. (2001) e Béez et al.
(2019) sugeriram que a amplificacio de DNAs repetitivos heterocromaticos
cromossomo-especificos contribui para aumentar a diferenca de tamanho entre as classes
do cariétipo bimodal. Interessantemente, em N. parvulus observamos grande
variabilidade na quantidade de heterocromatina constitutiva (HC) entre os pares de
tamanho regular, com alguns deles, a exemplo dos pares 2, 6 e 14 apresentado grande

quantidade desta forma de cromatina. Esse padrdo € incomum para Cromossomos
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monocéntricos de Scorpiones, que apresentam baixo conteudo heterocromatico,
geralmente restrito a diminutos blocos pericentromeéricos (Shanahan, 1989; Schneider et
al., 2009; Adilardi et al., 2013; Pliskova et al., 2016). Assim, o padréo de bandas C obtido
no presente estudo sugere amplificacdo de HC em alguns pares do cariotipo de N.
parvulus. Esse fendbmeno pode ocorrer para inibir o aumento de cépias de elementos
transponiveis e outras sequencias repetitivas, bem como sua atividade transcricional em
dominios centroméricos (Nishibuchi and Déjardin, 2017). Além disso, a presenca de
familias multigénicas nos macrocromossomos (45S rDNA e U2 snRNA), corrobora a
hipdtese da ocorréncia de acuimulo diferencial de DNAs repetitivos entre macro e
microcromossomos de N. parvulus, contribuindo para manter a assimetria do cariétipo

neste escorpiao.

5. CONCLUSAO
O presente estudo evidencia a bimodalidade do cari6tipo como uma tendéncia na

evolucdo cromossémica do género Neochactas. Nossos dados sugerem que 0S
microcromossomos registrados em N. parvulus sdo originados por eventos de
fusbes/fissdes, e podem apresentar distribuicdo mais central no interior de nucleos
interfasicos, em relagdo a macrocromossomos. Analises posteriores envolvendo
sequenciamento e imunodetec¢do de modificacBes epigenéticas de microcromossomos
deste escorpido nos permitirdo entender a composicdo genémica dos mesmos, e se eles

conferem alguma vantagem funcional/evolutiva para esta espécie.
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Legenda das figuras

Figura 1: Caridtipo de N. parvulus. Notar a diferenga de tamanho entre os

MIiCrocromossomaos e 0S Macrocromossomos.

Figura 2: Bandeamento C em cromossomos de N. parvulus. A seta no par 2 indica a
banda C adicional no brago curto. No inserto, alguns exemplares de microcromossomos

submetidos a coloracdo por DAPI ap6s o bandeamento C.

Figura 3: Comportamento meiético em N. parvulus. (a) Zigoteno. (b) o mesmo nucleo
zigoténico em “a” submetido a FISH com sonda telomérica; notar a disposicao polarizada
dos telémeros. (¢) Paquiteno. Setas indicam microbivalentes. (d) Bivalentes paquiténicos
isolados; a seta indica os multiplos dominos heterocromaticos na regiao pericentromérica.
O inserto mostra uma representacdo esquematica do bivalente indicado pela seta. (e) Pos-

paquiteno. (f) Anéafase 1.

Figura 4: Mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos em N. parvulus. (a) 45S
rDNA (seta); blocos heterocroméaticos DAPI+ sdo indicados pelas cabecgas-de-setas. (b)
Repeticdes TTAGG. (c) U2 snRNA. (d) 45S rDNA em interfase; a seta indica 45S rDNA,
e as cabecgas-de-seta indicam heterocromatina de macrocromossomos na periferia do

nucleo. (e) U2 snRNA em nucleo interfasico (seta).
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Meiosis in the scorpion Tityus silvestris: new insights into

achiasmatic chromosomes

Bruno Rafael Ribeiro de Almeida, Renata Coelho Rodrigues Noronha, Marlyson Jeremias Rodrigues da Costa,

Cleusa Yoshiko Nagamachi and Julio Cesar Pieczarka*

ABSTRACT

Achiasmatic male meiosis in scorpions is characterized by a high
frequency of gaps, asynaptic regions and multivalent associations.
Here, we performed an immunocytogenetic analysis to investigate
recombination, and synapsis and chromatin-remodeling events during
meiosis of the scorpion Tityus silvestris. Our results demonstrate
that the synaptonemal complex (SC) begins its organization in the
zygotene stage and persists until metaphase |. The advancement of
the synaptic process is related to the epigenetic modification histone
H3 lysine 27 trimethylation (H3K27m3). The distribution and dynamics
patterns of variant yH2AX and recombinase Rad51 during achiasmatic
meiosis suggests formation and repair of DNA double-strand
breaks (DSBs) during early stages of prophase |. The epigenetic
modifications, histone H3 lysine 4 trimethylation (H3K4m3) and
histone H3 lysine 9 acetylation (H3K9ac), showed a dispersed
distribution along the bivalents, suggesting that transcriptional
activity is maintained constitutively during prophase |. However,
H3K9ac modifications are absent in constitutive heterochromatin
carrying the 45S rDNA in pachytene and post-pachytene stages.
Collectively, our data demonstrate that T. silvestris exhibits adaptations
to the achiasmatic mode, and suggest that epigenetic modifications
may act in the regulation of these mechanisms to favor the normal
continuation of meiosis in this scorpion.

KEY WORDS: Holocentric chromosome, Achiasmatic meiosis,
Scorpiones, Epigenetics, Synaptonemal complex

INTRODUCTION

Tityus is the largest genus of the Buthidae family in the Neotropical
region, comprising about 200 described species, some of which are
of great medical importance (Kovarik et al., 2013; Lourengo, 2002,
2015). In recent years, these scorpions have been the subject of
several meiotic studies, reflecting the fact that they exhibit extensive
multivalent associations during metaphase I. These meiotic chains
may involve all chromosomes of the karyotype and are the result of
the occurrence of structural rearrangements of the fusion/fission
type or reciprocal translocations in the heterozygous state (Piza,
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1950a,b; Cunha and Pavan, 1954; Adilardi et al., 2016; Ojanguren-
Affilastro et al., 2017). The presence of holocentric chromosomes
favors fixation of these rearrangements in several natural
populations (Mattos et al., 2013). Direct consequences of such
changes are detected during prophase I events, as evidenced by
synaptic anomalies, such as gaps, asynapsed regions, loop-like
structures and a high frequency of heterosynapsis, in several
members of this genus (Schneider et al., 2009b).

Another interesting aspect of 7ifyus meiosis is the absence of
chiasma in males (Schneider et al., 2009a). Achiasmatic meiosis is
not unique to this genus, occurring in all Scorpiones families, as
well as in other organisms, such as plants, flatworms and insects
(Schneider et al., 2009a; Loidl, 2016). Chiasma formation is related
to the occurrence of DNA double-strand breaks (DSBs), created by
the enzyme Spol1 (Moens et al., 2007). The recombinases, Rad51
(radiation sensitive 51) and DMC1 (disrupted meiotic cDNA1),
perform reciprocal repair by subsequently associating with regions
of DSBs and connecting them to the homologous DNA strand,
forming a heteroduplex (Gray and Cohen, 2016). The chiasma is the
cytological visualization of this process during the diplotene stage,
after dissociation of the synaptonemal complex (SC). To date, no
detailed studies of meiotic recombination in scorpions have been
reported, with the exception of an ultrastructural analysis of the SC
of some Buthidae species that showed no recombination nodules
(Shanahan and Hayman, 1990; Schneider et al., 2015).

Histones are protein components of nucleosomes that can undergo
post-translational modifications through methylation, acetylation,
ubiquitination, sumoylation or phosphorylation of different amino
acids present in the amino terminal tail (Venkatesh and Workman,
2015). Such changes reshape the chromatin, promoting the
activation or inactivation of genes, or recruiting specific proteins to
perform certain functions (Bannister and Kouzarides, 2011). During
meiosis | in several organisms, insertions of histone variants in the
chromatin are observed; these include the phosphorylated serine 136
histone variant H2AX (yH2AX) (Cabrero et al., 2007) and
methylation or acetylation of histone H3 at different amino acids
(Hayashi et al., 2005). Such changes may be related to the regulation
of several meiotic processes, including recombination, condensation,
segregation and transcriptional silencing of homologues (Moens
et al., 2007; Naumova et al., 2013; Rahn et al., 2016).

Thus, Tityus scorpions may be excellent models for epigenetic
studies on achiasmatic meiotic chromosomes. In this study, we
performed a detailed analysis of the meiotic cycle of Tityus silvestris
Pocock, 1988, with the objective of analyzing the synaptic behavior,
verifying the occurrence and repair of DSBs and investigating the
relationship of these events to epigenetic modifications of bivalents
throughout prophase I of this species. In addition, information
about Zityus chromatin epigenetic dynamics may contribute to
understanding the molecular organization of DNA in holocentric
systems (Heckmann et al., 2013).
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RESULTS

Tityus silvestris has 2n=24 holocentric chromosomes, with one
large-size pair and 11 medium-size pairs (Fig. 1A). C-banding
revealed only one heterochromatic block in the terminal region of
pair 1 (Fig. 1B). During meiosis, post-pachytene cells exhibited
bivalents, with homologues arranged parallel to each other, without
a configuration that evidences the presence of chiasma (Fig. 1C).
Fluorescence in situ hybridization (FISH) using 45S rDNA showed
that this sequence is co-localized with the heterochromatin of pair 1
(Fig. 1D). Telomeric sequences were observed only at chromosomal
ends (Fig. 1D).

Immunodetection of SMC3 (Structural Maintenance of
Chromosomes 3) protein and FISH with a telomeric probe
showed that, in the leptotene stage, cohesin SMC3 was present in
the form of single filaments, dispersed along nuclei, or initiating the
bouquet formation (Fig. 2A-D). During the zygotene stage, SMC3
filaments and telomeres were polarized in the bouquet
configuration, with synapsis initiation of homologs through
terminal regions (Fig. 2E-H). In early pachytene stage, the
bouquet configuration became disorganized, exhibiting longer
double filaments, owing to advancement of the synapsis, that
were continuous with single filaments (Fig. 2I-L). During the
intermediate pachytene stage, bivalents were almost totally
synapsed, but with interstitial regions that had not yet completed
the synapsis process (Fig. 2M-P); the synapsis of bivalents was
completed in the late pachytene stage (Fig. 2Q-T). Post-pachytene
cells exhibited the presence of 12 completely synapsed bivalents, in
which the SMC3 axis remained centrally located along each
bivalent to the metaphase I stage (Fig. 2U-Z).

n U W
34 5 6

" " "
7 8 9 10 11 12

"
2

LI |

Fig. 1. Cytogenetic ch teri of T. silvestris. (A) Karyotype, 2n=24.
(B) C-banding; note the heterochromatic block in pair 1. (C) Post-pachytene
stage meiotic cell demonstrating 12 achiasmatic bivalents. (D) The same
post-pachytene stage cell from C submitted to FISH with a telomeric probe;
inset shows the rDNA 458S carrier (pair 1). Scale bar: 10 ym.
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Immunodetection of YH2AX demonstrated that the formation of
DSBs starts in pre-leptotene cells (Fig. 3A-D). In leptotene cells,
YH2AX signals were randomly distributed along the nucleus
(Fig. 3E-H). During the zygotene stage, YH2AX signals were co-
located with SMC3 axes, polarized according to the bouquet
configuration (Fig. 31-L). In the early pachytene stage, YH2AX
signals increased in intensity, expanding along the synapsed SMC3
axes (Fig. 3M-P). In the intermediate pachytene stage, the number
of YH2AX signals decreased drastically, with only a few visible
domains, most of which were restricted to the bivalent terminal
region (Fig. 3Q-T). No yH2AX signals were observed at the late
pachytene stage (Fig. 3U-Z).

An analysis of the distribution of Rad51 revealed that foci of this
recombinase were first detected in the leptotene stage, located on
scattered SMC3 axes along the nucleus (Fig. 4A-D). In the
zygotene stage, Rad51 was observed only in the synapsed
chromosome axes of the bouquet (Fig. 4E-H). During early and
intermediate phases of the pachytene stage, Rad5 foci were
distributed along the SC, detectable on different regions of the
synapsed axes or lateral to them (Fig. 41-L). No Rad51 signals were
observed in the late pachytene stage (Fig. 4M-P).

