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Delimitacion biogeografica y molecular de la especie Centruroides limpidus
(Karsch, 1879) (Scorpiones: Buthidae), un alacran de importancia médica del

centro-sur de México

1. INTRODUCCION

Los principales retos de la sistematica son dilucidar el origen y relaciones filogenéticas de la
biodiversidad y su organizacion en un sistema ldgico. Dos principales esquemas para esto son los
andlisis filogenéticos con base en evidencia morfologica y molecular para proponer hipotesis
sobre la historia evolutiva de las especies; y la taxonomia, que se encarga de reflejar estas
hipdtesis en un sistema de clasificacion y nomenclatura (Hennig, 1966; Wheeler, 2012). La
sistematica filogenética toma como base la idea de descendencia con modificacion y, con esta
premisa, propone patrones historicos evolutivos (Darwin, 1859). La taxonomia se basa en el
sistema nomenclatural propuesto por Carlos Linneo en su publicacion de 1758 titulada Systema
Naturae. Un sistema de clasificacion que refleje las relaciones filogenéticas naturales entre los
organismos Vivos, asi como un sistema nomenclatural que lo refleje, consolidan la base tedrica de
estas dos disciplinas.

La delimitacion de especies también es uno de quehaceres de la sistematica filogenética
(Mayr, 1996; Fujita et al., 2012). La definicion de qué es una especie ha sido sujeto de debate,
prueba de ello son los mas de 24 conceptos propuestos (Mayden, 1997; Mallet, 2007). La
definicién de una especie conforma la base de varias disciplinas biolégicas (ej., la biologia
evolutiva), por lo que su establecimiento es de critica importancia (Isaac et al., 2004). No
obstante, la delimitacion de especies se enfrenta a varios retos. En principio, sobre cuél concepto
describe mejor a las especies. Por otro lado, existen casos particulares, como las especies
cripticas (Bickford et al. 2007), definidas como ejemplares de una especie nominal,
morfolégicamente indistinguibles entre si, pero que, con base en informacion adicional,
regularmente molecular, podrian ser consideradas como linajes diferentes (Planas y Ribera, 2014;
Fujita et al., 2012). Todas estas dificultades rinden la delimitacion de especies como un proceso

inconsistente (Issac et al., 2004).



En el presente trabajo se pretende emplear dos conceptos de especies, los de Simpson
(1951), y DeQueiroz (2007), asi como las nociones taxondémicas de Hey et al. (2003). La
propuesta de Simpson (1951) se puede resumir en que una especie es un linaje con una
trayectoria, roles y tendencias evolutivas independientes; combinando la idea de que las especies
son linajes historicos con la sus roles evolutivos y ecoldgicos. Por otro lado, la aproximacion de
DeQueiroz (2007) incita a la conceptualizacion de las especies como segmentos de poblaciones
constituidas de subpoblaciones y relacionadas entre si por un proceso de ancestria y
descendencia. Cuando dichos linajes divergen, el paso del tiempo originara progresivamente las
“propiedades secundarias” de las especies, como la compatibilidad reproductiva con
descendencia fértil propuesta por concepto biol6gico de especie. Finalmente, la propuesta de Hey
et al., (2003) se basa en que una especie nueva, o cualquier taxon, debe ser considerado como una
hipdtesis que podria ser apoyada con evidencia o sometidas a revision. Bajo esta perspectiva se
somete a prueba la estabilidad de una especie a través de distintas lineas de evidencia y no a
través del uso diferencial de algin concepto de especie.

El método dominante para la delimitacion de especies fue la exploracién y comparacion
morfologica apoyada con datos biogeograficos. Cominmente se erigian taxones con base en
observaciones subjetivas, carentes de andlisis estadisticos y fundamentados en conclusiones
retoricas. Actualmente, existen métodos que permiten la incorporacion de fuentes de informacion
alternativa, como el desarrollo de la inferencia filogenética a partir de secuencias genémicas con
la incorporacion de modelos de evolucion de nucle6tidos y esquemas tedricos sobre el proceso
evolutivo (ej., la teoria de coalescencia). Por otro lado, también se ha incrementado la calidad de
la informacidén que se puede usar para este mismo propdsito, como lo prueban los actuales
métodos de analisis biogeogréafico y la morfometria geométrica (Fujita et al., 2012; Zhang et al.,
2013). A pesar del desarrollo de estos métodos, los datos morfoldgicos aun de proveen
informacion sobre la trayectoria evolutiva de las especies. Ademas, es fundamental para elaborar
diagnosis y claves de identificacion, ademas de ser de utilidad en otras disciplinas bioldgicas
(Lemmon y Lemmon, 2013; Giribet, 2015).

El desarrollo de métodos para delimitar especies basados en informacion molecular se
enfoca analisis filogenéticos que incorporan modelos de evolucion y, recientemente, en métodos
que incorporan el modelo de coalescencia aplicado a mas de una especie (Madisson, 1997;

Fujisawa y Barraclought, 2013; Zhang et al., 2013; Yang y Rannala, 2014). El resultado de un



andlisis filogenético es un cladograma de estructura binaria y de ancestria-descendencia, en
donde las relaciones de los linajes, los eventos de especiacion, relaciones evolutivas y tiempos de
divergencia son reconstruidos. Su elaboracion requiere del analisis de genes homdlogos, los
cuales contienen informacion sobre la trayectoria evolutiva de los linajes (Yang y Rannala, 2012;
Hellmuth y Wieseke, 2016). Una vez obtenidos estos genes, se establece una hipotesis de
homologia primaria entre nucledtidos a través de un alineamiento. Una vez alcanzado un
alineamiento dptimo, esta informacion se puede utilizar en la construccion de arbol filogenético
(Higgins y Lemey, 2009). Bajo el supuesto de que los genes muestreados representan estimados
del genoma completo y, a su vez, sus relaciones filogenéticas reflejan las de los organismos
muestreados, es que se puede reconstruir la historia evolutiva de los linajes (Cummings et al.,
1995).

Los genes mitocondriales citocromo oxidasa (COIl) y 16S han sido de particular interés por
sus propiedades fisico-quimicas, asi como por la cantidad de informacion que confieren sobre la
historia evolutiva de las especies. Estas propiedades incluyen su estructura compacta (15-16 kb),
la herencia por via materna sin recombinacion, la exhibicion general de haploidia, y que se
encuentran en maltiples copias dentro de una sola célula (Schubart 2009; Gantenbein, 2005). De
forma particular, el gen del citocromo oxidasa 1 (COI) carece de intrones y se encuentra poco
expuesto a eventos de recombinacion (Patwardhan, 2014). EI marcador 16S contiene regiones
muy conservadas (pues desempefian funciones biomecanicas) y muy variables, Utiles en analisis
filogenéticos dada su heterocronia para la separacion de especies y linajes mas antiguos.

Una de las principales aproximaciones a la reconstruccion filogenética es concatenar la
informacion de multiples loci en un solo “super gen”. La determinacion del arbol de especies se
realiza a través de la estimacién de sus parametros (i.e., topologia, longitud de rama y modelos de
evolucion) a través del criterio de maxima verosimilitud (ML) e la inferencia Bayesiana (IB).
Ambos criterios gozan de ser estadisticamente consistentes (i.e., el estimador del valor de
verosimilitud tendera a aproximarse a la realidad, conforme mas datos se tengan disponibles) y
eficientes (i.e., reduce la varianza de los parametros estimados). Para la determinacion del
modelo de evolucion apropiado para un conjunto de secuencias, se estiman tres parametros: 1) las
frecuencias de los cuatro nucleétidos, que modelan la proporcién de nucle6tidos en una matriz; 2)
matrices de tasa instantanea, que describen las tasas relativas de cambio entre nucle6tidos; y 3) la

variacion de tasas de cambio entre sitios (Yang y Rannala, 2012). A pesar de la precision de esta



aproximacion, la concatenacion implicitamente asume que todos los loci muestreados comparten
la misma topologia y largos de rama. Esfuerzos por modelar la evolucion independiente de
distintas regiones del genoma empleadas para construir filogenias han buscado acomodar
modelos de evolucion particulares para distintas regiones del “super gen” concatenado. En
contraste, el modelo de coalescencia de especies multiple (MSC) toma en consideracion el
supuesto de que distintos loci poseen historias evolutivas independientes y, por lo tanto, sus
arboles filogenéticos poseen largos de rama y topologias particulares (Edwards et al., 2016).

El modelo de coalescencia de especies multiple (MSC), descrito por Yang y Rannala
(2003), modela la probabilidad de que los distintos &rboles de genes hayan evolucionado dentro
de un arbol de especies. Este modelo considera la discordancia entre las genealogias de los
marcadores moleculares empleados (i.e., arboles de genes) y los linajes en los que evolucionan
(i.e., &rboles de especies) para inferir la historia evolutiva y relaciones de las especies
muestreadas. Dicha discordancia es producto del sorteo incompleto de linajes (SIL), proceso por
el cual los polimorfismos ancestrales continlan manteniéndose en multiples linajes posterior a
eventos de especiacion y que presentan patrones de fijacion que son incongruentes con la historia
evolutiva de los mismos. Contemplando un arbol de especies desde el presente hacia el pasado, la
discordancia es producto de alelos que no experimentan coalescencia durante eventos de
especiacion subsecuentes (Figura 1). A pesar de haber otros factores que generan discordancia
entre arboles de genes y arboles de especies, como la transferencia horizontal de genes, eventos
de extincion e introgresion, el SIL es un fendmeno que ocurre en todas las poblaciones,
especialmente en aquellas con eventos de especiacion recientes, radiaciones ancestrales y linajes
con poblaciones ancestrales grandes (Degnan y Rosenberg, 2009; Rannala et al., 2020). Los
parametros que describen un arbol de especies son los tiempos de divergencia, definidos por s —
1, en donde s representa las especies contemporaneas; y los tamafios poblacionales, descritos por
2s - 1. La magnitud de ambos pardmetros es definida por la tasa de mutacion de las secuencias
muestreadas. Por lo tanto, ambos parametros se miden usando la tasa de mutacién por sitio. Cada
especie opera como un proceso de coalescencia independiente, en donde cada una tiene una tasa
de coalescencia de 6; = 4Niu. Dado un arbol de especies, los arboles de genes que evolucionan
dentro de él son independientes entre loci y, para cada loci, el proceso de coalescencia es

independiente para cada especie.
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A B C

Figura 1.- Representacion visual del sorteo incompleto de linajes. En el cladograma de la izquierda, se
puede obervar el proceso de herencia de los polimorfismos a través de las poblaciones, las cuales divergen
y eventualmente especian. A la derecha, se observa cémo el patrén de relacién de estos alelos es

incongruente con el arbol de especies (Chan et al., 2017).

Las historias de coalescencia son la secuencia de las ramas del arbol de especies en donde
pueden ocurrir eventos de coalescencia con una probabilidad. Dicha probabilidad depende del
largo y ancho de estas ramas, parametros a su vez descritos por los tiempos de divergencia y el
tamafo poblacional ancestral, respectivamente. Las historias de coalescencia describen un
conjunto de historias etiquetadas, definidas como los posibles arboles de genes que pueden
evolucionar a lo largo de las ramas del arbol de especies (Edwards, 1970; Degnan y Rosenberg,
2009; Rannala et al., 2020) Dada una historia de coalescencia, las distintas historias etiquetadas
no tienen la misma probabilidad (Figura 2). Esto puede ejemplificado para el caso de un arbol de
especies construido a partir de una secuencia de tres especies, en el que el modelo MSC recupera
la historia etiquetada (i.e., el arbol de genes) mas probable como idéntico a la topologia del arbol
de especies. Sin embargo, al agregar mas especies, el arbol de genes mas probable puede no
corresponder al arbol de especies Este fendmeno indica que los parametros que definen al arbol
de especies se encuentran dentro de la zona anémala (Degnan y Rosenberg, 2006). A pesar de
este problema, se puede emplear este principio para reconstruir las relaciones filogenéticas de las
especies. Tal es el caso de los métodos de resumen denominados de dos pasos, como ASTRAL o
MP-EST. Estas aproximaciones descomponen los arboles de genes en cuartetos sin raiz

(equivalente a arboles enraizados de tres especies), evitando el problema de la zona anémala y
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posteriormente reconstruyendo un estimado sobre el arbol de especies incluyendo todos los

terminales.

(c)

Figura 2.- Ejemplos de historias etiquetadas para cuatro secuencias (a, b, ¢ y d) generadas bajo el
proceso de coalescencia. Los nodos internos estan ordenados conforme a su edad (Rannala et al.,
2020).

Otra fuente de informacidn con potencial de aportar evidencia adicional a la delimitacion
de especies es la informacion biogeografica. EI modelado de distribucion potencial (MDPSs)
comprende un conjunto de métodos que emplean informacion sobre registros georreferenciados
de una 0 mas especies en conjunto con datos ambientales para generar un modelo correlativo que
corresponda con los requerimientos ecoldgicos de la especie y predice su idoneidad relativa
(Franklin, 2013). Esta aproximacién se ha empleado con éxito para responder preguntas sobre la
evolucion, taxonomia, biogeografia y ecologia de las especies (Guisan y Zimmermann, 2000;
Guisan y Thullier, 2005). Se basa en la relacién limitante impuesta por las variables ambientales
(i.e., variable independiente) sobre los taxones evaluados (i.e., variable dependiente), pudiendo
asi encontrar patrones de distribucidn, influenciados tanto por las variables ambientales como por
las particularidades de los modelos seleccionados para realizar el analisis (Guisan y Thullier,
2005). Las primeras ideas que delinearon el esquema tedrico empleado en el modelado de
distribucion potencial fueron introducidas por Joseph Grinell y G. Evelyn Hutchinson, con los
conceptos de nicho realizado y nicho fundamental (Soberon, 2008). Estos conceptos explican la
distribucion de las especies en términos de su relacion con variables abidticas (i.e., temperatura o
precipitacion), bioticas (i.e., depredacién) y su vagilidad. Dichas variables se representan a través
del diagrama BAM (Biotic. Abiotic, Migration) (Figura 3). Puntualmente, por la dificultad de la
inclusion de variables bioticas y de migracion de las especies, los MDPs modelan el nicho

fundamental de las especies (A en el diagrama) sobre el espacio ambiental, el cual es
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posteriormente proyectado sobre un espacio geogréfico. El resultado es un mapa de distribucién
potencial (Soberon et al., 2017). Métodos estadisticos paramétricos de modelado, como la
aproximacion de maxima entropia, asi como el desarrollo de sistemas de informacion geografica
(GIS), proveen del sustrato analitico para evaluar los nichos ecoldgicos de las especies. Se puede
emplear esta aproximacion como una linea de evidencia para indagar sobre las posibles
diferencias en las preferencias de habitat de dos o mas poblaciones, linajes, o especies;
representadas tanto en el espacio geografico y ambiental. Aportando asi otra linea de evidencia

atil para la delimitacion de especies.

Revista Mexicana de Biodiversidad. 2017;88:437-41

Figura 3.- Diagrama BAM, representando las ideas fundamentales sobre el nicho ecoldgico de

Hutchinson tomado de Soberdn et al. (2017). A representa los factores abioticos, definido como un
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hipervolumen n-dimensional en donde las dimensiones representan los factores abidticos que mantienen a
una poblacién creciendo de forma indefinida. B representa las interacciones bidticas. M representa la
vagilidad de las especies, o el area disponible a las mismas en durante un tiempo determinado. Los puntos
blancos dentro de Gy son poblaciones que crecen positivamente (poblaciones fuente), mientras los puntos

negros son poblaciones con crecimiento negativo (poblaciones sumidero).

El presente estudio tiene como objetivo integrar la informacion proveniente de dos las lineas de
evidencia discutidas anteriormente, filogenomica y biogeogréafica, con la intencién de indagar si
el alacran de importancia médica Centruroides limpidus, una especie que habita en el centro-sur
de Mexico, constituye un solo taxén con amplia distribucién o un complejo de especies.
Particularmente, se pretende realizar un analisis filogenémico empleando los marcadores
anteriormente descritos, asi como un modelado de distribucion potencial empleando datos
georreferenciados obtenidos en bases de datos publicas. En contraste con investigaciones previas
que incluyen el taxon de interés, la presente pretende emplear métodos filogenéticos basados en
caracteres, asi como la inclusion de muestras provenientes de la mayoria del area de distribucion
de C. limpidus para evaluar su estabilidad taxonomica. Finalmente, con base en lo obtenido, se
pretende actualizar la informacion sobre el estatus taxondmico de C. limpidus, asi como

actualizar la informacion sobre su distribucion en México.

2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del orden Scorpiones

Los escorpiones son aracnidos depredadores, generalmente nocturnos, que emplean una variedad
de estrategias para atrapar a sus presas, siendo un patron taxon especifico. Por ejemplo, los
escorpiones de la familia Diplocentridae son depredadores de emboscada, esperando a que sus
presas se acerquen a las inmediaciones de la entrada de sus galerias para atacar. Por otro lado, los
alacranes de la familia Buthidae deambulan por un area activamente en busca de alimento, un
comportamiento que se denomina “errante” (Polis, 1990). Por lo tanto, son animales importantes
en la ecologia de las comunidades en las que habitan (Ponce-Saavedra et al., 2016). Asimismo,
este grupo se distribuye en todos los ecosistemas y sobre todos los continentes del mundo, con la

excepcion de la Antartida, Nueva Zelanda, ecosistemas boreales y varias islas oceanicas; su
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diversidad incrementa en areas subtropicales y decrece hacia el ecuador y los polos (Ochoa et al.,
2011; Santibafiez-Lopez et al., 2015).

La historia de vida de los escorpiones es considerablemente distinta a la de otros aracnidos.
Su reproduccion es a traves de un ritual de cortejo, en el que el macho se aproxima y toma a la
hembra de los pedipalpos para comenzar un baile denominado “promenade a deux”. Este
comportamiento dura hasta la deposicion de un espermatoforo y su posterior insercion dentro del
opérculo genital de la hembra. Una vez fertilizados los huevos, los embriones se pueden
desarrollar de dos formas: aipokogénica, es decir, que los huevos poseen cantidades variables de
vitelo y se desarrollan en el oviltero; y katoikogénica, donde los huevos no contienen vitelo y se
alimentan a través de un oOrgano especializado en el oviltero denominado diverticulo
(Jedrzejowzka et al., 2016). Por otro lado, algunas especies de escorpiones son partenogenéticos,
pudiendo reproducirse asexualmente (Polis y Sissom, 1990). Son aracnidos viviparos, que
exhiben cuidado parental de las crias hasta la primera muda. Posterior a la primera ecdisis, la cual
puede ocurrir simultdneamente o con distintos grados de asincronia, las crias abandonan a la
madre. Las crias pueden permanecer sobre la madre de cinco a 25 dias, variando de entre
distintos taxones. El crecimiento tiene un rango de seis a nueve mudas y la adquieren la madurez
sexual de seis a 83 meses. Aquellas especies con vidas longevas pueden vivir mas de 20 afios y
ser iteroparas (Polis y Sissom, 1990).

