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ABSTRAKT 
Štíři představují starobylou skupinu pavoukovců, která od dob siluru kolonizovala rozmanitou 

škálu terestrických prostředí. Navzdory dlouhé evoluční historii a ekologické rozmanitosti je 

pro tyto živočichy příznačná morfologická stáze. Uniformní morfologie štírů nicméně může 

maskovat skutečnou diverzitu současných linií. Studium cytogenetických znaků tak pomůže 

prohloubit naše znalosti o rozmanitosti recentních taxonů štírů a současně přinést nový vhled 

do procesů stojících v pozadí karyotypových změn u této skupiny pavoukovců. Předmětem 

předkládané dizertační práce je studium rozmanitosti a dynamiky karyotypů vybraných 

zástupců štírů s holokinetickými a monocentrickými chromozomy. Komparativní 

cytogenetické analýzy více než 110 druhů z pěti čeledí zahrnovaly nejen standardních 

cytogenetické techniky, ale i mapování genu pro 18S ribozomální RNA a telomerických 

(TTAGG)n repetic metodou fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Pro účely objasnění 

fundamentálních strukturních mechanismů stojících v pozadí diferenciace karyotypu u 

studovaných skupin byl kladen důraz na propojení cytogenetických a sekvenčních dat 

analyzovaných druhů. Znalost genetické struktury a příbuzenských vztahů studovaných taxonů 

sehrála nezastupitelnou roli jednak při interpretaci chromozomální polymorfismu, resp. 

polytypie, jednak pro navržení hlavních trendů uplatňujících se v reorganizaci štířích 

karyotypů. Předkládané výsledky demonstrují, že štíři se vyznačují nebývalou chromozomální 

variabilitou na různých strukturních úrovních. Detekované rozdíly naznačují různou míru 

zapojení makro- i mikrostrukturních změn při diferenciaci karyotypů v rámci jednotlivých 

evolučních linií štírů.  

 

Klíčová slova: karyotypová diferenciace, holokinetické chromozomy, multivalentní asociace, 

chromozomální přestavby, telomerické (TTAGG)n repetice 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

Scorpions represent an ancient group of arachnids that have colonized a diverse range of 

terrestrial environments since Silurian times. Despite their long evolutionary history and 

ecological diversity, these animals are characterized by morphological stasis. However, the 

uniform morphology of extant scorpions may hide the true diversity of contemporary lineages. 

The study of cytogenetic traits thus has the potential to deepen our knowledge of the diversity 

of contemporary scorpion taxa and bring new insight into the processes underlying karyotypic 

changes in this group of arachnids. The subject of this thesis is to examine the diversity and 

dynamics of karyotypes of selected scorpion groups with holokinetic and monocentric 

chromosomes. Comparative cytogenetic analysis, including more than 110 species from five 

families, was based on standard cytogenetic techniques and mapping of the gene for 18S 

ribosomal RNA and telomeric (TTAGG)n repeats by fluorescence in situ hybridization (FISH). 

To elucidate the fundamental structural mechanisms underlying karyotype differentiation in the 

studied groups, the emphasis was placed on the interconnection of cytogenetic and sequence 

data of the analyzed species. The knowledge of the genetic structure and phylogenetic 

relationships of studied taxa played a crucial role in the interpretation of observed chromosomal 

polymorphism or polytypism. Moreover, this knowledge enabled us to propose the main trends 

involved in the reorganization of scorpion karyotypes. The present results demonstrate that 

scorpions exhibit exceptional chromosomal variability at different structural levels. The 

detected differences within individual scorpion lineages indicate a distinct degree of 

involvement of macro- and microstructural changes in karyotype differentiation. 

 
Key words: karyotype differentiation, holokinetic chromosomes, multivalent association, 

chromosome rearrangements, telomeric (TTAGG)n repeat 
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Součástí výsledků dizertační práce jsou i nepublikovaná data pro Pandinus sensu lato, která 

jsou přiložena formou obrazových tabulí v sekci Přílohy (Obr. 1–5). V průběhu řešení 

dizertační práce jsem se také spoluautorsky podílela na několika taxonomických publikacích, 

jejichž součástí jsou popsané karyotypové charakteristiky u studovaných druhů štírů. Tyto 

publikace nejsou přímo zahrnuty do této dizertační práce, nicméně v hlavním textu jsou 

označeny podtržením příslušné reference. 
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2. ÚVOD 

Štíři (Scorpiones) představují starobylý řád klepítkatců (Chelicerata) s doloženým fosilním 

záznamem již z období spodního siluru (438.5–433.4 Ma) (Dunlop 2010; Dunlop & Selden 

2013). Jedná se o evolučně úspěšnou, celosvětově rozšířenou skupinu pavoukovců 

(Arachnida), která osídlila rozličná terestrická prostředí, včetně těch s extrémními 

klimatickými podmínkami (Polis 1990). Štíři představují s více než 2 400 druhy 5. 

nejpočetnější řád pavoukovců (Coddington et al. 2004; Rein 2019), který v současnosti 

zahrnuje 18 čeledí. Vyšší klasifikace štírů nicméně zůstává prozatím nevyřešena, a to i 

navzdory implementaci moderních metod s využitím transkriptomatických dat. Výstupy 

fylogenomických studií poukázaly na spornost monofylie některých čeledí i problematiku 

nejistých vzájemných příbuzenských vztahů řady evolučních linií (Santibáñez-López et al. 

2019; Sharma et al. 2015). Navzdory dlouhé evoluční historii a ekologické rozmanitosti se štíři 

vyznačují nebývale uniformní morfologií. Recentní skupiny štírů se v tělním plánu téměř neliší 

od svých silurních předchůdců (Coddington et al. 2004). Není tedy překvapivé, že delimitace 

štířích taxonů zakládající se výhradně na morfologických znacích je nevyhnutelně provázena 

řadou komplikací. Konzervativní vnější morfologie štírů může maskovat jednak skutečnou 

diverzitu, jednak komplexní evoluční historii druhů (např. Bryson et al. 2018; Miller et al. 

2014). V důsledku toho se studium evoluce a diverzity této skupiny pavoukovců v současné 

době zaměřuje na implementaci moderních molekulárních metod s důrazem na integrativní 

přístup (viz Bryson et al. 2013a,b; Ojanguren-Affilastro et al. 2016, 2017; Talal et al. 2015). V 

průběhu poslední dekády zaznamenal výrazný posun i cytogenetický výzkum štírů, díky čemuž 

se daří získávat hlubší povědomí o uspořádání genomu studovaných taxonů (např. Mattos et 

al. 2018; Ubinski et al. 2018). Evoluční historie druhů nemusí být vtisknuta pouze do genetické 

rozmanitosti současných linií, ale může se projevit také v reorganizaci karyotypu. Studium 

cytogenetických znaků tak může prohloubit naše znalosti o diverzitě štírů a současně přinést 

nový vhled do procesů stojících v pozadí karyotypových změn. Přímé propojení studia 

genetické a karyotypové rozmanitosti současných linií v kontextu jejich geografického 

rozšíření nicméně u štírů stále chybí. 

Současné poznatky o cytogenetice štírů vycházejí z úzce zaměřených studií odlišného 

charakteru. Zásluhou těchto prací máme u tohoto řádu k dispozici základní znalosti o 

spermatogenezi (např. Sokolow 1913), stavbě synaptonemálního komplexu (např. Shanahan & 

Hayman 1990), achiasmatické meióze samců (např. Almeida et al. 2019) či karyotypové 

rozmanitosti druhů (např. Shanahan 1989a,b; Schneider et al. 2009a,b). Pro štíry je 
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charakteristické široké rozpětí počtů chromozomů – od 2n = 5 u Tityus bahiensis (Buthidae) 

(Schneider et al. 2009a) po 2n = 186 u Chaerilus stockmannorum (Chaerilidae) (Kovařík et al. 

2018a). Současně byla u celé řady druhů identifikována přítomnost chromozomálního 

polymorfismu, který je zde spjatý s výskytem strukturních heterozygotů (např. Mattos et al. 

2013; Shanahan 1989a,b; Schneider et al. 2009a,b). Řád štíři zahrnuje evoluční linie, jejichž 

chromozomy vykazují odlišnou distribuci kinetochoru. U většiny cytogeneticky studovaných 

čeledí byl doložen výskyt monocentrických chromozomů, jenž jsou charakteristické 

lokalizovanou centromerou. Naopak přítomnost holokinetických chromozomů vyznačujících 

se difúzním kinetochorem je příznačná pro jedinou evoluční linii štírů, čeleď Buthidae 

(Shanahan 1989a). Unikátní kombinace cytogenetických rysů činí štíry atraktivní skupinou pro 

výzkum rozličných aspektů týkajících se diverzity a diferenciace karyotypu. Výskyt evolučních 

linií jak s monocentrickými, tak holokinetickými chromozomy současně umožňuje porovnat 

cytogenetická specifika těchto dvou odlišných systémů.  

Předkládaná dizertační práce si klade za cíl rozšířit současné poznatky o cytogenetice štírů 

a objasnit hlavní mechanismy diferenciace karyotypu u vybraných zástupců štírů s 

holokinetickými a monocentrickými chromozomy. U více než 110 druhů byla zkoumána 

karyotypová rozmanitost na různých strukturních úrovních za pomoci standardních i 

molekulárně cytogenetických přístupů. Získaná karyologická data byla dále u vybraných 

skupin (i) interpretována v kontextu fylogenetických vztahu studovaných druhů; (ii) využita 

pro taxonomické účely. 

Dizertační práce je členěna do dvou hlavních kapitol, jenž přinášejí shrnující informace o 

karyotypové diverzitě, chromozomálním polymorfismu, distribuci genů pro ribozomolní RNA 

a telomerického (TTAGG)n motivu, a o využití cytogenetických znaků v taxonomii u skupin 

štírů s holokinetickými (kapitola 4.1) a monocentrickými chromozomy (kapitola 4.2). 
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3. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

Předkládaná dizertační práce se zabývá studiem karyotypové diverzity a dynamiky uspořádání 

genomu u zástupců hlavních evolučních linií štírů, jejichž chromozomy se odlišují lokalizací 

kinetochoru [tj. holokinetické a monocentrické chromozomy]. Výzkum cytogenetických 

aspektů u štírů s holokinetickými chromozomy zahrnoval analýzu druhů náležejících do čeledi 

Buthidae, která jakožto jediná v rámci celého řádu vykazuje tento typ chromozomů. Pro 

objasnění cytogenetických aspektů u štírů s monocentrickými chromozomy byli vybráni 

zástupci náležející do tří čeledí obývajících různé biogeografické oblasti: Euscorpiidae, 

Hormuridae a Scorpionidae. Pro předkládanou dizertační práci se podařilo shromáždit unikátní 

komparativní materiál více než 110 druhů, jenž byl využit nejen pro standardní a molekulárně 

cytogenetické analýzy, ale v některých případech i pro molekulárně fylogenetické a 

morfologické analýzy. Hlavním cílem předkládané práce bylo rozšířit současné cytogenetické 

poznání štírů a pokusit se objasnit hlavní trendy karyotypové diferenciace u evolučních linií s 

holokinetickými a monocentrickými chromozomy. V průběhu řešení této práce jsem se 

zaměřila na několik dílčích cílů: 

 

(i) Získat detailní informace o karyotypu studovaných druhů pomocí standardních 

a/nebo molekulárně cytogenetických metod, a takto získaná data využít pro 

komparativní karyotypové analýzy s důrazem na detekci chromozomálního 

polymorfismu či polytypie (Článek I, Článek II, Článek VI, Příloha Obr. 1–5) 

  

(ii) Pomocí integrace cytogenetických a genetických dat objasnit hlavní trendy 

karyotypové diferenciace u kandidátních skupin štírů (Článek II, Článek V, Příloha 

Obr. 1–5) 

  

(iii) Cytogenetická data využít pro taxonomické účely (Článek III, Článek IV, Článek 

V) 

 

(iv) Získaná data využít pro identifikaci hlavních mechanismů podílejících se na 

diferenciaci karyotypu příznačných pro skupiny s holokinetickými a monocentrickými 

chromozomy. 
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4. VÝSLEDKY PRÁCE V KONTEXTU SOUČASNÝCH POZNATKŮ 

4.1 Cytogenetické aspekty čeledi Buthidae s holokinetickémi chromozomy 

V rámci řádu štíři je dosud evidována jediná linie s holokinetickými chromozomy, a to čeleď 

Buthidae (např. Shanahan 1989a). Význačnost této skupiny ve srovnání s ostatními evolučními 

liniemi štírů nicméně netkví pouze ve výskytu tohoto typu chromozomů, ale také v její 

fylogenetické pozici, druhové rozmanitosti, či významné toxicitě jejích zástupců. Dle 

recentních fylogenomických analýz tvoří Buthidae společně s Pseudochactidae a Chaerilidae 

časně se větvící linii celého řádu, “parvorder” Buthida (Sharma et al. 2015, 2018). 

Pseudochactidae a Chaerilidae reprezentují co do počtu druhů a rozšíření poměrně malé čeledi 

štírů (Rein 2019). Buthidae naproti tomu představuje s 91 rody a 1150 druhy největší a druhově 

nejrozmanitější čeleď celého řádu (Rein 2019), která současně jako jediná pronikla, vyjma 

Antarktidy, na všechny světové kontinenty (Sissom 1990). Pouze nepatrný zlomek štířích 

druhů se vyznačuje silnou toxicitou, jenž u člověka vyvolává životu ohrožující komplikace, 

nicméně až na nepatrné výjimky náleží tyto druhy právě do čeledi Buthidae (shrnuto ve Ward 

et al. 2018). Zásluhou všech výše zmíněných atributů představují buthidní štíři atraktivní 

skupinu, která stojí ve srovnání s ostatními čeleděmi štírů v popředí jak veřejného, tak 

vědeckého zájmu. Tomu také nasvědčuje široká škála studií zabývající se u studovaných druhů 

například genetickou rozmanitostí (např. Sousa et al. 2011; Yamashita & Roads 2013), 

fylogeografií (např. Habel et al. 2012; Shi et al. 2013), toxicitou (např. Borges et al. 2006; 

Inceoglu et al. 2001), a v neposlední řadě také karyotypovou diferenciací (např. Piza 1944; 

Shanahan 1989a; Sadílek et al. 2015). Není tudíž překvapivé, že 60 % všech karyologicky 

analyzovaných druhů štírů náleží právě do čeledi Buthidae (viz Schneider et al. 2019). Nicméně 

vzhledem k druhové rozmanitosti této evoluční linie tyto druhy pokrývají pouze necelých 8 % 

celkové diverzity čeledi. Kontrastní je také samotná prozkoumanost jednotlivých 

biogeografických regionů. Cytogenetickým studiím dominují druhy neotropického regionu, 

zatímco jiné geografické oblasti zůstávají z velké části opomenuty. 

 

4.1.1 Karyotypová diverzita evolučních linií 

Současné poznatky o karyotypové diverzitě čeledi Buthidae vycházejí z dostupných dat, které 

byly dosud publikovány pro 87 druhů z 34 rodů (shrnuto v Příloha Tab. 1). Výsledky 

předkládané práce tyto znalosti zásadně rozšiřují, jelikož se podařilo shromáždit nové 

karyologické údaje pro bezmála jednou tolik taxonů (Příloha Tab. 1). Celkově se podařilo 
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získat či rozšířit informace o cytogenetických znacích pro dalších 81 taxonů náležejících do 23 

rodů, které pocházejí z různých geografických oblastí napříč kontinenty, vyjma Austrálie 

(Článek I a II). V průběhu řešení této práce se také podařilo získat úplně první cytogenetická 

data pro několik rodů této čeledi, konkrétně pro rody Apistobuthus, Grosphus, Orthochirus, 

Thaicharmus (Článek I), Buthoscorpio a Charmus (Kovařík et al. 2016a). 

Diploidní počty chromozomů dosahují u buthidních štírů relativně nízkých hodnost a 

pohybují se v úzkém rozpětí od 2n = 5 u Tityus bahiensis (Schneider et al. 2009a) po 2n = 36 

u Barbaracurus somalicus (Kovařík et al. 2018b). Obdobné výsledky byly získány i vlastní 

analýzou studovaných druhů, kdy nejnižší diploidní počet chromozomů 2n = 9 byl 

zaznamenám u druhu Isometrus thwaitesi (Kovařík et al. 2016a, Článek I), naopak nejvyšší 2n 

= 45 u Gint gubanensis (Článek II). Přestože se na základě rozsahu 2n mohou karyotypy 

buthidních štírů zprvu jevit jako poměrně diverzifikované, z kompilace všech cytogenetických 

dat je patrné, že počty chromozomů u převážné většiny druhů oscilují kolem hodnoty 2n = 20 

(fig. 3, Článek I; Příloha Tab. 1).  

Při srovnání karyotypové diverzity je patrné, že se jednotlivé rody čeledi Buthidae mezi 

sebou v tomto aspektu nápadně liší. Větší měrou jsou zde však zastoupeny linie, které vykazují 

na mezidruhové úrovni neměnné či mírně variabilní počty chromozomů (Příloha Tab. 1). Rody, 

u nichž se počet chromozomů jeví jako stabilní, jsou svým výskytem vázány na různé 

geografické oblasti, nicméně většina z nich tvoří typický element fauny Afriky a Blízkého 

východu, např. Androctonus [2n = 24] (Chovet et al. 1971; Moustafa et al. 2005; Sadílek et al. 

2015; Článek I), Buthus [2n = 22] (Guénin 1961; Článek I), Microbuthus 2n = 26 (Lowe et 

al. 2018), Leiurus [2n = 22] (Qumsiyeh et al. 2013; Šťáhlavský et al. 2014; Článek I), či 

Compsobuthus [2n = 22] (Kovařík et al. 2016b; Šťáhlavský et al. 2014; Článek I). Ve 

srovnáním s těmito skupinami naopak nápadně kontrastují rody, které vykazují výraznou 

variabilitu počtu chromozomů. Řadí se mezi ně například afrotropické rody Uroplectes [2n = 

16–28] (Kovařík et al. 2016c; Newlands & Martindale 1980; Článek I), Gint [2n = 18–45] 

(Kovařík et al. 2013a; Kovařík et al. 2018c; Článek II), či neotropický rod Tityus [2n = 5–32] 

(např. Mattos et al. 2013, 2018; Ojanguren-Affilastro et al. 2017; Schneider et al. 2009a; 

Článek I).  

Z výše uvedených údajů se může zdát, že u rodů se stabilním počtem chromozomů karyotyp 

nepodléhá zjevným strukturním změnám, a naopak u rodů s proměnlivými počty chromozomů 

jsou tyto změny časté. Nicméně bližší poznání cytogenetických aspektů buthidních štírů 

pomocí standardních i molekulárně cytogenetických metod odhalilo přítomnost strukturních 

změn u taxonů jak s labilním, tak se stabilním karyotypem (viz podkapitola 4.1.2). 
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4.1.2 Chromozomální polymorfismus související se strukturními přestavbami 

Znalosti o chromozomálním polymorfismu u buthidních štírů mají i přes intenzivní studium 

této skupiny fragmentární charakter. Karyologické údaje většiny dosud studovaných druhů jsou 

zpravidla založeny na nízkém počtu analyzovaných jedinců (nejčastěji 1–3), což často 

neumožňuje získat potřebné informace jak o přítomnosti, tak o samotném rozsahu 

chromozomálního polymorfismu v přirozených populacích (viz Příloha Tab. 1). Hlubší vhled 

do této problematiky poskytují studie zaměřené na populační cytogenetiku vybraných zástupců 

čeledi Buthidae [např. Lychas (Shanahan 1989a), Tityus (např. Adilardi et al. 2016; Mattos et 

al. 2018)]. Nicméně i zde Shanahan (1989a) poukazuje na četný výskyt málopočetných 

izolovaných populací, z nichž nebylo možné karyotypovat více než jednotlivé exempláře. 

Cytogenetická data zahrnutá v této dizertační práci se rovněž zakládají na omezeném množství 

analyzovaných jedinců stejného druhu. Buthidní štíři vykazují největší druhovou rozmanitost 

v tropických a subtropických oblastech (Fet et al. 2000). Ve spojitosti s nízkou populační 

hustotou a sezónalitou studovaných druhů je tudíž velice náročné z těchto vzdálených regionů 

získat živý materiál v dostatečném množství pro účely populační cytogenetiky. Nicméně i přes 

tato omezení poskytují předkládané cytogenetické výsledky nové dílčí poznatky týkající se 

chromozomálního polymorfismu u buthidních štírů (Článek I a II).  