An analysis of the anti-H3K27m3 antibody-labeling pattern
demonstrated that the proportion of histones bearing this
modification increased in association with advancement of the
synapsis. In the leptotene stage, H3K27m3 was located only at one
pole of the cellular nucleus (Fig. SA,B). During the early zygotene
stage, the number of H3K27m3 signals increased slightly but were
still polarized in the bouquet over thick chromatin, which comprises
regions containing initiated synapsis (Fig. 5C,D). In late zygotene
stage, the number and intensity of anti-H3K27m3 signals did not
change, and were observed mainly on the terminal region of
bivalents (Fig. SE,F). In early pachytene stage, there was a large
increase in the amount of H3K27m3 that remained localized only in
the synapsed parts of homologs (Fig. 5G,H). In the intermediate
pachytene stage, H3K27m3 signals were observed along all
bivalents (Fig. 5LJ). In late pachytene cells, on the other hand,
the amount of H3K27m3 decreased, and the signals appeared
to be compartmentalized, exhibiting a binding-like pattern in
some bivalents (Fig. SK,L). With progression of chromosomal
condensation to post-pachytene and metaphase I stages, H3K27m3
signals were observed with a distribution that covered most bivalent
extensions, with the exception of the terminal region of some
bivalents, including pair 1 carrying the C band (Fig. SM-P).

Immunodetection of H3K4m3 revealed a uniform distribution of
this epigenetic mark along the nucleus of leptotene stage cells
(Fig. 6A,B). During the zygotene stage, the pattern was the same as
that observed in leptotene cells; however, it was possible to identify
some terminal regions that contained few H3K4m3 signals (Fig. 6C-F).
In early and late pachytene cells, H3K4m3 signals were detected
along almost all extensions of the homologues, where they were
present in both synapsed and non-synapsed regions; exceptions
included some interstitial and terminal regions that exhibited a low
intensity of H3K4m3 signals (Fig. 6G-J). In metaphase II cells,
chromosomes exhibited an apparently homogeneous distribution of
H3K4m3, and it was not possible to clearly distinguish regions that
lacked these modified histones (Fig. 6K,L).

An antibody specific for lysine 9-acetylated histones (H3K9ac)
revealed an apparently uniform distribution of this epigenetic mark in
interphase chromosomes, with a small accumulation in the
heterochromatic region (Fig. 7A-C). In the early stages of prophase
I (leptotene and zygotene stages), the distribution of H3K9ac remained
uniform throughout the bivalents (Fig. 7D-I). On the other hand, the
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Telomere

Fig. 2. Synaptic behavior in T. silvestris
inferred by immunodetection of SMC3
(red) and FISH with telomeric probe
(green). Chromatin was counterstained
with DAPI (blue). (A-D) A cell in the late
leptotene stage; inset in C demonstrates
the pairing of a bivalent. (E-H) A cell in the
zygotene stage, with telomeres polarized in
a bouquet formation. (I-L) A cell in the
early pachytene stage. (M-P) A cell in the
intermediate pachytene stage. (Q-T) A cell
in the late pachytene stage. (U-Z) A cell in
metaphase |; note the maintenance of the
SMC3 axial shaft. Scale bar: 10 pm.

Telomere

heterochromatic region of pair 1, identified by the presence of 45S
tDNA, did not show H3K9ac signals during pachytene subphases
(Fig. 7J-L). This pattern was also observed in post-pachytene and
metaphase I cells (Fig. 7M-R). An antibody specific for lysine 27-
acetylated histones (H3K27ac) showed no signals for this epigenetic
mark in meiotic cells; these signals were only detected in interphase
cells, where they were homogeneously distributed (data not shown).

DISCUSSION

Synaptic dynamics in T. silvestris

In the present study, we demonstrated that synapsis in 7. silvestris is
initiated at terminal regions, arranged in a bouquet configuration,

during the leptotene-zygotene transition (Fig. 2). This feature
seems to be common for Buthidae members, and suggests that
pairing centers are present at chromosome ends in scorpions of this
family (Shanahan and Hayman, 1990; Adilardi et al., 2015). This
result agrees with findings from other holocentric organisms, such
as Caenorhabditis elegans, for example, in which each bivalent has
a pairing center close to telomeres (Rog and Dernburg, 2013). In
Buthidae, terminal regions are composed of several repetitive DNAs
present in euchromatin or heterochromatin (Adilardi et al., 2015;
Almeida et al., 2017); such sequences may facilitate pairing and
synapsis processes, as proposed by Almeida et al. (2017), for
histone H3 clusters in Tityus obscurus.
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’

Fig. 3. Signaling of DSBs by yH2AX (red) and
SMC3 (green) during prophase | of T. silvestris.
Chromatin was counterstained with DAPI (blue).
(A-D) A cell in the pre-leptotene stage
demonstrating the presence of many yH2AX
domains. (E-H) A cell in the leptotene stage. (I-L)
A cell in the zygotene stage with YH2AX signals
located in the bouquet formation. (M-P) A cell in
the early pachytene stage, with yH2AX signals
along synapsed axes. (Q-T) A cell in the
intermediate pachytene stage with few yH2AX
tags. (U-Z) A cell in the late pachytene stage.
Scale bar: 10 pm.

The composition and various types of epigenetic modifications of

chromatin play important roles in the synapsis (Spangenberg et al.,
2010). Immunodetection of H3K27m3 in 7. silvestris revealed a
correlation of this epigenetic mark with synapsis during prophase |
(Fig. 5). In mice, meiotic studies have revealed that the enrichment
of H3K27m3 occurs in repetitive sequences, which associate with
the lateral elements of the SC and act as anchor points for them
during the pachytene stage (Hernandez-Hernandez et al., 2008;
Hernandez-Heméndez et al., 2010). Thus, we believe that, in
T. silvestris, H3K27m3 signals indicate inactivated sequences

associated with the organization of SC, similar to the proposal of

Hernandez-Hemandez et al. (2010) for Mus musculus.

In the case of achiasmatic meiosis, pairing and synapsis
adaptations accomplish the objective of ensuring correct
segregation of homologues in anaphase 1. Our results
demonstrated that, in 7. silvestris, SC persist until metaphase I,
a finding observed in other species of Buthidae and in some
orders of insects (Marec, 1996; Schneider et al., 2009b). In insects,
this characteristic is an adaptation related to the achiasmatic mode,
and is only possible thanks to the existence of a modified
SC (Bogdanov, 2003). Our study demonstrated that the cohesin
SMC3 also remains preserved along the SC during metaphase |
in T. silvestris, diverging from other arthropods in which
SMC3 is observed only in the space between chromatids
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Fig. 4. Repair of DSBs during prophase | of

T. silvestris inferred by immunodetection of
SMC3 (green) and Rad51 (red). Chromatin was
counterstained with DAPI (blue). (A-D) A cell in
the leptotene stage demonstrating few foci Rad51
(E-H) A cell in the zygotene stage, with Rad51 on
synapsed axes in the bouquet formation. (I-L) A
cell in the intermediate pachytene stage with foci
Rad51 along the bivalents. (M-P) A cell in the late
pachytene stage. Scale bar: 10 pm.

(Calvente et al., 2013) or at centromeres (McKee et al., 2012) during
this phase of the meiotic cycle.

Ll

DSB repair and its signifi in tic
in T. silvestris

Achiasmy is a phenomenon that has arisen in several independent
eukaryotic lines, usually associated with heterogametic sex (Loidl,
2016). Although meiosis is achiasmatic in 7. silvestris, DSBs form
and are repaired, as evidenced by the detection of YH2AX and
Rad51 proteins (Figs 3 and 4). Similar results have been found only
in Rhynchospora tenuis and Bombyx mori females, in which initial
recombination nodules are observed during achiasmatic meiosis
(Holm and Rasmussen, 1980; Cabral et al., 2014). In the specific
case of 7. silvestris, we suggest that DSBs are not repaired in the
form of crossing-over. The absence of late recombination nodes in
ultrastructural analyses of the SC of four Buthidae species supports
our hypothesis that DSBs are processed by non-crossing-over

mechanisms in 7. silvestris (Schneider et al., 2015). The absence of

chiasma in 7. silvestris is considered an advantageous characteristic
that was maintained during the chromosomal evolution of Buthidae,
possibly because it allows normal segregation of the chromosomes
involved in multivalent meiosis (Mattos et al., 2013; Adilardi et al.,
2016; Almeida et al., 2017).

Considering this information, what purpose might DSBs serve
during prophase 1 in 7. silvestris? According to Zickler (2006),
homologous pairing occurs in three distinct and consecutive steps in
eukaryotes: homologous
chromosomal axes mediated by DSBs and SC formation.
Considering the results of the present study, we believe that the
maintenance of DSBs in 7. silvestris is attributable to the role played

most

recognition, juxtaposition of

by these events in the synaptic mechanism. In this scorpion, this
relationship between DSB dependence and synapsis is corroborated
by the chronology of these mechanisms during prophase I. This is
indicated by our immunocytochemical experiments (Figs 2, 3 and 4),
which demonstrated that the synapsis starts in the zygotene stage,
after the appearance of DSBs, which occurs during the leptotene
stage, following the general model of eukaryotes (Zickler, 2006).
Accordingly, the maintenance of DSB formation and repair
mechanisms may be essential for the synaptic process in this species.

Regulation of transcription in heterochromatin during
prophase lin T. silvestris

Recent studies in mice and yeast have provided evidence for the
enrichment of both H3K4m3 and H3K9ac epigenetic marks, typical
of transcriptionally active chromatin, at DSBs sites (Lichten and De
Massy, 2011; Yamada et al., 2013). In this case, it is thought that
these histone modifications serve to decompact the chromatin,
making it accessible to Spoll and other components of the
recombination machinery, or to recruit chromatin remodelers
(Borde et al., 2009; Getun et al., 2017). In the present study, we
found that H3K4m3 and H3K9ac marks were equally distributed
throughout the initial phases of prophase I in 7. silvestris (Figs 6 and
7), a pattern that exhibits no relationship between them and the

formation of DSBs. In Saccharomyces cerevisiae, the absence of

H3K4m3 modifications does not prevent formation of DSBs (Borde
et al., 2009). The observed patterns of the distribution of H3K4m3
and H3K9ac marks in 7. silvestris (Figs 6 and 7) may represent the
axial axis loops of chromosomes that are actively engaged in the
process of transcription (Prakash et al, 2015), a suggestion
that aligns well with results of recent studies on transcriptional
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activity during Arthropoda meiosis. In Drosophila, for example,
transcription is maintained constant throughout meiosis I (Hennig
and Weyrich, 2013). In Hemiptera, Viera et al. (2017) reported that
transcription is reactivated during the zygotene stage and proceeds

until the end of prophase I in autosomes.

Fig. 5. Dynamics of chromatin rich in H3K27m3
(red) in prophase | of T. silvestris. Chromatin
was counterstained with DAPI (blue). (A,B) A cell
in the leptotene stage, with few H3K27m3

(C,D) A cell in the early zygotene stage with
increase of H3K27m3 in the bouquet formation
(E,F) A cell in the late zygotene stage with
decoupling of the bouquet configuration

(G,H) A cell in the early pachytene stage; note the
propagation of H3K27m3 along the synapsed
axes. (1,J) A cell in intermediate the pachytene
stage. (K,L) A cell in the late pachytene stage, with
H3K27m3 band-like markings. (M,N) A cell in early
metaphase |; the arrow indicates the
heterochromatic block with absence of final
H3K27m3. (O,P) A cell in metaphase |. Scale bar:
10 pm.

In 70 silvestris, H3K27m3 modifications are reported to be absent
in the heterochromatin region located in pair 1 during metaphase |
(Fig. 5). This result can be explained by the presence of other histone
marks in the positive C-block of this species. In eukaryotes, several
studies have shown that the formation of constitutive heterochromatin

.