A pesar de la abundancia de estudios sobre la taxonomia, sistematica y los venenos de los
escorpiones, la investigacion sobre su biologia permanece fragmentaria. Particularmente, la
investigacion sobre la ecologia y distribucion de los alacranes de México es escaza, salvo algunos
ejemplos notables (Ponce-Saavedra et al., 2006; Contreras-Gardufio et al., 2006; Quijano-Ravell
et al., 2011, 2012, 2012b, 2015). Por lo tanto, esta area de investigacion sigue abierta es y de
particular importancia por la incidencia de varias especies de importancia médica. El estudio de
estas ultimas es critico para el desarrollo de planes para la contencion y atencion del alacranismo

en México.

2.2. Morfologia del orden Scorpiones
El cuerpo de los escorpiones, como el de todos los aracnidos, esta constituido de dos tagmas, los

cuales, en conjunto, se dividen en 18 segmentos. Los primeros seis segmentos corresponden a la
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tagma anterior, denominado prosoma, que se encuentra cubierto dorsalmente por el caparazon,
una placa subcuadrangular que lleva un par de ocelos medios, asi como ocelos laterales, entre
otras ornamentaciones. Ambos tipos de ocelos son estructuras fotorreceptoras que difieren en su
estructura anatomica y celular y, por lo tanto, también son distintas funcionalmente: los ocelos
medios son aptos para la discriminacion espacial, mientras que los ojos laterales detectan
cambios en la intensidad de la luz y estan relacionados con la regulacion del ciclo circadiano
(Loria y Prendini, 2014). En el primer segmento encuentran los queliceros, estructuras
compuestas de tres segmentos y cuya funcion son la alimentacion y aseo, los siguientes
segmentos llevan los pedipalpos y los cuatro pares de apéndices locomotores, ambos
conformados de seis artejos: coxa, trocanter, fémur, patela, tibia, basitarso y telotarso.
Ventralmente, el prosoma presenta las coxaposfisis, la fusion de las coxas del primer y segundo
par de patas locomotoras que cierran la cavidad preoral; y la placa esternal, resultado de la fusion
de los esternitos de los segmentos Il y IV, estructura de importancia taxonémica a nivel de
familia; esta estructura se encuentra flanqueada por las coxas de las patas locomotoras 111 y IV
(Polis, 1990).

En cuanto a los apéndices mencionados, los pedipalpos poseen los tarsos y tibias
modificados a manera de quelas, estructuras que emplean en la busqueda y captura de presas. Las
ornamentaciones de los pedipalpos, en forma de quillas y granulos, se han usado como caracteres
confiables para discernir entre taxones, especialmente a nivel especifico y genérico. Como
resultado, se ha desarrollado una compleja nomenclatura asociada a estas estructuras (Gonzélez-
Santillan y Prendini, 2013). Asimismo, los pedipalpos son los Unicos apéndices donde se
encuentran las tricobotrias, sedas mecanorreceptoras con valor taxonémico (Vachon, 1974). Los
apéndices locomotores, ademas de asistir en la mecanorrecepcion, les sirven principalmente para
desplazarse.

De acuerdo con Polis (1990), los siguientes doce segmentos constituyen el segundo tagma,
denominado opistosoma, el cual se subdivide en dos secciones: mesosoma y metasoma. El
mesosoma estd dividido en siete segmentos cubiertos dorsal y ventralmente por placas
esclerotizadas (denominadas terguitos y esternitos, respectivamente). Ventralmente, en el primer
segmento, se distingue una estructura pareada que cubre el gonoporo, conducto por el cual
transitan los gametos, denominada opérculo genital. Esta estructura presenta dimorfismo sexual,

con los machos exhibiendo un par de papilas genitales proximalmente. En el siguiente segmento
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se encuentran los peines, estructuras autapomorficas que contienen una serie de microestructuras
Ilamadas “peg sencilla”, cuya funcion es percepcion mecanica y quimica. En los siguientes cuatro
segmentos se encuentran los espiraculos o estigmas, aperturas que conducen al sistema
respiratorio. Finalmente, el metasoma esta constituido de cinco segmentos mas el telson, una
estructura globular que termina en un aguijon o aculeo cuya funcion es la inoculacion de veneno.
En general, los segmentos del metasoma se hacen progresivamente méas largos posteriormente y
estdn ornamentados por una variedad de carinas, granulos y sedas que proveen informacion
taxondmica. Finalmente, el ano se encuentra en la porcion ventrodistal del quinto segmento,
rodeado de cuatro papilas anales. La estructura general de los escorpiones se encuentra

esquematizada en la Figura 4.
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Figura 4.- Esquema general de la morfologia externa del orden Scorpiones. De lado izquierdo: Vista
dorsal; ch: queliceros, le: ojos laterales, me: ojos medios, ca: caparazén, k: quillas, st: tubérculo
subaculear. Lado derecho: Vista ventral, pd: pedipalpos, pr: prosoma, op: opistosoma, ms: mesosoma, mt:
metasoma, cx1: coxa 1, cx2: coxa 2, st: esterndn, go: opérculo genital, pt: peines, pm: membrana pleural,

sp: espiraculo, t: telson, v: vesicula, a: aculeo (Polis, 1990).
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2.3. Sistemética del orden Scorpiones

Los escorpiones son un grupo de organismos cuya clasificacion taxondémica dista de ser estable
en cualquiera de sus niveles jerarquicos (Santibafiez-Lopez et al., 2015). Stockwell (1989) llevo a
cabo uno de los primeros analisis cladistico del orden y aunque excluyo a la familia mas diversa a
nivel mundial (Buthidae), incluyé fosiles para enraizar su analisis. Posteriormente, otros autores
contribuyeron de manera significativa a la clasificacion, en ocasiones proponiendo cambios
radicales (Lamoral, 1980; Sissom, 1990; Stockwell, 1992; Soleglad y Fet, 2000; Soleglad y Fet,
2001; Coddington et al., 2004; Prendini y Wheeler, 2005; Soleglad y Fet, 2005).

Mas recientemente, las relaciones familiares han sido analizadas desde una perspectiva
filogendmica (Sharma et al., 2015, 2018; Santibafiez-Lopez et al., 2018; Santibafiez-Lopez et al.,
2019). Actualmente se reconocen 20 familias de escorpiones, 208 géneros y aproximadamente
2621 especies registradas para todo el mundo (Rein, 2021). La monofilia de varias familias sigue
sin ser corroborada por andlisis filogenéticos y es posible que clasificacion cambie con estudios
subsecuentes (Gopalakrishnakone et al., 2015; Sharma et al., 2015 y Lourenco, 2018). La
confusion en la clasificacion de los escorpiones surge a partir del escaso uso de métodos
filogenéticos para evaluar la monofilia y estabilidad de los clados supraespecificos, asi como en
la ausencia de aproximaciones integrativas de delimitacion de especies (Stockwell, 1989;
Prendini y Wheeler, 2005).

De todas estas familias, la familia Buthidae es la mas diversa a nivel mundial (con 89
géneros y 1,110 especies descritas), incluyendo a la mayoria de las especies de importancia
médica para el ser humano y con distribucion mundial (Gantenbein et al., 2003). Particularmente,
en América del Norte, la familia esta principalmente representada por el género Centruroides,
con mas de 91 especies descritas distribuidas desde el oeste de Estados Unidos hasta el norte de
América del Sur (Esposito et al., 2018). En México la familia Buthidae esta representada por dos
géneros: ElI mas diverso Centruroides, con 45 especies descritas; y Chaneke, con 4 especies
descritas. Ademas de esta familia, se reconocen 255 especies contenidas en 36 géneros y siete
familias (Santibafez-Lopez et al., 2015; Urieta et al., 2020; Rein, 2021). En el cuadro 1 se
enlistan las familias de escorpiones registradas en Mexico, asi como su diversidad y distribucion
(Sharma et al., 2015, Mullen y Sissom, 2019; Santibafiez-Lopez et al., 2019). No obstante, el
conocimiento sobre la diversidad y distribucion de los escorpiones del pais dista de estar

completa. Por ejemplo, Centruroides limpidus (Karsch, 1879) carece de una descripcion
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actualizada, Centruroides rodolfoi (Santibafiez-Lopez y Contreras-Félix, 2013) solamente se
conoce de su localidad tipo y hay &reas inexploradas, especialmente del norte del pais, con
potencial de albergar méas diversidad de este género (Santibafiez-L6pez et al., 2015; Gonzélez-

Santillan y Possani, 2018).

Cuadro 1.- Distribucion de las familias de escorpiones reconocidas en México, los porcentajes contrastan
la diversidad del pais y entre paréntesis se reporta el porcentaje con respecto a la diversidad mundial
(Santibafiez-Lopez et al., 2015; Mullen y Sissom, 2019).

Familias Géneros Especies Distribucion
Buthidae 2 (2%) 45 (4%) En todo el pais, con la mayor diversidad en centro
occidente de México.
Chactidae 1(8%) 2 (1%) Peninsula de Baja California e islas adyacentes.
Diplocentridae 3 (30%) 58 (48%) | En togo_ el pais, con la mayor diversidad en el centro y sur
de México.
Euscorpiidae 3 (75%) 8 (16%) Vertiente de la Sierra Madre Oriental, de Tamaulipas a
Oaxaca, Chiapas.
Hadruridae 3 (60%) 9 (29%) Peninsula de Baja California, sur de México (Oaxaca,
Puebla, Guerrero y Morelos).
Superstitioniidae 1 (100%) 1(100%) | Peninsula de Baja California, Sonoray el sur de Arizona.
Typhlochactidae 4 (100%) 11 (100%) | Sierra Madre Oriental y sierra norte de Oaxaca.
Vaejovidae 21 (91%) 149 (74%) | En todo el pais, mayor diversidad en la peninsula de Baja

California y el sur de México.

2.4. El género Centruroides Marx 1890 en México

El género Centruroides Marx 1890 es el méas diverso de la familia Buthidae en América del
Norte, a pesar de su origen Gondwanico (Esposito y Prendini 2019). Su distribucion abarca casi
todo el continente desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Sudameérica, con incidencia en
las Islas Galapagos y las Antillas (Fet y Lowe, 2000). Se les encuentra en la gran mayoria del
territorio mexicano y son especialmente diverso y abundante en el sudoeste del territorio nacional
(Fet et al., 2000, De Armas et al., 2003; Armas y Martin-Frias, 2003). A pesar de las numerosas
especies descritas para el pais, su diversidad actual se encuentra infraestimada (Gonzélez-
Santillan in prep.). Son escorpiones de tamafio variable, de habitos nocturnos y errantes.
Asimismo, algunas especies exhiben sinantropismo (Polis, 1990; Pinkus-Rendon, 1999). El
veneno neurotdxico de algunas especies es el mas potente entre los alacranes a nivel mundial,

especialmente eficaces en seres humanos y otros mamiferos, pudiendo causar envenenamiento



19

severo e incluso la muerte (Towler et al., 2001). De las 45 especies de Centruroides descritas
para México, menos de la mitad (21 especies, 0 el 46.6% de la diversidad) son consideradas de
importancia médica (Gonzalez-Santillan y Possani, 2018). Para reconocer a una especie como de
importancia médica se requiere evidencia empirica y experimental, es decir, casos registrados de
envenenamiento que requieren hospitalizacion en zonas donde se sabe esta distribuida la especie,
asi como el calculo del LD50 del veneno, respectivamente. Esta informacion es escasa en la
mayoria de las especies, ademas de que se desconoce la distribucion de varias especies que son o
presuntamente son de importancia médica (Gonzalez-Santillan y Possani, 2018).

México es el epicentro del alacranismo a nivel mundial. Esto se atribuye, en parte, a la
estrategia errante y habitos sinantrépicos de las especies del género Centruroides, asi como a la
expansion de areas habitacionales dentro del area de distribucion de estas especies. Actualmente,
se tienen reportes de mas de 300,000 casos de alacranismo anuales en el pais, una cifra
probablemente infraestimada, pues no todos los casos de envenenamiento y fallecimiento son
reportados (Chavo-Haro y Ortiz, 2015; Gonzalez-Santillan y Possani, 2018). Histéricamente, los
estados del pais con mas prevalencia de alacranismo se encuentran a lo largo de la costa del
pacifico, centro y sur de México. Dichos estados son Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan,
Oaxaca, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Puebla, Morelos, Estado de Meéxico, Guanajuato,
Aguascalientes, Durango y Zacatecas (Gonzélez-Rivera et al., 2004; Possani, 2005; Baldazo-
Monsivaiz et al., 2013; Gonzélez-Santillan y Possani, 2018). Dada la gravedad del problema, el
estudio sobre la sistematica y distribucién de estos alacranes aporta informacién crucial para el
desarrollo de medidas de prevencion y tratamiento contra la picadura de alacran (Gonzélez-
Santillan y Possani, 2018).

2.5. Historia taxondémica de Centruroides mexicanos

El primer estudio monogréafico para evaluar la diversidad y taxonomia del género Centruroides
en México lo realiz6 Hoffmann (1932). Este trabajo retoma el esquema de clasificacion de
Pocock (1898, 1901) para las especies de este género, pues separo a las especies con base en la
coloracion dorsal del cuerpo en el grupo rayados y no rayados. Bajo esta aproximacion,
Hoffmann (1932) describid varias especies para México y sentd las bases para la taxonomia del
género Centruroides. Posteriormente, Gonzalez-Santillan (2001) amplié la idea de Hoffmann y

propuso la circunscripcion de cuatro grupos en donde incluyo a las especies conocidas para el
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pais. La delimitacion de los grupos se basé en la presencia/ausencia de pigmentacion dorsal del
cuerpo, el tamafio de los individuos adultos y sus hébitos. Los grupos propuestos fueron llamados
bertholdii, thorellii, gracilis y rayados. Asimismo, los rayados se dividieron en dos subgrupos
con base en el patron de la pigmentacion del caparazon: sufussus-infamatus y limpidus-elegans.
La estabilidad taxondémica de estos grupos ha sido cuestionada y se han propuesto una variedad
de cambios (De Armas y Martin-Frias, 1999; Teurel, 2001; Ponce-Saavedra y Moreno-Barajas,
2005; Ponce-Saavedra y Francke, 2011). Recientemente, Ponce-Saavedra y Francke (2019)
proponen dos grupos nuevos a partir de los subgrupos de los rayados, actualizando la
clasificacion con la diversidad conocida hasta ese momento. En consecuencia, actualmente se
reconocen seis grupos de especies bertholdii, elegans, gracilis, infamatus, nigrovariatus y
thorellii. En el apéndice A se reportan los registros de las especies de Centruroides en México
por estado, el grupo al que pertenecen y se reconocen las especies de importancia médica.

Existen escasos estudios sobre las relaciones filogenéticas de estos grupos usando una base
molecular y biogeogréafica (Towler et al., 2001; Ponce-Saavedra y Francke, 2009; Yamashita y
Rhoades, 2013; Quijano-Ravell et al., 2019). No obstante, este limitado acervo de estudios
converge en la conclusion de que los grupos de especies mexicanas de Centruroides son
artificiales, basados en caracteristicas morfolégicas homoplasicas. Recientemente, Gonzéalez-
Santillan et al. (2020), realizaron un analisis filogendmico usando marcadores nucleares y
mitocondriales de 20 especies de Centruroides que habitan en México. En este estudio se
recupera una topologia incompatible con la propuesta taxonémica de los grupos de especies
actuales. Visibilizando la necesidad de realizar estudios con una aproximacion integrativa que
esclarezcan las relaciones y clasificacion de este género.

En el caso de escorpiones butidos, los marcadores moleculares 16S y COI ha sido
extensamente usados para hacer analisis filogenéticos (Towler et al., 2001; Gantenbein et al.,
2001; Fet et al., 2000, 2002; Gantenbein y Largiader, 2003; Parmakelis et al., 2006; Ponce-
Saavedra-Francke, 2009; Mirshamsi et al., 2010). Sin embargo, los estudios citol6gicos sobre la
espermatogénesis realizados por Wilson et al. (1916, 1931) y Wilson y Pollister (1937) en el
género Centruroides comenzaron la sospecha sobre la posibilidad de recombinacién en su
genoma mitocondrial. Mas tarde, Gantenbein et al. (2005) confirmaron esta suposicién para
batidos de Europa y Asia. Por otro lado, el estudio filogeografico de Yamashita y Rhoades

(2013), donde se indaga sobre la taxonomia y distribucion de Centruroides vittatus, no encontro
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evidencia de recombinacion para el gen mitocondrial COI. A pesar de que no se han estudiado
procesos de recombinacién en C. limpidus, la aproximacién més apropiada es el uso combinado

de varios genes para el analisis filogenético.
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2.6. Taxonomia y distribucion de Centruroides limpidus (Karsch, 1879)

Centruroides limpidus (Karsch, 1879) (Figura 5) pertenece al grupo de especies elegans, el cual
alberga la mayoria de las especies de importancia médica de este género (Ponce-Saavedra y
Francke, 2019). Casi todas las especies de este grupo se distribuyen a lo largo de la costa oeste de
México, desde el estado de Oaxaca hasta la peninsula de Baja California (Armas et al., 2003;
Ponce-Saavedra y Francke, 2019). C. limpidus es de particular importancia, pues los estados en
donde se encuentra reportan mas de un tercio de los casos registrados de alacranismo anualmente
en el pais, aproximadamente 120,000 casos anuales (Cid-Uribe et al., 2019). Este patron es
atribuible a su basta distribucion, ya que se encuentra registrado para varias entidades del pais,
ademas de las zonas de simpatria con otras especies de importancia médica (Cuadro 2, Figura 6).

A)

Figura 5.- Especimenes de Centruroides limpidus colectados en Amatlan, Tepoztlan, Morelos en vista

dorsal. A) Hembra y B) macho.