Z dosud publikovaných cytogenetických dat je patrné, že karyotypy buthidních štírů mají 

zvýšenou toleranci k strukturním změnám. Rozličné evoluční linie napříč čeledí vykazují určitý 

stupeň polymorfismu, který úzce souvisí s přítomností chromozomálních přestaveb v 

heterozygotním stavu [např. Lychas (Shanahan 1989a), Tityus (Mattos et al. 2018; Schneider 

et al. 2009a), Jaguajir (Mattos et al. 2013), Somalicharmus (Kovařík et al. 2016e); shrnuto v 

Příloha Tab. 1]. Fenomén vysoké četnosti strukturních přestaveb v karyotypu buthidních štírů 

podporují i karyologická data zahrnutá v této práci, kdy téměř polovina všech analyzovaných 

druhů vykazovala v samčí profázi I přítomnost heterozygotních chromozomálních asociací 

(Příloha Tab. 1, Článek I a II). Uvedený podíl může být navíc podhodnocen, jelikož pro 26 

druhů se nepodařilo získat informace o samčí meióze. Nicméně u některých z těchto případů 

byly pozorovány v mitotické metafázi velikostní disproporce mezi homologickými 

chromozomálními segmenty nesoucími lokusy 18S rDNA, což u konkrétních jedinců nepřímo 

informuje o výskytu heterozygotních reciprokých translokací (např. Hottentotta hottentotta a 

H. saulcyi fig S1 Q, T Článek I). 

Multivalentní meiotické řetězce u buthidních štírů mohou dosahovat různého stupně 

složitosti, a to v závislosti na mechanismu jejich vzniku a na celkovém počtu chromozomálních 
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elementů účastnících se strukturních přestaveb. Utváření heterozygotních chromozomálních 

asociací je u buthidních štírů zpravidla výsledkem dvou hlavních strukturních mechanismů, 

reciprokých translokací a chromozomálních fúzí/rozpadů (Mattos et al. 2013; Schneider et al. 

2009a; Shanahan 1989a). Reciproké translokace, při nichž dochází k vzájemné výměně úseků 

mezi nehomologickými chromozomy, se u této skupiny štírů vyskytují hojně a pravděpodobně 

se jedná o nejčastější typ makrostrukturních změn, se kterým se zde můžeme setkat. To 

naznačují jak výstupy publikovaných studií (např. Shanahan 1989a; Ubinski et al. 2018), tak 

námi získaná data (Článek I a II). V důsledku jednoduché reciproké translokace vzniká 

heterozygotní konfigurace, která sestává ze čtyř chromozomálních elementů a tvoří v post-

pachytene a metafázi I typický křížový útvar, tzv. kvadrivalent (viz fig. 2a Článek II). V 

souhrnu informací z literatury a zde prezentovaných výsledků je patrné, že se jedná o nejčastěji 

pozorovaný typ multivalentu v rámci celé čeledi (Příloha Tab. 1). U této evoluční linie štírů 

není ovšem výjimkou ani výskyt heterozygotů pro vícečetné reciproké translokace, které 

mohou zahrnovat od šesti [např. Gint amoudensis 2n = 36 – 15II + VI] (Článek II) až po 14 

chromozomálních elementů [Hottentotta flavidulus 2n = 24 – 5II + XIV] (Článek I). Z 

literatury je ovšem znám i ojedinělý případ, kdy multivalentní řetězec sestával u neotropického 

druhu Jaguajir agamemnon z rekordních 28 elementů, které současně představovaly všechny 

chromozomy diploidní sady [2n = 28 – XXVIII] (Mattos et al. 2013). Samotná přítomnost 

reciprokých translokací nevyvolává změny na úrovni počtu chromozomů. Tento typ 

chromozomálních přestaveb by tudíž mohl představovat hlavní hybnou sílu v strukturní 

reorganizaci genomu u buthidních taxonů se stabilním 2n. Tento předpoklad zčásti podporují 

výstupy cytogenetických analýz u rodů Androctonus [2n = 24] a Jaguajir [2n = 28], u nichž 

byly zjištěny akumulace odlišných typů heterozygotních asociací pro reciproké translokace jak 

mezi různými druhy, tak mezi jedinci stejného druhu (Mattos et al. 2013; Ubinski et al. 2018; 

Článek I). 

Dalším typem přestaveb, který se významně podílí na výskytu chromozomálního 

polymorfismu u buthidních štírů, jsou chromozomální fúze/rozpady. Nejčastěji pozorovanou 

heterozygotní formaci tohoto typu představuje napříč buthidními taxony tzv. trivalent, který 

vzniká v důsledku jednoduché fúze či rozpadu (viz fig. 3k Článek II). Jedinci heterozygotní 

pro vícečetné fúze byli také detekováni, např. u zástupců rodů Gint (fig. 3i, k Článek II), 

Ananteris či Tityus (Adilardi et al. 2016; Mattos et al. 2013; Schneider et al. 2009a). 

Multivalentní řetězce zahrnující nejvýše šest chromozomálních elementů zde nicméně 

nedosahují takové složitosti jako v případě reciprokých translokací. Strukturní přestavby typu 

fúze/rozpadu způsobují zřetelné variace v karyotypové makrostruktuře způsobující změny v 
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počtu chromozomů. Není tedy překvapivé, že buthidní linie vyznačující se mimořádně 

variabilními počty chromozomů mají značné zastoupení jedinců heterozygotních pro 

jednoduché fúze/rozpady nebo vícečetné fúze. To se jmenovitě týká zástupců rodů Gint [2n = 

18–45] (fig. 5 Článek II) a Tityus [2n = 5–32] (Adilardi et al. 2016; Mattos et al. 2013; 

Schneider et al. 2009a). Vysokou frekvenci změn v reorganizaci genomu u příslušných rodů 

nicméně dokládá nejen přítomnost heterozygotních fúzí/rozpadů, ale i reciprokých translokací. 

Oba typy strukturních přestaveb se zde na mezipopulační i vnitropopulační úrovni akumulují s 

různou frekvencí a v různých kombinacích. Navíc u druhů rodu Tityus byl hojně sledován 

fenomén intraindividuální variability heterozygotních asociací (Mattos et al. 2018; Schneider 

et al. 2009a; Příloha Tab. 1). 

Chromozomální polymorfismus související s přítomností heterozygotních 

chromozomálních přestaveb je bezesporu jedním z nejvýraznějších cytogenetických specifik 

čeledi Buthidae. Sledovaný fenomén v populacích buthidních druhů nicméně nebyl dosud 

interpretován v kontextu genetické rozmanitosti a příbuzenských vztahů studovaných jedinců. 

Naše integrativní studie, jež propojuje cytogenetická a sekvenční data zástupců rodu Gint, je 

tak vůbec první svého druhu v rámci štírů s holokinetickými chromozomy (Článek II). 

Kompilace dat z cytogenetických a molekulárně fylogenetických analýz nám umožnila: (i) 

ověřit druhovou i příbuzenskou identitu polymorfních jedinců; (ii) odhalit, že výrazné mezi- i 

vnitrodruhové chromozomální rozdíly nápadně kontrastují s nízkou úrovní genetické 

variability studovaných druhů; (iii) navrhnout hlavní trendy karyotypové diferenciace v 

kontextu příbuzenských vztahů (Článek II). Tato pilotní studie by mohla představovat jakýsi 

odrazový můstek pro budoucí cytogenetické práce, které by si kladly za cíl prohloubit znalosti 

o genetické variabilitě chromozomálně polymorfních populací buthidních štírů např. pomocí 

analýzy SNP (single-nucleotide polymorphism), která se u štírů již využívá (např. Bryson et al. 

2016, 2018). 

 Přítomnost strukturních heterozygotů v populacích buthidních štírů přirozeně otevírá řadu 

otázek týkajících se procesu vzniku, akumulace a fixace chromozomálních změn, a především 

pak jejich role v evoluci druhů. Objasnění těchto dílčích aspektů nicméně v současnosti ztěžuje 

nejen nedostatek informací o celkovém rozsahu polymorfismu v přirozených populacích, ale 

také neznalost genetické struktury, ekologie a populační biologie studovaných druhů. Dalším 

důležitým aspektem je beze sporu také absence fundamentálních znalostí o cytogenetice samic. 

Prodloužený reprodukční cyklus komplikuje u samic studium meiotických fází, v důsledku 

čehož panují dohady jak ohledně přítomnosti chiasmat, tak ohledně výskytu multivalentních 

asociací (Adilardi et al. 2015; Shanahan 1989a).  
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Samotný výskyt a udržení heterozygotních asociací v populacích buthidních štírů bezesporu 

umožňuje či ovlivňuje řada odlišných faktorů. Za klíčové z nich se považují: (i) cytogenetické 

vlastnosti skupiny [tj. holokinetické chromozomy, absence chiasmat u samců, vytvoření 

účinného mechanismu pro bezchybnou segregaci všech chromozomů v průběhu meiózy]; (ii) 

nízká schopnost disperze štírů a s tím související náchylnost populací k prostorové izolaci a 

inbreedingu (Schneider et al. 2009a; Shanahan 1989a). Ačkoliv izolace a nízká populační 

hustota signalizují, že k šíření nových chromozomálních variant zde může docházet především 

vlivem genetického driftu, předpokládá se naopak, že akumulace heterozygotních 

chromozomálních přestaveb v populacích není náhodná a mohou být nositelem evoluční 

výhody a mít adaptivní význam (Mattos et al. 2018; Schneider et al. 2009a; Shanahan 1989a). 

Recentně byla přítomnost multivalentních asociací u samců druhu Tityus confluens dokonce 

dávána do souvislosti s existencí kryptických pohlavních chromozomů (Adilardi et al. 2016). 

Všichni samci studované populace T. confluens byli strukturní heterozygoti, samice byly 

naopak vyhodnoceny jako homozygotní, a to na základě měření mitotických metafází, jež 

neodhalily mezi jednotlivými chromozomy zjevné velikostní disproporce. Na základě těchto 

informací Adilardi et al. 2016 usuzují, že u T. confluens existuje kryptický pohlavní systém 

XX/XY, přičemž chromozomální heterozygozita je zde vázaná na heterogametické pohlaví, 

kde multivalent pravděpodobně představuje zfúzovaný Y chromozom s autozomem. 

 

4.1.3 Chromozomální lokalizace a distribuce rDNA  

Holokinetické chromozomy jsou v důsledku absence lokalizované centromery morfologicky 

uniformní a zpravidla vykazují pouze menší či větší velikostní rozdíly. Charakterizace 

jednotlivých chromozomů v karyotypu a stejně tak identifikace jejich případného zapojení v 

strukturních přestavbách tak není na základě konvenčního barvení Giemsou možná. V 

posledních deseti letech se tudíž v cytogenetice štírů uplatňuje mapování specifických 

chromozomálních markerů za účelem identifikace homologických chromozomálních oblastí a 

odhalení potenciální variability (např. Almeida et al. 2017; Schneider et al. 2009a; Ubinski et 

al. 2018). V současnosti je u této skupiny pavoukovců široce využívaný pouze jediný marker, 

a to oblast nukleolárního organizátoru (NOR), jenž obsahuje tandemově uspořádané repetice 

genů pro ribozomální RNA (45S = 28S, 5.8S a 18S). Lokalizace NOR byla u buthidních štírů 

zprvu identifikována pomocí techniky stříbření (např. Mattos et al. 2013; Schneider et al. 

2009a). Tato metoda nicméně umožňuje detekovat jen oblasti NOR aktivně přepisované v 

předešlé interfázi (Miller et al. 1976). U štírů byly touto metodou získány pozitivní výsledky 
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výhradně na mitotických metafázích, které nemohou odhalit případné zapojení chromozomů 

nesoucích NOR v multivalentních asociacích (např. Mattos et al. 2013; Schneider et al. 2009a). 

Následná implementace rDNA-FISH za využití specifických sond tak umožnila nejen 

identifikovat veškeré lokusy rDNA (resp. potenciální oblasti NOR) v genomu, ale také získat 

informace o párování chromozomů nesoucích rDNA v profázi I (Mattos et al. 2014). 

Chromozomální mapování oblastí rDNA, ať již pomocí stříbření či rDNA-FISH, bylo dosud 

provedeno u 28 buthidních druhů náležejících do 9 rodů (Příloha Tab. 1). Prvotním zjištěním 

bylo, že navzdory vysoké četnosti strukturních chromozomálních změn v karyotypu buthidních 

štírů, počet i lokalizace rDNA lokusů napříč analyzovanými druhy vykazovaly pozoruhodnou 

stabilitu (Mattos et al. 2013; Ojanguren-Affilastro et al. 2017). Úseky rDNA byly u 

analyzovaných jedinců zpravidla identifikovány v terminální oblasti dvou homologických 

chromozomů, resp. dvou homologických chromozomálních segmentů v případě strukturních 

heterozygotů, a to v úzké asociaci s blokem konstitutivního heterochromatinu (Adilardi et al. 

2015; Mattos et al. 2013; Schneider et al. 2009a; Schneider & Cella 2010). Terminální umístění 

rDNA je příznačným cytogenetický rysem pro řadu organismů s holokinetickými chromozomy 

(viz Grozeva et al. 2014; da Silva et al. 2010; Vanzela et al. 1998). Na základě těchto poznatků 

Heckmann et al. (2011) navrhli, že tato specifická chromozomální lokalizace by mohla být 

funkčním požadavkem pro zajištění stability a správné segregace holokinetických 

chromozomů v průběhu buněčného dělení. U Buthidae by tudíž terminálně umístěné lokusy 

rDNA mohly být pozitivně selektovány pro funkční stabilitu, kolokalizovaný heterochromatin 

by pak mohl hrát důležitou roli pro zachování integrity a zamezení zlomů v příslušných 

oblastech (Mattos et al. 2014). 

S rostoucím počtem studií byly postupně u buthidních štírů odhaleny i ojedinělé případy, 

jež vykazovaly buď vyšší počty rDNA lokusů [2 páry u Tityus obscurus a T. uruguayensis 

(Almeida et al. 2017; Ojanguren-Affilastro et al. 2017)], či odlišnou chromozomální pozici 

rDNA [intesticiální u Androctonus (Sadílek et al. 2015)]. U některých druhů byl odhalen i 

polymorfismus v lokalizaci a/nebo počtu rDNA, jenž byl připisován strukturním přestavbám 

typu chromozomálních translokací [např. Jaguajir rochai (Mattos et al. 2013)] či fúzí [T. 

bahiensis (Schneider et al. 2009a), T. confluens (Adilardi et al. 2016)]. 

Vyjma rodu Androctonus, všechny buthidní druhy, u nichž bylo provedeno chromozomální 

mapování rDNA, pocházely výlučně z neotropické oblasti (Příloha Tab. 1). Širší znalosti o 

fenotypu rDNA v karyotypu druhů obývajících jiné biogeografické regiony tudíž nebyly do 

současné doby k dispozici. Otázkou tedy zůstává, zda identifikovaný terminálně umístěný 

jeden pár rDNA představuje sdílený cytogenetický charakter pro čeleď Buthidae, nebo se jedná 
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o znak příznačný pouze pro americké druhy. V rámci našich srovnávacích studiích jsme se 

proto zaměřili na analýzu distribuce rDNA u široké plejády druhů náležejících do rozličných 

evolučních linií čeledi Buthidae a pocházejících z různých biogeografických regionů (Článek 

I a II). Předkládané studie přinášejí řadu zásadních poznatků ohledně fenotypu rDNA u čeledi 

Buthidae. Ve srovnání s prvotními náznaky stability chromozomální lokalizace rDNA, naše 

data naopak poukazují na existující variabilitu umístění těchto oblastí v karyotypu buthidních 

štírů. Specifická lokalizace rDNA u studovaných taxonů navíc vykazuje pozitivní 

fylogenetický signál (fig. 3 Článek I). Na základě získaných výsledků se zdá, že intersticiální 

umístění rDNA by mohlo představovat sdílený cytogenetický rys pro blízce příbuzné rody 

náležející do morfologické skupiny zvané “Buthus group” (fig. 3 Článek I). Tento znak sdílejí 

i některé druhy afrotropického rodu Gint (fig. 5 Článek II), jenž dle našich předběžných 

výstupů multigenové molekulární fylogeneze do této skupiny příbuzensky náleží (fylogeneze 

čeledi Buthidae v přípravě). Pokud by se potvrdila příbuzenská příslušnost Gint k “Buthus 

group”, jednalo by se v rámci této evoluční linie o nebývale variabilní skupinu nejen v 

makrostruktuře karyotypu, ale také co do počtu a distribuce rDNA (fig. 5 Článek II). 

Terminální lokalizace rDNA je naopak příznačná pro evoluční linii Buthidae zahrnující blízce 

příbuzné rody, které utvářejí pět různých morfologických skupin a pocházejí z rozličných 

biogeografických regionů – od neotropické oblasti (“Tityus group”) přes afrotropickou 

(“Uroplectes group”), až po indomalajskou oblast (“Thaicharmus group”, “Isometrus group”) 

(fig. 3 Článek I). 

Odlišné pozice lokusů rDNA, jenž byly identifikovány v rámci některých skupin, poukazují 

na zjevné změny v reorganizaci karyotypu u příslušných druhů. Například terminální pozice 

rDNA, jenž byla pozorována u Hottentotta flavidulus a Buthacus macrocentrus náležejících do 

“Buthus group”, byla pravděpodobně způsobena rozpadem příslušného chromozomu v 

blízkosti rDNA klastru. Tomu napovídá nejen malá velikost chromozomálního páru nesoucího 

rDNA, ale také vyšší počet chromozomů ve srovnání s blízce příbuznými druhy (tab. 2 Článek 

I).  

Ačkoliv se hlavní evoluční linie Buthidae vzájemně liší chromozomální lokalizací rDNA, 

počet rDNA mají v základním stavu totožný, tj. jeden pár v diploidní sadě. Ve výjimečných 

případech jsme identifikovali v každé z těchto linií také zmnožené oblasti rDNA, což 

pravděpodobně reflektuje pro Buthidae odvozený stav. Zvýšený počet oblastí rDNA se 

pohyboval od 3 (např. Gint amoudensis, fig. 3b,d Článek II) až po 7 (Reddyanus ceylonensis, 

fig. 2B Článek I). Zvýšení počtu rDNA klastrů pravděpodobně nevzniklo u buthidních štírů 

pomocí totožného mechanismu. V rámci “Buthus group” jsme evidovali jediný druh s vyšším 
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počtem těchto chromozomálních oblastí. U Orthochirus glabrifrons došlo ke vzniku dvou párů 

rDNA v intersticiální oblasti pravděpodobně za pomoci inverze, v jejímž důsledku byla část 

původního rDNA klastru přemístěna do jiné oblasti téhož chromozomu (fig. 1U Článek I). 

Větší podíl druhů majících zmnožené úseky rDNA v karyotypu byl zastoupen u buthidních 

skupin s terminálně umístěnými rDNA (fig. 3 Článek I). Získaná data dále naznačují, že zde 

není přítomna pozitivní korelace mezi multiplikací lokusů rDNA a zvyšujícím se počtem 

chromozomů. Lokusy rDNA se tak v karyotypu buthidních druhů mohly rozšířit na nové 

chromozomální oblasti za pomoci mechanismů, v jejichž důsledku nedochází ke změně 2n. U 

jiných organismů byla disperze rDNA oblastí v genomu dávána do souvislosti s výskytem 

ektopické rekombinace či s transpozicí repetitivních oblastí zprostředkovanou transpozibilními 

elementy (TEs) (např. Datson & Murray 2006; Ferretti et al. 2019; Nguyen et al. 2010; Schmid 

et al. 2017). Není vyloučeno, že se tyto mechanismy mohou uplatňovat v dynamice lokusů 

rDNA i v genomu u Buthidae. Nicméně v současnosti nedisponujeme dalšími daty, jež by 

pomohly objasnit pozadí multiplikace a mobility oblastí rDNA v karyotypu buthidních štírů. 