Fig. 6. Distribution of H3K4m3 (red)-rich
chromatin during meiosis | of T. silvestris.
Chromatin was counterstained with DAPI (blue)
(A,B) A cell in the leptotene stage, with the
nucleus uniformly labeled with H3K4m3. (C,D) A
cell in the early zygotene stage. (E,F) A cell in the
late zygotene stage. (G,H) A cell in the early
pachytene stage, note the presence of some
terminal and interstitial regions without H3K4m3
markings. (I,J) A cell in the late pachytene stage
(K,L) A cell in metaphase Il. Scale bar: 10 pm.
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Fig. 7. Distribution of H3K9ac (red)-rich chromatin
during meiosis | of T. silvestris. Chromatin was
counterstained with DAPI (blue). (A—C) A cell in interphase
with heterochromatin rich in H3K9ac. (D-F) A cell in the
leptotene stage. (G-1) A cell in the zygotene stage. (J-L) A
cell in the intermediary pachytene stage. (M-O) A cell in the
post-pachytene stage. (P-R) A cell in metaphase |; arrows
(L,O,R) show heterochromatic region with absence of
H3K9ac; insets (L,O,R) demonstrate 45S rDNA (green)
co-localized with this heterochromatin. Scale bar: 10 pm

(pericentromeric or terminal) is related to the tri-methylation of
histone H3 in lysine 9 (H3K9m3) (Nishibuchi and Déjardin, 2017).
This epigenetic modification is recognized by the protein HPI1
(Heterochromatin Protein 1), which performs the process of
heterochromatinization (Saksouk et al., 2015). Meiotic analyses in

grasshoppers (Viera et al., 2009), crustaceans (Goémez et al., 2016)
and Hemiptera (Viera et al., 2009) have revealed an H3K9m3
distribution pattern in which this modification is co-localized with
constitutive heterochromatin. Thus, we believe that the C-positive
heterochromatin in 7. silvestris is enriched for H3K9m3.
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In our study, we observed that H3K9ac was absent in the
constitutive heterochromatin of pair 1 in 7. silvestris after the
pachytene stage (Fig. 7). These results suggest that this epigenetic
mark participates in the regulation 0f 45S rDNA and is active during
leptotene and zygotene stages, before being silenced later in the
pachytene stage. These data are in agreement with literature reports
on the transcriptional activity of this sequence during prophase I
(see Hernandez-Verdun, 2011) and demonstrate that H3K9ac is a
good marker for 45S rDNA expression studies in Arthropoda.

Our study demonstrated that the synapsis in 7. silvestris begins at
chromosomal ends and its progression is directly related to the
trimethylation of histone H3 lysine 27. In 7. silvestris, DSB formation
and repair are not related to sites rich in H3K4m3 or H3K9ac, and
their simultaneous occurrence with achiasmatic meiosis demonstrates
that programmed DNA breaks are not processed through homologous
recombination, but may be important for the synaptic mechanism of
this species. The presence of the epigenetic marks, H3K4m3 and
H3K9ac, demonstrates constitutive gene activity throughout
prophase I; in tum, the absence of H3K9ac in constitutive
heterochromatin carrying the 45S rDNA from the pachytene stage
indicates silencing of this gene in this phase of meiosis I.

MATERIALS AND METHODS

Six individuals (four male and two female) of 7. silvestris, collected in the
municipality of Belém, Pard, Brazil (1°24'16.29"S/48°27'12.29"W), were
used as samples in this study. For karyotype analysis, testes and ovaries were
processed according to the protocol described by Schneider et al. (2009a,b).
Chromosomal preparations were stained with 5% Giemsa. C-banding was
performed according to Sumner (1972).

Meiotic preparations for ot g SC were g g to the
method of Viera et al. (2009), with some modifications. Testes were
removed and held in Hanks’s solution for 10 min, and then hypotonized in
0.075 M KCl for 30 min. Thereafter, gonads were transferred to a 100-mM
sucrose solution (pH 8.5), in which they were disrupted with the aid of
needles. Approximately 40 pl of the generated cell suspension was spread
on slides, precoated with 2% paraformaldehyde ( pH 8.5) containing 0.15%
Triton-X. The slides were dried in a humid chamber at room temperature for
2 h, then washed in 0.08% Photo-Flo (Kodak), and stored at —80°C.

Fori detection of meiotic proteins, slides were washed three times
in phosphate-buffered saline (PBS), followed by blocking with a 5% bovine
serum albumin solution at room for 30 min. Primary antibodies
used and their respective dilutions in PBS were as follows: rabbit anti-SMC3
(Abcam, ab9263) at 1:200; rabbit anti-yH2AX (Abcam, ab2893) at 1:50;
rabbit anti-Rad51 (Santa Cruz Biotechnology, H92 sc-8349) at 1:50; rabbit
anti-H3K27m3 (Cell Signaling, 9733S) at 1:50; rabbit anti-H3K27ac
(Millipore, 07-360) at 1:50; rabbit anti-H3K4m3 (Millipore, 07-473) at

2 T

number 13248, from Instituto Chico Mendes de Conservagio da
Biodiversidade. The Cytogenetics Lab y from Federal University of
Pard has permit number 19/2003 from the Ministry of Environment for
sample transport and permit 52/2003 for using the samples for research. The
Ethics Committee (Comité de Etica Animal da Universidade Federal do
Pard) approved this research (Permit 68/2015).
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RESUMO
Escorpides Tityus (Buthidae) apresentam cromossomos holocéntricos e meiose

aquiasmatica em individuos machos. Grande parte das espécies deste género apresenta
multivalentes mei6ticos, originados a partir de translocacdes reciprocas. No presente
estudo, realizamos imunolocalizacdo de proteinas meidticas em Tityus maranhensis e
Tityus silvestris, a fim de verificar quais os papéis funcionais destas enzimas na
manutencdo deste sistema genético. Os caridtipos apresentaram 0s seguintes nimeros
diploides: T. maranhensis 2n = 20; T. silvestris 2n = 24 (cit6tipo A) ou 2n = 16 (cit6tipo
B). AssociacgOes quadrivalentes foram registradas em T. maranhensis e no citétipo B de
T. silvestris. Em ambos os casos, o quadrivalente apresenta atraso no processo sinaptico
durante o paquiteno em relacdo aos bivalentes. Em T. maranhensis, a variante histonica
YyH2AX foi registrada apenas nas extremidades cromossémicas nas etapas iniciais da
préfase I; nesta espécie, em metafase I, bivalentes e quadrivalentes exibem ligacdo a
microtubulos ao longo de toda sua extensdo, enquanto, em metafase Il, fibras do fuso
interagem apenas com regides teloméricas. Em T. silvestris (citotipo A) observamos que
genes envolvidos no processo de recombinacdo sdo expressos em ovarios, testiculos e
embrides. A quinase ATR em T. silvestris (citotipo B) foi registrada durante zigdteno
(com maior concentracdo em regides de iniciacdo da sinapse) e paquiteno. N0ssos
resultados indicam ocorréncia de diversidade criptica em T. silvestris; a atividade dos
genes de reparo mismatch em meiose aquiasmatica de Tityus séo discutidos no presente
artigo. Em conjunto, os resultados sugerem que ajuste sinaptico, auséncia de inativacdo
meidtica por yH2AX e comportamento holo/telocinético sdo fatores importantes para

manutencdo de multivalentes e prosseguimento normal do ciclo mei6tico Tityus.

Palavras-chave: Scorpiones, meiose aquiasmatica, recombinacdo, comportamento

telocinético.

1. INTRODUCAO

O centrémero é a regido do genoma no qual esta inserido o cinetdcoro, a estrutura
proteica que permite a unido dos microtibulos do fuso mitético aos cromossomos,
possibilitando sua segregacao durante a divisdo celular (Bloom and Costanzo, 2017). Em
diversas linhagens de artrépodes, nematodeos, plantas e protistas, sdo observados

cromossomos holocéntricos, nos quais o centrdmero € descentralizado e ocupa grande
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parte de sua extensdo (Melters et al. 2012). Na mitose, esta forma cromossdémica é
identificada pela auséncia de constricdo primaria (Mola e Papeschi, 2006). Outra
caracteristica atribuida a cromossomos holocéntricos mitéticos € o comportamento
holocinético das crométides-irmas, que migram em disposicdo paralela umas as outras
aos polos celulares durante anafase (Melters et al., 2012). A unido de microtibulos ao
longo dos cromossomos também auxilia na conservacdo de fragmentos gerados por
fissdo, que desta forma sdo transmitidos as celulas-filhas, gerando extensa variabilidade
no cariotipo das espécies (Zedek and Bures, 2017).

Em grande parte das espécies portadoras de sistemas holocéntricos, foram
observadas modifica¢fes na estrutura ou na fisiologia dos cromossomos durante a meiose
I. Essas alteracOes sdo adaptacOGes necessarias para a correta segregacao anafésica de
bivalentes cruciformes, que apresentam quiasmas intersticiais (Marques e Pedrosa-
Harand, 2016). Assim, em diversas plantas e artrépodes tem sido registrada ocorréncia de
meiose invertida, em que cromatides irmds segregam durante meiose I, e cromatides
homologas separam-se na meiose Il (Heckmann et al., 2014). Em C. elegans, ha
redistribuicdo das proteinas CENH3 (Wignall e Villeneuve, 2009). Outra adaptacdo € a
restricdo da atividade cinética, observada em insetos, nos quais apenas as extremidades
cromossémicas unem-se aos microtubulos do fuso (Pérez et al., 2000).

Escorpides Tityus (Buthidae) apresentam cromossomos holocéntricos e extensa
reorganizacdo cariotipica gerada, principalmente, por transloca¢fes reciprocas e
fusGes/fissdes (Schneider et al., 2009; Mattos et al., 2018; Adilardi et al., 2020). A alta
frequéncia destes rearranjos em estado heterozigoto nas populacdes naturais de Tityus,
promove formacao de associacdes multivalentes durante a meiose | (Almeida et al., 2017;
Adilardi et al., 2020). Assim, comumente se observa a presenca de trivalentes,
quadrivalentes, e outras formas de pareamento complexas em diversas espécies (Mattos
etal., 2013; Adilardi et al., 2016). Essas cadeias podem estar relacionadas a determinacéo
cromossémica do sexo, como registrado em Tityus confluens (Adilardi et al., 2016), ou
serem altamente polimorficas entre populacdes (Adilardi et al., 2020), entre espécimes
de uma mesma localidade (Almeida et al., 2017), ou entre células de um mesmo individuo
(Mattos et al., 2013; 2018).

Meiose aquiasmatica em machos de Tityus simultanea a persisténcia do complexo
sinaptonémico em fases tardias da profase I, foi relatada para todas as espécies deste
género (Schneider et al., 2015). A auséncia de quiasmas em Tityus, como em outros
escorpides, € considerada uma adaptacdo a elevada taxa de rearranjos, permitindo a
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segregacdo correta dos homologos (Schneider et al., 2015; Almeida et al., 2019). Em
Tityus silvestris reparo de DSBs através de Rad51 ocorre durante o zigdteno e paquiteno,
indicando que eventos iniciais do processo de recombinacdo sdo mantidos (Almeida et
al., 2019). Apesar disso, até o presente momento, nenhum estudo avaliou a atividade das
enzimas de reparo mismatch (MLH1, MLH3, MSH4, MSH5 e Mus81) em Scorpiones,
que sdo recrutadas para estabilizar e resolver a juncéo Holliday, criada a partir da acéo de
Rad51 e Dmc1l, originando cromossomos recombinantes (Moens et al., 2007).

No presente estudo, investigamos a expressdo de proteinas meidticas por
imunocitogenética ou RT-PCR, com objetivo de investigar o papel destas enzimas na
manutencdo e regulacdo da sinapse, recombinacao e segregacao durante a meiose | em

duas espécies de Tityus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.Amostra

A amostra do presente estudo foi composta de: 3 espécimes de T. maranhensis (1
macho de Marapanin; 1 macho e 1 fémea de Curucd, Estado do Para, Brasil) e 54
espécimes de T. silvestris (8 machos de Rurdpolis, Para, Brasil; 4 machos, 6 fémeas e 20
embriGes de Santarém, Para, Brasil; 1 macho, 1 fémea, e 14 embrifes de Manaus,
Amazonas, Brasil). A identificacdo taxondmica foi realizada segundo Lourenco (2002).
Os espécimes foram depositados na colecdo do Laboratério de Entomologia Médica e
Artropodes Peconhentos (LEMAP/UFPA).