En la descripcion original de Centruroides limpidus (Karsch, 1879) se emplearon 7
organismos registrados como provenientes de “México” y otros 7 de “Puebla, México”, sin

mayor detalle de la localidad (Ponce-Saavedra y Francke, 2004). Sucesivamente, Hoffman (1932)
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designa la subespecie Centruroides limpidus tecomanus (Hoffman 1932) del estado de Colima y
la distingue de lo que solia ser C. limpidus limpidus por poseer un tubérculo subaculear
desarrollado y conico, en lugar de uno redondeado y romo. Hoffmann extendié la distribucion de
lo que solia ser C. I. limpidus para abarcar los estados de Guerrero, Estado de México y Morelos.
Diaz-N4jera (1962) indicd que los tonos de la coloracion del cuerpo podrian ser usados como
caracter taxonoémico, “amarillo verdoso sucio” para C. limpidus y “amarillo ocre” C. tecomanus.
Posteriormente, Diaz-Najera (1964) reporto esta subespecie en Michoacan. Fet et al. (2000), en
su Catalogo de Escorpiones del Mundo, amplian la distribucion de C. limpidus al estado de
Oaxaca. En el mismo afio, Beutelspacher (2000) extendi6 ain mas la distribucién a la Ciudad de
México y Nayarit. Ponce y Jones (2001) registraron la ocurrencia de esta especie mas al norte en
el estado de Querétaro. Finalmente, Armas y Martin-Frias (2008) publicaron un registro de C.
limpidus para el estado de Veracruz. Un afio después Ponce-Saavedra et al. (2009) designaron a
C. tecomanus como una especie separada de C. limpidus.

En resumen, la distribucién registrada de C. limpidus en la literatura incluye los estados de:
Ciudad de México, Guerrero, Estado de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla y
Querétaro. (Towler et al., 2001; Armas y Martin-Frias, 2008; Ponce-Saavedra et al., 2009;
Martin-Frias et al., 2010; Ponce-Saavedra y Francke, 2013, Gonzélez-Santillan y Possani, 2018).
En la figura 6 y el cuadro 2 se exhibe la distribucidn reportada en la literatura sobre la especie C.

limpidus por estado, municipio y localidad.
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Figura 6.- Distribucion histérica de C. limpidus de acuerdo con lo registrado en la literatura, la cual se

expone a detalle en el cuadro 2.

Cuadro 2.- Registros de Centruroides limpidus por estado de la republica publicados en las siguientes
fuentes: Diaz-N4jera (1964) [1], Ponce-Saavedra et al. (2009) [3], Baldazo-Monsivaiz et al. (2016) [4],
Baldazo-Monsivaiz et al. (2017) [5], Silva-Dominguez et al. (2019) [6]. No se reportan todas las
localidades en Beutelspacher (2000) [2], ya que no todos fueron hechos por el autor y algunas son

registros sin verificacion directa de los ejemplares.

Estado Localidades

Ahuatepec - Mpio. de Cuernavaca [

Xochitepec, Chinconcoac, Alpuyeca — Mpio. de Xochitepec 2
Zacatepec — Mpio. de Zacatepec M

Oaxtepec — Mpio. de Yautepec @

Jonacatepec — Mpio. de Jonacatepec [

Puente de Ixtla— Mpio. de Puente de Ixtla 4

Tepoztlan, Amatlan de Quetzalcéatl — Mpio. de Tepoztlan [
Palpan de Baranda — Mpio. de Miacatlan 2

Morelos
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Agua Hedionda — Mpio. de Cuautla

Temixco, Acatlipa, Xochicalco — Mpio. de Temixco
Huajintlan — Mpio. de Amacuzac 2

Ciudad Ayala — Mpio. de Ayala 2

Ciudad de México

Km 23.5 carretera federal México-Cuernavaca [?

Guerrero

Huitzuco - Mpio. de Huitzuco

Axixintla, San Juan Unién, Tecalpulco, Cacalotenango, Pantla, Chichila,
La Mora, Acamixtla, Plaza de Gallos, Puente Campuzano y Totoapa -
Mpio. de Taxco [

Mexcaltepec — Mpio. de Atoyac de Alvarez ]

Amojileca, Xocomanatlan, Omiltemi y Chilpancingo — Mpio. de
Chilpancingo de Bravo [

Zumpango del Rio — Mpio. de Eduardo Neri [

Atliaca — Mpio. de Tixtla [®

Ciudad Altamirano — Mpio. de Pungarabato ™

Arcelia — Mpio. de Arcelia ™

Cocula — Mpio. de Cocula M

Iguala — Mpio. de Iguala [

Teloloapan, Yerbabuena — Mpio. de San Miguel Teloloapan -2

Tlapa de Comonfort — Mpio. de Tlapa de Comonfort (1

Zirandaro — Mpio. de Zirandaro de los Chavez

Coyuca de Catalan — Mpio. de Coyuca de Catalan @

Chilapa de Alvarez — Mpio. de Chilapa de Alvarez 2

Ayotzinapa — Mpio. de Ayotzinapa 2

Acapulco — Mpio. de Acapulco de Juarez 2

Colotlipa — Mpio. de Quechultenango

Cacahuamilpa — Mpio. de Pilcaya [

Michoacan

Tacambaro, Pedernales - Mpio. de Tacambaro 52
Tzitzio - Mpio de Tzitzio [

Tuxpan — Mpio. de Tuxpan 2!

Jucutacato, Zumpimito— Mpio. de Uruapan 2!

La Palma de Jestis — Mpio. de Venustiano Carranza 2
Tuzantla — Mpio. de Tuzantla (2

Estado de México

Santo Tomas de los Platanos - Mpio. de Santo Tomas [l
Valle de Bravo — Mpio. de Valle de Bravo 4
Zacazonapan — Mpio. de Zacazonapan &

Ixtapan del Oro — Mpio. de Ixtapan del Oro 14
Atlacomulco — Mpio. de Atlacomulco 2

Tonatico — Mpio. de Tonatico [

Querétaro

Cafion de los Cajones - Mpio. de Santiago de Querétaro [

Oaxaca

Silacoyoapan — Mpio. de Silacoyoapan 2
Ciudad de Oaxaca — Mpio. de Oaxaca @
Tamazulapam del Progreso — Mpio. de Tamazulapam del Progreso [

Puebla

Atencingo — Mpio. de Chietla [

La Galarza — Mpio de IzGcar de Matamoros [!
San Felix Rijo — Mpio. de Tilapa

Teruel — Mpio. de Tepeojuma 4

Tecomatlan — Mpio. de Tecomatlan
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2.7. Andlisis filogenéticos previos para delimitar a Centruroides limpidus

Towler et al. (2001) realizaron un estudio en donde se analizaron las relaciones filogenéticas de
las especies de Centruroides oriundas de Michoacan, incluyendo a los entonces Centruroides
limpidus limpidus y C. limpidus tecomanus. Del andlisis resulto la topologia de la figura 7. Los
ejemplares de Centruroides limpidus se agrupan en dos clados bien soportados con distribuciones
geogréficas definidas. EI primero con ejemplares de los municipios de Tzitzio, Huetamo y
Churumuco de Morelos en Michoacan; y Tzirandaro en el estado de Guerrero, todos dentro de la
depresion del Balsas. El segundo contiene ejemplares de Huitzuco, Guerrero que, segun los
autores, es la localidad méas cercana a la localidad tipo de la especie; y Querétaro, una localidad
completamente diferente, perteneciente a la zona del Bajio Mexicano. Afios més tarde, Ponce-
Saavedra y Francke (2004) designaron la especie Centruroides balsasensis a partir de evidencia
morfoldgica y biogeografica, pero también haciendo uso del trabajo de Towler et al. (2001), pues

el primer clado discutido corresponde realmente a este taxon.
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100

75 Centruroides ornatus

81

—@ Centruroides infamatus
— Centruroides tecomanus

@ Centruroides tecomanus

@ Centruroides exilicauda

Centruroides balsasensis

— @ Centruroides vittatus

@ Centruroides bani

0.05

Figura 7.- Cladograma modificado de Towler et al. (2001) obtenido usando el criterio de maxima
verosimilitud. En la publicacion original, el clado en verde representaba a otra poblacion de C. limpidus
oriunda de Michoacan; aqui fue designada con base en la correccion de Ponce-Saavedra y Francke (2004).

El clado en azul esta constituido de dos organismos pertenecientes a C. limpidus.

Ponce-Saavedra et al. (2009) llevaron a cabo un analisis morfométrico y filogenético para
delimitar a C. limpidus, C. tecomanus y C. balsasensis. Utilizando los criterios de optimizacién
de Neighborn Joining y Minimum Evolution, obtuvieron dos dendogramas muy similares, con un
clado de C. limpidus compuesto de dos grupos: 1) El primero representado por ejemplares del
Estado de México, dos municipios de Michoacan y uno de Querétaro; 2) El otro clado lo
conforman dos ejemplares colectados de Huitzuco, al sudeste de Guerrero (Figura 8). En este

caso, a diferencia de la investigacion de Towler et al. (2001), se puede observar la divergencia de
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C. limpidus en dos clados definidos geograficamente. Por otro lado, también se concluye que
existe una zona de simpatria en las poblaciones de C. limpidus y C. balsasensis en Tzitzio
Michoacan. Como es claro, en ambos estudios se aprecia una separacion entre las poblaciones del
oeste, las cuales se encuentran en los estados de Michoacan, Estado de México y Querétaro; y las

poblaciones del este, las cuales fueron colectadas en los estados de Morelos, Puebla y Guerrero.

Centruroides balsasensis

@ Centruroides exilicauda

59
o1 Centruroides tecomaniis
37
64
Centruroides ornatus
91
) Centruroides infamatus
98
99

@ C. nigrescens El Faro
Figura 8.- Dendograma modificado de Ponce-Saavedra et al. (2009) obtenido usando el criterio de minima

evolucion. En rojo, el clado con las especies de C. limpidus oriundas de Michoacan, Estado de México y
Querétaro; en azul, el clado con las especies de C. limpidus oriundas del sureste de Guerrero. Los valores

soporte Bootstrap se muestran sobre las ramas correspondientes.
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3. JUSTIFICACION

En Meéxico el alacranismo es un problema de salud publica prevalente, que afecta a miles de
personas anualmente (Gonzalez-Rivera et al., 2004; Possani, 2005; Baldazo-Monsivaiz et al.,
2013; Chavez-Haro y Ortiz, 2015; Ponce-Saavedra et al., 2016 en Gonzélez-Santillan y Possani,
2018; Cid-Uribe et al., 2018). El eficaz tratamiento de las picaduras, la difusion de informacion y
el trabajo de investigacion sobre las especies del género Centruroides ha contribuido
sustancialmente para mitigar el problema. De acuerdo con Possani (2005) y Gonzélez-Santillan y
Possani (2018), dos de los estados con mas casos de alacranismo por nimero de habitantes son
Guerrero y Morelos. La identidad taxondémica y distribucion de los taxones que habitan estos
estados son de importancia para el desarrollo de planes de manejo epidemioldgico eficientes. Una
de estas especies es Centruroides limpidus, cuya area de distribucidn abarca estos estados, asi
como otros donde la incidencia de alacranismo es prevalente. La correcta evaluacion de la
taxonomia de esta especie, asi como una propia delimitacion de su area de distribucion es critica

como informacion fundamental sobre la cual realizar investigacidn epidemiologica.

4. HIPOTESIS

Considerando los antecedentes respecto a la divergencia de C. limpidus, los analisis filogenéticos
realizados con informacién adicional recuperaran una topologia que pondrd en evidencia el
mismo patrén. Ademas, los arboles exhibiran una separacion entre las poblaciones del este y del
oeste. Asimismo, el analisis de delimitacién de especies, a través del programa BPP, corroborara
la divergencia discutida anteriormente. Finalmente, el modelo de distribucion potencial seré
congruente con la demarcacién ecoldgica de las poblaciones de C. limpidus que habitan los
estados de Morelos, Puebla y el sur de Guerrero en comparacién con aquellas que se encuentran

en los estados de Michoacan y Estado de México.
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5. OBJETIVOS

Delimitar molecularmente a la especie Centruroides limpidus, empleando técnicas de
reconstruccion filogenética y un analisis de delimitacion de especies bayesiano. Ademas, elaborar
un mapa de distribucion usando registros publicados en bases de datos publicas. Finalmente, se
construira un modelo de distribucion potencial de acuerdo a lo resultados de los andlisis

filogenéticos y de delimitacion de especies.

5.1. Objetivos particulares
1. Realizar un analisis filogenético con secuencias publicadas en bases de datos publicas, asi
como de secuenciadas de especimenes recientemente recolectadas de la especie
Centruroides limpidus, utilizando el criterio de optimizacién de maxima verosimilitud en
el programa IQ-TREE, asi como bajo el modelo de coalescencia de multiples especies con
el programa ASTRAL.

2. Usando los arboles filogenéticos resultantes, corroborar la divergencia observada en las
poblaciones de Centruroides limpidus a través del programa de delimitacion de especies
BPP (Bayesian Phylogeography and Phylogenetics), basado en el modelo de coalescencia

de multiples especies.

3. Actualizar la distribucién de C. limpidus a través de la generacidn de un mapa que integre

la informacion publicada y los resultados taxonémicos presentados en esta aportacion.

4. Se construira un modelo de distribucion potencial de las poblaciones de Centruroides
limpidus a partir de los resultados de los analisis filogenéticos y la delimitacion de

especies.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Muestro taxonémico

Con el fin de someter a prueba la estabilidad taxonémica de Centruroides limpidus se incluyeron
muestras de la mayoria de su area de distribucion, asi como secuencias de otros taxones cuya
cercania taxonémica o filogenética ya se habia probado en estudios previos (Towler et al., 2001;
Ponce-Saavedra et al., 2009, Esposito y Prendini, 2019, Gonzalez-Santillan et al. 2020). Los
taxones elegidos fueron Centruroides elegans [n = 4], Centruroides meisei [n = 3], Centruroides
limpidus [n = 13], Centruroides noxius [n = 4], Centruroides balsasensis [n = 8], Centruroides
baergi [n = 4] y Centruroides gracilis [n = 4] siguiendo los resultados de Esposito y Prendini
(2019) y Gonzélez-Santillan et al. (2020). Se eligié a Centruroides gracilis para enraizar el
andlisis ya que esta especie pertenece al grupo gracilis (Ponce-Saavedra y Francke, 2019),
perteneciente al clado de América Central, hermano del clado de Norte América, donde se
encuentra C. limpidus (Esposito y Prendini, 2019).

La obtencion de las secuencias se realiz a través de una bdsqueda en la base de datos
GenBank, buscando bajo nombre de taxén y a través de un BLAST. Adicionalmente se
secuenciaron siete ejemplares, incluido un ejemplar de C. limpidus procedente de Puebla,
representante de la localidad tipo de la especie. En suma, se emplearon 39 terminales
representando siete especies de Centruroides incluidas en el analisis, de las cuales cinco se
obtuvieron de novo y 34 de GenBank. En el cuadro 3 se muestra la lista de las especies,

procedencia, marcadores y coordenadas de recolecta.

6.2. Secuenciacion de marcadores moleculares

La extraccion de DNA se realiz6 usando tejido muscular del cuarto par de patas y procesado con
el kit de extraccién Qiagen DNEasy Blood and Tissue de acuerdo con los protocolos estandar. La
amplificacion de los genes de interés se realizd a través de ciclos térmicos dentro de tubos
Eppendorff usando un protocolo de PCR, el cual se condujo utilizando 1ul de Pure-Tag-Ready-
To-Go PCR para cada direccion del primer, 2ul del DNA modelo, asi como 21ul de agua para
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PCR. El perfil térmico empleado se aplico de la siguiente forma: 94°C por 3:00 minutos, 94°C
por 0:30 minutos, 55-42°C durante 0:30 minutos (Dependiendo del marcador secuenciado), 72°C
por 0:45 minutos y, finalmente, 72°C durante 7:00 minutos. Se realizaron un total de 40 ciclos.

La verificacion de los productos del PCR se realizo a través de una electroforesis con gel
de agarosa-TBE al 1% teflido con SYBR Safe. Los productos amplificados se limpiaron
utilizando esferas paramagnéticas de electroforesis (Beckman Coulter) y fueron posteriormente
resuspendidos en 40 ul de agua purificada para DNA. Los productos amplificados fueron
secuenciados en ambas direcciones. Cada 8ul de la mezcla de la reaccién de secuenciacion
incluy6é 1ul de Big Dye, 1ul de Big Dye Terminating Buffer, 1ul de 3.2 pm primer y 5 ul del
producto de la amplificacion. La secuenciacion de las muestras se realizd a través de una
termocicladora Eppendorff Mastercycler durante 35 ciclos y empleado el siguiente perfil térmico:
96°C durante 0:15 minutos, 50°C durante 0:15 minutos, 60°C durante 4:00 minutos,
posteriormente manteniéndolo a 4°C. Los productos de la secuenciacion fueron limpiados con
esferas paramagneticas CleanSeq. Posteriormente, los productos fueron resuspendidos en EDTA
para transferir 33ul a un tubo Eppendorff'y ser analizados en el secuenciador de DNA automatico
Prism 3730xI (Applied Biosystems, Inc).

Las cadenas complementarias de DNA fueron ensambladas en secuencias consenso a
través del programa Sequencher ver. 5 (Gene Code Corporations, 2010). Se realiz6 la remocién
de todos los primers afiadidos a las secuencias y se evaludé su calidad via la busqueda de

discordancia entre secuencias observadas en el cromatograma.
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Cuadro 3.- Numero de acceso de las secuencias obtenidas de GenBank y BLAST correspondientes a los marcadores mitocondriales 16S (n = 35) y
COlI (n = 20), con localidad y georreferencia. Las fuentes de donde se obtuvieron las secuencias publicadas fueron: Bolafios et al. (2018) [1],
Ponce-Saavedra et al. (2009) [2], Towler et al. (2001) [3], Esposito et al. (2018) [4], Esposito y Prendini (2018) [5], Teruel et al. (2007) [6], Davila
etal. (2005) [7].

e Secuencias registradas como C. limpidus en GenBank y cuyo registro debe ser C. balsasensis se indican con * (Ponce-Saavedra et al., 2009).

e Secuencias registradas como C. limpidus en GenBank y cuyo registro debe ser C. elegans se indican con ** (Revisar seccién de Resultados).