Tento aspekt tak prozatím zůstává předmětem dalšího zkoumání. 

  

4.1.4 Chromozomální lokalizace a distribuce telomerického (TTAGG)n motivu 

Znalost o distribuci telomerických (TTAGG)n repetic v genomech buthidních štírů není příliš 

široká, ačkoliv mapování tohoto cytogenetického markeru může odhalit případné kryptické 

změny v reorganizaci chromozomů i u taxonů se stabilním karyotypem (např. Rovatsos et al. 

2015). Lokalizace telomerické sekvence byla analyzována pomocí FISH pouze u zlomku všech 

dosud cytogeneticky studovaných buthidních druhů. Příslušné údaje byly k dnešnímu dni 

publikovány výhradně pro zástupce neotropických rodů Ischnotelson, Jaguajir, Physoctonus, 

Rhopalurus (Ubinski et al. 2018), Tityus (Adilardi et al. 2016; Mattos et al. 2018; Ojanguren-

Affilastro et al. 2017) a Zabius (Adilardi et al. 2015). Dostupná data tak byla v rámci dizertační 

práce rozšířena o mapování (TTAGG)n repetic na chromozomech zástupců afrotropického 

rodu Gint, jenž se v rámci čeledi Buthidae řadí mezi taxony s mimořádně rozmanitou 

karyotypovou makrostrukturou (Článek II).  

Z kompilace veškerých dat o chromozomální distribuci (TTAGG)n u buthidních štírů je 

patrné, že analyzované druhy bez ohledu na odlišnou četnost strukturních přestaveb mají 

telomerické repetice lokalizované výhradně na koncích chromozomů, bez sebemenších 

náznaků přítomnosti intersticiálních telomerických sekvencí (ITS) (viz Adilardi et al. 2015, 

2016; Ojanguren-Affilastro et al. 2017; Mattos et al. 2018; Ubinski et al. 2018; Článek II). 
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Oblasti ITS nebyly překvapivě identifikovány ani u jedinců heterozygotních pro jednoduché či 

vícečetné chromozomální fúze (Adilardi et al. 2016; Almeida et al. 2017; fig. 3b Článek II). 

Na základě absence ITS u heterozygotů pro fúze u Tityus confluens Adilardi et al. (2016) 

usuzují, že k chromozomálním zlomům zde pravděpodobně dochází v subtelomerických 

oblastech, v rámci nichž může dojít buď ke kompletní ztrátě telomerických repetic nebo k jejich 

parciální redukci v důsledku molekulární eroze na úroveň, již není možné vizualizovat pomocí 

FISH. Analogický mechanismus ztrát (TTAGG)n repetic při fúzním procesu byl navržen i pro 

Tityus obscurus (Almeida et al. 2017) a pravděpodobně tento proces nastal i u Gint dabakalo 

(Článek II). ITS sestávající z (TTAGG)n motivu se pravděpodobně zachovávají u evolučních 

linií členovců s holokinetickými chromozomy velice vzácně. Tyto specifické oblasti, jež patrně 

představují pozůstatky chromozomálních fúzí, byly dosud identifikovány pouze u nočního 

motýla Orgiya antiqua (Rego & Marec 2003) a sladkovodních ploštic rodu Belostoma (Chirino 

et al. 2017). 

Vyjma absence ITS u produktů chromozomální fúze, mapování (TTAGG)n sekvencí na 

chromozomech buthidních štírů dále odhalilo, že u heterozygotů pro chromozomální 

fragmentace vykazovaly příslušné chromozomální elementy v oblasti zlomu již dobře patrné 

terminální telomerické signály (Almeida et al. 2017; fig. 4e Článek II). U buthidních štírů tak 

pravděpodobně existuje efektivní systém stabilizace fragmentovaných chromozomů v 

oblastech zlomů. V takovýchto případech může být rekonstituce telomer zprostředkována 

telomerázou zajišťující de novo syntézu telomerických sekvencí (Pennaneach et al. 2006; 

Vermeesch & Price 1994), případně bez jejího zapojení za pomoci mechanismu zvaného 

“telomere capture”, při němž dochází k přemístění telomer z nepoškozených chromozomů na 

fragmentované chromozomální oblasti (Meltzer et al. 1993). U Buthidae by se tak mohlo jednat 

o prvně zmíněný příklad, jelikož u různých organismů s holokinetickými chromozomy, např. 

u rostliny Luzula elegans (Jankowska et al. 2015) či červce Planococcus lilacinus (Mohan et 

al. 2011), byla obnova telomer u fragmentovaných chromozomů indukována právě aktivitou 

telomerázy. 

 

4.1.5 Využití cytogenetických znaků v taxonomii 

Zástupci čeledi Buthidae vykazují buď poměrně konzervativní nebo naopak vysoce polymorfní 

karyotypy (viz Příloha Tab. 1, podkapitola 4.1.1). Cytogenetické znaky tak nemohou nalézt u 

této skupiny štírů všeobecně přímé uplatnění v delimitaci blízce příbuzných taxonů či v 

odhalení kryptických linií. Mohou tvořit ovšem podpůrné charakteristiky v taxonomických 
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studiích, které při vymezení druhů využívají různé metodické přístupy. Takto byly například 

na základě výstupů morfologických, sekvenčních a cytogenetických analýz delimitovány 

sesterské druhy Tityus curupi [2n = 31–32] a T. uruguayensis [2n = 31] (Ojanguren-Affilastro 

et al. 2017). V jiné taxonomické studii analogický integrativní přístup naopak přispěl k 

synonymizaci T. ythieri s T. magnimanus (Kovařík et al. 2009). Jedná se nicméně o dosud 

jediné studie tohoto druhu v rámci Buthidae. Naopak jsou zde hojně zastoupeny práce, které 

propojují tradiční taxonomii s čistě cytogenetickými přístupy za účelem zvýšení informativní 

hodnoty studovaných exemplářů (např. Kovařík et al. 2018a,b, 2019). Na takto orientované 

studie se jako jediná v současné době aktivně zaměřuje laboratoř vedoucího předkládané 

dizertační práce, a to v úzké spolupráci s předními odborníky na taxonomii štírů. V průběhu 

řešení této dizertační práce se našemu pracovnímu týmu takto podařilo získat cytogenetické 

údaje pro: (i) vzácné druhy buthidních štírů [např. Charmus laneus, Buthoscorpio sarasinorum 

(Kovařík et al. 2016a)]; (ii) typový materiál nově popisovaných druhů [např. Parabuthus kajibu 

(Kovařík et al. 2016c), Compsobuthus eritreaensis (Kovařík et al. 2016b)]; (iii) druhy obývající 

specifickou biogeografickou oblast [např. štíři Srí Lanky (Kovařík et al. 2016a)]. Tato 

mezioborová kooperace umožnila nejen významně rozšířit znalosti o karyotypové rozmanitosti 

čeledi Buthidae (Příloha Tab. 1), ale také získat početný materiál pro komparativní 

molekulárně cytogenetické studie (Článek I a II), a v neposlední řadě vybudovat rozsáhlou 

DNA banku pro navazující molekulárně fylogenetické studie (Gint Článek II; rekonstrukce 

fylogeneze čeledi Buthidae v přípravě). 

 

4.2 Cytogenetické aspekty čeledí štírů s monocentrickými chromozomy 

V rámci řádu štíři převládají evoluční linie mající chromozomy s lokalizovanou centromerou. 

Výskyt monocentrických chromozomů byl k dnešnímu dni evidován u 9 čeledí (Příloha Tab. 

2). Nicméně tři z nich, Chactidae, Hormuridae a Vaejovidae, nejsou dle recentních 

fylogenomických analýz považovány za monofyletické (Santibáñez-López et al. 2019). Mezi 

skupiny štírů mající monocentrické chromozomy se pravděpodobně řadí i čeleď Chaerilidae, 

která je geneticky blízce příbuzná k čeledi Buthidae, jež má holokinetické chromozomy 

(Sharma et al. 2015, 2018). Příslušné cytotaxonomické práce u Chaerilidae přinášejí informace 

o diploidním počtu chromozomů studovaných druhů, neobsahují však zmínku, o jaký typ 

chromozomů se jedná (viz Kovařík et al. 2014, 2015c, 2018a). Nicméně existují zde určité 

cytogenetické charakteristiky, které naznačují příslušnost čeledi Chaerilidae ke skupinám štírů 

s monocentrickými chromozomy, jako např. vysoké počty chromozomů a výrazně 
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diferencované karyotypy [2n = 76–186] (podkapitola 4.2.1, Příloha Tab. 2), či identifikace 

zjevných konstrikcí na chromozomech v profázi I u Chaerilus majkusi a C. tichyi naznačující 

přítomnost lokalizované centromery (Kovařík et al. 2018a). S jistou dávkou opatrnosti jsou tak 

cytogenetická data pro Chaerilidae zahrnuta do této kapitoly. 

Z přehledu recentní literatury je patrné, že skupiny štírů s monocentrickými chromozomy 

se pohybují na okraji cytogenetického zájmu, ačkoliv dohromady představují celou polovinu 

diverzity štírů. Studie komparativního charakteru s využitím molekulárně cytogenetických 

technik a fylogenetických přístupů zde v zásadě chybí. Výsledky předkládané dizertační práce 

tak zásadním způsobem rozšiřují poznání o cytogenetických aspektech skupin štírů s 

monocentrickými chromozomy. 

 

4.2.1 Karyotypová diverzita  

Dosud bylo cytogeneticky charakterizováno 55 druhů štírů z 9 různých čeledí (Příloha Tab. 2). 

Tato data byla v průběhu dizertační práce rozšířena o deskripci cytogenetických znaků pro 

dalších 37 druhů náležejících do 4 čeledí (Článek III, IV, V, VI, Příloha Obr. 1–5). Díky 

kompilaci veškerých dat tak máme k dispozici základní karyologické údaje u 10 evolučních 

linií pocházejících z různých biogeografických regionů (Příloha Tab. 2). Štíři s 

monocentrickými chromozomy obecně vykazují nebývale rozmanitou karyotypovou 

makrostrukturu. Počty chromozomů zde dosahují vyšších hodnot a jejich rozpětí je nebývale 

široké – od 2n = 29 u Urodacus manicatus (Urodacidae) (Shanahan 1989b) až po 2n = 186 u 

Chaerilus stockmannorum (Chaerilidae) (Kovařík et al. 2018a). Tento trend byl potvrzen i 

analýzou vlastních dat, kdy nejnižší detekovaný počet chromozomů 2n = 46 byl popsán např. 

u druhu Alpiscorpius germanus (Euscorpiidae) (Článek IV), naopak nejvyšší 2n = 168 u 

Pandinoides hawkeri (Scorpionidae) (Příloha Obr. 2f). Patrné rozdíly ve 2n nejsou ovšem 

přítomny jen na úrovni vyšších taxonomických jednotek, ale především mezi blízce 

příbuznými druhy (Příloha Tab. 2). Z veškerých cytogenetických údajů vyplývá, že napříč 

rozličnými evolučními liniemi štírů s monocentrickými chromozomy dominují skupiny, které 

mají na mezidruhové úrovni mimořádně diverzifikované karyotypy. Řadí se mezi ně např. 

evropský rod Alpiscorpius (Euscorpiidae) [2n = 46–92] (Kovařík et al. 2019b; Článek VI), 

afrotropický Hadogenes (Hormuridae) [2n = 48–113] (Newlands & Cantrell 1985; Článek V), 

asijský Chaerilus (Chaerilidae) [2n = 76–186] (Kovařík et al. 2018a), či australský Urodacus 

(Urodacidae) [2n = 29–175] (Shanahan 1989b). Nízká mezidruhová karyotypová variabilita je 

naopak příznačná pro dílčí afrotropické rody Pandinus sensu lato (Scorpionidae) (Příloha Obr. 
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1–5). Výjimečnou situaci v rámci štírů s monocentrickými chromozomy pak tvoří tři druhy 

neotropického rodu Brachistosternus (Bothriuridae), které sdílejí identickou karyotypovou 

makrostrukturu 2n = 46 (Adilardi et al. 2013; Rodríguez-Gil et al. 2009). 

 

4.2.2 Chromozomální polymorfismus a polytypie 

Odhalení přítomnosti a rozsahu chromozomální variability u štířích taxonů s monocentrickými 

chromozomy mohou provázet analogické obtíže jako u buthidních druhů s holokinetickými 

chromozomy (viz podkapitola 4.1.2). Údaje z literatury nicméně ukazují, že vnitrodruhová 

chromozomální variabilita se hojně vyskytuje i u těchto evolučních linií štírů (Příloha Tab. 2). 

Ta zde může být spjata s přítomností strukturních heterozygotů v populacích [dále jako 

polymorfismus] nebo s identifikací odlišných geograficky vymezených karyomorf [dále jako 

polytypie]. 

Přítomnost chromozomálního polymorfismu souvisejícího s výskytem strukturních 

heterozygotů byla zaznamenána u 13 druhů náležejících do 6 čeledí (Příloha Tab. 2). Většina 

těchto cytogenetických údajů se nicméně zakládá na limitovaném počtu analyzovaných 

exemplářů, v důsledku čehož nelze usuzovat jak frekvenci výskytu heterozygotních jedinců v 

populacích, tak potenciální rozsah polymorfismu v rámci studovaných druhů. Nejpodrobnější 

údaje tohoto charakteru poskytla Shanahan (1989b) pro vysoce polymorfní druh Urodacus 

manicatus, u něhož pomocí cytogenetické analýzy bezmála 160 jedinců odhalila na mezi- i 

vnitropopulační úrovni různé stupně chromozomální variability. Z kompilace všech 

cytogenetických údajů pro skupiny štírů s monocentrickými chromozomy je patrné, že 

identifikované heterozygotní chromozomální asociace vznikají primárně v důsledku 

následujících typů strukturních přestaveb: (i) centrické (resp. Robertsonovské) fúze/rozpady; 

(ii) reciproké translokace; (iii) inverze; (viz Shanahan 1989b; Schneider et al. 2009b; Článek 

III, IV a VI). V karyotypu strukturních heterozygotů byl nejčastěji detekován trivalent, jenž 

vzniká v důsledku jednoduchých centrických (resp. Robertsonovských) fúzí či rozpadů (pro U. 

manicatus viz Shanahan (1989b), ostatní shrnuto v Příloha Tab. 2). Napříč studovanými druhy 

nebyl ovšem výjimkou ani výskyt heterozygotů pro komplikovanější multivalentní konfigurace 

pocházející z vícenásobných fúzí. Tyto heterozygotní řetězce sestávaly ze čtyř [např. 

Pandinoides duffmackayi 2n = 108 – 52II + IV, Příloha Obr. 2d] až po třináct chromozomálních 

elementů [Heterometrus minotaurus 2n = 54 – 19II + III + XIII, fig. 23 Článek IV). Častý 

výskyt heterozygotů pro fúze či rozpady naznačuje, že diferenciace karyotypu u štírů s 

monocentrickými chromozomy může probíhat přednostně skrze tento typ makrostrukturních 
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přestaveb. Tomuto trendu by napovídaly často nápadné rozdíly v počtu chromozomů i u blízce 

příbuzných druhů (Příloha Tab. 2).  

Reciproké translokace se pravděpodobně nepodílejí na změnách v reorganizaci 

chromozomů v takové míře jako výše zmíněné fúze/rozpady. Heterozygotní asociace 

informující o přítomnosti tohoto typu přestaveb byly dosud evidovány u tří druhů, Alpiscorpius 

omikron (Euscorpiidae) [2n = 58 – 28II + IV] (Kovařík et al. 2019b; Článek VI) Bothriurus 

araguayae (Bothriuridae) [2n = 42 – 19II + IV] (Schneider et al. 2009b) a Heterometrus 

yaleensis (Scorpionidae) [2n = 99 – 46II + III + IV] (Kovařík et al. 2019c). Ve všech případech 

byli příslušní jedinci strukturními heterozygoty pro jednoduchou reciprokou translokaci 

zahrnující čtyři chromozomální elementy. Dosud tak u štírů s monocentrickými chromozomy 

neexistuje jediná zmínka o výskytu komplikovaných multivalentních asociací plynoucích z 

kumulativních translokačních událostí. 

Vyjma interchromozomálních změn vedoucím ke vzniku strukturních heterozygotů byla v 

karyotypu štírů s monocentrickými chromozomy doložena i přítomnost inverzí. Tento typ 

intrachromozomálních přestaveb byl dosud evidován v heterozygotním stavu pouze v rámci 

jediné populace druhu U. manicatus (Shanahan 1989b; Shanahan & Hayman 1990). 

Pericentrické inverze byly u analyzovaných jedinců identifikovány na základě heterozygozity 

C-pruhů a přítomnosti smyček na chromozomech v metafázi I (Shanahan 1989b), zatímco 

výskyt paracentrických inverzí byl odhalen za pomoci analýzy synaptonemálního komplexu 

(Shanahan & Hayman 1990). 

V rámci druhů štírů s monocentrickými chromozomy se mimo přítomnosti heterozygotních 

asociací můžeme setkat i s výskytem geograficky odlišných karyomorf. Náznaky existence 

polytypie byly dříve zaznamenány například u Brachistosternus pentheri (Bothriuridae) [2n = 

42, 46] (Giacomozzi 1977; Rodríguez-Gil et al. 2009), Heterometrus fulvipes (Scorpionidae) 

[2n = 86, 88] (Venkatanarasimhiah & Rajasekarasetty 1964a), či u Urodacus armatus 

(Urodacidae) [2n = 124, 144] (Shanahan 1989b). Tyto poznatky nicméně poukazují na fakt, že 

z výhradně cytogenetických dat nelze usuzovat, zda sledovaný jev odráží u analyzovaných 

exemplářů vnitrodruhovou variabilitu či naopak již mezidruhové rozdíly; zvláště pak v případě 

taxonů vykazujících nízkou úroveň morfologické diferenciace. Úskalí interpretace 

identifikované karyotypové variability nastínila i Shanahan (1989b) ve své studii odhalující 

mimořádný stupeň chromozomální variability u rodu Urodacus. Shanahan (1989b) 

předpokládala, že detekované vnitrodruhové karyotypové rozdíly mohou u U. novaehollandiae 

a U. manicatus reflektovat existenci druhových komplexů. Nicméně pro ověření těchto 

předpokladů, např. pomocí analýzy DNA, nebyly v té době u štírů etablovány vhodné 
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metodické nástroje. Možnou existenci druhového komplexu u karyotypově rozmanitého druhu 

Urodacus yaschenkoi [2n = 94, 114, 116] (Shanahan 1989b) podporují i nezávislé výstupy 

recentní studie zaměřené na genetickou diverzitu tohoto druhu (Luna-Ramirez et al. 2017). 

Propojení těchto dvou odlišných přístupů při zkoumání skryté rozmanitosti a populační 

struktury u štírů nicméně do současné doby chybělo, ačkoliv integrativní studie tohoto 

charakteru mohou sehrát klíčovou roli jak v interpretaci sledované karyotypové variability, tak 

ve zhodnocení rozsahu zkoumané diverzity. Vysoký potenciál kombinace cytogenetických a 

multilokusových molekulárních dat při řešení těchto specifických otázek demonstruje naše 

integrativní studie zaměřená na výzkum štírů z oblasti Alp (Článek VI). V rámci studovaných 

druhů jsme zásluhou extenzivního vzorkování objevili přítomnost 10 karyotypových ras 

vykazujících specifickou geografickou distribuci (fig. 1 Článek VI). Analýza sekvenčních dat 

nám současně umožnila prozkoumat genetickou divergenci karyotypově odlišných populací, 

rekonstruovat vzájemné příbuzenské vztahy a predikovat stáří těchto linií (figs 3, 4 Článek 

VI). Výsledky této studie poukazují nejen na význam integrativního přístupu, ale také na 

nezbytnost rozsáhlého vzorkování při studiu karyotypové variability u druhů štírů, jejichž 

populace jsou v důsledku nízké vagility a stenotopie senzitivní na prostorovou izolaci (Článek 

VI). 