2.2.Analise cariotipica
Goénadas e embrides foram hipotonizadas em KCI 0,075M, e posteriormente
fixados em solucdo de metanol:acido acético (3:1). Suspensdo celular gerada a partir da
digestdo de gbnadas e embrides em acido acético 60% foi espalhada em laminas, a 45°C.
Cromossomos foram corados com Giemsa 5%. Medidas cromossomicas foram realizadas
através do software DRAWID (Kirov et al., 2017).

2.3.Sondas
A sonda 45S rDNA foi produzida a partir do plasmideo pTa71, que contém a
sequéncia completa deste rDNA de Triticum aestivum (Gerlach e Bedrok, 1945). Por sua
vez, sonda de sequéncias teloméricas de artropodes foi obtida por reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) utilizando iniciadores descritos por Sahara et al. (1999). As reacgdes de
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PCR foram constituidas de: 16,25 uL de agua estéril, 2,5 uL de tampéo da Taqg Polimerase
10x, 2 uL de DNTP mix (2mM), 1 pL de DNA gendmico(100ng), 1 puL de MgCl.
(50mM), 1 pL de primer foward (10mM), 1 uL de primer reverse (10mM), 0,25 pL de
Taq Polimerase 1U. As configuragfes termais das PCR foram: 1 ciclo de 94°C (5
minutos); 35 ciclos de 94°C (1 minuto), 53 a 55°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto); 1 ciclo
de 72°C (10 minutos); 1 ciclo 4°C (hold). Todas as sondas foram marcadas por nick

translation utilizando digoxigenina-14-dUTP (Roche, Mannheim, Germany).

2.4.Hibridizac4o in situ fluorescente (FISH)

FISH foi realizada de acordo com Cabral-de-Mello et al. (2021). Anteriormente,
cromossomos foram tratados com solucéo de Pepsina 1%, fixados em Paraformaldeido
4% e desidratados em bateria de alcool (70%, 90% e 100%). A desnaturacdo do DNA
cromossomico e de sondas ocorreu a 70°C e 100°C, respectivamente. Laminas foram
mantidas a 37°C, overnight, para a hibridizacdo. Posteriormente as laminas foram lavadas
com 2xSSC e 4xSSC-Tween para remocéo de hibridizagdes inespecificas. Sondas foram
detectadas com Anti-digoxigenina-FITC. Cromossomos foram contracorados com 4-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) em solucdo de antifading Vectashield (Vector).

2.5.Imunodeteccao de proteinas meidticas e Imuno-FISH

A obtengéo de complexos sinaptonémicos foi realizada de acordo com Almeida
et al. (2019). Génadas foram hipotonizadas com KCI 0,075M e maceradas em 200 pL de
Sacarose 100 mM com auxilio de agulhas, até formarem uma suspensao de células, a qual
foi espalhada sobre laminas previamente revestidas com paraformaldeido 2% (pH 8,2).
Laminas foram incubadas por 2 horas em camara Umida, posteriormente lavadas em
Photo-Flo (pH 8.2) e armazenadas a -80°C.

Os anticorpos primarios utilizados e suas respectivas diluicbes em PBS foram:
coelho anti-SMC3 (Abcam, ab9263) em 1:200; camundongo anti-a-tubulina (Santa Cruz,
sc-23948) em 1:50; camundongo anti-ATR (Santa Cruz, SC-515173) em 1:50; Coelho
anti-yH2AX (Abcam, ab2893) em 1:50. Para imunodetec¢cdo de proteinas meioéticas, o
blogueio com BSA 5% (contendo Triton-20 0,01%, e PBS1x) foi realizado por 30
minutos. Em seguida as laminas foram incubadas com anticorpos primarios por 2h
(37°C). Apobs lavagem em PBS1X, elas foram incubadas com anticorpos secundarios

apropriados, diluidos em 1:100, a 37°C, durante 2 horas. Finalmente, cromossomos foram
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crontracorados com DAPI, contido em antifading Vectashield. Para imuno-FISH com

sonda telomérica seguimos o protocolo descrito por Araya-Jaime et al. (2015).

2.6.RT-PCR

Analise RT-PCR foi realizada para investigar a expressao de enzimas MLH1,
MLH3, MSH5 e MUS81. RNA total foi isolado de embrides (n=4), testiculos (n = 4) e
ovarios (n=4) utilizando o reagente Trizol, segundo normas do fabricante. Apds
quantificacdo e andlise da qualidade das amostras de RNA, elas foram e tratadas com
DNAse I. Transcrigdo reversa foi realizada através do kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription da Applied Biosystems. PCR quantitativa foi realizada através do kit
GoTaq qPCR Master Mix (Promega), utilizando os seguintes conjuntos de primers: F:5’-
GATAGCGAGGAGAGTGGATGG-3’ e R: 5’-CCGCCTTTGT CTGTAGGAAATC-3’
para MLHZ; F:5’-CCTCTGCCTTCCGAAGTTGTT-3’ e R: 5’-
CGCAAACATTCGTAGCAAAAGC-3’ para MHL3; F:5’-GCGGGACCT
AACGAACATTC-3’ e R: 5>-GATGTCA ACGGGCAACTCG-3’ para MSH5; e F:5’-
CGTACCTGGATCGGGAAGC-3’ ¢ F:5’-GGTATAGTGACAAATTGGGATG-3’ para
MUSB81. As reacdes foram compostas de: 7,5 UL de Mix SYBR Green, 0,6 pL de primers
foward e reverse (400 nM), 5,8 uL de agua estéril e 0,5 pL de cDNA. As condicdes
termais foram: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto. Primers do gene B-Actina desenhados por Guo et al. (2018) foram
utilizados com enddgeno, para normalizar a expressdo relativa dos demais. A mensuragao
dos niveis de expressao foi realizada no sistema Step One Plus (Life). Os dados foram

normalizados usando-se o programa Q-Gene (SIMON, 2003).

3. RESULTADOS

3.1.Caridtipo e formacéo do complexo sinaptonémico em T. maranhensis

Os cromossomos de T. maranhensis ndo apresentaram constricdo primaria,
evidenciando morfologia holocéntrica (Figura 1). O cariotipo dessa espécie mostrou
namero diploide 2n = 20 (Figura la). Durante metafase I, os dois machos de T.
maranhensis apresentaram 1 quadrivalente e 8 bivalentes (Figura 1a), enquanto em
metéafase Il, apenas 8 cromossomos foram observados (Figura 1b). Sequencias

teloméricas foram observadas apenas nas extremidades cromossomicas (Figura 1a, b).
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Analise meidtica em T. maranhensis, revelou que na transicao leptoteno/zigoteno
a regido terminal de eixos SMC3 (evidenciada pelos telémeros) sdo polarizadas no nucleo
celular (Figura 2a). Em zigoteno tardio observa-se avango da sinapse ao longo dos
cromossomos (Figura 2b). Em paquitenos iniciais, observa-se que bivalentes completam
a sinapse, enquanto os componentes do quadrivalente ainda apresentam longas regifes
assinapticas (Figura 2c, d). Essa condicdo assinaptica € observada até o final de estagios
po6s-paquitenos (Figura 2e-g). Durante metéfase I, 0 complexo sinaptonémico permanece
preservado ao longo dos bivalentes e do quadrivalente (Figura 2h); na regido central do
quadrivalente ha auséncia de sinapse (Figura 2h). No inicio da anafase I, o complexo
sinaptonémico foi registrado em todos os pares (Figura 2i). Nesta fase, também foi
registrada dissociacao precoce do quadrivalente em relacdo aos bivalentes, e disposicéo

zig-zag dos cromossomos envolvidos nesta associagdo (Figura 2i).

3.2.Distribui¢do de YH2AX ao longo da profase I de T. maranhensis

Célula em leptéteno evidenciaram conspicuos sinais YH2AX ao longo do ntcleo
(Figura 3a-c). Durante a transi¢do leptdteno/zigdteno, marcagdes YH2AX foram
observadas organizadas préximo a periferia do nucleo celular (Figura 3d-f). Ao final do
zigoteno, sinais YH2AX foram evidenciados sobre cromatina mais densamente coradas
com DAPI, indicando regides de pareamento/sinapse (Figura 3g-i). Células em fases
iniciais do paquiteno, mostraram marca¢des YH2AX localizadas em diferentes regides
terminais e intersticiais dos cromossomos (Figura 3j-1). Em paquitenos tardios e estagios

pos-paquitenos nao foram observados sinais YH2AX (Figura 3m-0).

3.3.Unido de microtubulos ao longo dos cromossomos de T. maranhensis

A dindmica de ligagdo de microtibulos ao cinetdcoro, foi avaliada em bivalentes
e quadrivalentes de T. maranhensis. Durante o zig6teno, foi observado que as fibras de
tubulina interagem exclusivamente com regides teloméricas (Figura 4a-d). Em paquiteno,
esse padréo ainda ocorre, apesar de serem visualizados alguns microtdbulos associados a
regides ndo terminais (Figura 4e-h). Por outro lado, em metafase I, as fibras do fuso foram
visualizadas ao longo dos bivalentes, bem como, nos quatro cromossomos do
quadrivalente (Figura 4i-1; a’-b”). Nesta fase nao foi observada distribuigédo diferencial

dos microtubulos entre regides terminais e intersticiais (Figura 4i-1; a’-b”). Esse padrio
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também foi registrado em Anéafase | (Figura 4m-p). Em metéafase Il, nossos resultados
mostraram que microtubulos se unem tanto ao longo dos cromossomos, quanto nas
extremidades (Figura 4g-t). Porém em Anéfase Il as fibras do fuso foram visualizadas

somente interagindo com telémeros (Figura 4u-z; ¢’-c”).

3.4.Expressdo de enzimas de reparo mismatch em T. silvestris, citétipo A

Espécimes de T. silvestris procedentes dos municipios de Manaus-AM e Belém-
PA revelaram cariotipo constituido por 2n = 24 (citétipo A) (Figura 5a). Em meiose 1, 12
bivalentes regulares aquiasmaticos foram observados em individuos machos (Figura 5a).
Um bloco heterocromatico conspicuo foi registrado no par 1 (Figura 5a), co-localizado
com 45S rDNA (Figura 5b). Sequencias teloméricas foram registradas somente nas

extremidades cromossémicas (Figura 5c).

Para avaliar expresséo diferencial de enzimas de reparo mismatch (MLH1, MLH3,
MSH4, MSH5 e Mus81) entre os sexos e etapas diferentes do desenvolvimento,
realizamos RT-PCR em embrides e entre ambas as gonadas adultas (testiculo e ovario)
de individuos do citétipo A de T. silvestris. Nossos dados mostraram expressao de todos
0s genes estudados nos trés tipos de tecidos analisados, embora ndo tenha sido detectada
diferenca estatisticamente significante em nenhum destes casos (Figura 6). Apesar disso,
em relacdo ao gene MLH3, observamos uma menor expressdao em gonadas em relacédo
aos tecidos embrionarios, sugerindo tendéncia de diminuicdo da transcri¢do deste gene
ao longo do desenvolvimento de T. silvestris (Figura 6).

3.5.Dinamica de ATR durante meiose | do citétipo B de T. silvestris

Individuos de T. silvestris provenientes de Santarém (Alter do Chao) e Rurdpolis,
Estado do Pard, Brasil, mostraram cari6tipos com nimero diploide 2n = 16 (cit6tipo B)
(Figura 7). Em metéfase I, dois tipos de configuraces meidticas foram registradas entre
os individuos deste citotipo: 7 machos de Rurdpolis foram portadores de 8 bivalentes
regulares (Figura 7a); por outro lado, 1 macho de Rurdpolis e 4 machos de Santarém
apresentaram 1 quadrivalente e seis bivalentes (Figura 7b). Nos primeiros, 0 45S rDNA
foi mapeado no bivalente 1 (Figura 7a); em contrapartida, em individuos portadores do
quadrivalente, este rDNA foi registrado na regido terminal de um dos pares envolvidos

nesta associacdo (Figura 7b). Sequencias teloméricas foram registradas apenas nas
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extremidades cromossdmicas (Figura 7¢). Quiasmas ndo foram registrados em individuos

machos (meiose aquiasmatica) (Figura 7).