Especie NUmero de acceso NUmero de acceso Coordenadas geogréficas Localidad

16Sn=35

COIn=20

Centruroides limpidus

MF134690.1 [
*kkkkkikk
EU499950.1 [
EU499940.1 (2

EU499939.1 2

EU499938.1 (2
EU492908.1 4
EU499949 2
AF439764.1 Bl
AF439763.1 Bl
AF439758.1 Bl
C.limp_pue

*hkkkkkk

MF134791.1 (1
AY803353.1 [

*hkkkkkik
*hkkkkkik

*hkkkkkk

*hkkkkkk
*kkkkkik
*kkkkkik
*kkkkkik
*kkkkkik
*hkkkkk

*hkkkkkikk

C.limp_mia_mor

*kkkkkikk
*kkkkkikk

*hkkhkkik
18°18'19", -99°20'05"
19°0921", -100°13'30"

19°35'00", -100°55'05"
19°14'00", -101°27'04"
*kkkhkkik
20°'40'47", -100°25'39"
18°18'19", -99°20'05"
*hkkkkkk
18°20'24.9", -98°57'16.2"
99°21', -18°45'

Cuernavaca, Morelos
Cuernavaca, Morelos

*hkhkkkhkik

Huitzuco, Guerrero

Santo Tomas de los Platanos, Estado
de México

Tzitzio, Michoacan

Tacambaro, Michoacan

*kkhkkkhkik

Santiago de Querétaro, Querétaro
Huitzuco, Guerrero

Churumuco, Michoacan
Jolalpan, Puebla

Miacatlan, Morelos

Centruroides gracilis

MK479022.1 [¥]
MF134689.1 [1
KY981894.1 4
DQ990822.1 ¥

MK479175.1 ]
MF134801.1 [1
KY982180.1

*kkkhkkik
*kkkhkkik

21°11'14", -109°54'16"

*kkkhkkik

Vargas, Venezuela
Tuxtepec, Oaxaca
Tamazunchale, Hidalgo
Santiago de Cuba, Cuba

Centruroides elegans

MK479031.1%** [5]

MK479017.1 ]
EU499948.1 (4
MF134691.1 [

MK479170.1%** [5]

MK479184.1 [l

MF134792.1 4

*kkkkkk

*hkkkkkk

*kkkkkk

*hkkhkkk

Jalisco, México
Jalisco, México

*hkkkkkik

Emiliano Zapata, Jalisco

Centruroides meisei

MK479034.1 [°]
C.meis_1
C.meis 2

MK479187.1 [9]
C.meis_1
C.meis 2

*kkkikkikk

*kkkhkkik

*kkkikkikk

Guerrero, México
Copala, Guerrero
Copala, Guerrero

Centruroides baergi

MK479009.1 [
MF134702.1 4
MF134701.1 4

*hkhkkkhkk

MK479162.1 ¥
MF134794.1 [
MF134793.1 1
AY995823.1 [

*hkkkhkkk

*kkkhkkk

*hkkkhkkk

*kkkhkkk

Oaxaca, México
Zapotitlan Puebla
Zapotitlan, Puebla

*hkhkkhkk

Centruroides noxius

MF134699.1 [1

MF134797.1 1

*kkkhkkik

Pantanal, Nayarit



MF134698.1 [
MK479040.1 I

*kkkkkhkk

MF134796.1 (4
MK479193.1 [
C.nox_1

*kkkhkkk

*hkkhkkk

$?

Pantanal, Nayarit
Nayarit, México
&?

34

Centruroides balsasensis

AF439761.1* B
AF439759* [3]
EU499941.1* [
AF439760.1* [
AF439762.1* [
EU499934 [
EU499937 Bl

*kkkkkik

*kkkkkik

*kkkkkik

*kkkkkik

*hkkkkik

*kkkkkik

*hkkkkik

*kkkhkkikk

18°39°39", -101°38'46"
&?

19°33'00", -100°55'5"
19°35'00", -100°55'05"
18°28'37", -100°58'46"
19°33'00", -100°55'5"

Tzirandaro, Guerrero
Churumuco, Michoacan
o?

Huetamo, Guerrero
Tzitzio, Michoacén
Tzirandaro, Guerrero
Huetamo, Guerrero
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6.3. Andlisis filogenéticos

El alineamiento de las secuencias para cada marcador se realizo utilizando en servidor en linea de
MAFFT version 7 (Katoh et al., 2019). Se implementd la estrategia de alineamiento G-INS-i,
opcion apropiada cuando se tienen secuencias de largos similares (Katoh et al., 2005). El
parametro de matriz de costos se ajusté a PAM1, adecuada para secuencias provenientes de
taxones cercanamente relacionados (Wheeler, 2002). Con el fin de evaluar la calidad del
alineamiento, se utilizé el programa GUIDANCE?2 (Landan y Graur, 2008; Penn et al., 2010:
Sela et al., 2015), el cual se basa en un puntaje que refleja la robustez de un alineamiento a
perturbaciones. Este método genera un conjunto de alineamientos multiples, los cuales son
calculados a partir de muestras bootstrap obtenidas del alineamiento original. Para el presente
andlisis, se implementaron 100 remuestreos. Estas muestras son posteriormente comparadas con
el alineamiento de base, el cual se genera previo al calculo de los arboles bootstrap. Esta
comparacion determina un valor de certidumbre (de O a 1) para cada residuo, par de residuos,
columnas y secuencias del alineamiento. Asimismo, el algoritmo incorpora el uso de Heads-or-
tails (HoT) scores (Ladan y Graur, 2008), el cual consiste en la comparacion del alineamiento
original con un conjunto de alineamientos co-Optimos, es decir, alineamientos con el mismo
score maximo por el algoritmo de alineamiento. Esta aproximacién mejora la determinacién de
los valores de certidumbre (Landan y Graur, 2008; Sela et al., 2015).

Posteriormente, se eliminaron las columnas con sitios pobremente alineados usando el
algoritmo Gblocks ver. 0.91b (Cartesana, 2000; Talavera y Cartesana, 2007). Este programa
descarta estos sitios con base en dos criterios de inclusion: los bloques seleccionados deben de
estar libres de segmentos continuos de regiones no conservadas, y las posiciones flanco deben de
estar altamente conservadas, con la intencidn de preservar la precision del alineamiento. Por su
corto tamafio, se usaron parametros “relajados” para la obtencion de bloques en el caso del
alineamiento del marcador 16S. Por otro lado, por su mayor tamafio, se emplearon parametros
“estrictos” en el caso de COI (Talavera y Cortesana, 2007).

Las matrices de datos se concatenaron usando el programa Mesquite ver. 3.61 (Maddison y
Maddison, 2018). La matriz denominada como “GB” corresponde a la matriz procesada con
Gblocks que resulto en un total de 911 nucledtidos alineados, con un 35.9% de datos faltantes.
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Para explorar el efecto de eliminar estas secciones con poca informacion filogenética de la
matriz, se realiz6 un analisis con las secuencias sin editar. La matriz concatenada y sin edicion,
denominada como “NGB”, incluy6 2045 sitios y tuvo un 39.15 % de datos faltantes.

Entre los mdltiples algoritmos empleados para realizar una reconstruccion filogenética
bajo el criterio de méaxima verosimilitud, el programa IQ-TREE es ampliamente usado por la
implementacion efectiva de tres aspectos fundamentales: 1) seleccién de un modelo de evolucion
a través de ModelFinder, basado en el criterio de Informacion Bayesiano (BIC); 2) un algoritmo
rpido de busqueda heuristica de tipo “hill-climbing” basado en la estrategia Nearest Neighbor
Interchange (NNI, estrategia de intercambio de ramas); y una aproximacion méas rapida para
calcular valores de soporte Bootstrap (Nguyen et al., 2015; Kalyaanamoorthy et al., 2017; Hoang
et al., 2017). Tras varias iteraciones, el programa genera un arbol filogenético que maximiza el
valor de verosimilitud de los pardametros (i.e., topologia del arbol y largo de ramas) con mejores
resultados que otros algoritmos similares (ej., RAXML) (Minh et al., 2020).

Empleando las matrices GB y NGB, se realiz6 una reconstruccién filogenética en el
programa IQTREE2 ver. 2.0.6 (Nguyen et al., 2015). Asimismo, se determing el valor de soporte
para cada rama a través de la funcion UltraFast Bootstrap (Hoang et al., 2018). Adicionalmente,
con la intencion de determinar el soporte de cada loci y de cada sitio en la resolucion de la
topologia, se incluyd el céalculo del factor de concordancia de genes (gCF), asi como el factor de
concordancia entre sitios (SCF). Los modelos de evolucion para cada marcador fueron
determinados a través de la funcién de ModelFinder dentro de 1Q-TREE, basada en el criterio de
informacidn bayesiana (BIC) (Cherenor et al., 2016).

Una herramienta de reconstruccion filogenética que toma en consideracion la posible
presencia del sorteo incompleto de linajes es ASTRAL (Accurate Species Tree Reconstruction
Algorithm). Este programa corresponde a un método de resumen, es decir, que realiza la
construccién filogenética en dos pasos: primero se obtienen los arboles de genes de un
alineamiento de forma independiente a través de una reconstruccion filogenética bajo el criterio
de ML sobre un conjunto de secuencias alineadas, y después se resume la informacion en estos
arboles para generar un arbol de especies. Previo al resumen de la informacion contenida en los
arboles de genes, el algoritmo los descompone en cuartetos sin raiz, es decir, cuatro terminales
unidos por una rama interna y organizados de acuerdo con el criterio de optimizacion usado.

Estos cuartetos pueden tener una de tres posibles topologias y, para cada cuarteto obtenido de
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todos los conjuntos de terminales, el &rbol de especies inducird una de las tres topologias
(Shekhar et al. 2018; Zhang et al., 2020). Especificamente, ASTRAL resuelve el problema del
arbol de genes con maximo soporte de cuarteto (Maximum Quartet Support Species Tree,
MQSST). El puntaje de cuarteto para un arbol de especies dado un conjunto de arboles de genes
es la suma del nimero de los cuartetos compartidos entre los arboles de genes y el arbol de
especies. Es decir, el problema MQSST se enfoca en hallar el arbol de especies con el mayor
puntaje de cuartetos con respecto a un conjunto de arboles de genes (Shekhar et al., 2018). De
esta forma se puede realizar una reconstruccion filogenética incorporando la informacion
discordante que es de esperarse bajo el modelo MSC en la evolucion de los linajes. Por otro lado,
bajo el modelo MSC, el cuarteto de arbol de genes méas probable siempre seré idéntico al cuarteto
del arbol de especies correspondiente. Asi, la descomposicién en cuartetos asegura que la
reconstruccion del arbol de especies corresponda con la topologia de los arboles de genes mas
probables encontrados por el algoritmo (Mirarab, 2019).

Con la intencion de explorar el comportamiento de los datos usando una aproximacién
distinta al método de concatenacion, asi como para tomar en cuenta la posible discordancia de las
secuencias analizadas bajo el modelo MSC, se construy6 una filogenia usando el programa
ASTRAL ver. 5.7.7 (Mirarab et al., 2014; Mirarab y Warnow, 2015). Para este analisis, se
estimaron los arboles para cada marcador (COIl y 16S) de forma independiente con el programa
IQTREEZ2 para después incorporar los arboles de genes en ASTRAL 7.5.5. Finalmente, se obtuvo

el soporte las ramas en unidades de coalescencia (Sayyari y Mirarab, 2016).

6.4. Métodos de delimitacion de especies

La delimitacion de especies usando el modelo MSC es posible bajo un esquema
Bayesiano, el cual calcula la probabilidad posterior de un conjunto de modelos de delimitacion de
especies. Los modelos de delimitacion de especies son definidos por diferentes parametros que
describen el numero de linajes, la topologia, los largos (i.e., tiempo en generaciones) y anchos
(i.e., tamafio poblacional) de rama de un arbol de especies, ajustados a una filogenia guia. Los
modelos son evaluados iterativamente empleando un algoritmo Cadenas de Markov Monte Carlo
reversibles. Esta aproximacion ha sido ampliamente empleada a través del programa BPP

(Bayesian Phylogenetics and Phylogeography). Recientemente se ha cuestionado la capacidad de
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esta aproximacion para discernir entre poblaciones y especies (Jackson et al., 2017; Sukumaran y
Knowles, 2017). Sin embargo, Leaché et al. (2019), con base en una revision de los anélisis de
Jackson et al. (2017) y Sukumaran y Knowles (2017), asi como en estudios de simulacion,
proponen que BPP es una herramienta eficiente para distinguir entre linajes presuntamente
considerados especies, las cuales tienen morfologia criptica y distribucion simpatrica.

Para someter a prueba las hipotesis sobre la estabilidad taxondmica de las especies y
poblaciones de C. limpidus se utilizo el programa BPP version 4.3.0 (Flouri et al., 2018). La
eleccion de esta aproximacion se basé en la posibilidad de incluir més de un marcador para la
delimitacién de especies. Especificamente, el programa se corrié utilizando el algoritmo A10
denominado “Delimitacion de especies utilizando un arbol guia fijo” (Yang y Rannala, 2010;
Rannala y Yang, 2013). El programa evalla, utilizando cadenas de Markov reversibles
(rfMCMC), distintos modelos de delimitacion de especies a través de un andlisis de secuencias
guiandose a través de un arbol de especies de referencia que, en este caso, corresponde a los
arboles obtenidos en el analisis previo con IQ-TREE y ASTRAL. La intencion de usar ambas
topologias radica en la influencia del arbol guia en el calculo de probabilidad posterior de los
modelos de delimitacion de especie planteado por el programa (Leaché y Fujita, 2010). Las
especificaciones del riMCMC incluyen un total de 100,000 generaciones, con un muestreo cada
segunda generacién y un burn-in de 8000 generaciones (Nascimento et al., 2017; Flouri et al.,
2020). Para explorar el efecto en la variacion de los parametros poblacionales se realizaron cuatro
grupos de andlisis (A-D) variando tamafio ancestral de la poblacion y el nivel de divergencia
(Leaché y Fujita, 2010; Gehara et al., 2017; Waichert et al., 2019) especificando la probabilidad a
priori de los parametros 6 y t (Cuadro 4). Valores bajos para la media del prior 6 estan asociados
a probabilidades de especiacién mas elevadas, mientras que valores similares para t no tienen
impactos significativos (Leaché y Fujita, 2010). Todos los andlisis se corrieron dos veces usando
distintas semillas y usando los dos algoritmos de rjMCMC con el fin de asegurar la convergencia
0 mezcla adecuada (mixing) en las cadenas de Markov. Se utilizd un o = 3 para el primer
parametro de las distribuciones gamma inversas especificadas, pues, como lo sugiere el manual
del programa se recomienda al tratar con especies cuya informacion sobre los tiempos de
divergencia y tamarios de poblacion ancestrales/actuales) es desconocida (Flouri et al., 2018;
Flouri et al., 2020). Finalmente, con el fin de someter a prueba si BPP es capaz de reconocer

linajes independientes usando nuestros datos, se modificd artificialmente la monofilia de C.
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balsasensis en los arboles guia, separandolo en dos clados divergentes. De igual forma, para los
datos artificiales se realiz6 el protocolo descrito.

Cuadro 4.- Disefio del andlisis de delimitacion de especies (algoritmo 10) del programa BPP, a ser
considerado para las topologias de ML y ASTRAL.

Andlisis Tiemposde  Tamafio Poblacional ~Gamma Inversa Gamma Inversa  Media y Varianza
Divergencia Ancestral Prior (0) Prior (1) de Ambos Priors
0x =0.01
tx = 0.002
0s? = 2.5X10°
182 = 4X106

A Recientes Grandes ~1G (3, 0.01) ~IG (3, 0.004)

B Recientes Pequerfios ~IG (3, 0.004) ~IG (3, 0.004) S’E ; 2)(()?56
0x = 0.002
w =0.01

0s? = 4X10°

182 = 2.5X10°

C Profundos Pequefios ~1G (3, 0.004) ~1G (3, 0.01)

x=0.01

D Profundos Grandes ~IG (3, 0.004) ~IG (3, 0.004) §2= 2 5X105

6.5. Obtencidn de datos georreferenciados y mapas de distribucion

La evaluacion del area de distribucion de C. limpidus se realizd a través del sistema de
informacion geogréfica del programa QGIS ver. 3.16.0. EI mapa con la division geopolitica de
México y el mapa de las divisiones biogeograficas de México del Catdlogo de Metadatos
Geograficos se obtuvieron a través del Portal de Informacion Geoinformatica de CONABIO
(CONABIO, 2020). Los mapas topograficos se obtuvieron del portal de Shuttle Radar
Topography Mission (Jarvis et al., 2008). En primer lugar, se obtuvieron todos los datos de
incidencia de C. limpidus del portal de GBIF (Global Biodiversity Facility), el cual cuenta con
informacién georreferenciada proveniente de colecciones bioldgicas. Usando toda esta
informacidn, se construyé un mapa de distribucion, el cual contiene datos provenientes de la
Coleccion de Nacional de Aréacnidos del Instituto de Biologia (CNAN), Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM); la Coleccion de Artropodos de Importancia Médica (CAIM),
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Laboratorio de Entomologia del INDRE; y del Museo de Zoologia Comparativa de la Universidad
de Harvard (12).

Una vez obtenidas todas las observaciones, se curd la base de datos considerando los
siguientes criterios: (1) Que las observaciones correspondieran al area de distribucion de los
registros publicados (Cuadro 2); y (2) que los registros se encontraran respaldados por
organismos depositados en alguna coleccion bioldgica y que dicho registro tuviera informacion
del colector, identificador y georreferencia. En el caso de las muestras tomadas de la Coleccion
Nacional de Aracnidos del Instituto de Biologia (CNAN), Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM) se llevo a cabo la observacion directa de los organismos incluidos. Asi, se
elabor6 un mapa de distribucién usando los registros correspondientes (Cuadro 5). Finalmente, la
curacion de la base de datos, con base en los criterios anteriores se realizd a través de los
paquetes Pandas y Regex, para manipulacion y modificacion de bases de datos; ambos dentro del

lenguaje de programacién Python ver. 3.0.1.

Cuadro 5.- Registros totales y filtrados de C. limpidus obtenidos de las colecciones bioldgicas empleadas
para la elaboracién del mapa de distribucion.