 

4.2.3 Chromozomální lokalizace a distribuce rDNA 

Informace týkající se distribuce rDNA nejsou pro druhy štírů s monocentrickými chromozomy 

téměř k dispozici. První a svého času také jediná data tohoto druhu přinášela studie Schneider 

et al. (2009b), v rámci níž byla metodou stříbření analyzována chromozomální lokalizace NOR 

u dvou blízce příbuzných druhů rodu Bothriurus (Bothriuridae). U obou studovaných druhů 

byly shodně identifikovány tři páry chromozomů s terminálně umístěnými NOR (Schneider et 

al. 2009b). V průběhu řešení dizertační práce se podařilo získat ucelená data a současně také 

první informace o fenotypu rDNA identifikovaného pomocí rDNA-FISH pro tři různé čeledi 

štírů: Euscorpiidae (Článek VI), Hormuridae (Článek V) a Scorpionidae (Příloha Obr. 2). 

Analyzované druhy bez ohledu na fylogenetickou příslušnost sdílely totožný počet lokusů 

rDNA, tj. jeden pár na diploidní sadu. Dva páry rDNA detekované u Pandinurus exitialis byly 

tak jedinou evidovanou výjimkou (Příloha Obr. 2k). Ve srovnání se stabilním počtem lokusů 

rDNA existuje v rámci studovaných taxonomických skupin variabilita jak ve velikosti a 

morfologii chromozomu nesoucího rDNA, tak v samotné chromozomální lokalizaci úseků 

rDNA. Pro druhy rodu Alpiscorpius jsou příznačné subterminálně umístěné lokusy rDNA, ať 
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již na krátkých (p) či dlouhých (q) chromozomálních raménkách (fig. 2 Článek VI). Naopak v 

karyotypu zástupců Pandinus s.l. převládá terminální lokalizace úseků rDNA na p raménkách 

(Příloha Obr. 2, 5). 

Rozdíly v distribuci rDNA, které byly identifikovány mezi blízce příbuznými populacemi 

alpských štírů rodu Alpiscorpius, byly připisovány především vlivu strukturních přestaveb, jež 

současně sehrály významnou roli v diferenciaci samotné karyotypové makrostruktury 

studovaných taxonů: (i) chromozomální fúze/rozpady, v jejichž důsledku došlo ke změně v 

morfologii zúčastněných chromozomů nesoucích rDNA, bez dopadu na chromozomální 

umístění úseků rDNA; (ii) paracentrické inverze zahrnující oblast rDNA, v jejichž důsledku 

došlo ke změně lokace příslušného chromozomálního segmentu ze subterminální na terminální 

pozici v rámci q raménka (Článek VI). 

Zástupci rodu Hadogenes, vykazující diverzifikované karyotypy podobně jako 

Alpiscorpius, se na mezidruhové úrovni lišily jak ve velikosti chromozomálního páru 

nesoucího rDNA, tak i v chromozomální lokalizaci lokusů rDNA (fig. 1b,e,h Článek V). 

Specifická lokalizace úseků rDNA u studovaných druhů posloužila jako podpůrný 

cytotaxonomický znak. Nicméně vzhledem k limitovanému datasetu a absenci znalostí 

příbuzenských vztahů studovaných druhů nebylo možné zjevné rozdíly v distribuci rDNA 

spolehlivě interpretovat (Článek V).  

Jednotlivé rody Pandinus s.l., jež jsou oproti Alpiscorpius a Hadogenes méně rozmanité 

svoji karyotypovou makrostrukturou, vykazují nepatrné rozdíly i na úrovni chromozomální 

lokalizace rDNA (Příloha Obr. 2). V karyotypu zkoumaných druhů rodů Pandinops [2n = 166–

168] a Pandiborellius [2n = 101–102] si pravděpodobně chromozomální pár nesoucí rDNA 

zachoval vlastní integritu (Příloha Obr. 2e-f, g-h). Naopak druhy rodu Pandinoides [2n = 108–

109] vykazují odlišnou chromozomální pozici rDNA (Příloha Obr. 2c-d), jež mohla nastat v 

důsledku pericentrické inverze. Ačkoliv jsme detekovali rozdílnou distribuci rDNA i u druhů 

rodu Pandinus sensu stricto, získaná data nelze interpretovat vzhledem k tomu, že na základě 

rekonstrukce příbuzenských vztahů netvoří tento rod monofylum. V karyotypu zástupců rodu 

Pandinurus pokrývají úseky rDNA stereotypně p raménka akrocentrického či 

submetacentrického páru chromozomů (Příloha Obr. 2i–t). Pouze u čtyř druhů byla detekována 

přítomnost velikostní heteromorfie terminálních oblastí rDNA mezi homologickými 

chromozomy (Příloha Obr. 2m,q,r,t). Velikostní heteromorfie ribozomálních genů mezi 

homologickými chromozomy byly detekovány u rozličných organismů (např. Amaro-Ghilardi 

et al. 2007; Mandrioli et al. 1999; Orosová et al. 2010; Sember et al. 2015), včetně pavoukovců 

(např. Hiřman et al. 2018; Šťáhlavský et al. 2018). Vzhledem k limitovanému množství 
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analyzovaných exemplářů nicméně nemáme pro druhy rodu Pandinurus k dispozici dostatek 

informací, jež by naznačovaly mechanismus odpovědný za pozorované velikostní změny úseků 

rDNA u homologických chromozomů. 

Souhrnné výstupy naznačují, že mapování rDNA u štírů s monocentrickými chromozomy 

může představovat užitečný nástroj pro identifikaci skryté karyotypové variability a odhalení 

přítomnosti chromozomálních přestaveb. Specifický počet a chromozomální lokalizace lokusů 

rDNA může navíc sloužit jako vhodný mezidruhový cytotaxonomický znak (Článek V a VI). 

 

4.2.4 Chromozomální lokalizace a distribuce telomerického (TTAGG)n motivu 

První mapování telomerických sekvencí v karyotypu štírů s monocentrickými chromozomy 

bylo provedeno u druhu Heterometrus spinifer v rámci studie zaměřené na evoluční původ 

TTAGG motivu u členovců (Vítková et al. 2005). Ucelené komparativní údaje o distribuci 

telomerického (TTAGG)n motivu v karyotypech štírů s monocentrickými chromozomy pak 

přinášejí jako první naše cytogenetické studie zaměřené na analýzu druhů rodu Hadogenes 

(Hormuridae) (Článek V) a Pandinus s.l. (Scorpionidae) (Příloha Obr. 3). Tyto studie 

poskytují unikátní informace o specifické distribuci telomerických sekvencí u taxonů 

pocházejících z odlišných evolučních linií štírů. U zástupců rodu Hadogenes jsme ukázali, že 

ačkoliv vykazují výrazné mezidruhové rozdíly v karyotypové makrostruktuře i chromozomální 

lokaci rDNA, které poukazují na rozsáhlé změny v reorganizaci genomu, telomerické repetice 

vykazují naopak stabilní distribuci a jsou zde lokalizované výhradně na koncích chromozomů 

(Článek V). Telomerické oblasti u chromozomů účastnících se přestaveb u Hadogenes tak 

mohly být v průběhu diferenciace karyotypu zcela eliminovány, či mohlo dojít sekundárně ke 

ztrátě ITS nebo redukci počtu kopií na úroveň, již není možné cytogeneticky detekovat. 

Odlišný fenomén distribuce (TTAGG)n repetic na chromozomech štírů s monocentrickými 

chromozomy nicméně odhalila extenzivní analýza 19 druhů Pandinus s.l.. Získané výsledky 

zde poukázaly na celou řadu zajímavých aspektů týkající se chromozomální lokalizace 

telomerických sekvencí (Příloha Obr. 3). (TTAGG)n sekvence byly napříč analyzovanými 

druhy identifikovány v: (i) terminálních oblastech ve větším počtu kopií; (ii) centromerických 

oblastech metacentrických nebo submetacentrických chromozomů; (iii) intesticiálních 

oblastech metacentrických, submetacentrických nebo akrocentrických chromozomů; (iv) 

subterminálních oblastech akrocentrických chromozomů; (v) centromerických oblastech 

strukturních heterozygotů (Příloha Obr. 3, shrnuto v Obr. 5). Jedna či libovolná kombinace 

výše uvedených specifických distribucí ITS byly zaznamenány u všech druhů Pandinus s.l., 
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vyjma Pandinops turieli. Tento druh vykazoval karyotyp s výhradně terminální distribucí 

telomerických sekvencí, které se ovšem na některých chromozomech nacházely ve větším 

počtu kopií (Příloha Obr. 3e). Zjištěná chromozomální lokalizace telomerických sekvencí 

napříč Pandinus s.l. poukazuje na zapojení několika různých procesů souvisejících se změnami 

distribuce a akumulace (TTAGG)n repetic u příslušných druhů. ITS v centromerických 

oblastech mohly vzniknout z pozůstatků původních inaktivovaných terminálních telomer po 

Robertsonovských fúzích (Slijepcevic 1998). Přítomnost tohoto typu přestaveb naznačuje 

skutečnost, že větší zastoupení chromozomů s centromerickými ITS vykazují druhy, které mají 

ve srovnání s blízce příbuznými taxony nižší počet chromozomů (Příloha Obr. 5). Nejlépe je 

toto názorné u druhu Pandinus viatoris, který má v rámci Pandinus s.l. nejnižší počet 

chromozomů [2n = 93–94] a současně i největší podíl centromerických ITS (Příloha Obr. 3b). 

Pravděpodobný vznik centromerických ITS vlivem fúzí je dobře patrný na přítomných 

strukturních heterozygotech u Pandiborellius igdu, Pandinoides cavimanus a P. duffmackayi, 

jenž vykazují zřetelné bloky ITS ve fúzních místech (Příloha Obr. 3b,c,d,h). Naopak absence 

ITS oblastí u trivalentu druhu Pandinus imperator naznačuje, že studovaný jedinec může být 

strukturním heterozygotem nikoliv pro fúzi, ale chromozomální rozpad (Příloha Obr. 3a). Jinou 

možností také může být, že detekovaný trivalent je produktem fúze, nicméně telomerické 

oblasti se tohoto procesu neúčastnily a byly již na jeho počátku eliminovány. Komplikovanější 

situaci pak představují jedinci P. viatoris heterozygotní pro vícečetné fúze. Propojení 

jednotlivých chromozomálních elementů uvnitř heptavalentu a samotná distribuce ITS 

signalizují, že se zde pravděpodobně uplatňují i tandemové fúze (Příloha Obr. 3b). Tento typ 

fúzí by v karyotypu příslušného druhu mohl být zodpovědný i za vznik ITS detekovaných 

mimo centromerickou oblast u tří bivalentů (Příloha Obr. 3b). U dalších detekovaných typů 

ITS, tj. subterminálních u Pandinurus a intersticiálních u Pandinoides, již není možné s větší 

mírou jistoty určit jejich původ. Subterminální ITS umístěné na jediném páru (pravděpodobně) 

akrocentrických chromozomů byly identifikovány u všech analyzovaných druhů rodu 

Pandinurus (vyjma P. trailini) (Příloha Obr. 3i-t). Dle velikostních proporcí je možné 

usuzovat, že se pravděpodobně jedná napříč druhy o tentýž chromozom, jenž by mohl 

představovat cytogenetický charakter příznačný pro tuto skupinu. 

Získané výsledky TTAGG FISH poukazují na potenciál využití tohoto cytogenetického 

markeru u skupin štírů s monocentrickými chromozomy pro odhalení mezidruhových rozdílů 

a odlišných aspektů chromozomálních změn. 
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4.2.5 Využití cytogenetických znaků v taxonomii 

Štíři s monocentrickými chromozomy obecně vykazují mezidruhové rozdíly již na úrovni 

karyotypové makrostruktury (např. Kovařík et al. 2018a; Schneider et al. 2009b; Příloha Tab. 

2). Zásluhou toho mají cytogenetické znaky u těchto linií značný potenciál jak v odhalení 

kryptických linií (Článek VI), tak i v přímém využití v integrativní taxonomii (Kovařík et al. 

2018a; Článek V). Newlands & Cantrell (1985) použili ke stanovení taxonomického statusu u 

14 zástupců rodu Hadogenes (Hormuridae) tři nezávislé přístupy; morfologickou analýzu, 

popis karyotypu a elektroforetické vyšetření proteinů obsažených v jedu. Vysoce 

diferencovaná karyotypová makrostruktura i specifické složení proteinů u zkoumaných taxonů 

napomohly k vyřešení některých sporných otázek týkajících se taxonomické validity u 

morfologicky identických či velice podobných jedinců (Newlands & Cantrell 1985). Na tuto 

práci jsme navázali vlastní cytotaxonomickou analýzou pro další tři druhy rodu Hadogenes 

(Článek V). Výsledky naší komparativní analýzy byly v souladu s dřívějšími zjištěními 

Newlands & Cantrell (1985). Morfologicky komplikovaný rod Hadogenes vykazuje na 

mezidruhové úrovni mimořádně diferencované karyotypy. Zdá se tedy, že cytogenetické 

charakteristiky zde mohou představovat podpůrný nástroj při vymezení morfologicky 

indiferentních blízce příbuzných taxonů (Článek V).  

Nicméně ne vždy lze původní cytogenetické záznamy využít v řešení současných 

taxonomických otázek. Skrytá úskalí využití dříve publikovaných karyologických dat v 

cytotaxonomii rodu Heterometrus (Scorpionidae) jsme diskutovali ve studii zaměřené na 

deskripci morfologických a karyotypových charakteristik holotypu nově popsaného druhu 

Heterometrus minotaurus (Článek IV). Zásadní komplikace v tomto ohledu způsobuje absence 

faunistických údajů a informací o depozitu analyzovaného materiálu, jež by umožnily případné 

přezkoumání druhové příslušnosti studovaných exemplářů. V kontextu rozsáhlých změn 

týkajících se taxonomického statusu a vymezení druhů rodu Heterometrus tak není možné 

identifikovat, jakému taxonu známé cytogenetické charakteristiky v současnosti náleží 

(Článek IV). 

V průběhu řešení projektu vznikly také taxonomické práce kombinující tradiční morfologii 

a cytogenetické charakteristiky u vzácných exemplářů štírů, které by nebylo možné získat pro 

účely komparativní analýzy (Kovařík et al. 2013b; Článek III). Díky tomu jsme získali první 

cytogenetické údaje pro typový materiál dvou druhů asijského rodu Euscorpiops (Kovařík et 

al. 2013b; Článek III) a rozšířili tak informace týkající se diverzity karyotypu u štírů s 
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monocentrickými chromozomy. Tyto údaje mohou posloužit jako odrazový můstek pro 

případné navazující studie zabývající diverzitou této skupiny. 

Integrativní studie kombinující molekulárně cytogenetická a sekvenční data mohou u štírů 

s monocentrickými chromozomy poukázat na existenci skryté druhové diverzity (Článek VI) 

nebo na zjevné rozpory v současné systematice (Příloha Obr. 4). Tyto výstupy pak mohou tvořit 

informační podklad pro navazující taxonomické revize studovaných skupin (viz Alpiscorpius 

Kovařík et al. 2019b). Studie zaměřená na chromozomální a genetickou diverzitu štírů 

obývajících Alpy odhalila u studovaných druhů existenci geneticky divergentních 

karyotypových ras, jež vykazovaly specifickou geografickou distribuci (Článek VI). V 

navazující taxonomické revizi bylo ověřeno, podobně jako v předešlých studiích (viz 

Gantenbein et al. 2000; Scherabon et al. 2000), že alpští štíři postrádají zjevné morfologické 

odlišnosti. Detekované linie tak představují kryptické druhy, jež jsou primárně definovány 

geografickou distribucí, cytogenetickými a genetickými znaky (Kovařík et al. 2019b). V 

důsledku taxonomických změn je tak na území Alp recentně rozeznáváno z původních tří 10 

druhů rodu Alpiscorpius. V případě Pandinus s.l. poukázaly výstupy molekulárně 

fylogenetických a cytogenetických analýz na to, že rod Pandinus sensu stricto, jenž je 

zastoupen v analýze druhy P. imperator, P. viatoris a P. dictator, není zjevně monofyletický a 

vyžaduje bližší zkoumání (Příloha Obr. 4). 
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Abstract 24 

We examined distribution of major ribosomal DNAs (rDNAs) on holokinetic chromosomes of 25 

75 species belonging to 19 genera of scorpions from family Buthidae using fluorescence in situ 26 

hybridization (FISH). Our analysis revealed differences between two main evolutionary 27 

lineages within the family. The genera belonging to “Buthus group” with proposed Laurasian 28 

origin possess one pair of rDNAs mainly in interstitial position with the only exception in some 29 

Hottentotta and Buthacus species with terminal location, possibly as the effect of chromosome 30 

fissions. All the remaining buthid "groups" possess rDNAs strictly in terminal position. 31 

However the number of the signals may increase from ancestral one pair of rDNA loci up to 32 

seven loci in Reddyanus ceylonensis. Despite of the differences in evolutionary dynamics of 33 

rDNA clusters between Buthus and the other "groups" we found high amount of reciprocal 34 

translocations and presence of multivalent associations during meiosis in majority of observed 35 

genera. This phenomenon seems to be typical feature common for the whole family Buthidae.  36 
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Introduction 52 

Scorpions are a distinctive chelicerate order representing one of the first lineages of arachnids 53 

to colonize terrestrial habitats (Dunlop & Penney 2012). Even today they represent successful 54 

group of predators in many terrestrial habitats worldwide. With more than 2400 extant species 55 

(Rein 2019) they constitute one of smaller arachnid orders with yet unresolved relationship to 56 

the remaining arachnid lineages (see Sharma et al. 2014) as well as among scorpion families 57 

(see Sharma et al. 2015). Despite of that it is evident that the family Buthidae represents unique 58 

and successful deep evolutionary branch of scorpions (Sharma et al. 2015) with more than 1150 59 

described species classified into 96 genera (Rein 2019). It is the only family of scorpions where 60 

the holokinetic chromosomes evolved (Melters et al. 2012). This type of chromosome 61 

organization has evolved independently several times in chelicerata as it was documented also 62 

in some mites (Wrensch et al. 1994) and two families of spiders (Král et al. 2006). It was 63 

proposed that holokinetic nature of buthid chromosomes may allow for more frequent fusions 64 

and fissions of chromosomes and thus underlie high intraspecific karyotype variation observed 65 

within some species (e.g. Tityus bahiensis with 2n=5-19) (Schneider et al. 2009) and presence 66 

of odd diploid chromosome numbers (see Schneider et al. 2019). The intensive fragmentation 67 

of the holokinetic chromosomes may produce karyotypes with more than hundred 68 

chromosomes in different organisms (e.g. Cook 2000, Lukhtanov 2015). However, the 69 

scorpions of the family Buthidae have relatively low number of chromosomes. Chromosome 70 

numbers of buthids range between 2n=5 and 2n=36 (see discussion for ambiguous reports of 71 

higher number of chromosomes) with the modal chromosome number of 2n=24 (mean and 72 

median 19) (see Schneider et al. 2019). 73 

Although the buthids represent the best cytogenetically explored family of scorpions our 74 

understanding of the dynamics and mechanisms of the chromosomal change is still far from 75 

being comprehensive (e.g. Schneider et al. 2009, Mattos et al. 2013, Sadílek et al. 2015, 76 

Almeida et al. 2017, Ubinski et al. 2018). Partially it is because holokinetic chromosomes lack 77 

any morphological landmarks as well as due to absence of any standard cytogenetic banding 78 

techniques suitable for identification of homologous chromosomes in invertebrates. That is why 79 

fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques could potentially considerably advance 80 

study of the chromosomal evolution in scorpions. For example, rDNA clusters, i.e. arrays of 81 

genes for major ribosomal RNAs, 18S, 5.8S, and 28S rRNA, proved to represent important and 82 

useful marker for the reconstruction of karyotype evolution or detection of concealed karyotype 83 

variation (e.g. Nguyen et al. 2009, Cabral de Mello et al. 2011, Panzera et al. 2012, Svojanovská 84 

et al. 2016). This marker has been used up to now in seven buthid genera and the results show 85 



 
 

a pattern consistent for different geographic regions. While the South American species of the 86 

Ischnotelson, Jaguajir, Physoctonus, Rhopalurus, Tityus, and Zabius genera contain always 87 

terminally located NORs on one (Schneider et al., 2009b, Mattos et al., 2013, 2018, Adilardi et 88 

al., 2014, 2015, Ubinski et al., 2018) or exceptionally on two (Almeida et al. 2017, Ojanguren-89 