Nos individuos portadores do quadrivalente do citotipo B de T. silvestris,
realizamos imunodetec¢do da proteina ATR para verificar sua distribuicdo na préfase |
desta especie. Durante a transicdo leptoteno/zigéteno, foci desta quinase foram
registrados em maior concentracdo proximo a zona de inicio da sinapse no bouquet
(Figura 8a-c). Em zigoteno tardio, hd aumento na quantidade de foci ATR, e com a
desorganizacdo do bouquet telomérico, esta proteina foi observada uniformemente
dispersa ao longo da cromatina (Figura 8d-f). Em paquitenos iniciais e intermediarios,
padrdes semelhantes aquele observado em zig6teno tardio foi registrado (Figura 8g-i).
Entretanto, em paquiteno tardio, observa-se diminuicdo progressiva de foci ATR (Figura

8j-1). Em metéfase I, ndo se evidenciou ocorréncia desta quinase.

4. DISCUSSAO

Os numeros diploides registrados no presente estudo para T. maranhensis e T.
silvestris concordam com os resultados obtidos em estudos prévios (Mattos et al. 2013;
2018; Almeida et al., 2019). Em relacéo ao citotipo B de T. silvestris, o nimero diploide
2n = 16 foi descrito anteriormente para uma populacdo procedente do Estado do Mato
Grosso, Brasil, (Mattos et al., 2018); entretanto os achados de Mattos et al. (2018)
divergem dos dados registrados no presente estudo para este cit6tipo, pois 0s primeiros
evidenciaram presenca de uma cadeia meidtica composta por 12 cromossomos em
espécimes de Mato Grosso, enquanto, nossos resultados mostraram apenas a ocorréncia
de quadrivalentes em individuos do Estado do Para. Em diversos géneros de Buthidae
associacfes multivalentes, como observado em T. maranhensis e T. silvestris, séo
frequentemente documentadas (Adilardi et al., 2016; Almeida et al., 2017; Ubinski et al.,
2018; Mattos et al., 2018). Elas séo originadas por meio de translocac@es reciprocas e sua
constituicdo pode apresentar variagdo geografica (Mattos et al., 2013; Adilardi et al.,
2020). A natureza aquiasmatica dos cromossomos em machos de Buthidae pode
contribuir para fixacdo de translocacfes em estado heterozigoto nas populacdes naturais,
uma vez que permite a segregacao correta dos elementos envolvidos na associacao,
resultando na formacéo de gametas balanceados (Schneider et al., 2015; Almeida et al.,

2019). Entretanto o acumulo gradual de rearranjos cromossémicos em sistemas
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holocéntricos pode promover formacdo de barreiras pds-zigéticas entre populagdes,
contribuindo para rapidos eventos de especiacdo (Peérez et al., 2005; Escudero et al.,
2016). Considerando as informacdes acima, e o fato de que diferentes populagfes de T.
silvestris divergem em relacdo as caracteristicas morfologicas (Lourengo, 2018), é
plausivel propor que este escorpido configure um complexo de espécies cripticas.
Analise do complexo sinaptonémico em espécimes de T. maranhensis e T.
silvestris portadores de quadrivalentes mostrou atraso no processo sinaptico desta
associacao em relacdo aos bivalentes. Essa caracteristica foi anteriormente reportada em
outros escorpides (Schneider et al., 2015; Almeida et al., 2017), bem como em insetos
(Arana et al., 1987), mamiferos (Oliver-Bonet et al., 2005; Ribagorda et al., 2019) e
anfibios (Noronha et al., 2020). Em cromossomos monocéntricos esse fendmeno pode
ser explicado pela tensdo mecénica, gerada pelos movimentos de centromeros de
cromossomos metacéntricos e acrocéntricos envolvidos em multivalentes, que sao
presentes em regides distintas do ndcleo celular (ver Berrios et al., 2017). No entanto,
essa hipotese nédo se aplica totalmente aos resultados encontrados no presente estudo, uma
vez que os multivalentes em T. silvestris e T. maranhensis sdo formados por
cromossomos holocéntricos. Desta forma, sugerimos que dois eventos podem estar
contribuindo, em etapas distintas da profase |, para o atraso na sinapse do quadrivalente
nessas especies: (1) resolucdo de interlocks e de outras falhas no processo de pareamento
durante o zigdteno; (2) auséncia de homologia entre segmentos translocados durante o
paquiteno, como registrado por Mattos et al. (2013). Interlocks ocorrem durante a
transicdo zigoteno/paquiteno, sendo frequentes em casos de translocacdo reciproca
(Zickler e Kleckner, 1999); um estudo prévio demonstrou ocorréncia de interlocks em
Tityus bahiensis e Tityus fasciolatus, ambos portadores de interacbes meidticas
heterozigotas (Schneider et al., 2015). Muitos mecanismos sdo propostos para resolucéo
de interlocks, como cortes em cromatides-irmas por meio da acdo de Topoisomerase Il
(Martinez-Garcia et al., 2018), desinapse temporaria para separa¢do dos cromossomos
entrelacados (Blokhina et al., 2019) ou movimentos coordenados por telémeros seguidos
de quebra do complexo sinaptonémico (Koszul e Kleckner, 2009; Wang et al., 2009).
Células em paquitenos iniciais de T. maranhensis, revelaram longos eixos de elementos
laterais assinapticos e de tamanhos variados entre integrantes do quadrivalente, sugerindo
que o provavel mecanismo de resolucdo de interlocks nesta espécie seja mediado por
quebras na estrutura cromossdémica. Esse processo pode resultar na parada do ciclo

meidtico, em virtude da ativacdo de proteinas de checkpoint do paquiteno (Subramanian
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e Hochwagen, 2014). Porém, a observacdo do quadrivalente em todas as células em
metéafase | analisadas sugere que estas quebras sdo reparadas de forma reciproca,
originando o quadrivalente, fato que inibiria a acdo do checkpoint do paquiteno, evitando
apoptose; de igual forma, tais quebras poderiam eventualmente ser reparadas através de
fusdo (Imai, 1986); isso pode explicar a presenca de individuos de T. maranhensis,
estudados por Mattos et al. (2013), que apresentaram diferentes configuraces meioticas
durante meiose I (10 ou 9 bivalentes).

Em diversos tdxons animais, regides assinapticas de cromossomos sexuais ou
autossomos, resultantes de translocagfes reciprocas, sdo transcricionalmente inativadas
durante profase | (Mahadevaiah et al., 2008; Checchi et al., 2011; Viera et al., 2017;
Noronha et al., 2020). Em mamiferos, este processo envolve a proteina de reparo BRCA1,
que posteriormente, recruta a quinase ATR (Garcia-Cruz et al., 2009); sequencialmente,
ATR fosforila a histona H2A, gerando YH2AX, principal responsavel pelo silenciamento
meiotico de cromatina (Subramanian e Hochwagen, 2014). Nossos resultados mostraram
que sinais YH2AX sdo presentes durante zigoéteno ¢ paquiteno, mas ndo co-localizam com
regides assinapticas do quadrivalente. Assim, propomos que, diferentemente de muitos
vertebrados, esta variante histdnica ndo atua na inativagdo transcricional de genes
meiodticos em segmentos translocados em Tityus. Entretanto, ndo descartamos a
possibilidade de outras modificacdes epigenéticas realizarem esta funcdo durante meiose
I em Scorpiones (Checchi et al., 2011; Viera et al., 2017). Por outro lado, sugerimos que
marcagdes YH2AX em T. maranhensis, estdo relacionadas a sitios de DSBs induzidas por
SPO11, que correspondem ao evento inicial dos processos de pareamento e recombinacao
meiotica, similar a T. silvestris (Almeida et al., 2019).

A quinase ATR atua em diferentes etapas dos ciclos mitdtico e meidtico, ativando
diversas proteinas necessarias em determinadas fases da divisdo celular. Durante
leptoteno e zigo6teno, por exemplo, ATR é necessaria para o estabelecimento das
recombinases Rad51 e Dmc1 sobre eixos cromossémicos portadores de DSBs (Pacheco
etal., 2018; Pereira et al., 2020). Assim, atribuimos a concentracéo de foci ATR proximo
a regido do bouquet durante zigéteno de T. silvestris, & sua acdo sobre proteinas
envolvidas no reparo de quebras programadas na profase I. Durante zigéteno de Mus
musculus, ATR ¢ inicialmente observada sobre regides ndo sinapsadas de bivalentes ou
multivalentes e, em fases posteriores da préfase I, esta quinase é evidenciada somente
sobre eixos dos cromossomos sexuais X e Y (Gil-Fernandez et al., 2020). Esse padrao é
decorrente da participacdo desta proteina no processo de inativagdo transcricional
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meiotica, bem como, na formacdo de sinapse independente de DSBs (Manterola et al.,
2009; Widger et al., 2018). Nossos resultados divergem da distribuicdo de ATR em Mus
musculus, e indicam que em T. silvestris esta quinase ndo € relacionada a inativacao
transcricional. Considerando o padrdo de distribuicdo de foci ATR neste escorpido
(uniformemente em nacleos paquiténicos, sem predominancia em regides especificas) e
o fato de ser ausente em paquitenos tardios (quando sinapse e reparo de DSBs estdo
finalizados) é razoavel propor que ATR pode ser responsavel pela sinaliza¢do positiva ao
checkpoint do paquiteno, como registrado anteriormente na oogénese de Drosophila
(Hughes et al., 2018).

Nossos resultados revelaram expressdo de enzimas de reparo mismatch em
gbnadas e embrides de T. silvestris. Durante meiose | estas proteinas realizam o
processamento de DSBs por recombinagdo homologa, gerando quiasmas em bivalentes
durante profase | (Moens et al., 2007). Em Drosophila, a aquiasmia masculina pode ser
explicada pela expressdo diferencial de diversos genes de recombinacao entre 0s sexos
(John et al., 2016). Neste diptero, por exemplo, Rad51 € ausente em testiculos, enquanto
BLM helicase (que inibe crossing-over) € altamente expressa nesta gonada (Yoo et al.,
2005; John et al., 2016). Em T. silvestris ndo observamos diferenca significante nos niveis
de expressdo destes genes entre os sexos (ver figura 6). Adicionalmente, Rad51 é
observada em meiose masculina deste escorpidao (Almeida et al., 2019). Isso sugere que
a aquiasmia em T. silvestris e Drosophila pode ser originada e mantida por processos
distintos. Em Scorpiones, todos os machos investigados citogeneticamente mostraram
meiose aquiasmatica (Schneider et al., 2015; Adilardi et al., 2016; Almeida et al., 2019).
Em relacdo a fémeas, a presenca de quiasmas € questionada, sendo a maioria considerada
aquiasmatica, com apenas um caso de estruturas similares a quiasmas em Zabius
(Buthidae) (Shanahan, 1989; Adilardi et al., 2015; Ubinski et al., 2018). Adicionalmente,
nodulos de recombinacdo tardios compostos pelas proteinas MLH1, MLH3, MSH4 e
MSHS5 nédo foram observados em paquitenos de Tityus, sugerindo auséncia de crossing-
over neste género (Schneider et al., 2015). Mapas de ligacdo em outros artropodes, como
espécies aquiasmaticas de crustaceos (Burton, 1981) e insetos (Traut, 1977; Sloane et al.,
2001), comprovaram auséncia total de recombinacéo. Assim, sugerimos que a expressao
dos genes de reparo mismatch em T. silvestris observada no presente estudo, pode estar
relacionada a outras funcdes celulares, como reparo de DNA em espermatogonias e
espermatozoéides (Gunes et al., 2015). Interessantemente, detectamos expressao de
MUS81 no testiculo de T. silvestris. MUS81 é uma endonuclease que repara DSBs
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meioticas através de recombinacdo homdloga sem formacéo da juncéo Holliday (Heyer,
2004). Assim, ndo excluimos totalmente a possibilidade de ocorréncia de crossing-over
sem formacéo de quiasma neste escorpiéo.