Coleccién Observaciones  Observaciones Estados con

Bioldgica sin filtrar filtradas registro
Coleccién de Artrépodos de Importancia 1187 70 Eﬂgﬂce)r%e Mexico
Médica, INDRE (CAIM) . ,

Michoacan

Coleccién Nacional de Aracnidos (CNAN), QAO'EIIOS
Universidad Nacional Autonoma de 283 21 ueb’a
México Querétaro
Museum of Comparative Zoology, 15 3 Morelos
Harvard
Total 1485 9

6.6. Modelado de distribucion potencial

Se construyeron dos modelos de nicho ecologico con el fin de delimitar el area de distribucion

potencial de C. limpidus usando como guia la agrupacién del andlisis filogenético, que indica que
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existen dos clados con una distribucion este y oeste. Previo a la construccion del modelo, se
realiz6 un andlisis de correlacion a través del estadistico de Pearson y un andlisis de componentes
principales (PCA) para identificar qué variables climaticas pudieran resultar redundantes. Se
analizaron 19 variables climaticas obtenidas entre 1970 al 2000 y elevacion con resolucion de
~1km? de la pagina de WorldClim (Fick y Hijmans, 2017). Asimismo, estas se recortaron de
acuerdo con el area de distribucién de C. limpidus reportado en la literatura, incluyendo las areas
potencialmente accesibles a la especie y representando un area con variedad climéatica para
contrastar los puntos de fondo con los de ocurrencia. El recorte se realizé empleando el programa
QGIS y se transformaron en formato de imagen georreferenciado (.tiff). Las variables con un
valor de correlacion mayor a 0.80 y cuya contribucion a la variacion fuera minima en el anélisis
de componentes principales fueron excluidas (Mirshamsi, 2013; Feng et al., 2019). Los datos
filtrados de coordenadas registradas para C. limpidus fueron usados como evidencia de
ocurrencia para construir el modelo (Apéndice B, cuadros B1 y B2). Ademaés, con el fin de
mitigar sesgos de muestreo, los puntos georreferenciados se filtraron de manera que tuvieran una
separacion de 10 km?.

. El programa MaxEnt (Phillips et al., 2006), ha probado ser efectivo para el modelado de
distribucion potencial (Warren y Seifert, 2011) y ha sido utilizado para modelar la distribucion de
varios taxones de escorpiones (Haghani et al., 2020; Ureta et al., 2020). Este programa determina
la idoneidad relativa de las especies sobre un mapa a partir de la minimizar la entropia entre las
funciones de probabilidad en pixeles sobre puntos aleatorios tomados del fondo del area de
estudio y sobre los puntos georreferenciados (Elith et al., 2006; Phillips et al., 2006; Muscarella
et al., 2016). A pesar del buen desempefio del programa, la combinacién de parametros 6ptimo
para la construccion del modelo en MaxEnt relevante. Para esto se emplea el paquete MDPeval
(Muscarella et al., 2014), que realiza la construccion de varios modelos usando diferentes valores
de los parametros del modelo: La regularizacion de multiplicidad, que penaliza el incremento de
la complejidad del modelo; y las transformaciones de las variables ambientales predictivas
(Muscarella et al., 2014). Se configuré el modelado para evaluar con cinco regularizadores de
multiplicidad, asi como con todas las combinaciones de las variables ambientales relevantes. Los
datos de ocurrencia se particionaron con el modelo de jackknife n-1, el cual es ideal para evaluar
muestras pequefias (n < 25) (Pearson et al., 2007). Posterior a la construccion de los modelos, se

determina el mas 6ptimo a través del calculo del criterio de informacion Akaike corregido (AlCc)
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para los mismos. Este estadistico estima, para un conjunto de modelos, el balance entre bondad
de ajuste y complejidad de estos: valores bajos de AICc indican mejor optimalidad en la
construccion del modelo. Finalmente, se reporto el valor del area bajo la curva (AUC), derivado
de la curva ROC, que estima la capacidad del modelo de discernir eficientemente entre las
condiciones ambientales sobre las ocurrencias y las condiciones ambientales del fondo, asi como
la tasa de omisidn por cada modelo evaluado (Mateo et al., 2011), la contribucién porcentual de
ganancia y el porcentaje de la importancia de permutacion de cada variable entre el conjunto de
entrenamiento y los datos de fondo. Haciendo uso de esta informacion, e igualmente
apoyandonos de la informacion disponible en GBIF, asi como plataformas de coleccién de datos
climaticos (), se construye un marco general sobre algunos aspectos ecoldgicos de la especie en
cuestion. El analisis de los datos se realizd a través del paquete Pandas del lenguaje de
programacion Python ver 3.0.1 y algunas de las visualizaciones de obtuvieron por medio del
programa Power Bl Desktop ver. 2.98.100.

Con la combinacién éptima de parametros para generar el modelo, se opté por tomar en
cuenta el sesgo de muestreo en los datos a través de la construccion de mapas usando una malla
de sesgo (i.e., bias grid). Este documento refleja el esfuerzo de muestreo del area de estudio,
corrigiendo asi el sesgo de muestreo de los datos de presencia (Phillips et al., 2009; Kramer-
Schadt et al., 2013; Fourcade et al., 2014). Para su realizacién, se emplearon los registros de C.
balsasensis almacenados en GBIF, ya que su distribucion es la méas cercana entre las especies del
género a la de C. limpidus. Finalmente, con la intencion de indagar sobre la evolucion de los
nichos con la informacién de mas de un MDP, se incluye el célculo del estadistico de la D de
Schoener. Este estadistico calcula la similitud entre dos nichos, considerando distribuciones de

probabilidad definidas sobre el espacio geografico (Warren et al., 2008).



43

7. RESULTADOS

7.1. Andlisis filogenético

La certidumbre del alineamiento del marcador 16S mostrd, en general, valores altos. En cuanto al
score de las columnas, el valor mas bajo fue 0.70, mientras que la gran mayoria obtuvo un valor
> 0.95; el score de las secuencias fue de > 0.90 en todos los casos, excepto para la secuencia de
C. balsasensis EU499937, que obtuvo un valor de 0.84. Finalmente, el score GUIDANCE?2 para
el alineamiento fue de 0.98. Por otro lado, el marcador COI sigui6 una tendencia similar, con
valores para las columnas de > 0.90 en todos los casos, asi como para las secuencias y un valor
global de 1.0. El score GUIDANCE?2 entre los alineamientos varié debido a la cantidad de
secuencias empleadas entre ambos marcadores, 35 para 16S y 20 para COI. Por otro lado, el
namero de sitios constantes fueron, en proporcion, mas numerosos en el caso del COI comparado
con el 16S. Asimismo, los bloques obtenidos a partir del andlisis con Gblocks redujeron la
cantidad de sitios para el marcador 16S de 511 a 304 y del COI de 1534 a 607.

Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de la aproximacion de maxima verosimilitud y
empelando las matrices GB y NGB se exhiben en las figuras 9 y 10, respectivamente. Los
modelos de evolucion empleados para cada marcador, asi como la informacion sobre las

secuencias se encuentra en el cuadro 6.

Cuadro 6.- Informacion estadistica de las matrices GB y NGB utilizadas en el analisis

filogenético.
Matriz Marcador Modelo de Numero de Sitios Sitios
evolucién sitios (total) informativos  invariables

16S HKY+F+G4 304 99 183

GB COl TN+F+G4 607 120 447

Concatenado - 911 219 630

16S HKY+F+G4 511 155 292

NGB COl TIM3+F+G4 1534 194 1225
Concatenado - 2,045 349 1517

La figura 9 muestra la divergencia de Centruroides limpidus en dos clados, derivados de la

matriz GB. Uno de estos clados esta conformado por organismos de Querétaro, Estado de México



44

y Michoacén. Este clado es reconocido como el anteriormente mencionado “clado oeste”, el cual
obtuvo buena resolucién y valores de soporte moderados (Bootstrap = 78, Gcf = 100, Scf = 43).
Su grupo hermano esta conformado por organismos de Morelos, Puebla y Guerrero. A este clado,
reconocidos como el mencionado “clado este” y presento valores de soporte mas bajos (Bootstrap
= 72, Gef = 0, Scf = 13.4), especificamente para los terminales colectados en el estado de
Morelos (Bootstrap = 35, Gcf = 0, Scf = 0). Sin embargo, los terminales de Puebla y Guerrero
presentaron una mejor resolucion y soporte (Bootstrap = 71, Gef = 100, Scf = 18.9). El clado de
C. limpidus y sus clados internos obtuvieron valores de soporte bajos (Bootstrap = 61, Gef =0y
Scf = 30.8).

En cuanto a los otros grupos, se resolvié un clado hermano a C. limpidus que incluye las
especies C. meisei y C. elegans. Este clado obtuvo mejores valores de soporte y refleja una parte
del grupo elegans. Asimismo, la filiacion de estos taxones se mantuvo constante a través de todas
las reconstrucciones. De forma ordenada y secuencial, los ejemplares que representan C. noxius,
C. balsasensis, C. baergi y C. gracilis formaron grupos monofiléticos con valores de soporte de
moderados a buenos (Figura 9). Para esta resolucién, C. balsasensis fue el Unico representante
del grupo elegans que no fue incluido con el resto los miembros, encontrdndose mas
cercanamente relacionado con C. baergi y corroborando su resolucion en otros estudios (Esposito
y Prendini, 2019; Gonzéalez-Santillan et al., 2020).
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Figura 9.- Modificado del arbol de maxima verosimilitud obtenido del andlisis de la matriz GB. El primer

valor de soporte corresponde al Bootstrap, el segundo al factor de concordancia de genes y el tercero al

factor de concordancia entre sitios.

El andlisis de la matriz NGB (Figura 10) produjo una topologia global similar a la anterior.

Sin embargo, el clado oeste se agrupd con un clado conformado por C. elegans y C. meisei, con

valores de soporte moderados (Bootstrap = 73, Gef = 100 y Scf = 14.1). Asimismo, el clado oeste

obtuvo buenos valores de soporte (Bootstrap = 98, Gef = 100 y Scf = 66.8). A su vez, el clado del

este se forma un grupo hermano con los clados mencionados con valores de soporte moderados

(Bootstrap = 88, Gcf = 0 y Scf

= 10.3). En este caso también se observa la filiacion de C.
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balsasensis con C. baergi, mas cercanamente relacionado que con el resto de los representantes
del grupo elegans.

98/100/54.3

63/100/33.4 < Centruroides elegans
« Centruroides meisei
71/100/15

al
96/100/66.6\ _l__

— C.limp

100/100/79.4 C.limpidus
100/100/29 C.limpidus (

C.limpidus (

77/10024.8 <
—] | 87/100/9.3

67/100/25.6

Centruroides noxius

100/100/80.4 < Centruroides baergi

4 Centruroides gracilis

Figura 10.- Modificado del arbol de maxima verosimilitud derivado del analisis de la matriz NGB. El

primer valor de soporte corresponde al Bootstrap, el segundo al factor de concordancia de genes y el
tercero al factor de concordancia entre sitios.
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Los arboles obtenidos con ASTRAL analizando tanto la matriz GB como la NGB muestran
a C. limpidus dividido en tres clados (Figuras 11 y 12). Por un lado, el clado oeste es grupo
hermano del clado conformado por las especies C. elegans y C. meisei. A su vez, este clado es
hermano de un grupo constituido por los C. limpidus de Guerrero y Puebla. Finalmente, hermano
a los clados anteriores estan los C. limpidus de Morelos, formando, entre todos, un patrén de
divergencia escalonado. Los tres clados obtuvieron un valor de soporte de 0.67, representado en
unidades de coalescencia. En cuanto a los grupos restantes, su acomodo es idéntico al presentado
en el analisis con IQTREE, incluso dentro de los clados de cada especie. La unica diferencia que
se obtuvo en la topologia obtenida del analisis NGB es la distribucion de los clados de C.
limpidus, asi como que valores de soporte son mas bajos para algunas politomias.

Los resultados del analisis también permitieron identificar errores de etiquetado en algunas
secuencias de GenBank. La secuencia AY995823.1, identificada como C. baergi y EU499949,
identificada como C. infamatus en las bases de datos deben ser actualizadas, ya que el anélisis
consistentemente los agrupa en el clado de C. limpidus. Varias secuencias de Centruroides
limpidus, publicadas por Towler et al. (2001) y posteriormente identificadas como Centruroides
balsasensis por Ponce-Saavedra et al. (2009), se encuentran desactualizadas en las bases de datos
donde residen (ej., EU499941, EU499948, EU499950) (Cuadro 3). Asimismo, la secuencia
MK479031, etiquetada como C. limpidus por Esposito y Prendini (2019), representa un error de
designacion taxondmico y corresponde realmente al taxén C. elegans. Finalmente, la inclusion de
C. balsasensis en el estudio, asi como la ausencia de muestras usadas provenientes del area de
distribucion registrada para C. tecomanus, descartan la posibilidad que alguno de los clados

divergentes de C. limpidus sea en realidad uno de estos taxones.
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Figura 11.- Modificado del arbol de especies obtenido a través de ASTRAL usando la matriz GB. Los

valores sobre las ramas representan su largo en unidades de coalescencia.
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Figura 12.- Modificado del arbol de especies obtenido a través de ASTRAL usando la matriz NGB. Los

valores sobre las ramas representan su largo en unidades de coalescencia.



50

7.2. Analisis de delimitacion de especie

Se realizaron un total de 24 andlisis variando diferentes pardmetros, asi como ambas topologias
guia obtenidas con las matrices GB y NGB, resultantes de los andlisis con IQTREE y ASTRAL.
Adicionalmente, se aplico la misma metodologia a un escenario artificial en donde se separ6 a C.
balsasensis en dos especies distintas. Para los analisis que incluyeron los arboles producidos por
IQTREE (GB y NGB; figuras C1 y C2 en el apéndice C, respetivamente), se obtuvieron altos
valores de soporte en todos los nodos del arbol guia, asignando la mayor probabilidad posterior al
modelo que recupera todos los nodos internos del arbol guia, correspondientes a una topologia
con ocho especies (i.e., los grupos externos mas los clados divergentes de C. limpidus: clado este
y oeste), con alta probabilidad posterior. No obstante, anélisis C, empleando el arbol guia de
ASTRAL (GB), fue la excepcién (Apéndice C, Cuadro C3). El analisis utilizando el arbol guia
derivado de ASTRAL (Ambos arboles guia tienen la misma topologia global) también resulté en
alto soporte para todos los nodos internos propuestos y apoyando una resolucion con nueve
especies (i.e., los grupos externos mas tres linajes divergentes de C. limpidus: El clado este
menos los organismos de Morelos, los organismos provenientes de Morelos y el clado oeste). En
este caso, soportando la existencia de nueve especies para la base de datos empleada. Finalmente,
la para los andlisis que incluyeron la alteracion en la monofilia de C. balsasensis, se obtienen
altos valores de soporte para todos los nodos excepto en la separacion artificial. Es decir, el
modelo con probabilidad posterior superior no soporta la biparticion de C. balsasensis (Apéndice
C, cuadro C4). Los arboles guia para cada analisis se muestran en la figura 13, 14, 15y 16 los
cuales fueron generados empleando el software TreeView de ETE Toolkit (Huerta-Sepas y Sierra
2016). Dada la convergencia de las probabilidades posteriores cercanas a 1 del modelo que
representa ocho para las topologias de IQTREE y nueve linajes para la topologia de ASTRAL, la
utilizacion de ambos algoritmos de delimitacién, y variacion de la semilla para cada analisis, se

puede considerar que las cadenas de Markov corrieron sin inconvenientes (Yang, 2015).
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Figura 13.- Arbol guia derivado del anélisis con méaxima verosimilitud GB generado en el programa BPP
con valores de probabilidad posteiror para los nodos considerados como especies disitntas. E: C. elegans,
M: C. meisei, W: C. limpidus (Poblaciones del oeste), L: C. limpidus (Poblaciones del este), N: C. noxius,

A: C. balsasensis, B: C. baergi, G: C. gracilis.

1.40
Figura 14.- Arbol guia derivado del analisis con maxima verosimilitud GB generado en el programa BPP
con valores de probabilidad posteiror para los nodos considerados como especies disitntas. E: C. elegans,
M: C. meisei, W: C. limpidus (Poblaciones del oeste), L: C. limpidus (Poblaciones del este), N: C. noxius,

A: C. balsasensis, B: C. baergi, G: C. gracilis.

Figura 15.- Arbol guia derivado del anélisis con ASTRAL GB y NGB (Las topologias fueron las mismas)

generado en el programa BPP con valores de probabilidad posteiror para los nodos considerados como
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especies disitntas. E: C. elegans, M: C. meisei, W: C. limpidus (Poblaciones del oeste), L: C. limpidus
(Poblaciones de Guerrero y Puebla), X: C. limpidus (Poblaciones de Morelos), N: C. noxius, A: C.

balsasensis, B: C. baergi, G: C. gracilis.

1.20
Figura 16.- Arbol guia artificial derivado de la modificacion del arbol obtenido con IQTREE GB

generado en el programa BPP con valores de probabilidad posteiror para los nodos considerados como
especies disitntas. E: C. elegans, M: C. meisei, W: C. limpidus (Poblaciones del oeste), L: C. limpidus
(Poblaciones de Guerrero y Puebla), S: C. balsasensis (Separacién artificial), N: C. noxius, A: C.

balsasensis, B: C. baergi, G: C. gracilis.
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7.3. Delimitacion Geogréfica
El mapa presentado en la figura 17 incluye todos los registros obtenidos del acervo de GBIF para

la especie C. limpidus.
-105°0" -103°0" -101°0’

Figura 17.- Distribucion de C. limpidus registrada en GBIF incluyendo todos los puntos de
observacidn/recolecta provenientes de distintas bases de datos (i.e., sin filtros). La mayoria de estos
registros provienen de la base de datos acumulada por la Coleccién de Artropodos de Importancia Médica
(CAIM), Laboratorio de Entomologia (INDRE) y la aplicacion Naturalista.