Affilastro et al. 2017a) pairs of chromosomes, the genus Androctonus from northern Africa and 90 

western Asia contain only one pair of NORs localised interstitially on the largest chromosome 91 

pair (Sadílek et al. 2015). This considerably different location of the scorpion NORs may reflect 92 

different evolutionary history of analyzed genera (Sadílek et al. 2015). However, we are still 93 

missing the information on the distribution of NORs in majority of buthid genera. 94 

It should be noted that the higher-level phylogeny of the family Buthidae is still not well 95 

resolved and it is mainly based on morphological characters (e.g. Fet et al. 2005). Fet et al. 96 

(2003) conducted the first attempt to reconstruct phylogenetic relationships mainly between the 97 

genera of the Palearctic biogeographic region, as they sampled 17 genera using a single 98 

sequence of the mitochondrial gene for 16S rRNA. Subsequent phylogenetic analysis of various 99 

buthid genera included more genes and focused on species from Neotropical region (Ojanguren-100 

Affilastro et al. 2017b, Esposito et al. 2018). However, more frequently the molecular analyses 101 

focussed on phylogeography of specific groups of species or regions within the family Buthidae 102 

(e.g. Teruel et al. 2006, Sousa et al. 2012, Yamashita & Rhoads 2013, Suranse et al. 2016, 103 

Graham et al. 2019) and thus did not enhance our understandig of the relationships within the 104 

whole family. That is why we still have only limited knowledge about the phylogeny of this 105 

scorpion group.  106 

 107 

In the present study we examined number and distribution of 18S rDNA clusters using FISH in 108 

75 species belonging to 19 buthid genera. Our sampling covers all the main evolutionary 109 

lineages within this family as recognised by Fet et al. (2013, 2015) and Esposito et al. (2018). 110 

Our study brings the first comprehensive information about the evolutionary dynamics of rDNA 111 

clusters beyond the subfamily Centruroidinae and the first analysis of the karyotype evolution 112 

in phylogenetic context of the whole family.  113 

 114 

Materials and Methods 115 

 116 

Taxon sampling 117 

The details on the material included in this study are summarized in Table 1. The selection of 118 

the genera covers all the six morphological groups recognized by Fet et al. (2005) (Ananteris, 119 



 
 

Buthus, Charmus, Isometrus, Tityus and Uroplectes) and the majority of genera included in the 120 

molecular phylogenetic analyses of the family Buthidae (Fet et al. 2003, Ojanguren-Affilastro 121 

et al. 2017b, Esposito et al. 2018).  122 

 123 

Chromosome preparation and karyotype analysis 124 

We used the “plate spreading” technique for chromosome preparations following Šťáhlavský 125 

& Král (2004). The gonads were dissected and hypotonized in 0.075 M KCl solution for 20 126 

min., fixed in glacial acetic acid: methanol (1: 3) for 20 min., and macerated piece by piece in 127 

a drop of 60% acetic acid on a microscope slide,. The chromosome slides used for basic 128 

karytype characterization of the analyzed species were stained with 5% Giemsa solution in 129 

Sörensen buffer (pH 6.8) for 20 min.  130 

 131 

FISH detection of 18S rDNA 132 

The 18S rDNA probe for FISH was prepared according to Forman et al. (2013). Briefly, a 133 

fragment of the 18S rRNA gene was amplified by PCR from genomic DNA of spider Dysdera 134 

erythrina (Walckenaer, 1802) (Dysderidae) with forward 5′-CGAGCGCTTTTATTAGACCA-135 

3′ and reverse 5′-GGTTCACCTACGGAAACCTT-3′ primers. The 18S rDNA fragment (app. 136 

1000 bp) was then labelled with biotin-14-dUTP by nick translation using the Nick Translation 137 

Kit (Abbott Molecular). We carried out FISH with labelled probe as described by Fuková et al. 138 

(2005). Hybridization was performed overnight and biotin was detected with Cy3-conjugated 139 

streptavidin (Jackson ImmunoRes. Labs Inc.). To amplify a signal we used biotinylated 140 

antistreptavidin and Cy3-conjugated streptavidin (Vector Labs Inc.). The preparations were 141 

counterstained and mounted using Fluoroshield with DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole; 142 

Sigma). 143 

 144 

Documentation and image analysis 145 

Preparations were observed in an Olympus IX81 microscope and documented with an ORCA-146 

AG monochromatic camera (Hamamatsu). In case of FISH, the images were pseudocoloured 147 

(red for Cy3 and blue for DAPI) and superimposed with Cell^R software (Olympus). The 148 

Giemsa stained chromosomes were documented using the same microscope in a DIC mode. 149 

The relative diploid set length (DSL) and the relative position of the 18S rDNA signal were 150 

measured following Sadílek et al. (2015) using the plug-in Levan for ImageJ (Sakamoto & 151 

Zacaro 2009) in ten postpachytene or mitotic metaphases nuclei. 152 

153 



 
 

Results 154 

"Ananteris group"  155 

We analysed four Lychas species belonging to "Ananteris group". 156 

Lychas. The diploid numbers of chromosomes ranged from 2n = 10 (L. obsti and L. 157 

mucronatus) (Figs 1a-c) to 2n = 16 (L. krali) (Figs S1a). The chromosomes gradually decreased 158 

in length in karyotypes of all species except L. scutilus (2n=14) in which distinct long pair of 159 

chromosomes was observed (Fig. S1b) Meiotic multivalent associations were observed in two 160 

species, namely a hexavalent in L. mucronatus (Fig. 1c) and an octavalent in L. obsti from 161 

Tanzania (Fig. 1b). Lychas spp. showed differences in number of 18S rDNA clusters, with one 162 

pair detected in L. obsti (Figs 1b, c) and L. scutilus (Fig. 1a) and two pairs in L. krali (Fig. S1a) 163 

and L. mucronatus (Fig. 1c). Despite the differences in number of rDNA loci, all clusters were 164 

localized in the terminal region of the chromosomes in all species examined. The rDNA-bearing 165 

chromosome pairs differed in length among Lychas spp. (Table 2). Also, the species having 166 

multiple rDNA loci exhibited two rDNA-bearing chromosome pairs of distinct length (Table 167 

2). The rDNA-bearing chromosomes involved in multivalent were detected only in L. obsti 168 

from Tanzania (Fig. 1a). 169 

 170 

"Buthus group" 171 

We examined 38 species belonging to nine genera in this group. 172 

Androctonus. Eight analyzed species of this genus showed a stable number of chromosomes, 173 

2n=24 (Figs 1d-f, S1c-h) and a typical extra-large chromosome pair in their karyotypes (Table 174 

2). We identified meiotic multivalent associations in A. amoreuxi (hexavalent in one male and 175 

octavalent in another male) (Fig. 1e) and A. gonneti (hexavalent in one male) (Fig. 1f). The 176 

numbers as well as the position of rDNA clusters were stable across the species. The one pair 177 

of 18S rDNA was localized on the longest pair of chromosomes on approximately one quarter 178 

of its length (Figs 1d, f, S1c-h, Table 2). Only two males of A. amoreuxi showed rDNA-bearing 179 

chromosomes, which differed in length, associated in hexavalent (Fig. 1e) and octavalent (not 180 

shown), respectively.  181 

Apistobuthus. The only analyzed species A. pterygocercus has 2n=22 (Fig. 1g) and its 182 

chromosomes gradually decreased in length (Table 2). We did not identify meiotic multivalent 183 

associations in this species. The 18S rDNA clusters were situated in terminal position on a 184 

single pair of chromosomes in A. pterygocercus (Fig. 1g). 185 

Buthacus. We analysed three species of this genus. The karyotype of B. stockmanni (2n=20) 186 

was already reported by Kovařík et al. (2016b) and we examined the number and position of 187 



 
 

18S rDNA in the same specimen. The chromosomes of B. macrocentrus (2n=28) (Fig. 1i) and 188 

B. nigroaculeatus (2n=26) (Fig. S1i) were analysed for the first time and in both species 189 

chromosomes gradually decrease in length (Table 2). All species of this genus displayed one 190 

pair of 18S rDNA clusters. The main difference between species was position of these clusters. 191 

They were placed close to the middle of the large chromosomes in B. stockmanni (Fig. 1h) and 192 

B. nigroaculeatus (Fig. S1i) (Table 2). Whereas the 18S rDNA clusters was situated in terminal 193 

position of the small chromosomes in B. macrocentrus (Fig. 1i).  194 

Buthus. All four analyzed species of this genus had 2n=22 usually with one extra-large pair of 195 

chromosomes (Figs 1j, k, S1j, k) (Table 2). We observed only bivalents during postpachytene 196 

in all species but B. awashensis. In the latter we found multivalent composed from ten 197 

chromosomes during postpachytene and two of them with different length bore the 18S rDNA 198 

clusters (Fig. 1k). All other species had one pair of the 18S rDNA clusters localized always on 199 

the longest chromosome pair. Except for B. awashensis rDNA was situated approximately in 200 

one third of the chromosome length in all species (Figs 1j, S1k, l). In the B. awashensis 201 

multivalent one cluster was detected close to the centre of shorter chromosome (Fig. 1k). 202 

Compsobuthus. We analysed six species of this genus (Figs 1l-n, S1l-o). The karyotypes of C. 203 

matthiesseni (2n=22) and C. erithreaensis (2n=22) were already reported by Šťáhlavský et al. 204 

(2014) and Kovařík et al. (2016b). We examined the same specimens for number and position 205 

of 18S rDNA. All other analysed species also possessed 2n=22 and chromosomes gradually 206 

decrease in length (Table 2). We identified meiotic multivalent associations in C. maindroni 207 

(quadrivalent in one male) (Fig. 1l) and C. mattiesseni (octavalent in one male) (Fig. 1m). All 208 

examined species had a single pair of rDNA clusters. Except for C. acutecarinatus the 18S 209 

rDNA signal was detected on the longest chromosomes in interstitial position close to the 210 

middle of the chromosomes in all species under study (Figs 1l, m, S1l-o). In C. acutecarinatus 211 

we identified the signal of 18S rDNA in subterminal position of the shorter chromosomes in 212 

comparison to the remaining species (Fig. 1n, Table 2). In the male of C. mattiesseni with 213 

octavalent the 18S rDNA clusters were born by two chromosomes of different length involved 214 

in the multivalent (Fig. 1m). 215 

Hottentotta. We analysed nine species of the genus Hottentotta (Table 2). The diploid 216 

chromosome numbers ranged from 14 (H. arenaceus, H. salcuyi, H. soisai Figs S1p, s, t) to 24 217 

(H. flavidulus; Fig. 1p). In majority of examined species the length of chromosomes gradually 218 

decreased in length (Table 2). The exceptions were only one extra-long and two extra-short 219 

chromosomes in karyotype of H. ugandensis (Fig. S1u) and three extra-long chromosomes in 220 

karyotype of Hottentotta sp. (Fig. S1v). Unfortunately, we observed meiosis only in five 221 



 
 

analysed species (H. conspersus, H. flavidulus, H. minusalta, H. sousai, Hottentotta sp.). We 222 

identified meiotic multivalent associations in H. flavidulus (14 chromosomes involved; Fig. 1p) 223 

and Hottentotta sp. (hexavalent; Fig. S1v). We observed one pair of 18S rDNA signal in all 224 

observed species. However, we found differences in position of this cluster on chromosomes. 225 

The 18S rDNA cluster was detected in interstitial position in species with 2n=14 and 16 (H. 226 

arenaceus, H. conspersus, H. hottentotta, H. minusalta, H. saulcyi, H. sousa) (Figs 1o, S1p-t), 227 

while it was terminal in species with 2n=22 and 24 (H. ugandensis, H. flavidulus, Hottentotta 228 

sp.) (Figs 1p, S1u, v). The chromosomes bearing rDNA differed in size between species. They 229 

were usually long with the exception of Hottentotta sp. from Pakistan. In this species the 18S 230 

rDNA was localized on one of the shortest chromosomes (Table 2). 231 

Leiurus. We analysed three species of the genus Leiurus. The karyotype of L. abdullahbayrami 232 

(2n=22) was already reported by Šťáhlavský et al. (2014). We examined the number and 233 

position of 18S rDNA in the same specimen (Figs 1q, S1w). The other analysed species also 234 

possessed 2n=22 (Figs 1r, S1x). We identified one pair of the signal of 18S rDNA in interstitial 235 

position in all species. The signal was localised on the longest pair of chromosomes in L. 236 

abdullahbayrami and Leiurus sp. (Table 1). The 18S rDNA cluster is localised on the 237 

chromosomes of only slightly different length in L. hebraeus (Fig. 1r, Table 2). Unfortunately, 238 

we obtained only mitotic metaphases in this species. Thus we had no information about 239 

multivalent association during meiosis in this species that could have explained different length 240 

of chromosomes with rDNA clusters. 241 

Mesobuthus. We analysed only M. eupeus (2n=22) (Fig. 1s). In this species chromosomes 242 

gradually decreased in length. During observed meiosis we identified only bivalents in this 243 

species (Fig. 1s). The position of one pair of 18S rDNA clusters was close to the centre of the 244 

longest chromosomes (Fig. 1s). 245 

Orthochirus. Three Orthochirus species were analysed. We identified 2n=24 in O. afar (Fig. 246 

1t) with one extra-large pair of chromosomes and 2n=22 with gradually decreasing 247 

chromosomes in O. glabrifrons (Fig. 1u) and O. innesi (Fig. S1y). We did not find any meiotic 248 

multivalent associations in examined material. We observed one pair of 18S rDNA signals in 249 

the interstitial position on the longest chromosomes in all examined species. Interestingly we 250 

detected also one additional signal close to the centre on both chromosomes bearing 18S rDNA 251 

in both males of O. glabrifrons from different localities (Fig. 1u). 252 

 253 

"Charmus group" 254 



 
 

Thaicharmus. We analysed only one species Thaicharmus sp. from Vietnam belonging to this 255 

evolutionary lineage. The karyotype of this species contained 16 chromosomes that gradually 256 

decrease in length (Fig. 1v). We found only bivalents during postpachytene and one pair of the 257 

signals of 18S rDNA in terminal position of chromosome pair No. 5. 258 

 259 

"Isometrus group" 260 

We examined position and number of 18S rDNA clusters in one species of the genus Isomentrus 261 

and five species of the genus Reddyanus belonging to this group. 262 

Isomentrus. The karyotype of I. thwaitesi (2n = 8) was already reported by Kovařík et al. 263 

(2016d). The analysis of meiosis identified presence of the quadrivalent in this male. In this 264 

sample we localised one pair of the 18S rDNA clusters in terminal position of the shortest 265 

chromosomes (Fig. 1w, Table 2).  266 

Reddyanus. The karyotypes of three Reddyanus species from Sri Lanka were based on the 267 

mitosis and already reported by Kovařík et al. (2016d). These species had 2n=15-17 and 268 

chromosomes gradually decreased in length (Figs 2a-c, S2a, b, Table 2). Two additionally 269 

analysed species from Thailand had 2n=14 and 2n=11. In Reddyanus sp. 1 (2n=14) 270 

chromosomes gradually decreased in length (Fig. 1y) whereas Reddyanus sp. 2 (2n=11) has one 271 

extra-large chromosome (Fig. 1x, Table 2). The analysis of the meiosis of the same males used 272 

by Kovařík et al. (2016d) disclosed the occurrence of the multivalent association in R. basilicus 273 

(2n=15, one trivalent) (Fig. S2b) and in R. loebli (2n=17, chain of 11 or 13 chromosomes) (Figs 274 

2d, c), whereas both analysed males of R. ceylonensis contained only bivalents during meiosis 275 

(Figs 2a, b). Reddyanus sp. 1 (2n=14) possesed only bivalents (Fig. 2y), whereas in Reddyanus 276 

sp. 2 (2n=11) nine chromosomes formed multivalent during postpachytene (Fig. 1x). We 277 

identified only terminal signals of 18S rDNA in all analysed species. However, we found 278 

conspicuous variability in number of signals among species. Reddyanus sp. 2 had only one pair 279 

of 18S rDNA clusters (Fig. 1x). The rest species showed increasing number of 18S rDNA 280 

clusters up to four in R. basilicus, R. loebli, and R. sp. 1 (Figs 1y, 2c, d S2a, b), six in one male 281 

of R. ceylonensis (Fig. 2a), or even seven as observed in one male of R. ceylonensis (Fig. 2b). 282 

Interestingly one pair of the signal was localised on multivalents in both analysed males of R. 283 

loebli (Figs 2c, d) and we observed one of the signals detected on both ends of a single 284 

chromosome pair being heterozygous in R. ceylonensis (Fig. 2b). 285 

 286 

"Uroplectes group" 287 



 
 

In this group, we examined position and number of 18S rDNA clusters in two species of the 288 

Grosphus, eight species of the genus Parabuthus and three species of the genus Uroplectes. 289 

Grosphus. The chromosomes of G. cf. darainensis (2n=14) gradually decreased in length (Fig. 290 

2e), whereas the karyotype of Grosphus sp. (2n=13) contained one extra short chromosome. 291 

Interestingly, the karyotype of the latter species contained not only one pair of bivalents and 292 

octavalent but also one univalent during meiotic prometaphase (Fig. 2f). G. cf. darainensis 293 

contained one quadrivalent and five bivalents during the same phases of meiosis. Both analyzed 294 

Grosphus spp. had only one pair of 18S rDNA clusters. They were identified in terminal 295 

position in Grosphus sp. (Fig. 2f), whereas in G. cf. darainensis the cluster was localized in 296 

subterminal position (Fig. 2e). Both species also clearly differed in length of chromosomes 297 

bearing rDNA. In G. cf. darainensis rDNA loci were located on the chromosomes of medium 298 

size, while rDNA was situated on the longest and one of the shortest chromosomes of the 299 

octavalent in Grosphus sp. (Fig. 2f) 300 

Parabuthus. The diploid numbers of P. abyssinicus (2n=16), P. kajibu (2n=18) and P. pallidus 301 

(2n=20) were based on the mitotic complements and were already reported by Kovařík et al. 302 

(2016c). We examined meiosis and distribution of 18S rDNA in the same specimens (Figs 2g, 303 

h, i). The numbers of chromosomes in the rest of species under study were as follows: P. 304 

mossambicensis and P. planicauda had 2n=18 (Figs S2c, d), while P. capensis, P. grabrimanus, 305 

and P. raudus had 2n=20 (Figs S2e-g). The length of chromosomes gradually decreased in all 306 

species examined (Table 2). From all examined species, we identified multivalent chromosome 307 

association, namely quadrivalent, only in meiotic prophase I of P. pallidus (Fig. 2i). All species 308 

had only one pair of 18S rDNA clusters localized always terminally. The analysed species 309 

differed only in length of chromosomes carrying 18S rDNA signal. It varied from the longest 310 

chromosomes in P. capensis, P. grabrimanus, and P. planicauda to the one of the shorter 311 

chromosomes in P. kajibu, P. mossambicensis, and P. raudus (Table 2). In P. pallidus, the only 312 

species with chromosome multivalent we identified signal of 18S rDNA probe on chromosomes 313 

of similar length involved in the multivalent (Fig. 2i). 314 

Uroplectes. The diploid numbers of analysed Uroplectes species were 16 in U. formosus (Fig. 315 

2j), 26 in U. otjimbinguensis (Fig. 2k,l), and 28 in U. emiliae (Fig. 2m). Interestingly, we 316 

identified one extra-large pair of chromosomes in all species examined except for U. 317 

otjimbinguensis. In a single male of the latter only one large chromosome was observed. All 318 

the other chromosomes gradually decreased in length. We observed multivalent association 319 

during meiotic prophase I only in U. otjimbinguensis and two analysed males differed in 320 

number of chromosomes involved in a chain. Octavalent was observed in one male (Fig. 2k) 321 



 
 

whereas the multivalent was formed by ten chromosomes in the second male (Fig. 2l). We 322 

detected only terminal signals of 18S rDNA in all analysed species. However, we identified 323 

variability in number of 18S rDNA cluster within this genus. Species U. emiliae and U. 324 

formosus had only one pair of rDNA loci, on the chromosomes of medium size (Table 2). In 325 

contrast male of U. otjimbinguensis with octavalent had two pairs of 18S rDNA clusters (Fig. 326 

2k), while the second analyzed male of this species with decavalent contained three pairs of 327 