Em T. maranhensis observamos distintas formas de unido dos microtubulos aos
cromossomos meioticos. Em zigbteno e paquiteno a associacdo de fibras do fuso a
telomeros, denota a acdo destes polimeros na mobilidade destas regides genémicas
durante organizacgao/desorganizacdo do bouquet telomérico e pareamento homélogo (Lee
et al., 2015). Em meté&fase | o padrdo de unido da tubulina aos bivalentes de T.
maranhensis, corresponde ao esperado para sistemas holocinéticos (Claycomb et al.,
2009; Heckmann et al., 2014). Em relacdo ao quadrivalente observado neste escorpido,
inicialmente hipotetizamos que esta associacdo poderia requerer adaptacbes meioticas,
similares aquelas observadas para bivalentes holocéntricos com configuracdo cruciforme
(Pérez et al., 2000; Bongiorni et al., 2004). Em Luzula elegans, por exemplo, bivalentes
cruciformes exibem comportamento holocinético e meiose invertida (Heckmann et al.,
2014). No entanto, visualizamos fibras de tubulina aderidas ao longo de toda extensao
dos cromossomos envolvidos no quadrivalente meidtico de T. maranhensis. Neste caso,
a auséncia de quiasmas durante meiose masculina neste escorpido, pode ser um fator
importante para manutencdo do comportamento holocinético deste quadrivalente. Nossos
resultados divergem de Piza (1941), que registrou presenca de fibras do fuso ligadas
apenas as extremidades cromossdmicas em bivalentes e trivalentes mei6ticos do
escorpido Tityus bahiensis. Assim, modos de distribuicdo de microtubulos durante

metéfase | podem ter evoluido independentemente em Tityus.

Em contrapartida, ambos T. bahiensis (Piza, 1941) e T. maranhensis (presente
estudo) apresentam comportamento telocinético em metéafase Il. Restricdo da atividade
cinética e observada em ambas as metéfases | e Il em nematddeos e insetos das ordens
Hemiptera e Odonata (Mandrioli e Manicardi, 2020). Os mecanismos moleculares
responsaveis por este fenémeno sdo pouco compreendidos. Na maioria dos organismos
com restri¢do da atividade cinética, nota-se auséncia de CENH3 e de cinetdcoro durante
meiose e, deste modo, os microtibulos sdo inseridos diretamente na cromatina,
interagindo especialmente com regides heterocromaticas terminais (Goday e Pimpinelli,
1989; Comings e Okada, 1972; Drinnenberg et al., 2014). Estes estudos sugerem que 0
cinetocoro pode ser dispensavel para segregacdo meiotica de organismos holocéntricos

com atividade telocinética. Em T. bahiensis o cinetdcoro estd presente em ambas as
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metéfases | e Il, mas ndo recobre totalmente os cromossomos (Benavente, 1982).
Pequenos dominios CENHS3 cineticamente ativos, presentes em regides ndo associadas a
placa cinetocorica principal, podem ocorrer em Tityus, como proposto para plantas do
género Cuscuta (Oliveira et al., 2020). O significado funcional da atividade telocinética
na meiose Il neste género ainda ndo é compreendido, porém pode estar relacionada a um
processo intrinseco de degradacdo do complexo de coesinas presentes entre as
cromatides-irmas de T. maranhensis, que permitem sua correta disposi¢cdo na placa
metafésica e segregacdo para células filhas, similares ao descrito anteriormente para C.

elegans (Schvarzstein et al., 2010) e Triatoma infestans (Pérez et al., 2000).

5. CONCLUSAO

Nossos resultados confirmaram as caracteristicas cariotipicas descritas
anteriormente para T. maranhensis e T. silvestris, com presenca de associagoes
multivalentes em ambas, resultantes de translocacdes em heterozigose. Nossos dados
permitem concluir que a meiose aquiasmatica em Tityus é caracterizada por: (1) atraso no
processo sindptico de quadrivalentes durante paquiteno e pos-paquiteno; (2) inativacao
de cromatina ndo-sinapsada de multivalentes nao envolve participagdo de YH2AX; (3)
ATR e yYH2AX atuam no processo de formagao e reparo de DSBs meioticas; (4) expressao
de genes de reparo mismatch é observada em ambos 0s sexos, apesar da auséncia de
quiasmas; (5) comportamento holo e telocinético, respectivamente, em metafases | e I1.
Coletivamente, nossos dados evidenciam que Tityus pode ser um tdxon modelo para

estudos de meiose aquiasmatica em organismos holocéntricos.
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Legenda das figuras
Figura 1: Cromossomos meioticos em T. maranhensis. (a) Metéfase I; (b) Metafase I1.

Figura 2: Organizagdo do complexo sinaptonémico em T. maranhensis. Em vermelho
SMC3, e em verde, teldmeros. (a) Transic¢ao leptoteno/zigéteno; eixos SMC3 e teldmeros
arranjados em configuracdo bouquet. (b) Zigoteno tardio. (c) Paquiteno inicial; setas
indicam regides do quadrivalente asinapticas. (d) Representacdo esquematica dos eixos
SMC3 apontados pelas setas em “c”. (e) Paquiteno intermedidrio; setas indicam regides
do quadrivalente em processo de sinapse. (f) Representagdo esquematica dos eixos SMC3
apontados pelas setas em “e”. (g) Paquiteno tardio; setas indicam regides do quadrivalente
em processo de sinapse. (h) Metéafase I; seta indica o quadrivalente. (i) Anafase I; setas

indicam componentes do quadrivalente iniciando segregacao.

Figura 3: Imunodetec¢do de YH2AX ao longo da profase I de T. maranhensis. (a-c)
Leptoteno. (d-f) Zig6teno inicial. (g-i) Zigbteno tardio. (j-I) Paquiteno

inicial/intermediario. (m-o0) Paquiteno tardio.

Figura 4: Imunodeteccdo de tubulina ao longo da profase | em T. maranhensis. Em
vermelho tubulina, e verde telémeros. (a-d) Zigo6teno; setas indicam unido de telémeros
e fibras de tubulina. (e-h) Paquiteno; setas indicam unido de telémeros e fibras de
tubulina. (i-1) Metéfase 1. (m-p) Anéfase I; seta indica o quadrivalente. (g-t) metafase I1.
(u-z) anafase Il; setas indicam unido de teldmeros e fibras de tubulina. (a’,a”) Bivalente
metafasico ampliado. (b’,b”) Quadrivalente ampliado. (¢’,c”) croméatides irmas ampliadas

em inicio de Anéafase II.

Figura 5: Cromossomos meiodticos em citétipo A (2n = 24) de T. silvestris. (a)
Bandeamento C. (b) FISH com sonda 45S rDNA. (c) FISH com sonda telomérica.

Figura 6: Expressdo de genes de reparo mismatch em goénadas e embrides de T. silvestris
citétipo A (2n = 24).
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Figura 7: Cromossomos meioticos em citotipo B (2n = 16) de T. silvestris. (a) FISH com
sonda 45S rDNA em individuo portador apenas de bivalentes. (b) 45S rDNA em
individuo portador do quadrivalente. (c) FISH com sonda telomérica. Setas em a e b

indicam cluster ribossomal.

Figura 8: Distribuicdo de ATR durante préfase | de T. silvestris citétipo B (2n = 16). (a-
c) Transicdo Leptoteno/Zigdteno. (d-f) Zigdteno tardio. (g-i) Paquiteno inicial. (j-1)
Paquiteno tardio.
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RESUMO
Teldmeros compreendem estruturas gendmicas especializadas que protegem o DNA

contra degradacédo e fusdes. Sequencias teloméricas podem estar presentes em regides
intracromossdmicas (ITS), devido a fusdes, reparo de DNA ou por constituirem DNAs
satélites. Na ordem Scorpiones observa-se elevada taxa de fusdo/fisséo e translocacgdes,
porém apenas dois géneros demonstraram ITSs. No presente estudo, analisamos
citogeneticamente o escorpido Opisthacanthus cayaporum. O cariétipo desta espécie
possui 2n = 50 (FC: 6 SM + 44 A). Dez pares de cromossomos acrocéntricos e o par 2
(submetacéntrico) apresentaram ITSs associados a regido pericentromérica. Mapeamento
do transposon Mariner revelou acimulo deste elemento transponivel em pericentrémeros
de diversos pares em O. cayaporum. O 45S rDNA foi registrado no brago longo do par 8.
Analise meidtica mostrou que agrupamento telomérico similar a bouquet e sinapse
ocorrem em etapas distintas do ciclo meidtico. Em paquiteno, pontes de DNA telomérico
(especialmente entre ITSs terminais) foram observadas associando pares ndo homologos.
A presenca de Rad51 foi constatada entre final do leptéteno e paquiteno intermediério,
principalmente em sitios intersticiais dos homologos. Nossos dados permitem inferir que:
(1) fusdes/fissdes podem ter ocorrido ao longo da evolucédo de Opisthacanthus; (2) em O.
cayaporum, ITSs sdo heterocromaticos ou resultantes de fusdo, e estdo sob acdo de
mecanismos de homogeneizacado; (3) associacBes heterdlogas entre 1TSs podem auxiliar
no alinhamento dos homologos durante metéfase I, contribuindo para segregagdo normal

dos cromossomos aquiasmaticos de O. cayaporum.

Palavras-chave: Scorpiones, sequencias teloméricas intersticiais, Opisthacanthus, fuséo,
associacdes heterocromaticas, configuracdo bouquet

1. INTRODUCAO

Teldmeros compreendem estruturas gendmicas especializadas, localizadas nas
extremidades dos cromossomos eucariéticos. Sua funcdo primordial € promover a
estabilidade cromossémica por proteger o DNA contra degradacéo e impedir ocorréncia
de rearranjos cromossémicos prejudiciais (Smith et al., 2020). S&o regides de natureza

nucleoprotéica, sendo associados a proteinas que formam o complexo shelterinas, a

176



exemplo de TRF1, TRF2 e POTL1 (Srinivas et al., 2020). O DNA telomérico é composto
por curtas sequencias microssatélites repetidas in tandem, de tamanho variavel e
geralmente conservadas para alguns grupos de organismos: TTAGGG (vertebrados),
TTAGG (presente na maioria dos artropodes), TTAGGG ou TTTAGGG (plantas),
TTGGGG (Tetrahymena sp.), G1-3T (Sarcharomyces cervisiae), entre outros (Sahara et
al., 1999; Aksenova e Mirkin, 2019; Fajkus et al., 2019). A enzima telomerase, uma DNA
polimerase dependente de RNA, é essencial para manutencdo desta regido gendmica, pois
é responsavel pela adicdo de novas repeticdes teloméricas a cada ciclo celular
(Schrumpfova et al., 2020). A expressdo da telomerase em humanos diminui apos o
desenvolvimento embrionario, permanecendo restrita a alguns tecidos especificos, como
a linhagem germinativa ou em tumores malignos (Roake e Artandi, 2020); por outro lado,
individuos adultos de alguns grupos de artropodes apresentam atividade desta enzima em
diversos tecidos corporais (Mohan et al., 2011; Schumpert et al., 2015).

Estudos acerca de mapeamento fisico do DNA telomérico evidenciaram que
sequencias teloméricas podem estar presentes em regides intersticiais (ITS) dos
cromossomos de varios organismos, ocupando loci em subteldmeros, centrémeros,
pericentrébmeros, Regides Organizadoras de Nucléolo, entre outros (Gaspin et al., 2010;
Aksenova et al., 2015; Cavalcante et al., 2018; Frade et al., 2019). Diferentes hipoteses
tem sido propostas para explicar a origem de ITSs, dentre as quais destacam-se: (1) ITS
como remanescentes de rearranjos cromossomicos, especialmente fuséo in tandem; (2)
deposicdo de sequencias teloméricas via telomerase em heterocromatina constitutiva
(Bolzén et al., 2017). Adicionalmente, estudos prévios apontam que amplificacdo de ITSs
pode ocorrer durante a replicacdo do DNA, gerando instabilidade genémica (Nagamachi
et al., 2013; Bolzan et al., 2017; Aksenova et al., 2019; Stivison et al., 2020).