Considerando la resolucion filogenética anteriormente planteada, los resultados del analisis
de delimitacién de especies, asi como la inclusion de informacién sobre las provincias
biogeograficas de México (Morrone et al., 2017), para el mapa de distribucion con datos filtrados
(Figura 18), se opt6 por dividir la distribucion en dos clados (En azul y rojo). Las estrellas azules
representan puntos georreferenciados de cuatro especimenes usados en el analisis filogenético,
mismos que forman un solo clado y fueron recuperados como la misma especie en el andlisis de

delimitacién de especies. Dichos organismos provienen de Cuernavaca, Morelos (18.94N, -
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99.22W); Miacatlan, Morelos (18.75N, -99.35W); Jolalpan, Puebla (18.34N, -98.95W); y
Huitzuco, Guerrero (18.30N, -99.33W). Los puntos azules corresponden a organismos que fueron
seleccionados con base en su area de distribucion (Este de México, dentro de la provincia de la
Depresion del Rio Balsas) como pertenecientes al mismo clado de las estrellas azules, es decir, al
taxon C. limpidus del este. Por otro lado, las estrellas rojas hacen referencia a cuatro organismos
recuperados como un clado divergente con respecto de las poblaciones de C. limpidus del este, y
separados en el analisis de delimitacion de especies. Estos son oriundos de Santo Tomas de los
Platanos, Estado de México (19.18N, -100.26W); Santiago de Querétaro, Querétaro (20.60N, -
100.40W); Tacambaro, Michoacén (19.23N, -101.46W); y Tzitzio, Michoacéan (19.58N, -100.92
W). De igual forma, los puntos rojos fueron seleccionados con base en su area de distribucion, la
cual se encuentra cerca del limite de la provincia de la Depresion del Rio Balsas con el Faja
Volcanica Transversal, o bien dentro de este Gltimo, para representar organismos tentativamente
pertenecientes al clado de la poblacién del oeste. Finalmente, los puntos amarillos son aquellas
observaciones que, a pesar de pasar todos los filtros, no se les puede asignar al clado del este o
del oeste. La falta de claridad con estos puntos surge a partir de su ubicacion, que esta entre las
dos poblaciones establecidas, y la incidencia de algunos sobre la provincia de la Sierra Madre del

Sur (Color verde).
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Figura 18.- Puntos georreferenciados de Centruroides limpidus filtrados (120), de acuerdo con las
regiones biogeograficas propuesta por Morrone et al. (2017). Se incluyen las provincias biogeogréficas de
la Faja Volcanica Transversal (Gris), la Depresion del Balsas (Rojo), la Sierra Madre del Sur (Verde), la
provincia del Desierto de Chihuahua (Lila), la provincia de las tierras bajas del Pacifico (Morado), la
provincia Veracruzana (Azul) y la Sierra Madre Oriental (Café).

7.4 Modelo de distribucién potencial

Derivado del analisis de correlacion y PCA, se emplearon las siguientes variables bioclimaticas
para la construccion del modelo de las poblaciones del este: Elevacién (ELE), precipitacion del
mes més seco (BC14), precipitacion del cuarto anual més calido (BC18), precipitacion del cuarto
anual mas frio (BC19), temperatura media del cuarto anual mas humedo (BC8), rango de
temperatura anual (BC7) e isotermalidad (BC3) (Apéndice B, figuras B1 y B2). La figura 19
muestra el area de distribucion potencial de C. limpidus de las poblaciones del este. El analisis de

ENMeval eligié el modelo dos con un AICc = 0 y con los parametros fc = LQ y rm = 1.
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Asimismo, para el conjunto de datos de entrenamiento fue de AUC = 0.93, mientras que para el
conjunto de datos de prueba fue de AUC = 0.94. El valor de la diferencia entre los valores de
AUC del conjunto de entrenamiento y el conjunto de prueba fue de 0.07. La variacion de los
estos estadisticos con respecto a los pardmetros empleados (i.e., distintos modelos evaluados) se
puede consultar en el Apéndice B, figuras B3 y B4. Finalmente, se obtuvo la contribucién
porcentual y de permutacion de cada variable biocliméatica para esta reconstruccion, siendo la
precipitacion del cuarto anual mas frio (BC19 = 33.8 / 49%), temperatura media del cuarto anual
mas humedo (BC8 = 20.6 / 18.1%) y la precipitacion del cuarto anual mas calido (BC18 = 20.5/
26.8%) las mas influyentes.

Area de Distribucion Potencial de las Poblaciones del Este
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Figura 19.- Modelado de distribucion potencial de Centruroides limpidus de las poblaciones del este (n =

21) derivado del modelo con mejor ajuste y complejidad 6ptima (fc = LQ, rm = 1).

La construccion del modelo de distribucion potencial de la poblacion del oeste, de acuerdo
a los resultados del analisis de correlacion y PCA (Apéndice B, figuras B5 y B6), indicaron que
las variables biocliméticas idoneas fueron: la isotermalidad (BC3), temperatura maxima del mes

maés calido (BC5), rango de temperatura anual (BC7), precipitacion anual (BC12), precipitacion
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del cuarto anual més seco (BCL17), precipitacion del cuarto anual més célido (BC18), y la
precipitacion del cuarto anual mas frio (BC19). ElI mapa de la figura 20 representa el area de
distribucion potencial para las poblaciones de C. limpidus del oeste. EI mejor modelo fue el tres
(fc = LQP y rm = 1), con un valor de AICc = 0. EI AUC del mejor modelo para el conjunto de
datos de entrenamiento fue de AUC = 0.88, mientras que para el AUC promedio del conjunto de
datos de prueba fue AUC = 0.86. La diferencia entre los valores de AUC de los datos de
entrenamiento y prueba fue de 0.12. La variacion de los estos estadisticos con respecto a los
parametros empleados se puede consultar en el Apendice B, figuras B7 y B8. Finalmente, se
obtuvo la contribucion porcentual y de permutacion de cada variable biocliméatica para esta
reconstruccion, siendo el rango de temperatura anual (BC7 = 22.1 / 9%), la precipitacion anual
(BC12 = 20.3 / 39.9%) vy la precipitacion del cuarto anual mas calido (BC18 = 19.2 / 22.8%) las

mas influyentes.
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Figura 20.- Modelado de distribucion potencial de Centruroides limpidus de las poblaciones del
oeste derivado del modelo con mejor ajuste y complejidad dptima (fc = LQP, rm = 1).
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La similitud entre los nichos en espacio geogréfico, derivado de la obtencion del valor de la D
de Schoener para los mejores modelos de cada conjunto de poblaciones (Modelo dos para las
poblaciones del este y modelo tres para las poblaciones del oeste), fue de D = 0.493.

Derivado de las variables con mayor contribucion al modelo ambas poblaciones, se
realiz6 un analisis estadistico adicional con la intencion de obtener un contorno muy general
sobre algunos aspectos ecologicos de ambas poblaciones. En cuanto a las variables mas
influyentes para la distribucion potencial de las poblaciones del este, las graficas de las figuras 22
y 23 muestran que el cuarto anual mas célido (marzo, abril, mayo y junio) se sobrepone por un
mes con el cuarto anual mas humedo (junio, julio, agosto y septiembre). Esta concordancia es
importante para entender aspectos ecoldgicos de C. limpidus, ya que es durante estos meses
donde se realizan la mayoria de los registros de esta poblacion (Figura 23). Por otro lado, durante
los meses de enero, febrero, noviembre y diciembre la temperatura y precipitacion adoptan los

valores més bajos, concordante con el declive en los registros de C. limpidus (Figura 23).

En cuanto a las poblaciones del oeste, los resultados dan méas peso a las fluctuaciones
estacionales de temperatura y precipitacion sobre las areas que habitan. Asi como es el caso para
las poblaciones del este, una variable ambiental definitoria fue la precipitacion de los meses mas
calidos del afio (marzo, abril, mayo, junio). No obstante, dadas las limitaciones impuestas por la
muestra de este conjunto de datos (i.e., incidencia de poblaciones introducidas), cualquier
especulacidn sobre la ecologia de este clado, a partir del presente analisis, seria ir demasiado
lejos. Asimismo, como es evidente en la figura 23, esta poblacion es la que menos muestras
aporto al analisis. No obstante, dada la cercania filogenética de ambos conjuntos de poblaciones,
asi como la similitud del régimen ambiental de las zonas que ocupan, es de esperar que ambos

exhiban patrones ecoldgicos similares.
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Figura 21.- Temperatura promedio mensual de las localidades en donde esta registrada la
presencia de C. limpidus. El gréafico se construy6 a partir la de informacién climatica promedio

tomada para las localidades durante un periodo de 36 afios y publicada en la pégina de
WeatherSpark (Cedar Lake Ventures, 2022).
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Figura 22.- Precipitacion promedio mensual de las localidades en donde esta registrada la
presencia de C. limpidus. El grafico se construyd a partir la de informacion climéatica promedio
tomada para las localidades durante un periodo de 36 afios y publicada en la pagina de
WeatherSpark (Cedar Lake Ventures, 2022).
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Figura 23.- Gréfica de barras de la ocurrencia de C. limpidus a lo largo del afio (por mes). El
gréfico fue construido a partir de los datos disponibles en la plataforma GBIF, y filtrados de
acuerdo a los criterios descritos en la seccion de métodos (n = 851). Los distintos colores

representan la contribucion al total por estado.

8. DISCUSION

8.1 Las evidencias moleculares sugieren que los clados este y oeste de Centruroides limpidus

pertenecen a linajes independiente

El conjunto de andlisis realizados recupera consistentemente la divergencia entre las
poblaciones del este y del oeste de la especie C. limpidus. Con la intencion de falsear la hipotesis
planteada, se pretendid explorar los datos empleados con mas de una aproximacion (i.e., Distintos
tratamientos para la matriz de secuencias concatenada, analisis filogenéticos basados en
concatenacion y métodos de coalescencia, asi como un analisis de delimitacion de especies

Bayesiano), a su vez sometiendo a prueba lo publicado en la literatura sobre la distribucion
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(Ureta et al., 2020) y la filogendmica (Towler et al., 2001; Ponce-Saavedra et al., 2009) de esta

especie.

A pesar de que los arboles obtenidos en los distintos analisis filogenéticos usando ML
obtuvieron topologias conflictivas, donde las relaciones de las poblaciones del oeste y del este no
fueron constantes, si hubo constancia en su divergencia, incluso cuando ambas poblaciones
conformaron un solo clado divergente (Figura 9). Es probable que tanto las diferencias en la
longitud entre las secuencias y la homoplasia contenida en algunos casos dentro de la matriz
NGB distorsionaran las relaciones entre los clados este y oeste. Al extraer y analizar solo los
caracteres informativos en la matriz GB, se recupera la correcta posicién de los clados este y
oeste. La suposicién de que los clados este y oeste sean grupos hermanos entre ellos y no con C.
elegans y C. meisei, tiene un fundamento bioldgico. Estas Gltimas dos especies se distribuyen en
el litoral del Pacifico, mientras que los dos clados de C. limpidus son consistentes en cuanto a
similitud morfoldgica y biogeografia (i.e., incidencia en la parte alta de la depresion del Balsas).

Las topologias obtenidas con ASTRAL, independientemente del tratamiento con GBlocks,
recuperaron una topologia idéntica (Figuras 11 y 12). La topologia fue muy similar a la IQTREE
NGB, lo unico que difiere es que las muestras de Morelos se ubicaron de forma escalonada
dentro del grupo que contiene la mayoria de las especies del grupo elegans. Dos factores
pudieron hacer diferir estos dos grupos en cuanto a su topologia: (1) la discordancia entre los
arboles de genes de los marcadores utilizados, que a su vez es producto de la falta de muestras
para el marcador COI (10 secuencias ausentes) y (2) los casi 40% de datos faltantes en la matriz
NGB. Esto es particularmente notable en la posicion de las secuencias de C. limpidus
provenientes de Morelos, los cuales obtuvieron bajos valores de soporte en el arbol ML y
resultaron divergentes en el analisis con ASTRAL. Para estas poblaciones no se pudieron obtener
secuencias del marcador 16S vy, por lo tanto, esta brecha de informacion potencialmente limité la
precision de su resolucién en el analisis de ASTRAL. En todos los casos los valores de soporte
fueron subdptimos.

La reciente divergencia de las especies del género Centruroides en América del Norte (de
aproximadamente 22 — 24 millones de afios) supone obstaculos en la precision de la
reconstruccion filogenética (Esposito y Prendini, 2019). En primer lugar, la cantidad de

sustituciones acumuladas en los loci analizados no contendran suficiente sefial filogenética para
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discernir entre posibles resoluciones. En segundo lugar, la presencia de sorteo incompleto de
linajes es potencialmente mayor, dada la presencia ramas cortas del arbol de especies,
aumentando la sensibilidad del analisis en ASTRAL a inferir el arbol de especies incorrecto,
especialmente considerando el posible error en la estimacién de arboles de genes (McCormack et
al., 2009; Mirarab, 2019). La cohesion entre sus integrantes, asi como con el resto del clado del
este, incrementaria con la inclusién de mas muestras para los terminales utilizados (Maddison y
Knowles, 2006; McCormack et al., 2009). Es de particular importancia reportar que dentro del
clado de C. limpidus para las poblaciones del oeste se resolvié un terminal colectado de Tzitzio,
Michoacan; mientras que en el clado de C. balsasensis se incluye un organismo colectado de la
misma localidad. Esta evidencia es congruente con lo reportado por Ponce-Saavedra y Francke
(2004) y Ponce-Saavedra et al. (2009), donde se hace alusion a esta zona de simpatria en la
depresion del Balsas.

Asimismo, se hizo una exploracion mas profunda de nuestros datos, con la intencion de
obtener nocion de la certeza de los resultados producto de los analisis filogenéticos, a traves de
una delimitacién de especies Bayesiana. Esta evaluacion fue consistente con la separacion de
ambos clados, distinguiendo ambos conjuntos de poblaciones como unidades genéticas
independientes. 23 de los 24 andlisis para el caso de la matriz GB recuperaron la méaxima
probabilidad posterior para el modelo que soporta todos los nodos internos (i.e., ocho linajes
independientes), demostrando la estructura poblacional de los linajes analizados y haciendo
énfasis en la divergencia de C. limpidus. Asimismo, se observa una tendencia similar en los
resultados con el arbol guia de la matriz NGB derivada de IQTREE y el &rbol guia ASTRAL. Es
decir, el modelo de delimitacion de especies con mayor probabilidad posterior es aquel que
recupera la divergencia de C. limpidus. Este analisis sometié a prueba las diferencias genéticas
entre ambas poblaciones muestreadas encontradas por los andlisis filogenéticos previos.
Adicionalmente, el analisis de prueba, realizar a partir de la modificacion de la topologia en el
arbol guia GB derivado de IQTREE, en donde artificialmente se separ6 a C. balsasensis en dos
especies distintas, le adjudico el mayor valor de probabilidad posterior al modelo de delimitacion
en donde C. balsasensis es un clado monofilético. Este andlisis adicional se realizdé con la
intencion de someter a prueba la eficacia del método de delimitacion empleado con nuestra base
de datos (Leaché y Fujita, 2010; Gehara et al., 2017; Waichert et al., 2019).
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A la fecha, la presente contribucion es la Unica en emplear métodos de delimitacion de
especies basadas en el modelo MSC sobre el género Centruroides. Parmekelis et al. (2013)
realizaron un analisis taxonomico exhaustivo sobre poblaciones del género Euscorpius de la
region mediterranea en el cual se emplearon varios métodos de delimitacion de especies.
Buscando validar los resultados de sus métodos, optaron por realizar un analisis de delimitacion
de especies con el programa BPP. Ademas de ser congruente con la mayoria de las resoluciones
propuestas por otros modelos, BPP fue el que rindi6 resultados de manera méas consistente que
los demas. Asi, la los supuestos en los que se basa esta aproximacion para evaluar la identidad
taxondmica a nivel especifico en escorpiones parece mostrar resultados confiables. EI analisis
con BPP fue el unico entre los analisis incluidos en el presente estudio que provee de evidencia
para suponer que C. limpidus incluye dos especies distintas.

Tomando en consideracion los conceptos de especies discutidos en la introduccion, bajo
esta evidencia, es tentativo considerar a ambas poblaciones del oeste y del este de C. limpidus
como especies distintas. No obstante, dado a que las caracteristicas secundarias tipicas de
especies en proceso de divergencia aparecen gradualmente en las poblaciones con el tiempo (i.e.,
aislamiento reproductivo, monofilia en comparacion, diferenciacion ecoldgica, etc.), es pertinente
apuntar que las poblaciones de C. limpidus se encuentran en un proceso de divergencia reciente.
Mas aun, dada la discusion anteriormente provista sobre el funcionamiento del programa BPP y
la muestra empleada en los anlisis moleculares la estructura poblacional observada en la
delimitacion de especies podria deberse al aislamiento de las poblaciones por su gran area de
distribucion. Reafirmando asi la conclusion de un proceso temprano de divergencia en C.

limpidus.

8.2 Los patrones biogeograficos de las poblaciones de Centruroides limpidus muestran cierta

concordancia con su estructura genética

A la evidencia anteriormente descrita se afiaden los resultados del analisis de delimitacion
geografica y modelado de distribucion potencial, donde las diferencias en la idoneidad relativa de
las areas que ocupan ambos conjuntos de poblaciones se hicieron patentes. No obstante, estas

ultimas no fueron tan pronunciadas como en el caso de los analisis moleculares, sugiriendo que a
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pesar de que ambos conjuntos de poblaciones hayan experimentado una separacion a nivel
genético, el conjunto de caracteristicas biocliméaticas que determina su presencia es ain muy
similar. Esto es algo esperado, pues, dada la cercania filogenética de ambos clados, es preciso
conjeturar que sus las variables bioclimaticas que determinan su distribucion exhiban varias
similitudes. Adicionalmente, un factor que limita la extension de las conclusiones derivadas a
partir de estos andlisis es el hecho de que, para la poblacién del oeste, varios puntos,
especialmente aquellos profundamente embebidos en el Faja Volcanica Transversal, representan
introducciones influenciadas por la presencia de asentamientos humanos. Ademas de las
poblaciones que naturalmente ocurren en las zonas del Estado de México y Michoacén, la
distribucion de esta especie esta extendida a otras areas en donde naturalmente no habrian podido
llegar, tal como es el caso de las poblaciones de Querétaro, asi como las incidencias de esta
especie en el Faja Volcanica Transversal y con una lejania considerable de la Depresion del Rio
Balsas. Ejemplos de estos ultimos incluyen los registros reportados de la Ciudad de México y de
Valle de Brave, en el Estado de México. Adicionalmente, otras variables ecoldgicas, como
caracteristicas edéaficas, disponibilidad de escondites, o presencia de cierta vegetacion y
depredadores, ademas de la preferencia del habitat determinada por variables bioclimaticas,
influencian la dinamica de las poblaciones de C. limpidus (Polis, 1990). Es posible que alguna
combinacidn de estas variables también tenga alguna repercusién en la divergencia identificada
por los andlisis filogenéticos; no obstante, su inclusion en un MDP es problematico o puede ser

imposible.