18S rDNA clusters (Fig. 2l). One pair of these clusters was always localized on chromosomes 328 

of different length belonging to the multivalent association and the rest of signals were located 329 

on chromosome pairs. 330 

 331 

"Tityus group" 332 

We examined distribution of 18S rDNA clusters in two species of the genus Centruroides, three 333 

species of the genus Heteroctenus and eight species of the genus Tityus in this group. 334 

Centruroides. C. gracilis (2n=24) (Fig 2n) as well as C. baracoae (2n=26) (Fig. 2o) contained 335 

one longer pair of the chromosomes while the other pairs gradually decreased in length (Table 336 

2). In C. baracoae we found only bivalents during postpachytene whereas the analyzed male of 337 

C. gracilis contained one quadrivalent in meiosis (Fig. 2o). In both species we identified one 338 

pair of the signals for 18S rDNA in terminal position on the chromosomes of medium size 339 

(Table 2). 340 

Heteroctenus. H. abudi (2n=16) (Fig. 2p) and H. priceps (2n=16) (Fig. S2h) contained 341 

chromosomes gradually decreasing in length whereas H. garridoi (2n=23) (Fig. S2i) had one 342 

extra-large chromosome in its karyotype. In this species we observed one trivalent in 343 

postpachytene nuclei whereas both previous species had only bivalents in this meiotic stage. 344 

We identified one pair of the 18S rDNA cluster localised in terminal position on the 345 

chromosomes of medium size in all species (Table 2).  346 

Tityus. Analysed species of this genus showed the highest interspecific variability of diploid 347 

chromosome number that ranged from 2n=6 in T. smithii (Fig. 2q) to 2n=32 in T. neibae (Fig. 348 

2r). Except T. mana (2n=20) (Fig. S2J), T. elii (2n = 22) (Figs S2k,l) with two and T. neibae 349 

(2n = 32) (Fig. 2r) with one extra-large chromosomes, all chromosomes gradually decreased in 350 

length in remaining species under study (Table 2). We identified also high frequency of 351 

multivalent associations in this genus in meiosis. Number of chromosomes in a multivalent 352 

chain was three in T. naibae (Fig. 2r), four in one male of T. ecuadoriensis (2n=24; Fig. 2s), 353 

five in T. crassimanus (2n=29; Fig. S2m), six in T. mana and T. neibae) (Figs S2j, 2r), or eight 354 

in T. elii (Figs S2k, l). Whereas 18S rDNA was localized terminally in all analysed species, the 355 



 
 

number of signals varied. One pair of 18S rDNA was found in T. crassimanus, T. ecuadoriensis, 356 

T. elii, T. fuhrmanni (2n=22), T. mana and T. naibae (Figs 2s,t, S2j-o). Increase of number of 357 

signals to two pairs in T. graffini (2n=22; Fig. 2t) and three pairs in T. smithii (Fig. 2q) was 358 

observed. Interestingly no signal was observed on chromosomes involved in multivalents in 359 

this genus. 360 

 361 

Discussion 362 

Our results conform the basic cytogenetic characteristics of the family Buthidae. We identified 363 

lower number of chromosomes (2n=6-32, average 20, median 22), holokinetic organization, 364 

achiasmatic meiosis in males, absence of the morphologically differentiated sex chromosomes, 365 

and high frequency (about one third) of multivalent association in the first meiotic division of 366 

males of all groups. The 18S rDNA loci were detected in all species examined and, apart from 367 

a few cases, distribution of this marker showed strong phylogenetic pattern supporting the split 368 

of the Laurasian "Buthus group" from the other lineages, which diversified in Gondwana (Fet 369 

et al. 2003) (Table 2, Fig. 3). 370 

 371 

Karyotype variability of buthid scorpions 372 

It is assumed that karyotypes of organisms with holokinetic chromosomes mainly change via 373 

fissions and fusions of chromosomes because absence of localized centromere decreases risk 374 

of formation of dicentric or acentric fragments (e.g. Melters et al. 2012). The fragmentation of 375 

chromosomes may increase the chromosome number up to the 2n=ca448-452 reported in 376 

butterfly Polyommatus atlanticus (Elwes, 1906) without polyploidization (Lukhtanov 2015). 377 

The fragmentation of chromosomes may also lead to the distinct intrapopulation variability (e.g. 378 

Sadílek et al. 2013). However many holokinetic organisms do not increase karyotype diversity 379 

at all and their karyotypes are rather uniform (Melters et al. 2012, Van’t Hof et al. 2013, Sadílek 380 

et al. 2015). The family Buthidae comprises taxa with both conserved and diverse karyotypes. 381 

The most analysed genus Tityus represents the lineage with high level of karyotypic diversity, 382 

which results from frequent fission/fussion events. T. bahiansis in particular shows high 383 

intraspecific variation in chromosome numbers range from 2n=5 to 2n=19 (Schneider et al. 384 

2009b), while the intraspecific variability within the other species is usually much smaller e.g. 385 

Tityus obscurus (2n=11-16) (Almeida et al. 2017), Tityus paraqguayensis (2n=16-18) (Mattos 386 

et al. 2018), Tityus metuendus (2n=15 and16), Tityus neglectus (2n=26 and 27) (Mattos et al. 387 

2013), Reddyanus basilicus (2n=15 and16) (Kovařík et al. 2016d), Lychas marmoreus (2n=12, 388 

14 and 15) (Shanahan 1989), Ananteris balzanii (2n=12 and14) (Mattos et al. 2013). The 389 



 
 

heterozygous fissions/fusions may also lead to the odd diploid number of chromosomes and 390 

conspicuous differences in their size which is evident for example in Reddyanus basilicus 391 

(2n=15), Charmus laneus (2n=9) (Kovařík et al. 2016d), Tityus confluensis (2n=13) (Mattos et 392 

al. 2013), and Heteroctenus garridoi (present study). 393 

It should be noted that the cytogenetic analyses of almost all scorpions are usually based on 394 

very limited material, very often a single population, with the only exception being few Tityus 395 

and Lychas species (Shanahan 1989, Mattos et al. 2013, Almeida et al., 2017, Mattos et al. 396 

2018, Ubinski et al. 2018). In some cases the observed differences may in fact reflect inter- 397 

rather than intraspecific variability due to yet undescribed diversity of some species complexes 398 

frequently documented by DNA analysis (e.g. Sousa et al. 2011, 2012). Despite of the expected 399 

diversity of buthid karyotypes it seems that the diploid chromosome number is rather constant 400 

especially in genera Androctonus (2n=24, 11 species), Compsobuthus (2n=22, 6 species), and 401 

Leiurus (2n=22, 4 species) (see Sadílek et al. 2015, Schneider et al. 2016, present study). The 402 

majority of the other genera then show only small interspecific differences. Furthermore, based 403 

on our results we can dispute high chromosome number of chromosomes previously reported 404 

in Parabuthus mossambicensis (2n=36), Uroplectes carinatus, (2n=48) (Newlands & 405 

Martindale 1980), and Buthus occitanus (2n=44 and 56) (Carnoy 1885, Makino 1956). This 406 

data is not well documented and may be an artefact due to the low quality of the chromosomes 407 

obtained as mentioned by Newlands & Martindale (1980) or an incorrect assessment and 408 

misinterpretation of some meiotic stages. 409 

 410 

Multivalent associations in buthid scorpions 411 

As mentioned above karyotypes of many buthids possess very consistent diploid chromosome 412 

numbers and the fissions or fusions were not observed very frequently. It may be due to troubles 413 

with identification of homologies, which is limited by use of standard cytogenetic techniques. 414 

In meiosis, these chromosomal rearrangements may sometimes be detected in the heterozygous 415 

state as trivalents observed already in Heteroctenus garridoi (Fig. S2i, present study), 416 

Ischnotelson guanambiensis (Ubinski et al. 2018), Reddyanus basilicus (Fig. S2b, present 417 

study), Somalicharmus whitmanae (Kovařík et al. 2016e), and six species of the genus Tityus 418 

(Piza 1950, Schneider et al. 2009, Mattos et al. 2013, Almeida et al. 2017, Ojanguren-Affilastro 419 

et al. 2017a, Mattos et al. 2018). More conspicuous effect on differentiation of karyotypes 420 

within the family Buthidae is evident from reciprocal translocations. Although this type of 421 

chromosome rearrangement does not affect chromosome numbers, it may however 422 

considerably change the size of the chromosomes (e.g. Kovařík et al. 2015, see Fig. 1x of 423 



 
 

Reddyanus sp. 2, present study). All that at no or low fitness cost due to the holokinetic nature 424 

of the buthid chromosomes, which allow proper segregation of both fusion and fission products 425 

as reported e.g. in Tityus bahiensis (Schneider et al. 2009). 426 

 427 

Number and location of rDNA clusters in buthid scorpions 428 

The number and position of NORs has been so far described only in 33 buthid species belonging 429 

to nine genera. Only 25 of them have been detected using FISH technique. Furthermore almost 430 

all analysed genera (Ananteris, Ischnotelson, Jaguajir, Physoctonus, Rhopalurus, Tityus, 431 

Troglorhopalurus, and Zabius) are distributed only in South America whereas the other 432 

continents were represented only by Androctonus spp. from Northern Africa and Middle East 433 

(Sadílek et al. 2015). Analyzed South American species possess only one or two pairs of 434 

chromosomes bearing rDNA clusters in terminal position (Schneider et al., 2009, Schneider 435 

and Cella 2010; Mattos et al. 2013, Adilardi et al. 2014, 2015, Almeida et al. 2017, Ojanguren-436 

Affilastro et al. 2017a, Mattos et al. 2018, Ubinski et al. 2018), whereas one pair of rDNA 437 

clusters is localized in an interstitial position in four Androctonus species (Sadílek et al. 2015). 438 

Our analysis of the position and number of major rDNA clusters in 19 buthid genera supports 439 

differences between representatives of "Buthus group" and the remaining main evolutionary 440 

lineages of the family Buthidae (Fig. 3). 441 

The “Buthus group” genera possess one pair of rDNA clusters with the only exception of 442 

double signal on one chromosome pair in Buthacus macrocentrus (Fig. 3). It is evident that the 443 

interstitial position of rDNA loci localised on large chromosome pair is the ancestral state in 444 

this lineage. The exceptions such as some Hottentotta and Buthacus species with terminal 445 

location may be explained as the effect of chromosome fission close to the rDNA cluster rather 446 

than inversions as the rDNA clusters are localised on the shorter (or even the shortest) 447 

chromosomes and the diploid numbers of chromosomes are increased in comparison to other 448 

species (Table 2). 449 

In the remaining lineages ("Ananteris", "Charmus", "Isometrus", "Tityus" and 450 

"Uroplectes" groups) rDNA was detected only in terminal position (Fig. 3). The number of the 451 

signals may, however, increase up to seven. Three distinct rDNA loci previously reported in 452 

Rhopalurus rochai male suggested that rDNA clusters can be mobile in buthids (Mattos et al. 453 

2013). This notion is supported by intraspecific variability in Reddyanus ceylonensis (six and 454 

seven) in this study. The increase of the number of rDNA loci was observed also in other 455 

arachnids, namely up to seven loci in the harvestmen Rhampsinitus leighi (Šťáhlavský et al. 456 

2018), ten loci in the harvestmen Parapurcellia amatola (Svojanovská et al. 2016), or even 19 457 



 
 

loci in a spider Wadicosa fidelis (Forman et al. 2013) (all the numbers are mentioned for the 458 

diploid nucleus). However multiplication of rDNA clusters seems to be exceptional in arachnids 459 

and the ancestral state of the NORs number is probably one pair in this class (Forman et al. 460 

2013). 461 

 462 

In conclusion, our study provides unprecedented insight into karyotype evolution of 463 

buthid scorpions and revealed dynamic evolution of rDNA distribution in their six main 464 

evolutionary lineages. It is evident that modes of karyotype change differ between the Laurasian 465 

"Buthus group" and the remaining buthid lineages originating from Gondwana. The interstitial 466 

position and presence of one pair of rDNA clusters is typical and probably ancestral state for 467 

the "Buthus group". The change to terminal position is probably effect of chromosomal 468 

fragmentation close to the rDNA clusters in this group. In contrast the terminal position is 469 

typical and ancestral for remaining buthid groups and independent increase in rDNA loci can 470 

be found in almost all of them. 471 
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Abstract  12 

In the present study, we employed an integrative approach, combining cytogenetic data and 13 

sequence-based phylogeny, to determine the principal mechanisms of karyotype differentiation 14 

in Gint Kovařík et al., 2013, a scorpion genus endemic to the Horn of Africa. We examined the 15 

chromosomal characteristics of six Gint species with emphasis on multivalent meiotic 16 

configurations, 18S rDNA and TTAGG distribution. Cytogenetic data were compared with 17 

genetic divergence/variation of the species studied based on analysis of 16S rRNA and COI 18 

gene markers. Gint exhibited substantial karyotype diversity [2n = 18–45] and a high incidence 19 

of chromosome heterozygosity. Meiotic chromosome chains formed by up to six elements were 20 

found in 85 % of the analyzed individuals, causing intraspecific chromosome variation in three 21 

species (G. amoudensis, G. banfasae and G. dabakalo). The number of 18S rDNA sites, two 22 

per 2n, appeared to be conserved across Gint spp. Only G. amoudensis showed up to three 18S 23 

rDNA sites in its genome. The rDNA chromosomal location and the appearance of rDNA 24 

bearing chromosome varied among species. Involvement of rDNA bearing chromosome in 25 

multivalent configurations was observed in three species. Overall, the cytogenetic findings 26 

indicated frequent and ongoing structural changes in the genome architecture in Gint spp., 27 

presumably through independent fusions, fissions and reciprocal translocations. This 28 

contrasted with the shallow genetic divergence of the species. 29 

 30 

 31 

Keywords: holokinetic chromosomes, multivalent meiosis, cytotaxonomy, karyotype 32 
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Introduction 35 

Eukaryotic organisms, as a general rule, possess species-specific karyotypic features (e.g. 36 

number, morphology and size of chromosomes, copies and location of multigene families). 37 

However, karyotypes may differ considerably at the macro- or microstructural level even 38 

among closely related taxa (White 1969, Cohen and Roth 1970, O'Neill et al. 2001, Ruiz-39 

Herrera et al. 2012, Nalepa et al. 2017, Štundlová et al. 2019). Such findings have contributed 40 

to the assumption that structural changes in genome architecture may be involved in 41 

evolutionary processes such as adaptation and speciation (Rieseberg 2001, Gorelick & Olson 42 

2013, Feulner and De-Kayne 2017). They potentially contribute to the formation of post-43 

zygotic barriers. 44 

During the course of species evolution, the karyotype can be subjected to structural 45 

modifications which lead to alterations in number and/or architecture of chromosomes (King 46 

1993, Schubert 2007). Such changes may arise from gain (i.e. insertion, duplication) or loss 47 

(i.e. deletion) of chromosome segments, or rearrangements within or between chromosomes 48 

(i.e. inversion, translocation, or fusion/fission) (Rieseberg 2001, Eichler and Sankoff 2003, 49 

Gross et al. 2009, Schubert and Lysak 2011). These events occur in both monocentric and 50 

holokinetic chromosomes (Luceño and Guerra 1996), however sometimes with differing 51 

impacts. This is, in particular, due to the distinct spatial distribution of the kinetochore, a 52 

protein complex that ensures the attachment of spindle microtubules to the chromosomes 53 

during cell division (Márquez-Corro et al. 2017). In monocentric chromosomes, with the 54 

kinetochore localized at a single site (i.e. centromere), some rearrangements produce unstable 55 

acentric or dicentric fragments that are aberrant and prone to elimination during cell division 56 

(Carrano and Heddle 1973, Dernburg 2001). On the contrary, in holokinetic chromosomes, 57 

with kinetochore proteins occurring diffusely along most of the chromosome length, such 58 

rearrangements generate chromosomal fragments that retain their ability to properly segregate 59 

(Hughes-Schrader and Schrader 1961, Dernburg et al. 2001, Maddox et al. 2004, Melters et al. 60 

2012). 61 

During the stages of karyotype differentiation, novel structural rearrangements may give 62 

rise to chromosomal polymorphism (e.g. reviewed for mammals by Dobigny et al. 2015). 63 

According to de Resende (2017) “Chromosomal variation can occur between different 64 

populations of the same species, between individuals of the same population, and even between 65 

different cells of the same tissue of the individual.”. Rearranged chromosomes (via 66 

translocations, fusions or fissions) occurring in a heterozygous state form multivalent chains 67 

or rings during the first meiotic metaphase (King 1993, Rieseberg 2001). The multivalent 68 



formations may consist of varied numbers of chromosome elements, which may be autosomes, 69 

sex chromosomes, or both. The presence of complex chromosome configurations has been 70 

documented both in plants and animals (King 1993, Moscone et al. 2007, de Araújo et al. 2016). 71 

In arthropods, multiple examples of multivalents have been found in lepidopterans, termites, 72 

cockroaches, or scorpions (e.g. John and Lewis 1957, Luykx and Syren 1981, Šíchová et al. 73 

2015, 2016, Plíšková et al. 2016, McClure et al. 2017). Despite this, the mechanisms regarding 74 

emergence, accumulation and fixation of heterozygous chromosomes remain obscure. 75 

Scorpions are an ancient group of arachnids exhibiting distinctive cytogenetic features. They 76 

are distinguished by the occurrence of both types of chromosomes (i.e. monocentric and 77 

holokinetic), achiasmatic male meiosis, lack of recognizable sex chromosomes, and an 78 

extensive karyotype variability (2n = 5–186). Besides, scorpions also typically show a high 79 

incidence of chromosomal heterozygosity (Shanahan 1989a,b, Shanahan and Hayman 1990, 80 

Mattos et al. 2013, 2018). The most cytogenetically researched scorpion group, comprising 81 

almost 60 % of all analyzed species, is the family Buthidae (Schneider et al. 2019). Buthid 82 

scorpions represent an early-branching and most diverse scorpion lineage with worldwide 83 

distribution (Sharma et al. 2015, Rein 2019). Moreover, they are unique among other scorpion 84 

families in having holokinetic chromosomes (Schneider et al. 2019). Buthidae generally show 85 

a narrow range of chromosome counts (2n = 5–48) and a distinct pattern of karyotype diversity 86 

across the genera. Most genera studied exhibit a stable or a slightly variable number of 87 

chromosomes among their species [e.g. Androctonus spp. (2n = 24), Microbuthus spp. (2n = 88 

26), Jaguajir spp. (2n = 28), Anateris spp. (2n = 12–14), Reddyanus spp. (2n = 15–17)] (Mattos 89 

et al. 2013, Sadílek et al. 2015, Kovařík et al. 2016a, Lowe et al. 2018, Ubinski et al. 2018). 90 

On the other hand, the genera with diversified karyotypes, such as Babycurus (2n = 16–30), 91 

Parabuthus (2n = 18–30) or Tityus (2n = 5–32) are characterized by remarkably polymorphic 92 

karyotypes including at the intraindividual level (Schneider et al. 2009, Mattos et al. 2013, 93 

2018, Ojanguren-Affilastro et al. 2017). 94 

In general, buthid scorpions exhibit an exceptionally high tolerance to structural changes at 95 

the chromosomal level. Male chromosome heterozygosity stemming from translocation and 96 

fusion/fission events has been observed across the buthid genera with a high frequency 97 

(Shanahan 1989a, Mattos et al. 2013, 2018, Adilardi et al. 2015, 2016).  Among the species 98 

studied, the numbers of multivalent elements varied from commonly three (e.g. species) up to 99 

28 (Jaguajir agamemnon). Even extreme cases in which the heterozygous chromosome chains 100 

comprised all the elements of the diploid set were detected in some buthid species (Mattos et 101 

al. 2013). Presence of intraspecific chromosomal heterozygosity in buthid males usually results 102 



in a polymorphism in chromosome numbers, and/or in numbers and types of multivalent chains 103 

(Mattos et al. 2018). Although chromosomal heterozygosity is a well-documented phenomenon 104 

in buthids, integrative studies examining the correlations between chromosomal and genetic 105 

variation of the species studied are lacking. Moreover, Tityus, owing to its extraordinary degree 106 

of chromosomal polymorphism, is a much sought-after and, by far, most frequently studied 107 

scorpion group from the cytogenetic point of view. Thus, the knowledge of karyotype variation 108 

and mechanisms of its origin remain poorly understood in two thirds of the buthid genera. 109 