Scorpiones é uma das ordens mais antigas do filo Arthropoda e abrange
aproximadamente 1900 espécies (Rein, 2021). Seus integrantes podem apresentar
cromossomos holocéntricos (centrdmero difuso, com proteinas do cinetdcoro distribuidas
ao longo das cromatides) ou monocéntricos, sendo 0s primeiros observados apenas na
familia Buthidae (Adilardi et al., 2016; Mattos et al., 2018). Elevada taxa de rearranjos
cromossomicos, especialmente fusdo/fisséo, translocacgdes e inversdes foi relatada para
diversas espécies destes aracnideos, com ocorréncia destas alteracbes em estado
heterozigoto em populacdes naturais (Schneider et al., 2009; Almeida et al., 2017; Mattos
et al., 2018). Em consequéncia disso, alteracdes no namero diploide e formagédo de
associa¢des meioticas multivalentes complexas tém sido descritas em Scorpiones (Mattos
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et al., 2013; Pliskova et al., 2016; Almeida et al., 2017; Adilardi et al., 2020). Em relacéo
a organizacdo telomérica, todos os escorpides estudados apresentaram a sequéncia
candnica TTAGG, compartilhada por varios artropodes (Sahara et al., 1999; Almeida et
al., 2017; Mattos et al., 2018; Stundlova et al., 2019; Adilardi et al., 2020). Registros de
ITSs sdo raros em Scorpiones, e até o presente momento, apenas foram observados em
Alloscorpiops sp. e Vietscorpiops sp., ambos pertencentes a familia Scorpiopidae
(Stahlavsky et al., 2020).

Opisthacanthus cayaporum, pertencente a familia Hormuridae, é endémico do
Brasil, ocorrendo nos estados Pard, Goias e Tocantins (Lourenco, 2002). Habita o interior
de cupinzeiros nos campos do cerrado brasileiro, estando isolado geograficamente das
demais espécies de Opisthacanthus, que sdo amplamente encontradas no norte da
América do Sul, América Central, norte da Africa e Madagascar (Lourenco et al., 2018).
Essa distribuigdo disjunta reflete processos vicariantes e de dispersdo ocorridos durante
deriva continental (Monod e Prendini,2014; Lourenco et al., 2018). Na literatura vigente,
dados citogenéticos de Hormuridae sdo conhecidos para os géneros Liocheles (Yamazaki
et al., 2000) e Hadogenes (Stahlavsky et al., 2018), e Opisthacanthus elatus que
apresenta 2n = 60 ou 2n = 62 (Wilson, 1931). No presente estudo, descrevemos pela
primeira vez ocorréncia de ITSs no cariétipo de O. cayaporum, e discutimos o papel
destas sequencias durante eventos da meiose |. Adicionalmente, nossos dados buscam

compreender a evolugéo e organizacdo do DNA repetitivo em Opisthacanthus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Amostra
A amostra analisada no presente estudo foi composta de 6 machos, 1 fémea e 12
embrides de O. cayaporum, provenientes de Conceicdo do Araguaia, Para, Brasil
(8°11°17,017S/49°27°10,59”0). A identificacdo taxonOmica foi realizada segundo
Lourengo (2002). Os espécimes foram depositados na colegdo do Laboratério de
Entomologia Médica e Artropodes Peconhentos (LEMAP/UFPA).

2.2.Andlise cariotipica

Goénadas e embriGes foram hipotonizadas em KCI 0,075M, e posteriormente
fixados em solucdo de metanol:acido acético (3:1). Suspenséo celular gerada a partir da
digestdo de gbnadas e embrides em acido acético 60% foi espalhada em laminas a 45°C.
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Cromossomos foram corados com Giemsa 5%. Medidas cromossdmicas foram realizadas
através do software DRAWID (Kirov et al., 2017). A determinacdo da morfologia
cromossOmica seguiu a classificacdo de Levan et al. (1964). Bandeamento C foi realizado

segundo Sumner (1972).

2.3.Sondas

A Sonda 45S rDNA foi produzida a partir do plasmideo pTa71, que contém a
sequéncia completa deste rDNA de Triticum aestivum (Gerlach e Bedrok, 1945). Por sua
vez, sonda de sequéncias teloméricas de artrépodes e transposon Mariner foram obtidas
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores descritos por Sahara et
al. (1999) e Lampe et al. (2003), respectivamente. As reagdes de PCR foram constituidas
de: 16,25 uL de agua estéril, 2,5 uL de tampéo da Taq Polimerase 10x, 2 uL de DNTP
mix (2mM), 1 pL de DNA gendmico(100ng), 1 pL de MgCl, (50mM), 1 pL de primer
foward (10mM), 1 pL de primer reverse (10mM), 0,25 pL de Taqg Polimerase 1U. As
configuracdes termais das PCR foram: 1 ciclo de 94°C (5 minutos); 35 ciclos de 94°C (1
minuto), 53 a 55°C (1 minuto) e 72°C (1 minuto); 1 ciclo de 72°C (10 minutos); 1 ciclo
4°C (hold). Todas as sondas foram marcadas por nick translation utilizando digoxigenina-
14-dUTP (Roche, Mannheim, Germany).

2.4.Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

FISH foi realizada de acordo com Cabral-de-Mello et al. (2021). Inicialmente os
cromossomos foram tratados com solucdo de Pepsina 1%, fixados em Paraformaldeido
4% e desidratados em bateria de alcool (70%, 90% e 100%). A desnaturacdo do DNA
cromossémico e de sondas ocorreu a 70°C e 100°C, respectivamente. Laminas foram
mantidas a 37°C, overnight, para a hibridizacdo. Posteriormente, laminas foram lavadas
com 2xSSC e 4xSSC-Tween para remocéo de hibridizagdes inespecificas. Sondas foram
detectadas com Anti-digoxigenina-FITC. Cromossomos foram contracorados com 4-6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) em solucéo antifading Vectashield (Vector).

2.5.Imunodeteccdo de proteinas meidticas e Imuno-FISH

A obtengéo de complexos sinaptonémicos foi realizada de acordo com Almeida

et al. (2019). Génadas foram hipotonizadas com KCI 0,075M e maceradas em 200 pL de
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Sacarose 100 mM com auxilio de agulhas, até formarem uma suspensao de células, a qual
foi espalhada sobre laminas previamente revestidas com paraformaldeido 2% (pH 8,2).
Laminas foram incubadas por 2 horas em camara Umida, posteriormente lavadas em
Photo-Flo (pH 8.2) e armazenadas a -80°C.

Os anticorpos primarios utilizados e suas respectivas diluicbes em PBS foram:
coelho anti-SMC3 (Abcam, ab9263) em 1:200; coelho anti-Rad51 (Santa Cruz
Biotechnology, H92 sc-8349) em 1:50. Para imunodeteccdo de proteinas mei6ticas, o
bloqueio com BSA 5% (contendo Triton-20 0,01%, e PBS1x) foi realizado por 30
minutos. Em seguida, laminas foram incubadas com anticorpos primarios por 2h (37°C).
Apos lavagem em PBS1X, elas foram incubadas com anticorpos secundarios apropriados,
diluidos em 1:100, a 37°C, durante 2 horas. Finalmente, cromossomos foram

crontracorados com DAPI em solucéo antifading Vectashield.

Para imuno-FISH com sonda telomérica seguimos o protocolo descrito por Araya-
Jaime et al. (2015). Células em paquiteno (n = 67) foram utilizadas para contagem de
associacOes entre I TSs, e destes com sinais teloméricos tipicos durante esta fase da meiose
I. Contagem de foci Rad51 foi efetuada em 16 celulas em leptéteno, 19 células em
zig6teno e 24 células em paquiteno. Visto que os resultados desta analise ndo apresentam
distribuicdo normal (averiguado pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk), médias foram

comparadas atraves de teste t com correcéo de Weish, considerando p<0,05.

3. RESULTADOS

Nossos resultados mostraram que o cariétipo O. cayaporum apresenta
Cromossomos monoceéntricos, que decrescem gradualmente de tamanho; o complemento
consta de numero diploide 2n = 50 e férmula cariotipica constituida de 6 cromossomos
submetacéntricos e 44 acrocéntricos (Figura 1). Em todos os individuos machos, 25
bivalentes aquiasmaticos regulares foram registrados durante paquiteno e metéfase |
(Figura 1). Apenas células mitéticas foram detectadas em fémeas. Em O. cayaporum nédo
foi constatada existéncia de pares heteromdrficos ou bivalentes com comportamento
diferencial na meiose, sugerindo auséncia de cromossomos sexuais diferenciados entre

0s sexos desta espécie.
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Bandeamento C evidenciou pequenos blocos de heterocromatina constitutiva na
regido pericentromericados pares 1, 3,4, 9,11, 12, 15, 17, 22 e 25 (Figura 2a). Sequencias
teloméricas foram observas na regido distal de alguns pares do cariétipo, com exce¢do
dos bivalentes 1, 3, 6, 7, 9, 11, 14, 16, 22 e 25, cuja regido pericentromérica demonstrou
ser portadora de grandes blocos de sequencias teloméricas intersticiais (ITSs) (Figura 2b).
O transposon Mariner mostrou alta compartimentalizacdo na regido pericentromérica de
varios pares do cariotipo de O. cayaporum (Figura 2c). Mapeamento fisico do 45S rDNA

demonstrou que esta sequéncia é localizada no brago longo do par 8 (Figura 2d).

Imuno-FISH com sonda telomérica e coesina SMC3 revelou que em células pré-
leptéteno telémeros permanecem agrupados a um polo do nicleo celular; eixos SMC3
ndo foram visualizados nesta fase (Figura 3a-d). Por outro lado, no leptéteno, telémeros
mostraram-se dispersos, enquanto, curtos eixos SMC3 iniciam o processo de organizacao
dos elementos axiais (Figura 3e-h). No zigoteno inicial, a configuracdo bouquet dos
telomeros ndo foi registrada (Figura 3i-l); apesar disso, foi observada tendéncia de
agrupamento dos telémeros e ITSs em diversas regiGes da periferia do nucleo (Figura 3i-
1); nesta etapa, a maior parte dos eixos SMC3 sdo visualizados em processo de pareamento
(evidenciados pela proximidade de telédmeros), porém regides sinapsadas nao foram
observadas (Figura 3i-1). No zig6teno tardio ainda é possivel observar a presenca de
longas regibes ndo sinapsadas (Figura 3m-p). Em paquiteno, 25 filamentos
completamente pareados foram registrados (Figura 3g-t). Nesta fase, a individualizagédo
dos bivalentes possibilitou verificar a existéncia de um ITS na regido pericentromérica
do par 2, ndao observado pela FISH convencional (Figura 3g-t). Além disso, foram
visualizadas associagdes entre pares ndo-homélogos portadores de ITSs, nos quais DNA
telomeérico promove ligagdes entre dois, trés ou quatro bivalentes distintos. Dois tipos de
associacdo foram demonstradas nesta fase: (1) entre um par com ITS e extremidade de
outro par ndo-homologo, que porta regido telomérica tipica (média 0,91 + 0.88) (Figura
5a); (2) entre pares ndo-homdlogos que portam blocos conspicuos de ITSs ligados
terminalmente (média 2.53 + 1.51) (Figura 5a). Essa diferenca na quantidade das duas
formas de associacao telomérica é estatisticamente significante (p=0.000). Em metéfase

I, ligacGes teloméricas ndo foram observadas (Figura 3u-z).

A dindmica temporal de Rad51 inicia-se no leptéteno tardio, no qual foi possivel
identificar em média 16.14 + 4.59 foci associados a curtos eixos SMC3 (Figura 4a). Em

zigoteno, ha aumento do namero de foci Rad51 (média 87.62 + 44.32), sendo a maior
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parte destes observados sobre eixos ndo-sinapsados intersticiais do complexo
sinaptonémico (Figura 4b). Esse padrdo € registrado até zigoteno tardio (Figura 4c).
Durante o paquiteno inicial e intermediario, a expressao desta recombinase diminui
drasticamente, sendo em média observados 6.21 +2.04 foci por célula (Figura 4d,e),
dentre os quais a maior parte das marcacGes Rad51 foi evidenciada em regibes
intersticiais (média de 4.95+1.66) (Figura 5b). Em paquiteno tardio ndo foram observados

sinais Rad51 positivos (Figura 4f).

4. DISCUSSAO
Estudos citogenéticos em 17 espécies de Hormuridae demonstraram ampla

variagdo do nimero diploide nesta familia, desde 2n = 48 em Hadogenes trichiurus até
168 em Hadogenes tityrus (Schneider et al., 2021). Apesar disso, informac6es
cromossémicas de Opisthacanthus séo escassas pois, além de O. cayaporum (investigado
no presente estudo), apenas O. elatus apresenta uma breve citacdo do numero diploide 2n
=60 ou 62 (Wilson, 1931). A diferenga observada no nimero de cromossomos entre estas
duas espécies indica que eventos de fusdo/fissdo foram importantes para o processo de
evolucdo cariotipica deste género, como registrado para outros escorpides (Pliskova et
al., 2016; Almeida et al., 2017; Stundlova et al., 2019).