Las observaciones registradas sobre la provincia de la Depresién Rio Balsas, sobre los
estados de Morelos, limite norte de Guerrero y limite occidental del Puebla, muy probablemente
constituyen registros de C. limpidus para las poblaciones del este (Puntos azules en figura 18).
Dentro de estas areas, se encuentran a elevaciones de entre 950 y 1600 msnm, donde la
vegetacion predominante consiste en bosque tropical caducifolio. La abundancia y presencia
disminuye conforme el bosque tropical caducifolio da lugar a los bosques templados, donde la
vegetacion dominante la ocupan arboles del género Pinus y Quercus (Observacion personal). Sin
embargo, la presencia de esta especie en zonas templadas probablemente se atribuya a la
permanencia de poblaciones que habitan barrancas, asi como otros sitios que proveen
microhabitats idoneos para la especie. Estos sitios proveen de zonas a partir de las cuales

individuos migran hacia lugares mas templados, en donde apenas alcanzan a formar poblaciones
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sumidero. Por otro lado, las poblaciones de C. limpidus del oeste se distribuyen en el limite las
provincias de la Depresion del Rio Balsas y Faja Volcanica Transversal, sobre areas en su
mayoria de mas de 1600 msnm y en donde la vegetacion principal es una combinacién de
bosques templados; no obstante, son mucho mas abundantes en regiones en donde el microhabitat
es similar a las condiciones que prefieren las poblaciones del este. Sin embargo, es evidente que
C. limpidus es capaz de tolerar un amplio rango de condiciones climéticas. Este es el caso para los
registros de Querétaro, los cuales inciden sobre la provincia del Altiplano Mexicano y sobre un
area dominada por matorral xerofilo a 1300 msnm. Lo mismo para los registros en el Estado de
México y Ciudad de México, en donde la especie puede ser encontrada a mas de 2000 msnm. Un
caso similar es registrado para la especie Centruroides vittatus en Yamashita y Rhoades (2013),
justificando su hipotesis con base en los habitos errantes de esta especie.

La construccion de modelo de distribucion potencial para ambas poblaciones se muestra en
contraste con lo obtenido por Urieta et al. (2020) para C. limpidus. La discrepancia se debe a los
diferentes registros usados para la eleccion de las variables y el tamafio de muestra, ya que los
autores usaron diez registros provenientes de la region costera de Guerrero, del Estado de
Meéxico, region oeste y centro de Michoacan y Querétaro. En contraste, el presente estudio se
limité al uso de registros asignados filogenéticamente al taxon de interés y respaldados por la
literatura disponible para el mismo, ademas de incluir mas puntos en la construccion de los
modelos. Otro punto de contraste con el trabajo de Urieta et al. (2020) fue la combinacién de
features, el regulador de multiplicidad, y el valor de AUC del modelo con menor valor de AlCc.
En cuanto a este ultimo, el valor de AUC para su modelo mas 6ptimo fue de 0.76, mientras que el

AUC que obtuvimos fue de > 0.90 para ambos modelos.

Con base en el patrén biogeogréafico discutido, asi como en investigaciones sobre el ciclo
de vida y aspectos ecoldgicos de otras especies del género Centruroides (Sissom, 1980; Francke
y Jones, 1982; McReynolds, 2012; Brown, 2004; Quijano-Ravell, 2015; Ponce-Saavedra, 2003;
Monge-Najera, 2018) se podria especular que la densidad poblacional de C. limpidus varia a lo
largo del afio en funcion, principalmente, al régimen de temperatura y precipitacion de su area de
distribucion. Asimismo, es posible que esta especie se reproduzca durante todo el afio; no
obstante, considerando la baja tasa de supervivencia de los estadios inmaduros durante el
segundo Y tercer instar, las presiones ambientales (i.e., tiempo frios y poco humedos) sesgan la

densidad de las poblaciones y las hace mantenerse relativamente bajas con respecto a lo que
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ocurre en los meses mas célidos y himedos. Dado que la condicion iterdpara ha sido observada y
registrada en otras especies del mismo género (Polis y Sissom, 1990, Davison et al., 2020), es
posible que C. limpidus comparta esta estrategia reproductiva. Este patron sugiere que las
poblaciones de C. limpidus del este decrecen durante esta época, posterior al periodo de
reproduccion. Este mismo patron ha sido reportado para otros alacranes batidos, en donde la
presencia de varias especies en lugares subtropicales se asocia a la temporada de lluvias, la cual
tiene una correlacion positiva con la disponibilidad de presas (Aradjo et al., 2010). Es probable
que la dindmica de las poblaciones que habitan en zonas suburbanas (i.e., varias poblaciones del
oeste) sea distinta y esté sujeta a otros factores. Si bien estas especulaciones deben de
considerarse como un atisbo hacia un entendimiento de la ecologia de este potencial complejo de
especies, su aplicacion para las poblaciones del oeste requiere de mucha mas investigacion.
Desafortunadamente, al poseer nula informacién sobre el ciclo de vida de las poblaciones de C.
limpidus, es complicado integrar la importancia de las variables biocliméaticas sobre otros
aspectos de su biologia (i.e., estrategia reproductiva, duracion de la ontogenia, entre otros). En
afiadidura, es pertinente discutir la copiosa cantidad de errores en los registros de las bases de
datos empleadas para realizar los andlisis; especialmente en el caso de la plataforma GBIF. La
identificacion de algunas especies del género Centruroides a través de caracteres morfoldgicos es
un trabajo complicado (Ponce-Saavedra et al., 2004; Santibafiez-Lopez y Contreras-Félix, 2013;
Ponce-Saavedra y Francke, 2019). Este problema es especialmente prevalente en la aplicacion
Naturalista, de donde provienen la mayoria de las identificaciones erréneas o dudosas (ej.
Observacion de C. limpidus en el estado de Colima y Veracruz). Esto ha sido reportado en varias
ocasiones y, por lo tanto, es preciso extremar precauciones al acudir a estos acerbos de
informacién. Los métodos empleados en el presente analisis buscaron minimizar el uso de datos
inciertos y erréneos; sin embargo, no se puede descartar por completo la posibilidad de haber
incluido algun artefacto en los datos que se emplearon. Con razones de sobra seria adecuado
colectar mas especimenes, considerando los cuidados involucrados en la colecta y registro de
datos. Solo con informacion fehaciente, proveniente de colecciones biologicas y colectas de
campo, sera posible obtener certezas sobre las conclusiones bioldgicas que se infieren a partir de
los analisis planteados. Finalmente, la introduccion de C. limpidus en areas en donde no se

encontraba naturalmente sesga los resultados del analisis de distribucion potencial. Seria
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adecuado que en estudios posteriores se considere este factor, asi como las limitaciones

discutidas.

8.3 Posicidn filogenética de Centruroides limpidus dentro del grupo de especies elegans

La resolucion filogenética aqui presentada tiene incidencia sobre la clasificacion de los
grupos de especies del género Centruroides. En su mayor parte, el grupo elegans, en este caso
representado por los taxones C. limpidus, C. balsasensis, C. elegans y C. meisei, se recupero
como monofilético. No obstante, la posicién de C. balsasensis, consistentemente separado del
resto de los taxones mencionados, socava la hipotesis de que el grupo elegans constituya un
grupo monofilético. Su distancia a estos taxones, asi como su proximidad a C. baergi, que
pertenece al grupo nigrovariatus, es consistente con otras resoluciones publicadas (Towler et al.,
2011; Ponce-Saavedra et al., 2009; Esposito y Prendini, 2019; Gonzalez-Santillan et al., 2020)

La topologia presentada en Ponce-Saavedra et al. (2009) resuelve a C. balsasensis como
mas cercano a C. tecomanus, C. ornatus y C. infamatus, que a C. limpidus. Por otro lado, el
analisis filogenético realizado por Esposito y Prendini (2019) obtiene resultados similares, pues
resuelve a C. balsasensis como grupo hermano de C. baergi. Otra fuente de evidencia
independiente es el analisis realizado por Gonzalez-Santillan et al. (2020), en donde se observa la
misma topologia y en donde el grupo elegans se encuentra separado en tres clados
independientes. Uno de estos clados agrupa a C. limpidus con C. elegans, C. meisei y C.
insularis, resultado similar al arbol presentado en los resultados del presente estudio. Ademas,
considerando lo encontrado por Esposito y Prendini (2019) y Gonzélez-Santillan et al. (2020), las
poblaciones de C. limpidus del este y del oeste corresponden a una porcion del artificial grupo
elegans que invadio la region centro-sur del pais. Compartiendo esta region con otras especies
cercanamente relacionadas, como C. elegans y C. meisei. Esta zona es de particular importancia
para el estudio de la diversificacion y desarrollo de la toxicidad en los venenos de este género,
siendo la presunta via de invasion hacia las regiones del norte. Las montafias de la provincia del
Faja Volcanica Transversal, asi como otras barreras biogeograficas (ej. Rio Pungarancho),

dividen la distribucion de las dos poblaciones estudiadas.
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El presente analisis incrementa la evidencia de que el grupo elegans no es monofilético y
que emplear unicamente informacion morfologica para la delimitacion taxondémica de las
especies de Centruroides constituye una aproximacion limitada y sujeta a errores, como
Hoffmann (1932) habia apunt6 hace casi un siglo. Lo cual tiene sentido con los hallazgos de
Esposito y Prendini (2019) sobre la reciente divergencia de las especies del género Centruroides
en México: Una alta cantidad de homoplasia morfoldgica oscurece los procesos de divergencia de
las especies, solo aparentes empleando otras fuentes de evidencia (ej., molecular y
biogeogréafica). Bajo este mismo razonamiento y observando la evidencia (gj., la filiacion entre C.
balsasensis y C. baergi) no seria una sorpresa encontrar polifiléticos los deméas grupos de

especies tras una inspeccion cercana.

8.4 La distribucidn de las variables bioclimaticas que tienen incidencia sobre la distribucién
de las poblaciones de C. limpidus provee de informacion sobre posibles estrategias

epidemioldgicas contra la IPPA

El mapa de la figura 18 se construyd, entre otros propoésitos, con la intencién de actualizar
la informacion sobre las zonas potencialmente vulnerables a la incidencia de intoxicacion por
picadura de alacran (IPPA). EI mapa presentado por Cid-Uribe et al. (2019) da una nocion del
area de distribucion de este taxon; sin embargo, el estudio carece de informacion particular sobre
las localidades donde habita esta especie. En el grafico de la figura 24 se puede observar la
tendencia de IPPA durante los Gltimos cinco afios en los estados donde se encuentran la mayoria
de los registros de C. limpidus. Es importante, una vez mas, aclarar que C. limpidus no es el
unico alacran que provoca IPPA en estos estados. No obstante, dado su sinantropismo, asi como
su abundancia en ciertas zonas de Morelos y el Estado de México, seguramente la especie se
encuentra involucrada en varios casos (Boletin Epidemioldgico, 2015 — 2020). Aunado a esto, en
la figura 25 se puede observar la transicion, del afio 2000 al 2020, de la cantidad de poblacion
mexicana que carece al acceso de servicios de salud. En ambos gréaficos podemos ver que, para
los estados donde se encuentran C. limpidus y otras especies de importancia médica en donde se
reportan la mayoria de los casos de IPPA, se tiene la mayor incidencia de falta de servicios
médicos. De particular eénfasis es la zona de registros dudosos (Puntos amarillos en la figura 18),

pues yace en la mayoria de Guerrero y la porcion sur del Estado de México; ambos estados
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afectados por la carencia de servicios medicos y especialmente vulnerables a la IPPA (Boletin
Epidemioldgico, 2015 — 2020; Coneval, 2020) (Figuras 24 y 25). Si agregamos a estas estadisticas la
falta de conocimiento taxondmico y de la distribucion de los alacranes que causan estas

incidencias, el problema de alacranismo que sufre el pais seguira perpetuandose.

IPPA por Estado con registros de C. limpidus (2015 - 2020)

— Morelos
Guerrero
Puebla

==== Edo.Mex.
Michoacsn
Cueretaro
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Numero de registros de IPPA
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Figura 24.- Namero de casos de IPPA reportados para los estados con la mayoria de los registros de C.
limpidus durante un periodo de 5 afios (2015 — 2020) (Boletin Epidemioldgico, 2015 — 2020).
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Figura 25.- Porcentaje de la poblacion que sufre de carencias en la disponibilidad de servicios de salud
por entidad federativa. Se puede observar el crecimiento de este problema del 2015 al 2020. (Coneval,
2020).

9. CONSINDERACIONES FINALES

Las limitaciones de este estudio son claras, comenzando por la obvia ausencia de una
indagacion morfoldgica de las poblaciones estudiadas. Al tratarse de especies cripticas, un
analisis basado en herramientas modernas para evaluar diferencias morfométricas someteria a
prueba la conclusion taxondmica aqui planteada. Desafortunadamente, la intencion del presente
proyecto y por circunstancias ajenas ha obstaculizado realizar este necesario esfuerzo. Otra
consideracion es la limitada informacion que proveen los marcadores empleados para develar las
relaciones filogenéticas de la especie en cuestion. Como se ha observado en otros estudios con
Centruroides, el uso de escaza informacion molecular constituye una aproximacién suboptima
para indagar las relaciones filogenéticas de estos organismos. Particularmente, la ausencia de
secuencias de ambos marcadores para todos los ejemplares analizados es un factor limitante para
la reconstruccion filogenética. Es por esto que la aplicacién de tecnologias de secuenciacién
masiva, con el fin de encontrar fragmentos en el genoma que provean de suficiente sefial

filogenética, es imperativa en el estudio de estos organismos. Actualmente, tecnologias como
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RADseq o UCEs han demostrado identificar y emplear regiones del genoma que son capaces de
desentrafiar las relaciones naturales entre grupos de organismos cercanamente relacionados.
Ambas aproximaciones aumentarian la certeza filogenética y taxondmica para este grupo de

alacranes de importancia medica.

Por otro lado, el muestreo de organismos aqui presentado representa, en su mayor parte, lo
publicado en la literatura hasta ahora. Por lo tanto, un muestreo mas amplio, donde se incluya
toda la extension del area de distribucién de C. limpidus, es imprescindible para someter a prueba
la conclusion filogenética presentada. Lejos de pretender dar una respuesta certera sobre la
taxonomia y sistematica de este taxon, se ofrece evidencia para considerar a C. limpidus como un
taxén monofilético experimentando divergencia reciente y exhibiendo una estructura poblacional.
Tanto el analisis filogenético, como el de delimitacion de especies y el de distribucion esclarecen
fragmentos de la situacion taxonémica de C. limpidus, ain eclipsada por la falta de informacion
geogréfica, de diversidad y filogendmica. Un incremento exhaustivo de la muestra evaluada
sobre toda su area de distribucion es critico para alcanzar certezas sobre la taxonomia,

distribucion y relaciones filogenéticas de esta especie de importancia médica.

Finalmente, como se hizo patente en Yamashita y Rhoads (2013), concluyendo sobre su
estudio filogeografico de Centruroides vittatus: “We also stress that a multifactorial approach is
important for scorpion species delimitation as scorpion population isolation and speciation
appears to be the result of several interwoven factors”. Las lineas de evidencia para estudiar la
taxonomia y relaciones filogenéticas del género Centruroides y llegar a una conclusion bien
soportada deben provenir de distintas aproximaciones al estudio de su biologia. Con indagar
sobre sus relaciones filogenéticas o reducir su taxonomia a la exploracion morfoldgica se
perpetua un esquema de clasificacién insuficiente para estos taxones. Informacion sobre
distribucion (ej., Yamashita y Rhoads, 2013), composicién de venenos (gj., Riafio-Umbrilla et al.,
2017), ecologia (ej. Quijano-Ravell et al., 2011), acompafiada de informacién taxondémica y
filogendmica es requerida si hemos de resolver la complicada biologia del género Centruroides

en América del Norte.
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10. CONCLUSIONES

e A través del analisis filogenético, aunado al analisis de delimitacion de especies, se corrobord
la divergencia a nivel molecular entre las poblaciones de C. limpidus que habitan en el oeste
de Meéxico (Querétaro, Michoacan y Estado de México) con respecto a aquellas que habitan
en el este (Puebla, Morelos y Guerrero). Esta evidencia supone que C. limpidus constituye un

linaje divergente y con una estructura poblacional definida.

e La realizacion de un mapa de distribucién a través de registros filtrados bajo distintos
criterios provee de una nocion de la distribucion de C. limpidus en un contexto bioldgico, al
incluir las provincias biogeograficas y su distribucion en las mismas; y en un contexto

epidemioldgico, al incluir las divisiones geopoliticas del pais.

e Dado el sobrelapamiento y, por lo tanto, la posible simpatria entre las poblaciones estudiadas
de C. limpidus, derivado de las areas de distribucién potencial, no aporté de informacién para
suponer diferencias significativas a nivel ecologico entre ambos clados. No obstante, si
evidencio el potencial de ocupacion distribucional de las poblaciones estudiadas.

e Por lo tanto, se considera a C. limpidus como dos entidades evolutivamente independientes,
las cuales experimentan una divergencia reciente. Esta conclusion no es del todo
sorprendente, dado que la taxonomia y biogeografia del taxén en cuestion ha permanecido
poco estudiadas desde su descripcion.

e EIl grupo elegans, posiblemente como otros grupos de especies de Centruroides de Norte
América, constituye un grupo polifilético. Dada la divergencia reciente del género, la
informacién morfoldgica no es suficiente para establecer las relaciones filogenéticas del

género.

e La importancia del estudio integrativo de estas especies, tan recomendada por estudios
relacionados, es de critica importancia para analizar sus patrones taxondémicos Yy

biogeogréficos. En el caso de los alacranes de importancia médica, y especialmente en
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Meéxico, que es el epicentro de este problema a nivel mundial, esta informacion es de suma

importan
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Cuadro Al — Lista de las especies del género Centruroides en México y su distribucion por estado. Las 21 especies de importancia médica se
indican en negritas (Menos una que aun no ha sido descrita, reportada en Possani y Gonzélez-Santillan, 2018). La bibliografia hace referencia a los

registros de la distribucion de cada especie.