Genus Gint Kovařík et al., 2013, with twelve species, represents a small group of buthid 110 

scorpions with a distribution restricted to the Horn of Africa (Kovařík and Lowe 2019). In 111 

taxonomic studies of the genus, the description of four species has been supplemented with 112 

information on the diploid numbers of chromosomes [G. amoudensis 2n = 35–36, G. dabakalo 113 

2n = 23, G. gaitako 2n = 30, G. maidensis 2n = 34] (Kovařík et al. 2013, Kovařík and Mazuch 114 

2015, Kovařík et al. 2018a). These findings have indicated the presence of both inter- and 115 

intraspecific chromosome variation in this scorpion group. In the species studied, the 116 

cytogenetic analyses were usually performed on mitotic metaphases, and, to date, there is no 117 

information on the appearance and configuration of Gint meiotic chromosomes. Meiotic 118 

chromosome configuration has been documented in only a single G. gaitako specimen, 119 

showing the association of four chromosomes forming a quadrivalent (IV) in metaphase I 120 

(Kovařík et al. 2013). However, it is not yet known whether the heterozygous chromosome 121 

chain is fixed in G. gaitako population, or if there is still undiscovered chromosome variability. 122 

The present study follows up on pilot cytogenetic analyses and integrates cytogenetic 123 

approaches with sequence-based phylogenetic reconstruction in order to elucidate 124 

characteristics of karyotype differentiation in Gint. We investigated the meiotic chromosomes 125 

of six Gint species with emphasis on the variability in meiotic multivalent configurations, and 126 

distributions of 18S rDNA loci, and TTAGG telomeric repeats. This allowed us to determine 127 

the extent of Gint karyotype polymorphism and the types of structural rearrangements involved 128 

in generating karyotype variability. In the next step, we analyzed species genetic differentiation 129 

and reconstructed the phylogeny of Gint with the use of 16S rDNA and COI (Cytochrome c 130 

oxidase I) gene markers. 131 

This integrated approach, combining cytogenetic and sequence-based data, enabled us to assess 132 

correlations between genetic and karyotype variability at inter- and intraspecific level and to 133 

gain insights into details of species differentiation in Gint. 134 

 135 

  136 



Material and methods 137 

Species sampling 138 

We examined seven scorpion species belonging to Gint, an endemic genus of the Horn of 139 

Africa. In six species, we obtained a total of 22 specimens from 8 localities (Fig. 1) for 140 

integrative studies combining cytogenetic data, DNA barcoding and phylogenetic 141 

reconstruction. One specimen of G. calviceps for which cytogenetic analysis could not be 142 

performed was included in the phylogenetic reconstruction of the genus. 143 

 144 

G. amoudensis Kovařík, Lowe, Just, Awale, Elmi & Šťáhlavský, 2018: Somaliland: Borama, 145 

Amoud University campus (09°56'49"N 43°13'23"E), 1 male; Laas Gel, 50 km NE Hargeisa 146 

(09°46'47"N 44°26'43"E), 3 males. 147 

G. banfasae Kovařík & Lowe, 2019: Somaliland: Shanshade vill. (08°39'35"N 45°55'49"E), 5 148 

males. 149 

G. calviceps (Pocock, 1900): Somaliland: Toon village near Hargeisa (09°23'30"N 150 

44°07'10"E), 1 male. 151 

G. dabakalo Kovařík & Mazuch, 2015: Somaliland: Burao (09°31'51"N 45°33'15"E), 1 male; 152 

N of Burao, Togdheer (09°33'24"N 45°31'58"E), 2 males. 153 

G. gaitako Kovařík, Lowe, Plíšková & Šťáhlavský, 2013: Ethiopia: Oromia State, Sidamo 154 

Province, Wachile (04°32'33"N 39°03'07"E), 6 males. 155 

G. gubanensis Kovařík, Lowe, Just, Awale, Elmi & Šťáhlavský, 2018: Somaliland: Gerissa, N 156 

of Borama (10°36'01"N 43°26'07"E), 1 male. 157 

G. maidensis Kovařík, Lowe, Just, Awale, Elmi & Šťáhlavský, 2018: Somaliland: Maid 158 

(11°00'03"N 47°06'30"E), 3 males. 159 

 160 

Chromosome preparations and karyotype analysis 161 

Chromosome slides were prepared from male gonads according to the procedure described by 162 

Plíšková et al. (2016). In brief, the dissected tissue was subjected to the following steps: (1) 163 

hypotonic treatment (0.075 M KCl) for 20 min, (2) fixation in a methanol:acetic acid solution 164 

(3:1) for 30 min, (3) maceration in a drop of 60% acetic acid, (4) spreading of the cell 165 

suspension on slides on a heating histological plate at 45°C. The chromosome preparations for 166 

standard karyotype analyses were stained with 5% Giemsa solution in Sörensen phosphate 167 

buffer (pH 6.8) (20 min). Unstained slides selected for the FISH technique were dehydrated 168 

with an ethanol series (70, 80 and 96%; 1 min each), air-dried and stored at -20°C. 169 

 170 



Fluorescence in situ hybridization with 18S rDNA and telomeric probes 171 

We examined the topology of the 18S rRNA sites and the telomeric motif, (TTAGG)n, in all 172 

individuals with a distinct karyotype macrostructure. The unlabeled 18S rDNA gene probe was 173 

prepared by the polymerase chain reaction (PCR) using the genomic DNA of the scorpion 174 

species Euscorpius sicanus (Koch, 1837) (GenBank accession number MG761815). PCR was 175 

performed with primers 18S-Gal forward (5'-CGAGCGCTTTTATTAGACCA-3') and 18S-176 

Gal reverse (5'-GGTTCACCTACGGAAACCTT-3') according to Fuková et al. (2005). The 177 

probe was labelled with biotin-14-dUTP by nick translation using a kit (Nick Translation Kit, 178 

Abbott Molecular). The telomeric probe (TTAGG)n was prepared by non-template PCR using 179 

primers 5'-TAGGTTAGGTTAGGTTAGGT-3' and 5'-CTAACCTAACCTAACCTAAC-3' 180 

and labelled with biotin-14-dUTP as described by Sahara et al. (1999).  181 

The FISH protocol for both of the probes was identical and followed Forman et al. (2013). 182 

Briefly, chromosome preparations were pretreated with RNase A (100 µg/ml in 2×SSC [saline-183 

sodium citrate buffer]) for 60 min and washed twice in 2×SSC for 5 min. Afterwards the slides 184 

were denatured at 68°C for 3 min 30 s in 70% formamide in 2×SSC, and immediately 185 

dehydrated in a cold ethanol series (70, 80 and 96%; 1 min each). Each slide was treated with 186 

a denatured probe mixture containing 20 ng of the probe, 25 µg of salmon sperm DNA in 10µl 187 

of 50% deionized formamide, and 10% dextran sulphate in 2×SSC. After overnight 188 

hybridization in a dark chamber at 37°C, Cy3-conjugated streptavidin was applied to the slides, 189 

followed by a dose of biotinylated antistreptavidin and one more treatment with Cy3-190 

conjugated streptavidin. The slides were counterstained with DAPI (4',6-diamidino-2-191 

phenylindole) contained in FluoroshieldTM (Sigma Aldrich). 192 

 193 

Documentation and karyotype analysis 194 

Giemsa stained/FISH chromosomes were documented through an Olympus IX81 microscope 195 

equipped with an ORCA-AG monochromatic charge-coupled device camera (Hamamatsu). 196 

The FISH images were pseudocolored (blue for DAPI, red for Cy3) and superimposed using 197 

ImageJ (v1.45r) (Schneider et al. 2012) or Cell^R software (Olympus Soft Imaging Solutions 198 

GmbH). For each specimen with distinct karyotype macrostructure, ten spermatocyte nuclei 199 

were selected for a karyotype analysis. The chromosome measurements of relative diploid set 200 

length (DSL) were carried out using ImageJ v1.45r (Schneider et al. 2012) with the plugin 201 

Levan (Sakamoto and Zacaro 2009). The position of 18S rDNA gene sites was given in % of 202 

DSL, expressing the distance between the 18S rDNA gene site and the closest chromosome 203 

terminal. 204 



 205 

Barcoding and phylogenetic analyses 206 

A total of 23 individuals were used in the present study to determine the genetic variation and 207 

phylogenetic relationships of the Gint species. The sample set included six Gint species and 208 

their cytotypes (22 individuals in total), and one specimen of G. calviceps lacking cytogenetic 209 

data. Three Neobuthus species were selected for phylogenetic reconstruction as outgroup taxa. 210 

The list of Gint and Neobuthus specimens analyzed in the present study with sample ID, GPS, 211 

and GenBank accession codes is given in Table S1. 212 

Genomic DNA was isolated from leg muscle tissue using the Tissue Genomic DNA kit 213 

(Geneaid) following the manufacturer's protocol. Partial fragments of two mitochondrial genes, 214 

a barcode locus cytochrome oxidase subunit I (COI; ca. 660 bp) and the ribosomal 16S rRNA 215 

gene (16S; ca. 370 bp), were amplified by PCR with the primer pairs LCO1490 (5'-216 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') and HCO2198 (5'-217 

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') (Folmer et al. 1994) for COI, and 16Sbr (5'-218 

CGATTTGAACTCAGATCA-3') (Simon et al. 1994) and 16SR (5'-219 

GTGCAAAGGTAGCATAATCA-3') (Gantenbein et al. 1999) for 16S. The PCR protocol, 220 

identical for both the gene loci, consisted of initial denaturation step at 95°C for 5 min, followed 221 

by 36 cycles of denaturation at 95° for 30 s, annealing at 45°C for 1 min, extension at 72°C for 222 

1 min, and terminated by final extension at 72°C for 10 min.  223 

Sequences were checked for quality and manually edited using Geneious R11 (Kearse et al. 224 

2012). Edited sequences of the two gene loci were aligned in MAFFT v.7 (Katoh and Standley 225 

2013), using the G-INS-i strategy recommended for less than 200 sequences with global 226 

homology and the 1PAM/K = 2 matrix parameter for aligning DNA sequences of closely 227 

related taxa. Gap opening penalty GOP=1.53 and offset value 0.0 were default. Terminal 228 

regions of various lengths have been trimmed in both alignments, which shortened their length 229 

to 357 bp in 16S and 605 bp in COI. Sequences for protein-coding COI were examined after 230 

translation into amino acids with the invertebrate mitochondrial genetic code. No stop codons 231 

were detected. 232 

To estimate the genetic variation among samples, the MEGA v.7 program (Kumar et al. 233 

2016) was used to compute (i) variable, conserved and parsimony informative sites for both 234 

gene loci, (ii) inter- and intraspecific pairwise sequence divergence using uncorrected pairwise 235 

genetic distances (uncorrected p-distances) for COI data. To visualize haplotype diversity and 236 

mutation steps between haplotypes, a haplotype network based on COI was constructed using 237 



the TCS network method implemented in PopART v.1.7 (http://popart.otago.ac.nz, Leight and 238 

Bryant 2015). 239 

All individuals used in phylogenetic reconstructions represented unique mtDNA haplotypes. 240 

Prior to phylogenetic analyses, aligned sequence data from the two gene loci were 241 

concatenated, and the best-fit models of nucleotide evolution were calculated for each of the 242 

genes and codon position (COI) in PartitionFinder v.1.1 (Lanfear et al. 2012) under the 243 

Bayesian information criterion (BIC) using the “greedy” search strategy. The best models were 244 

HKY+G for 16S and HKY+I for each codon position in COI. Phylogenetic trees were 245 

reconstructed using Bayesian inference (BI) and Maximum Likelihood (ML). The BI analysis 246 

was conducted using Markov chain Monte Carlo (MCMC) algorithms in MrBayes v.3.2 247 

(Ronquist and Huelsenbeck 2003). The data set was partitioned by gene and codon position 248 

(COI) and the Bayesian analyses were run for 107 generations with sampling every 1000 249 

generations to estimate the posterior probability. The consensus tree was calculated after the 250 

first 2500 sampled trees were discarded as a burn-in. The ML analysis was conducted in 251 

raxmlGUI 1.3 (Silvestro & Michalak 2012) using a non-parametric bootstrap analysis with 252 

1000 replications to estimate branch support. The analysis was run with the GTR+G model 253 

applied to all partitions which were the same as in the Bayesian analysis. The final BI and ML 254 

trees were visualized in FigTree v. 1.4.3 (Rambaut 2016). 255 

 256 

Results 257 

Karyotype analysis 258 

We investigated karyotypes of six Gint species with emphasis on meiotic chromosome 259 

configurations, 18S rDNA, and telomeric TTAGG repeat distributions. Overall, the species 260 

analyzed showed interspecific chromosome variability ranging from 2n = 18 to 2n = 45. 261 

Intraspecific chromosome polymorphism was documented in three species, resulting in 262 

delimitation of three cytotypes each in G. dabakalo, G. banfasae, and four cytotypes in G. 263 

amoudensis.  264 

The multivalent meiotic configuration was present in karyotypes of all species examined, 265 

except G. maidensis (Fig 2). The number of chromosomes involved in multivalents was either 266 

three, four, five or six forming typical trivalent (III), quadrivalent (IV), pentavalent (V) or 267 

hexavalent (VI) configurations in post-pachytene I, respectively (Figs 2a–n, 3). The 268 

intraspecific variation of multivalent association was found in three species, G. banfasae, G. 269 

dabakalo and G. amoudensis (Figs 2a–l, 3a–h). 270 



The number of 18S rDNA loci was predominantly two per 2n, with exceptionally three loci 271 

per 2n found in two cytotypes of G. amoudensis (Figs 2, 3, S2). The 18S rDNA sites were 272 

usually located at subterminal or terminal region of a large chromosome pair, which was often 273 

involved in the multivalent (Figs 2b,d,fj,l, 3b,f,j,l). Sometimes the loci were visible on Giemsa 274 

stained chromosomes as heterochromatic knobs (Figs 2o, 3k). Surprisingly, G. gubanensis 275 

showed remarkable size heteromorphism of 18S rDNA sites (Fig. 3j). 276 

The FISH visualization of the telomeric probe revealed no interstitial sites of (TTAGG)n 277 

motifs on the chromosomes, not even in species with frequent multivalent associations. All 278 

telomeric signals were located in the terminal regions of each chromosome (Fig. 4). 279 

 280 

G. banfasae 281 

In this species, we detected intrapopulation variability in diploid number and/or multivalent 282 

associations showing the presence of three cytotypes. The position of a single pair of 18S rDNA 283 

sites as well as the 18S rDNA bearing chromosome pair involved in the multivalent chain were 284 

consistent in all cytotypes. 285 

Cytotype I had 2n = 18 chromosomes which decreased in length from 9.86 % to 1.77 % of DSL 286 

(Fig S1). In post-pachytene nuclei, the chromosomes formed seven bivalents and one 287 

quadrivalent that was composed of the four largest chromosomes (Fig. 2a). A single pair of 288 

18S rDNA sites was located in the subterminal region (1.13 % of DSL) of the chromosomes 289 

Nos. 3 and 4 involved in the quadrivalent (Fig. 2b). 290 

Cytotype II exhibited 2n = 18. Chromosomes decreased in length from 9.79 % to 1.78 % of 291 

DSL (Fig. S1). The post-pachytene cells showed six bivalents and one hexavalent 292 

(chromosomes Nos. 1, 2, 3, 4, 15 and 18) (Fig. 2c). A pair of 18S rDNA sites was located in 293 

the subterminal region (1.08 % of DSL) of the chromosomes Nos. 3 and 4 involved in the 294 

hexavalent (Fig. 2d). 295 

Cytotype III had 2n = 19 chromosomes which decreased in length from 9.66 % to 1.78 % of 296 

DSL (Fig. 2e, S1). Post-pachytene spermatocytes exhibited five bivalents, one trivalent 297 

(chromosomes Nos. 7, 17 and 18) and one hexavalent (chromosomes Nos. 1, 2, 3, 4, 14 and 298 

19). A pair of 18S rDNA sites was situated in the subterminal region (1.12 % of DSL) of the 299 

chromosomes Nos. 3 and 4 involved in the hexavalent (Fig. 2f). 300 

G. dabakalo 301 



In this species, three cytotypes were distinguished. The difference in the diploid number, 302 

multivalent associations, and the appearance of 18S rDNA-bearing chromosomes were 303 

detected at inter- and intrapopulation levels. 304 

Cytotype I had 2n = 23 chromosomes which decreased in length from 7.90 % to 2.55 % of DSL 305 

(Fig. S1). The post-pachytene cells showed nine bivalents and one pentavalent that was 306 

composed of chromosomes Nos. 1, 4, 5, 10 and 23 (Fig. 2g). The pair of 18S rDNA sites was 307 

located in the subterminal region of the largest bivalent (0.63% of DSL) (Fig. 2h).  308 

Cytotype II exhibited 2n = 24. Chromosomes decreased in length from 7.65 % to 2.95 % of 309 

DSL (Fig. 2i, S1). The post-pachytene nuclei showed configuration of eight bivalents, one 310 

trivalent (chromosomes Nos. 2, 12 and 17) and one pentavalent (chromosomes Nos. 1, 3, 4, 7 311 

and 20). The pair of 18S rDNA sites was situated in the subterminal region (0.85 % of DSL) 312 

of chromosomes Nos. 2 and 12 of the trivalent (Fig. 2j). 313 

Cytotype III had 2n = 27. Chromosomes decreased in length from 8.31 % to 1.81 % of DSL 314 

(Fig. S1). In the post-pachytene spermatocytes, we observed eight bivalents, two trivalents and 315 

one pentavalent (Fig. 2k). The larger trivalent was composed of chromosomes Nos. 2, 9 and 316 

10, the smaller trivalent was composed of chromosomes Nos. 4, 22 and 25, and chromosomes 317 

Nos. 1, 3, 5, 8 and 17 formed a pentavalent. The 18S rDNA sites were located in the subterminal 318 

region of the chromosomes Nos. 2 and 9 of the larger trivalent (0.80 % of DSL) (Fig. 2l). 319 

G. gaitako 320 

All specimens exhibited 2n = 30 chromosomes which decreased in length from 4.65 % to 1.81 321 

% of DSL (Fig. S1). The post-pachytene cells showed eight bivalents and one quadrivalent 322 

(chromosomes Nos. 1, 18, 25 and 30) (Fig. 2m, S1). The pair of 18S rDNA sites was located 323 

in the terminal region of the third largest bivalent (chromosomes Nos. 6 and 7) (Fig. 2n).  324 

G. maidensis 325 

The karyotype of G. maidensis comprised 2n = 34 chromosomes that decreased in length from 326 

4.22 % to 1.87 % of DSL (Fig. S1). The post-pachytene nuclei exhibited 17 bivalents (Fig. 2o). 327 

No multivalent associations were found in this species. One pair of 18S rDNA sites was located 328 

in the terminal region of the largest bivalent (Fig. 2p). 329 

G. amoudensis 330 



The most striking intraspecific variability was discovered in G. amoudensis, which exhibited 331 

four cytotypes differing in the diploid number, multivalent associations and in the number and 332 

position of 18S rDNA sites. The cytotypes II, III and IV occurred sympatrically, while the 333 

cytotype I was found on a remote locality ca. 150 km far from the other cytotypes.  334 

Cytotype I exhibited 2n = 36. Chromosomes decreased in length from 4.50 % to 1.64 % of DSL 335 

(Fig. S1). The post-pachytene nuclei showed 16 bivalents and one quadrivalent (chromosomes 336 

Nos. 1, 2, 9 and 15) (Fig. 3a). Three 18S rDNA sites were detected (Fig. 3b), two of them were 337 

located in the subterminal region of the chromosomes No. 1 (0.97 % of DSL) and No. 2 (0.45 338 

% of DSL) involved in the quadrivalent and one in the terminal position of chromosome No. 2 339 

in the quadrivalent. This situation was confirmed in metaphase II (Fig. S2). 340 

Cytotype II had 2n = 35 chromosomes which decreased in length from 5.01 % to 1.46 % of 341 

DSL (Fig. S1). The post-pachytene spermatocytes exhibited 14 bivalents, one trivalent 342 