Fusbes in tandem ou Robertsonianas podem envolver unido de regides
teloméricas, e neste caso ITSs podem ser formados e mantidos no provavel ponto de unido
dos cromossomaos rearranjados (Lin e Yan, 2008; Aksenova et al., 2019). Estudos previos
tem demonstrado ITSs remanescentes de fusbes em diversos taxons animais,
especialmente em mamiferos (Letsolo et al., 2010), lagartos (Srikulnath et al., 2019),
queldnios (Cavalcante et al., 2018), peixes (Rosa et al., 2011; Deon et al., 2020) e insetos
(Rego e Marec,2003; Chirino et al., 2017). Em Scorpiones, apesar da alta taxa de fuséo,
ITSs originados por este rearranjo ndo foram observados na maior parte das espécies
estudadas citogeneticamente (Almeida et al., 2017; Adilardi et al., 2016, 2020). A Unica
excecdo sdo integrantes dos géneros Alloscorpiops sp. e Vietscorpiops sp. (Scorpiopidae),
que sdo portadores de associacdes meidticas trivalentes, com presenca de ITSs no ponto
de fusdo em alguns casos (Stahlavsky et al., 2020). Em O. cayaporum, nenhum rearranjo
heterozigoto similar aos descritos em Scorpiopidae foi registrado. Entretanto, a existéncia
de alguns ITSs originados por fusdo em O. cayaporum ndo pode ser completamente
descartada. No par 2, por exemplo, que constitui um submetacéntrico, Imuno-FISH

mostrou a presenca de um ITS na regido pericentromérica, sugerindo que este bivalente
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pode ser derivado da unido de dois acrocéntricos. Segundo modelo proposto por Ruiz-
Herrera et al. (2008), ITS podem ser originados a partir da fusdo de telémeros nao
funcionais de dois cromossomos acrocéntricos, que posteriormente aumentam em nimero
de copias gerando sitios instaveis; subsequentemente, essa regido pericentromérica pode
sofrer fissdo, promovendo formacao de cromossomos acrocéntricos estaveis. Assim, em
O. cayaporum o ITS observado no par 2 pode corresponder a uma regido gendmica
instavel; esse resultado indica que em algumas espécies de Scorpiones, ITSs
remanescentes de fusdo podem ser mantidos e posteriormente amplificados, ao invés de
sempre serem encurtados e deletados, como sugerido para outros integrantes desta ordem
(Adilardi et al., 2016; Almeida et al., 2017; Mattos et al., 2018; Stahlavsky et al., 2020).

Nossos resultados mostraram ITSs na regido pericentromérica de 10 pares
acrocéntricos do cariétipo de O. cayaporum, indicando associacdo destas sequencias
teloméricas ectdpicas com heterocromatina constitutiva (ITSs-Het). Achados
semelhantes foram anteriormente descritos em outros animais, tais como, roedores (Swier
et al., 2012), marsupiais (Silva et al., 2020), aves (Lianguzov et al., 2002), serpentes
(Viana et al., 2016), peixes (Schneider et al., 2012) e escorpides (Stahlavsky et al., 2020).
Neste caso, ITSs-Het podem ser componentes de DNAs satélites presentes em
pericentrémeros, ou localizar-se adjacentes a estes (Lianguzov et al., 2002; Rovatsos et
al., 2011), bem como, apresentar shelterinas, como TRF1, TRF2 e RAP1, que conferem
maior estabilidade (Bolzan et al., 2017). Em O. cayaporum, a presenca de clusters ITS-
Het de tamanhos distintos entre os 10 pares acrocéntricos, denota ocorréncia de processos
de intensa amplificacdo, homogeneizacdo e dispersdo destes sitios repetitivos
(Charlesworth et al., 1994). Associacdo de ambas as extremidades de cromossomos
acrocéntricos ao envelope nuclear durante interfase pode ser importante para promover
rapida dispersdo destas repeticbes entre diferentes pares do cariétipo (Rovatsos et al.,
2011), pois favorece transferéncia de ITSs-Het por meio de transposi¢do ou recombinacgéo
de elementos transponiveis ou acdo de DNAs circulares (He et al., 2013; Souza et al.,
2016; Aksenova et al., 2019). Assim, consideramos que agrupamento de telémeros em
células pré-leptoteno e acumulo de transposon Mariner em regides pericentroméricas de
O. cayaporum podem explicar parcialmente a presenca de ITS-Het em varios pares do

caridtipo dessa especie.

Na maior parte dos organismos eucariotos o bouquet facilita o reconhecimento e

pareamento dos homdlogos e a correcdo de interagbes heterélogas (Niwa et al., 2000).
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No entanto, esta configuracdo ndo € presente em todos os organismos; em C. elegans e
Drosophila, por exemplo, a justaposicdo dos homologos é mediada por centros de
pareamento (Tsai e McKee, 2011). Em O. cayaporum foi demonstrado que a realizagédo
da sinapse meiotica independe da configuracdo bouquet, uma vez que, nessa espécie, 0
bouquet ndo esta presente no zigoteno, fase em que se registrou formacéo de eixos duplos
sinapsados do complexo sinaptonémico. O padrao registrado em O. cayaporum contrasta
com aquele observado em escorpifes Buthidae, nos quais a sinapse inicia no zigéteno,
com o0s cromossomos ainda arranjados em bouquet (Adilardi et al., 2015; Almeida et al.,
2017; 2019; Ojanguren-Affilastro et al., 2017). Esse achado pode corresponder a uma
divergéncia relativa aos eventos da meiose | entre cromossomos holo e monocéntricos de
Scorpiones; entretanto, mais especies devem ser investigadas para confirmar essa
hipdtese. Em O. cayaporum, o agrupamento pré-meiético de telébmeros e ITS-Het pode
ser importante para aproximar clusters de mesmo tamanho, auxiliando no pareamento
meiodtico posterior, como sugerido para Mus musculus (Scherthan et al., 2014).
Adicionalmente, a auséncia do bouquet durante a transicdo leptoteno/zigoteno em O.
cayaporum, pode favorecer a iniciagdo da sinapse em extremidades portadoras de
teldmeros tipicos e ndo em telémeros associados ao centrdmero, evitando busca de
homologia entre regides pericentroméricas ricas em DNAs repetitivo (Kazemi et al.,
2021).

Em cromossomos paquiténicos de O. cayaporum foi possivel observar que ITSs
terminais e do par 2 formam pontes de DNA telomérico (DNA-tel) que unem
temporariamente pares homologos distintos. Considerando que nessa espécie associacdes
heter6logas ocorreram entre ITSs inclusos em regides pericentroméricas, propomos que
elas sdo de natureza heterocromatica (Heckmann et al., 2014) e ndo proteica, como
observado em humanos (Scherthan et al., 2000). Além disso, visto que machos de O.
cayaporum ndo possuem quiasmas, € plausivel que essas associa¢@es contribuam para
assegurar o correto alinhamento dos bivalentes durante metafase I, como sugerido para
fémeas aquiasmaticas de Lepidoptera (Rego e Marec, 2003). Essa hipdtese concorda com
achados de Eyster et al., (2019), que demonstraram importante papel de ligagOes
heterocromaticas no pareamento e segregacao de pares cromossémicos que falham ao
realizar recombinacdo em Mus musculus. Nossos resultados mostraram exclusdo do
complexo sinaptonémico em pontes de DNA-tel, divergindo de parte das associagdes

teloméricas heterdlogas observadas em Danio rerio, intermediadas por extensdo de eixos
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SYCP3 (Blokhina et al., 2019). Em contrapartida, desde o final do leptéteno até o
paquiteno de O. cayaporum, Rad51 foi evidenciada na regido terminal de alguns pares
cromossémicos. Essa enzima é relacionada ao processo de recombinagdo meidtica,
durante o qual une-se as extremidades portadoras de DSBs e, posteriormente, invade o
cromossomo homologo, buscando sequencias de alta similaridade, a fim de permitir o
reparo da quebra de DNA por crossing-over (Lan et al., 2020). Estudos anteriores
mostraram que esta enzima pode apresentar funcdes especificas em telédmeros, tais como:
(1) amplificacdo de repeti¢Bes teloméricas, compreendendo um mecanismo independente
de telomerase (Grandin e Charbonneau, 2003; Badie et al., 2010); (2) reparo de DSBs da
regido telomérica e no capeamento da mesma (Tarsounas et al., 2004; Mao et al., 2016).
Assim, sugerimos que as associagOes entre 1TSs-Het, registradas durante o paquiteno de
O. cayaporum, podem ser formadas em parte pela a¢do de parélogos de Rad51, durante o
reparo de DSBs no DNA-tel.

5. CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo mostraram que o cariotipo de O. cayaporum

possui 2n = 50 cromossomos, e que fusdes/fissdes podem ter ocorrido ao longo da
evolugéo de espécies neotropicais de Opisthacanthus. Os dados apresentados neste artigo
evidenciaram ITSs em regides pericentroméricas de cromossomos de O. cayaporum, que
podem estar sujeitas aos processos de amplificagdo e disperséo entre os bivalentes.
Analise meidtica revelou que o inicio da sinapse meiotica neste escorpido independe de
organizacdo bouquet dos telédmeros. Além disso, demonstramos ocorréncia de
associacdes heter6logas entre ITSs (e destes com regides teloméricas tipicas), e sugerimos

que as mesmas podem auxiliar no alinhamento dos homologos durante metafase I.
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Legenda das Figuras

Figura 1: Caridtipo meiotico de O. cayaporum 2n = 50.

Figura 2: Distribuicdo de heterocromatina e DNAs repetitivos no genoma de O.
cayaporum. (a) Bandeamento C; setas indicam blocos C positivos. (b) Teldmeros; setas
demonstram ITS. (c) Localizacdo cromossdmica de copias do transposon Mariner. (d)
45S rDNA.

Figura 3: Dinamica da coesina SMC3 e telébmeros durante meiose | de O. cayaporum.
(a-d) Célula pré-meiotica. (e-h) Leptdteno. (i-I) Zigoteno inicial. (m-p) Zig6teno tardio.
(g-t) Paquiteno inicial/intermediério; a seta indica o ITS na regido pericentromérica do

par 2. (u-z) Metafase I.

Figura 4: Distribuicdo espacial de foci Rad51 durante Profase | de O. cayaporum. (a)
Leptoteno tardio. (b) Zigoteno inicial. (c) Zigoteno tardio. (d) Paquiteno inicial. (e)

Paquiteno intermediario. (f) Paquiteno tardio.

Figura 5: Anélise quantitativa de (a) associacOes teloméricas meidticas e (b) quantidade
de foci Rad51 distribuidos em regiGes terminais e intersticiais durante paquiteno

inicial/intermediério.
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5.

CONCLUSOES

As principais conclusdes do presente estudo séo:

a)

b)

f)

9)

h)

Tityus metuendus, Brotheas amazonicus e Tityus silvestris apresentam variacGes
geograficas em seus cari6tipos e podem constituir complexos de espécies
cripticas.

Durante meiose | em Tityus maranhensis associacdes quadrivalentes apresentam
atraso no processo sindptico em relacdo a bivalentes.

Ha formacdo e reparo de DSBs e expressao de enzimas de reparo mismacht
durante meiose aquiasmatica em T. silvestris.

Em Tityus maranhensis, cromossomos apresentam atividade holocinética em
metafase | e telocinética em metafase II.

A trimetilacdo da Histona H3 na lisina 27 é importante para progressao da sinapse
em Tityus silvestris.

Rearranjos do tipo fusdo/fissdo foram responséveis pela formagdo do cariétipo
bimodal de Neochactas parvulus.

Diferentes formas de heteromorfismos do 45S rDNA e multivalentes meidticos
em B. amazonicus sdo explicados, principalmente, pela acdo de translocacfes
reciprocas.

Sequencias teloméricas intersticiais em O. cayaporum sdo de natureza
heterocromatica e associacOes heterélogas entre estes ITSs durante o paquiteno

podem contribuir para segregacado correta dos cromossomos homdlogos.
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