Grupo Especie Distribucién Fuente
Centruroides berthodii (Thorell, Oeste de Jalisco, Guanajuato, S )
1877) Michoacan y Morelos. Quijano-Ravel y Ponce-Saavedra, 2014
Centruroides huichol (Teruel et al., . Teruel et al., 2015, Quijano-Ravel y Ponce-Saavedra,

Costa de Nayarit
2015) 2014
g:geggurmdes noxius (Hoffman, Centro de Nayarit Teruel et al., 2015
Centruroides chiapanensis . PR
Hoffman, 1932 Centro de Chiapas Armas et al., 1995, Martin-Frias y Armas, 2001
. . . Costa del Pacifico del estado de
bertholdii Centruroides tapachulaensis Chiapas, extendiéndose hasta Armas et al., 2010
9 spp. Hoffman, 1932
Guatemala

E:Segé;urmdes flavopictus (Pocock, Veracruz, Campeche y Oaxaca Goodman y Esposito, 2020
Centruroides meridionalis - . .
Hoffmann, 1932 Chiapas Hoffmann, 1932, Esposito y Prendini 2018
Centruroides ochraceus (Pocock, Veracruz, peninsula de Yucatan, (e
1898) Quintana Roo y Campeche Armas y Martin-Frias, 2008
Centruroides edwardsii (Gervais, Durango, Gurrero, Morelos, Baldazo-Monsivais et al., 2013
1843) Nayarit y Sinaloa.
Centruroides balsasensis Ponce- Michoacén, Guerrero y Estado de  Ponce-Saavedra y Francke, 2004
Saavedra y Francke, 2004 México. Quijano-Ravell y Ponce-Saavedra, 2014
Centruroides exilicauda (Wood, Est_ados L_Jnldgs, Baja California, Yamashita y Rhoads, 2013
1863) Baja California Sur

elegans Centruroides sculpturatus Ewing

13 spp. 1928 ’ Estados Unidos y Sonora Gonzalez-Santillan y Possani, 2018

Centruroides bonito Quijano-
Ravell, Teruel, Ponce-Saavedra,
2016

Guerrero

Quijano-Ravell et al., 2016, Dominguez et al., 2019



gracilis
6 spp.

infamatus
6 spp.

Centruroides chamela Ponce-
Saavedra y Francke, 2011
Centruroides elegans (Thorell,
1876)

Centruroides insularis Pocock,
1902

Centruroides hirsutipalpus Ponce-
Saavedra y Francke, 2009
Centruroides mascota Ponce-
Saavedra y Francke, 2011
Centruroides meisei Hoffmann,
1932

Centruroides pallidiceps Pocock,
1902

Centruroides tecomanus
(Hoffmann, 1932)

Centruroides limpidus (Karsch,
1897)

Region costera de Jalisco

Costa de Jalisco

Nayarit (Islas Tres Marias)
Colima (Municipio de Minatitlan)
Jalisco (Municipio de Mascota)
Guerrero y Oaxaca

Sonora y Sinaloa

Colima, Jalisco, Michoacéan y
Guerrero

Morelos, Guerrero, Puebla,
Michoacéan, Estado de México,
Querétaro
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Ponce-Saavedra y Francke, 2013

Ponce-Saavedra y Francke, 2013, Gonzélez-Santillan
et al., 2019

Esposito y Prendini, 2019

Ponce-Saavedra y Francke, 2009, Gonzélez-Santillan
etal., 2019

Ponce-Saavedra y Francke, 2011

Teruel et al., 2015

Ponce-Saavedra y Francke, 2019, Ponce-Saavedra y
Moreno-Barajas, 2005

Ponce-Saavedra et al., 2009, Quijano-Ravel y Ponce-
Saavedra, 2014, Gonzalez-Santillan et al. 2019
Hoffmann, 1932, Towler et al., 2001, Ponce-Saavedra
et al., 2004, Ponce-Saavedra y Francke, 2009,
Quijano-Ravell y Ponce-Saavedra, 2014, Baldazo-
Monsivaiz et al., 2017

Centruroides caribbeanus Teruel y
Myers, 2017

Centruroides chamulaensis
Hoffmann, 1932

Centruroides fulvipes (Pocock,
1898)

Centruroides gracilis (Latreille,
1804)

Centruroides nigrescens (Pocock,
1898)
Centruroides nigrimanus (Pocock,
1898)

Quintana Roo (Isla Cozumel)

Chiapas (Municipios de Huistan y
Comitan)

Guerrero y Oaxaca

Campeche, Chiapas, Hidalgo,
Oaxaca, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Veracruz,
Yucatan

Michoacéan, Guerrero y Oaxaca

Oaxaca, Guerrero y Chiapas

Teruel y Myers, 2017
Armas et al., 1995

Baldazo-Monsivaiz et al., 2017

Martin-Frias y Armas, 2001

Quijano-Ravell y Ponce-Saavedra, 2014, Baldazo-
Monsivaiz et al., 2017

Ponce-Saavedra y Francke, 2013, Baldazo-Monsivais
etal., 2003

Centruroides infamatus (C.L.
Koch, 1844)

Aguascalientes, Guerrero,
Guanajuato, Jalisco, Michoacan,
Zacatecas

Towler et al., 2001
Ponce-Saavedra y Francke, 2004
Quijano-Ravel y Ponce-Saavedra, 2014



nigrovariatus
9 spp.

thorellii
4 spp.

Centruroides ornatus Pocock, 1902

Centruroides lauriadnae Ponce-
Saavedra y Francke, 2019
Centruroides ruana Quijano-Ravell
y Ponce-Saavedra, 2016
Centruroides suffusus Pocock,
1902

Centruroides vittatus (Say, 1821)

Centruroides romeroi (Quijano-
Ravell et al. 2019)

Norte de Michoacén, este de
Jalisco y sur de Guanajuato

Sonora

Valle de Apatzingan, Michoacan

Sur de Durango, Nayarit, Sinaloa
y Zacatecas

Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Durango y
Zacatecas

Michoacéan (Coalcoman)

77

Quijano-Ravel y Ponce-Saavedra, 2014
Ponce-Saavedra et al., 2015

Ponce-Saavedra y Francke, 2019

Quijano-Ravell y Ponce-Saavedra, 2016

Ponce-Saavedra y Francke, 2013, Ponce-Saavedra y
Francke, 2019

Shelley y Sissom, 1995

Quijano-Ravell et al., 2019

Centruroides baergi (Hoffmann,
1932)

Centruroides frankei Santibafiez-
Lopez y Contreras-Félix, 2013
Centruroides rodolfoi Santibarez-
Lopez y Contreras-Félix, 2013
Centruroides orizaba Armas y
Martin-Frias, 2003

Centruroides nigrovarius (Pocock,
1898)

Centruroides serrano Santibariez-
Lépez y Ponce-Saavedra, 2008
Centruroides poncei Teruel,
Kovarik, Baldazo-Monsivaiz,
Hoferek, 2015

Centruroides villegasi Baldazo-
Monsivaiz, Ponce-Saavedra, Flores-
Moreno, 2013

Centruroides hoffmanni Armas,
1996

Oaxaca y Puebla (Valle de
Tehuacan-Cuicatlan)

Oaxaca (Juquila)
Oaxaca (Tlaxiaco)
Sur de Veracruz
Oaxaca

Oaxaca (Villa Alta)

Oaxaca y Guerrero

Guerrero (Chilapa de Alvarez)

Oaxaca (Istmo de Tehuantepec) y
sureste de Chiapas

Armas y Martin-Frias, 1999, Martin-Frias et al., 2007,
Teruel et al., 2015, Baldazo-Monsivaiz et al., 2017
Santibafiez-Lopez y Contreras-Félix, 2013, Teruel et
al., 2015

Santibafiez-Ldpez y Contreras-Félix, 2013
Martin-Frias et al., 2007
Armas y Martin-Frias, 1999, Martin-Frias et al., 2007

Santibafiez-L6pez y Ponce-Saavedra, 2008

Teruel et al., 2015

Baldazo-Monsivaiz et al., 2013

Teruel et al., 2015, Martin-Frias et al., 2005

Centruroides rileyi Sissom, 1995

Centruroides tuxtla Armas, 1999
Centruroides sissomi Armas, 1996

Sur de Tamaulipas, San Luis
Potosi, Veracruz

Chiapas (Tuxtla Gutiérrez)
Yucatan

Sissom, 1995

Armas, 1999
Armas, 1996, Goodman y Esposito, 2020



Insertae
sedis

Centruroides schmidti Sissom, 1995

Chiapas y Yucatan

Sissom, 1995
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Centruroides possanii Gonzalez-
Santillan, Galan-Sanchez, Valdez-
Velésquez, 2019

Colima

Gonzalez-Santillan et al., 2019
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Cuadro B1l.- Georreferencia de los organismos empleados en la elaboracion del modelo de

distribucion potencial las poblaciones del este (n = 27).

Estado Latitud Longitud Localidad
18.94 -99.22 Cuernavaca
18.68 -98.80 Jonacantepec
18.81 -98.95 Cuautla
18.65 -99.19 Zacatepec de Hidalgo
Morelos 18.78 -99.22 Xochitepec
18.90 -98.97 Oaxtepec
18.83 -99.22 Acatlipa
18.68 -99.24 Xoxocotla
18.58 -99.39 Casahuatlan
18.30 -99.33 Huitzuco
18.74 -99.67 Pilcaya
18.24 -99.66 Cocula
18.34 -99.53 Iguala
Guerrero 18.20 -99.29 Lagunillas
18.48 -99.60 Tecapulco
18.03 -99.11 Copalillo
17.54 -99.50 Chilpancingo
18.38 -99.86 Teloloapan
Chilapa de Alvarez
18.34 -98.95 Jalolapan
18.51 -98.57 Chietla
18.71 -98.45 Tepeojuma
18.60 -98.46 Izucar de Matamoros
Puebla 18.51 -98.60 Atecingo
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18.59 -98.55 Tilapa

18.46 -98.77 Teotlalco

18.29 -98.29 Chinantla

18.25 -98.03 Acatlan de Osorio

Cuadro B2.- Georreferencia de los organismos empleados en la elaboracion del modelo de
distribucion potencial las poblaciones del oeste (n = 18).

Estado Latitud Longitud Localidad
19.20 -100.57 Tuzantla
Michoacan de 19.14 -101.46 Pedernales
Ocampo 18.90 -100.15 Nanchititla
19.58 -100.92 Tzitzio
19.23 -101.46 Tacambaro
19.18 -100.26 Santo Tomas de los Platanos
18.61 -100.18 Tlatlaya
19.46 -99.76 Pungarancho
19.31 -99.88 Luviones
19.05 -99.98 San Sebastian Carboneras
19.03 -100.05 Temascaltepec
Estado de Mexico 18.96 -100.18 Zacazonapan
18.90 -100.15 Tejupilco
18.65 -100.38 Las Arrobas
18.83 -100.01 Santo Tomas de las Flores

18.68 -100.18 Amatepec
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Figura B1.- Matriz de correlacion (Pearson) de las variables bioclimaticas para las poblaciones
del este. En la parte superior la relacion se representa usando colores, en la parte inferior se puede
observar el valor de p obtenido para cada par de variables.
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PCA de las Variables de las Poblaciones del Este
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Figura B2.- Andlisis de componentes principales (PCA) de las variables bioclimaticas de las
poblaciones del este. Se muestra el porcentaje de varianza de cada componente principal (Dim 1
y Dim 2). Las variables positivamente correlacionadas se agrupan juntas, mientras que las
negativamente correlacionadas se disponen en direccion contraria. La distancia de las variables al
origen mide la cantidad de representacion de las variables para cada componente, asi como el

color representado en la barra de cos2.
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Figura B3.- Cambios en el valor del delta AICc dependientes de la complejidad de los modelos

propuestos para las poblaciones del este (fc = combinaciones de features; rm = regularizador de

mutliplicidad).
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Figura B4.- Media del porcentaje de AUC dependientes de la complejidad de los modelos

propuestos.
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Figura B5.- Matriz de correlacion (Pearson) de las variables bioclimaticas para las poblaciones
del oeste. En la parte superior la relacion se representa usando colores, en la parte inferior se

puede observar el valor de p obtenido para cada par de variables.
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PCA de las Variables de las Poblaciones del Oeste
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Figura B6.- Analisis de componentes principales (PCA) de las variables bioclimaticas de las

poblaciones del oeste.
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Figura B7.- Cambios en el valor del delta AlICc dependientes de la complejidad de los modelos

propuestos para las poblaciones del oeste (fc = combinaciones de features; rm = regularizador de

mutliplicidad).
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Figura B8.- Media del porcentaje de tasas de omision y AUC dependientes de la complejidad de

los modelos propuestos.
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APENCICE C

Cuadro C1.- Resumen de los resultados obtenidos producto de los cuatro escenarios planteados
para el analisis de delimitacion de especies a través del programa BPP, utilizando la topologia

obtenida en el andlisis de la matriz GB de ML como &rbol guia.

Analisis Algoritmo Semilla Modelo con la
probabilidad posterior
mas alta

Anélisis A Algoritmo 00 298935133 Modelo 9 =0.9978
0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 297572797 Modelo 9 = 0.9947
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 295693415 Modelo 9 = 0.9956
Algoritmo 01 293343879 Modelo 9 =0.9974

Anélisis B Algoritmo 00 311347939 Modelo 9 =0.9727

0 =~IG (3,0.004) Algoritmo 00 309935009 Modelo 9 = 0.9820
7=~IG (3,0.01) Algoritmo 01 307699001 Modelo 9 =0.9474
Algoritmo 01 306415641 Modelo 9 = 0.9654

Andlisis C Algoritmo 00 317985625 Modelo 9 = 0.9957
0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 315932249 Modelo 9 = 0.9977
t=~IG (3,0.01) Algoritmo 01 314457619 Modelo 9 = 0.9980
Algoritmo 01 312855887 Modelo 9 =0.9975

Analisis D Algoritmo 00 304725061 Modelo 9 =0.9411

0 =~IG (3,0.004) Algoritmo 00 303494763 Modelo 9 = 0.9947
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 302207701 Modelo 9 = 0.9489
Algoritmo 01 300736773 Modelo 9 = 0.9582

Cuadro C2.- Resumen de los resultados obtenidos producto de los cuatro escenarios planteados
para el analisis de delimitacion de especies a través del programa BPP, utilizando la topologia

obtenida en el anélisis de la matriz NGB de ML como arbol guia.

Analisis Algoritmo Semilla Modelo con la
probabilidad
posterior mas alta
Analisis A Algoritmo 00 1330821259  Modelo 9 = 1.0000
0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 1335387059 Modelo 9 = 1.0000
t=~I1G (3,0.004) Algoritmo01 1326431921 Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 1329126977  Modelo 9 = 1.0000
Analisis B Algoritmo 00 1345106043  Modelo 9 = 1.0000
0 =~IG (3,0.004) Algoritmo 00 1391234197 Modelo 9 = 1.0000
t=~IG (3,0.01) Algoritmo 01 1392849503 Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 1394396939  Modelo 9 = 0.9926
Andlisis C Algoritmo 00 91976499 Modelo 9 = 1.0000



0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 1314770621 Modelo 9 = 1.0000
t=~IG (3,0.01) Algoritmo 01 1316837571 Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 1318895883  Modelo 9 = 0.9834

Analisis D Algoritmo 00 1336945601  Modelo 9 = 0.8837
0=~IG (3,0.004) Algoritmo 00 1338766985 Modelo 9 = 0.9508
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 1340615517 Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 1342322139  Modelo 9 =0.9780
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Cuadro C3.- Resumen de los resultados obtenidos producto de los cuatro escenarios planteados
para el analisis de delimitacion de especies a través del programa BPP, utilizando la topologia

obtenida en el anélisis de la matriz BG y NGB de ASTRAL como arbol guia.

Analisis Algoritmo Semilla Modelo con la
probabilidad
posterior mas alta
Anélisis A Algoritmo 00 198910795 Modelo 9 = 1.0000
0 =~IG (3, 0.01) Algoritmo 00 197284383 Modelo 9 =0.9180
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 194638687 Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 192371829 Modelo 9 = 1.0000
Andlisis B Algoritmo 00 205987785 Modelo 5 = 1.0000
0=~IG (3,0.004) Algoritmo 00 203829519 Modelo 5= 1.0000
7=~1G (3, 0.01) Algoritmo 01 202368463 Modelo 5 = 0.8850
Algoritmo 01 200566823 Modelo 5 = 0.9999
Analisis C Algoritmo 00 222307435 Modelo 9 = 0.9299
0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 216396575 Modelo 9 = 1.0000
=~I1G (3, 0.01) Algoritmo 01 210765833  Modelo 9 = 1.0000
Algoritmo 01 208832155 Modelo 9 = 0.9994
Anélisis D Algoritmo 00 190994685 Modelo 9 = 1.0000
0=~IG (3,0.004) Algoritmo 00 181508927 Modelo 9 = 1.0000
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 183672129 Modelo 9 =0.9778
Algoritmo 01 185373815 Modelo 9 =0.9718

Cuadro C4.- Resumen de los resultados obtenidos producto de los cuatro escenarios planteados
para el analisis de delimitacion de especies a través del programa BPP, utilizando la topologia
modificada, en donde C. balsasensis es polifilético, de la matriz GB (IQTREE) como arbol guia.

Anélisis Algoritmo Semilla Modelo con la
probabilidad

posterior mas alta

Analisis A Algoritmo 00 1820961727  Modelo 14 = 0.9941

Modelo 14 = 0.9991
Modelo 14 = 0.9920

0=~IG (3,0.01) Algoritmo 00 1822869491
t=~IG (3,0.004) Algoritmo 01 1824505775



Algoritmo 01

1826746719

Modelo 14 = 0.9941

Anadlisis B
0 =~IG (3, 0.004)
T =~IG (3, 0.01)

Algoritmo 00
Algoritmo 00
Algoritmo 01
Algoritmo 01

1813397307
1814887979
1816710597
1818807163

Modelo 14 = 0.8884
Modelo 14 = 0.9877
Modelo 14 = 0.9372
Modelo 14 = 0.9655

Analisis C
0 =~IG (3, 0.01)
T=~IG (3, 0.01)

Algoritmo 00
Algoritmo 00
Algoritmo 01
Algoritmo 01

1763335161
1765275009
1767533229
1770009867

Modelo 14 = 0.9983
Modelo 14 = 0.9960
Modelo 14 = 0.9924
Modelo 14 = 0.9944

Analisis D
0 =~IG (3, 0.004)
T =~IG (3, 0.004)

Algoritmo 00
Algoritmo 00
Algoritmo 01
Algoritmo 01

1828772947
1841790413
1851936361
1857594251

Modelo 14 = 0.9724
Modelo 14 = 0.9940
Modelo 14 = 0.9894
Modelo 14 = 0.9964
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