(chromosomes Nos. 4, 24 and 35) and one quadrivalent (chromosomes Nos. 1, 5, 8 and 23) 343 

(Fig. 3c). Three 18S rDNA loci were present (Fig. 3d), one pair was located on the 344 

chromosomes No. 1 (subterminal site, 0.95 % of DSL) and No. 5 (terminal site) involved in 345 

the quadrivalent, and one single heterozygous loci was situated in the interstitial region of the 346 

third largest bivalent (chromosome No. 9; 1.23 % of DSL) (Fig. 3d, S2). 347 

Cytotype III had 2n = 36. Chromosomes decreased in length from 4.71 % to 1.52 % of DSL 348 

(Fig. S1). The post-pachytene cells showed 15 bivalents and one hexavalent (chromosomes 349 

Nos. 1, 2, 5, 6, 11 and 24) (Fig. 3e). One pair of 18S rDNA sites was located in the subterminal 350 

region of the chromosomes Nos. 1 and 2 of the hexavalent (1.21 % and 0.85 % of DSL) (Fig. 351 

3f). 352 

Cytotype IV exhibited 2n = 35 chromosomes which decreased in length from 4.67 % to 1.54 % 353 

of DSL (Fig. S1). The post-pachytene nuclei showed configuration of 13 bivalents, one 354 

trivalent (chromosomes Nos. 7, 26 and 35) and one hexavalent (chromosomes Nos. 1, 4, 5, 6, 355 

10 and 23) (Fig. 3g, Fig. S1). One pair of 18S rDNA sites was located in the subterminal region 356 

of the chromosomes Nos. 1 and 4 of the hexavalent (0.50 %, and 1.39 % of DSL) (Fig. 3h). 357 

G. gubanensis 358 

Karyotype of G. gubanensis comprised 2n = 45 chromosomes which decreased in length from 359 

2.97 % to 1.02 % of DSL (Fig. S1). Overall, 21 bivalents and a single trivalent, composed of 360 

chromosomes Nos. 7, 33 and 45, were detected in post-pachytene nuclei (Fig. 3i, Fig. S1). One 361 



pair of 18S rDNA loci was found on a terminal part of the heteromorphic chromosome pair 362 

(chromosomes Nos. 26 and 44). The overhanging part of chromosome No. 26 (the larger 363 

chromosome of the heteromorphic pair) was formed by a single large 18S rDNA site (Fig. 3j). 364 

mtDNA diversity and phylogeny 365 

The sequences for both 16S and COI were obtained from 21 Gint individuals. In G. calviceps, 366 

only 16S gene fragment was successfully sequenced. The final alignment with a total length of 367 

963 bp (16S - 358 bp, COI - 605 bp) consisted of 765 conserved sites, 194 variable sites and 368 

172 parsimony-informative sites. 369 

Based on COI data, Gint exhibited low genetic variation at both inter- and intraspecific levels, 370 

with the pairwise genetic distances ranging from 0.31 to 1.2% between species, and from 0.0 371 

to 0.30% within species (Table S2). Gint included 15 COI haplotypes in total and all 372 

cytogenetically examined species, except G. gubanensis with only a single specimen analysed, 373 

were represented by more than one haplotype (Table S3, Fig. S3). Within the species studied, 374 

G. banfasae showed the highest within-location haplotype diversity (four haplotypes per 375 

locality), however with minor pairwise genetic differences (p-distances: 0.07%). In this 376 

species, the relationships between haplotypes were not fully congruent with cytogenetic data, 377 

as individuals of both cytotype I and cytotype III did not share the same haplotype. Specimens 378 

of cytotype III [S1530] and cytotype II [S1532] formed one haplogroup, whereas specimen of 379 

cytotype III [S1533] represented a separate haplotype distant from the haplogroup by one 380 

mutational step (Fig. S3). Specimens of cytotype I [S1531 and S1534] forming unique 381 

haplotypes were distant from one another by four mutational steps. G. dabakalo, comprising 382 

three haplotypes, showed the highest intraspecific genetic variation with p-distances: 0.30%. 383 

In this species, the genetic distance between individuals of cytotype I and cytotype II from the 384 

same locality was higher than between each of them and a specimen of cytotype III from a 385 

distinct locality (Table S1, Fig. S3). G. maidensis, a species with a stable karyotype 2n = 34, 386 

was represented by three haplotypes with p-distances of 0.06%. G. gaitako consisted of two 387 

haplotypes, where one haplogroup, formed by five specimens, was distant from the other by 388 

one mutational step (p-distance: 0.04%). In G. amoudensis, individuals of cytotype II, cytotype 389 

III and cytytotype IV shared the same haplotype, whereas specimen of cytotype I differed from 390 

this haplogroup by 8 point mutations (p-distance: 0.15%). 391 

Both BI and ML mtDNA analyses provided similar tree topologies and nodal supports for 392 

clades. Phylogenetic reconstruction depicted Gint as a monophyletic group (Fig. 5). Most of 393 

the Gint species formed well supported clades. The monophyly of the G. banfasae specimens 394 



remained unresolved due to low support values. G. maidensis formed an early branching clade 395 

which was sister to the clade comprising all of the remaining Gint species. This clade was 396 

further subdivided into two groups: (i) a clade, in which G. gubanensis was a sister species to 397 

G. amoudensis; (ii) a clade consisting of G. gaitako, G. calviceps, G. dabakalo, and G. bafasae. 398 

In the latter, G. gaitako formed a sister lineage to the clade comprising G. calviceps, G. 399 

dabakalo, and G. bafasae. The mutual relationships between the species in this group remained 400 

unresolved due to low support values. 401 

 402 

Discussion 403 

The present study integrates the cytogenetic and molecular approaches in Gint, a scorpion 404 

genus endemic to the Horn of Africa, elucidating the fundamental mechanisms of karyotype 405 

differentiation within this group. Linking the cytogenetic and sequence-based data when 406 

addressing the aspects of karyotype evolution in species of interest has been underused in the 407 

scorpion order. However, this approach seems to be beneficial for better understanding the 408 

observed chromosomal polymorphism or polytypism in scorpion taxa, in which morphological 409 

uniformity commonly hampers species delimitation (Štundlová et al. 2019). Buthidae 410 

represents the most frequently studied scorpion group from the cytogenetic point of view 411 

(Schneider et al. 2019). Concurrently, its representatives are well-known for the presence of 412 

chromosomal polymorphism (e.g. Shanahan 1989, Mattos et al. 2013, 2018). Despite this fact, 413 

the examination of the genetic structure of polymorphic species and their populations holds 414 

great potential that is not yet fully exploited. For this reason, we conducted the current 415 

comparative study focused on both the chromosomal and genetic structure of Gint species. 416 

Based on present knowledge, buthid genera differ in the degree of karyotype differentiation. 417 

Nevertheless, lineages with stable or slightly variable interspecific chromosome numbers seem 418 

to be more abundant. The range of chromosome numbers observed in Gint, 2n = 18–45 419 

(Kovařík et al. 2013, 2018a; present study), thus ranks among the greatest within the family 420 

Buthidae. A similarly diversified karyotype macrostructure has also been detected in other 421 

buthid genera inhabiting the Afrotropical region, e.g. Parabuthus [2n = 18–36] (Newlands & 422 

Martindale 1980, Kovařík et al. 2016b) Uroplectes [2n = 20–48] (Newlands & Martindale 423 

1980, Kovařík et al. 2016c) or Babycurus [2n = 16–30] (Kovařík et al. 2018b). 424 

A higher degree of karyotype differentiation in Gint is apparent not only at the level of 425 

interspecific chromosome number variation but also in the incidence of chromosomal 426 

rearrangements in the heterozygous state within individual species. Frequent occurrence of 427 

chromosomal heterozygosity in males is a characteristic cytogenetic attribute of buthid 428 



scorpions (Mattos et al. 2013, Adilardi et al. 2016, Mattos et al. 2018). For the species 429 

investigated herein, the absence of complex multivalent associations was observed only in G. 430 

maidensis. Of the total number of individuals of all other Gint species analyzed, 85 % were 431 

heterozygous for one or multiple chromosome rearrangements. Our results show that the 432 

frequency and complexity of heterozygous chromosomes differ among Gint species and are 433 

related to the extent of observed intraspecific chromosomal polymorphism (summarized in Fig. 434 

5). G. gaitako, having stable 2n = 30, showed simple interchange heterozygosity since all 435 

individuals were carriers of the quadrivalent. The multivalent exhibited a strikingly similar 436 

appearance among individuals, which indicates its shared origin in G. gaitako. Taking into 437 

account that specimens were collected in different years, it is reasonable to assume the 438 

heterozygous quadrivalent successfully maintains in the population. However, the question of 439 

whether the interchange heterozygosity is fixed in the G. gaitako population could be 440 

elucidated by extensive sampling. Unlike to G. gaitako, karyotypes of other species, G. 441 

banfasae, G. dabakalo and G. amoudensis, are characterized by accumulation of distinct types 442 

of heterozygous chromosomes and by intraspecific differences in chromosome numbers. 443 

Individuals of these species generally showed complex meiotic configurations consisting of 444 

three- to six- chromosome elements and appearing in various combinations (summarized in 445 

Fig. 5). Moreover, different multivalents were observed in G. banfasae and G. amoudensis 446 

even among closely related individuals with the identical chromosome number. An analogous 447 

situation was also observed in other buthid species, such as Tityus clathratus, T. 448 

mattogrossensis and T. pusillus (Mattos et al. 2018). These findings point out the importance 449 

of analyzing meiosis I nuclei, which may reveal the presence of interchange heterozygosity in 450 

buthid scorpions. It should be noted that the chromosomal variability described above probably 451 

represents only a piece of the puzzle. With regard to the limited sampling set, we expect that 452 

the actual extent of intraspecific chromosomal polymorphism in G. banfasae, G. dabakalo and 453 

G. amoudensis might be even greater. 454 

 455 

 In the genus Gint, species boundaries based on morphology are in agreement with observed 456 

interspecific karyotype characteristics and are also supported by phylogenetic reconstruction. 457 

The chromosomal features may be of taxonomic significance in this scorpion group. However, 458 

due to the presence of chromosomal polymorphism, such cytogenetic data should, in any case, 459 

be combined with other data sources. Interestingly, conspicuous interspecific differences in 460 

chromosome counts contrast with the shallow genetic divergence among the Gint species 461 

(Table S2). Sequence-based analyses helped us to evaluate the overall chromosomal variability 462 



and to verify whether heterozygous individuals were assigned to given species. In this regard, 463 

we did not detect any discrepancies between outcomes of taxonomic, cytogenetic and genetic 464 

approaches. 465 

A high incidence of chromosomal heterozygosity in Gint points to the ongoing structural 466 

changes in genome organization of species of interest. We assume that observed multivalents 467 

have originated from distinct types of rearrangements, as depicted in Fig. 6. It follows that 468 

major structural mechanisms altering Gint species genome makeups seem to be chromosomal 469 

fusions, fission and reciprocal translocations. Such types of chromosomal rearrangements were 470 

observed in the heterozygous condition across Buthidae (Mattos et al. 2013, Šťáhlavský et al. 471 

2014, Sadílek et al. 2015, Adilardi et al. 2016, Mattos et al. 2018) and seem to be a shared 472 

aspect of karyotype differentiation for the whole family. 473 

The widely studied chromosome region-specific markers in scorpions is nucleolus organizer 474 

region (NOR), a site of tandemly arrayed major ribosomal RNA genes (45S = 28S, 5.8S a 18S). 475 

The majority of data regarding the rDNA distribution is available for buthid species inhabiting 476 

the Neotropical region, e.i. Ischnotelson, Jaguajir, Physoctonus, Rhopalurus (Ubinski et al. 477 

2018), Tityus (Adilardi et al. 2016, Mattos et al. 2018, Ojanguren-Affilastro et al. 2017), and 478 

Zabius (Adilardi et al. 2015). Most of the species exhibit one rDNA bearing chromosome pair 479 

with rDNA gene loci located in the terminal region. Rare cases deviating from this general 480 

pattern have been subsequently identified, showing either a distinct position of rDNA gene 481 

sites as a result of chromosome fusion or having multiple rDNA gene loci. 482 

Fluorescence in situ hybridization with a (TTAGG)n probe confirmed that chromosomes 483 

bear the telomeric sequences exclusively at the ends of their chromosomes. Interestingly, no 484 

interstitial telomeric sequences (ITS) were observed in heterozygous chromosomal 485 

associations which apparently resulted from the fusion, i.e. trivalent and pentavalent found in 486 

G. dabakalo cytotypes. This is not an isolated case within Buthidae, as no interstitial telomeric 487 

sequence regions were also present in fusion heterozygotes in other species (de Almeida et al. 488 

2017). Absence of visualized interstitial telomeric sequences on fused chromosomes may be a 489 

result of partial or total reduction of regions with TTAGG repeats 490 

 491 

We assume that observed heterozygous chromosomes in Gint resulted from distinct types of 492 

interchromosomal rearrangements as follows: (i) reciprocal translocations gave rise to the 493 

quadrivalent in G. gaitako, G. banfasae (Fig. 6b,d), and the hexavalent in G. amoudensis (Fig. 494 

6f); (ii) simple fusions/fissions resulted in trivalents in G. banfasae, G. dabakalo and G. 495 

amoudensis (Fg. 6a); (iii) step-by-step multiple fusion led to the pentavalent formation in G. 496 



dabakalo (Fig. 6c); (iv) a fission of the chromosome involved in the quadrivalent, followed by 497 

fusion of emerged chromosome fragment with another chromosome in G. banfasae (Fig. 6e). 498 

Reciprocal translocations as well as fusions/fission in heterozygous state, as reported herein in 499 

Gint, are well documented across various buthid genera and assumed to be the primary 500 

mechanism of genome reorganization in this scorpion family.  501 

In G. banfasae, the cytotype I with 2n = 18 – 7II + IV appears to represent the karyotype from 502 

which closely related cytotypes are derived. Cytotype II [2n = 18 – 6II + VI] and cytotype III 503 

[2n = 19 – 5II + III + VI] are carriers of the hexavalent, which likely arose from the fusion of 504 

the smallest bivalent with the quadrivalent (Fig. 6d). Furthermore, cytotype III having a 505 

trivalent showed heterozygosity for chromosome fission. Both chromosome aberrations led to 506 

a decrease in bivalent counts in given cytotypes.  507 
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5. SHRNUTÍ A ZÁVĚR 

V průběhu doktorského studia se našemu výzkumnému týmu podařilo významně rozšířit 

znalosti o cytogenetice štírů, které do současné doby byly k dispozici především pro intenzivně 

studovanou skupinu štírů s holokinetickými chromozomy, čeleď Buthidae. Předkládaná 

dizertační práce je kompilací unikátních komparativních studií, jež se zakládají na aplikaci 

různých metodických přístupů u skupin štírů s holokinetickými i monocentrickými 

chromozomy. Při řešení rozličných aspektů týkajících se diverzity a diferenciace karyotypu byl 

kladen důraz na propojení cytogenetických a sekvenčních dat analyzovaných druhů (viz Gint 

Článek II, Alpiscorpius Článek VI, Pandinus s.l. Příloha Obr. 5). Kombinace odlišných 

metodických přístupů nebyla při studiu mechanismů karyotypové diferenciace dosud u štírů 

rutinně implementována, ačkoliv vytváří účinný nástroj pro vysvětlení sledovaných fenoménů. 

Výsledky dílčích projektů této práce demonstrují, že znalost genetické struktury a 

příbuzenských vztahů studovaných taxonů je klíčovým prvkem pro interpretaci 

chromozomálního polymorfismu či polytypie (Článek II a VI). Současně tyto informace tvoří 

nezbytný rámec pro navržení evolučních trendů strukturních změn v uspořádání genomu 

zkoumaných druhů. Ve světle morfologické uniformity štírů, jež může maskovat skutečnou 

diverzitu současných taxonů, je význam syntézy cytogenetických a genetických znaků o to 

vyšší. V tomto ohledu naše výstupy komparativních analýz u alpských štírů také akcentují 

význam extenzivního vzorkování při studiu skryté diverzity a karyotypové variability u taxonů, 

jejichž populace jsou v důsledku nízké vagility a stenotopie senzitivní na prostorovou izolaci a 

akumulaci odlišných typů chromozomálních změn (Článek VI). Interdisciplinární studie, jež 

tvoří hlavní výstupy této práce, tak mohou představovat nový směr, jímž by se studium 

cytogenetiky štírů mohlo v budoucnu ubírat.  

Souhrnné cytogenetické výsledky, jež byly získány pro zástupce obou evolučních linií štírů 

lišících se typem chromozomů, potvrdily předpoklad, že tyto odlišné systémy vykazují 

specifika karyotypových změn na různých strukturních úrovních. Štíři čeledi Buthidae mající 

holokinetické chromozomy se vyznačují nižší rozmanitostí v počtu chromozomů. Zástupci této 

čeledi jsou charakterističtí buď poměrně konzervativní nebo naopak vysoce polymorfní 

makrostrukturou karyotypů. Dle výskytu strukturních heterozygotů je patrné, že k reorganizaci 

chromozomů u buthidních štírů dochází s vysokou frekvencí. Děje se tak primárně skrze dva 

typy makrostrukturních přestaveb: převládající reciproké translokace a minoritní 

chromozomální fúze/rozpady. Naše výsledky mapování rDNA současně indikují možné 

zapojení inverzí v strukturní reorganizaci karyotypu buthidních štírů, nicméně výskyt tohoto 
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typu kryptických přestaveb je těžké odhalit, což může způsobit podhodnocení jejich významu 

v evoluci karyotypu. Časté chromozomální změny nejsou u buthidních druhů překvapivě 

provázeny zachováním telomerických (TTAGG)n repetic ve formě ITS, a pravděpodobně se 

také nepodílí velkou měrou ani na změnách distribuce a disperze rDNA, jak by se 

předpokládalo. 

Štírům s monocentrickými chromozomy se nedostává velké pozornosti, ačkoliv se jedná se 

o cytogeneticky velice zajímavou skupinu. Tyto evoluční linie štírů zpravidla vykazují na 

mezidruhové úrovni vysoce diferencované karyotypy, což podporují i námi získané výsledky. 

Makrostrukturní změny v uspořádání genomu zde pravděpodobně nastávají převážně v 

důsledku centrických (resp. Robertsonovských) fúzí či rozpadů. Tomu napovídají nejen 

avizované zřetelné rozdíly ve 2n, ale také vysoký podíl strukturních heterozygotů právě pro 

tento typ přestaveb, či přítomnost centromerických ITS (Příloha Obr. 3). Zapojení 

tandemových fúzí v chromozomálních změnách také není zcela vyloučeno, jak naznačuje např. 

specifická distribuce ITS u Pandinus sensu lato. Reciproké translokace, jež byly v 

heterozygotním stavu identifikovány pouze u jednoho námi studovaného druhu, se 

pravděpodobně v diferenciaci karyotypu štírů s monocentrickými chromozomy uplatňují v 

menší míře. U těchto evolučních linií štírů není ovšem vyloučeno ani zapojení para- i 

pericentrických inverzí, což dokazují jak publikované studie (Shanahan 1989b, Shanahan & 

Hayman 1990), tak naznačují i naše výsledky odlišné distribuce rDNA mezi blízce příbuznými 

druhy (Článek VI). 

Předkládaná dizertační práce významně přispěla k rozšíření poznatků o karyotypové 

rozmanitosti na různých strukturních úrovních u zástupců štírů s holokinetickými a 

monocentrickými chromozomy. Nicméně pro řadu sledovaných fenoménů, např. multiplikace 

rDNA u buthidních štírů (Článek I), velikostní heteromorfie lokusů rDNA mezi 

homologickými chromozomy u Pandinurus, či distribuce ITS u Pandinus s.l. (Příloha Obr. 2–

3), prozatím nemáme dostatek informací, jež byl indikovaly skutečné pozadí mechanismů 

způsobujících tyto změny na mikrostrukturní úrovni. Výsledky práce tak současně otevírají 

řadu otázek, jež mohou být předmětem řešení budoucích projektů zaměřených na objasnění 

podstaty kryptických chromozomálních změn, které mohou hrát důležitou roli v diferenciaci a 

evoluci karyotypů štírů. 
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