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RESUMEN 

Los alacranes son los artrópodos más antiguos que se conocen, por lo que ocupan un lugar 

importante en la interpretación de la filogenia de Chelicerata. El obtener la secuencia completa 

del genoma mitocondrial de un alacrán, nos permite contribuir al acervo genómico dentro de este 

grupo, que a la fecha incluye 17 genomas mitocondriales completos. Además de que proporciona 

la posibilidad de seleccionar distintos marcadores moleculares para resolver las relaciones 

filogenéticas dentro de los Chelicerata. A pesar de que los alacranes son un grupo relativamente 

bien estudiado debido a su importancia médica, poca atención se ha prestado al aspecto 

taxonómico. En América del norte todas las especies consideradas peligrosas para los humanos 

pertenecen al género Centruroides, es por esto que existe un gran interés por conocer tanto, los 

aspectos taxonómicos que permiten su clasificación, así como, las relaciones filogenéticas 

mantenidas entre las especies. 

El género Centruroides esta compuesto de 46 especies, las cuales se distribuyen en México, el 

Caribe, Centro América, la parte sur de Estados Unidos y la parte Norte de América del Sur. La 

mayor parte de las especies utilizadas en este estudio provienen de México. Los primeros análisis 

filogenéticos realizados en este trabajo se obtuvieron con la construcción de una matriz de 

caracteres morfológicos y morfométricos. Estos análisis permiten comparar organismos que son 

difíciles de obtener en el campo debido a su poca abundancia y limitada distribución y hacer uso 

de las colecciones de algunas universidades o museos. Aunque este método presenta ciertas 

ventajas es bien conocido que los alacranes han sido capaces de resistir cambios geológicos 

permaneciendo casi inalterados morfológicamente por lo que es obvio que la cantidad de 

caracteres que pueden ser utilizados es mucho menor a la que se puede obtener de datos 

moleculares. El desarrollo de algunas técnicas moleculares en las últimas décadas han favorecido 

el estudio filogenético y evolutivo de muchas especies, esto permite la comparación de una 

mayor cantidad de caracteres a partir de marcadores moleculares determinados. En este trabajo 

fueron seleccionados dos genes mitocondriales (COI y COIl) para determinar las relaciones 

filogenéticas entre las especies del género Centruroides. La utilización de datos morfológicos y 

moleculares, así como de distintos métodos de reconstrucción filogenética, nos ayuda a entender 

mejor las relaciones filogenéticas dentro del género Centruroides. 
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SUMMARY 

The scorpions are the older arthropods known. That is why they play an important role in the 

interpretation of the phylogeny in Chelicerata. To obtain the complete mitochondrial sequence of 

scorpion, contributes to the genomic heap of all the Chelicerata, which to date inc\udes 17 

complete mitochondrial genomes and also makes the posibility to select different molecular 

markers to solve the phylogenetic relationships within Chelicerata. 

Althougb the scorpions are relatively a well-studied group due to their medical importance, tittle 

attention has been given to their systematics. In North America all the species considered 

dangerous for the humans belong to the Centruroides genus. This increases the interest to know 

more about the taxonomic aspects to favor their classification and the phylogenetic relationships 

between the species. 

The genus Centruroides contains 46 species, which are distributed in Mexico, the Caribbean, 

Central America, the Southern part ofthe United States and the Northem part of South-America. 

Most of the species (17 out of 19) used in this study comes from Mexico. 

The first phylogenetic analyses made in this work were obtained using traditional taxonomy with 

the construction of a morphologic and morphometric characters matrix. These analyses allow to 

compare organisrns from collections of the universities or museurns that are difficult to obtain in 

the field due to their tittle abundance and limited distribution. Allhough this method has 

advantages, it is well known that the scorpions have been able to survive wilh few morphological 

changes over Ihe geological time. Because of this, Ihe informative morphological characters are 

smaller \han Ihe number that can be obtained from molecular data. 

The development of sorne molecular techniques in the last decade has favored the phylogenetic 

and evolutionary studies of many species. This allows the comparison of a greater amount of 

characters from Ihe selected molecular markers. In this work two mitochondrial genes were 

selected (COI and COII) to determine the phylogenetic relationships between the species of the 

Centruroides genus. 

The use of morphologic and molecular data, as well as different methods of phylogenetic 

reconstruction, provide us a beUer understanding of the phylogenetic relationships within the 

Centruroides genus. 
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PRESENTACIÓN 

En esta tesis se abordan algunos temas relacionados con la filogenia y evolución de los alacranes 

a distintos niveles jerárquicos. En primer lugar, basándose en el análisis del genoma 

mitocondrial, se observan las relaciones filogenéticas que guardan los alacranes con respecto a 

los demás órdenes pertenecientes a la clase Aracbnida 

En segundo lugar, tomando en cuenta tanto datos morfológicos como moleculares, se sugieren las 

relaciones filogenéticas dentro del género Cenlruroides. Siendo éste uno de los grupos que mayor 

interés despiertan sobre todo en nuestro país, ya que anualmente se reportan muertes ocasionadas 

por la picadura de las especies más tóxicas del género. 

La presente tesis está dividida en 7 capítulos. 

El primero contiene una introducción a la biología general de los alacranes, haciendo hincapié en 

la sistemática, así como en los principales métodos de reconstrucción filogenética. También se 

incluyen los antecedentes sobre la filogenia de los Chelicerata y de la sistemática y clasificación 

de los alacranes del género Cenlruroides. Por último se presenta la hipótesis del trabajo así como 

los objetivos planteados para su realización. 

El segundo capítulo está formado por el artÍCulo titulado "The mitochondrial genome sequence of 

the scorpion Cenlrumides limpidus (Karsch 1879) (Chelicerata; Arachnida)", publicado en la 

revista "Gene" así como un comentario general del contenido del artículo. 

El tercer capítulo incluye el artículo titulado "Phylogenetic analysis of scorpions from the genus 

Centruroides Marx, 1890 of Mexico, using morpho1ogical and morphometric characters" 

(sometido en el Acta Zoológica Mexicana), haciendo hincapié sobre las principales conclusiones 

obtenidas. 
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El cuarto capítulo presenta el artículo sometido a Molecular Phylogenetics and Evolution, que 

lleva por título "Phylogenetic Analysis of Genus Cenlruroides Based on Mitochondrial 

Cytochrome Oxidase [ and Il Genes", incluyendo el comentario sobre los puntos sobresalientes 

del artículo. 

El quinto capítulo muestra algunas de las utilidades del análisis filogenético mediante el artículo 

publicado en la revista "Biochemie", tiTUlado "Biochemical, genetic and physiological 

characterization of venom components from two species of scorpions: Cenlruroides exilicauda 

Wood and Centruroides sculpturatus Ewing" aunando las principales conclusiones del trabajo. 

El sexto capítulo consta de una discusión general de los resultados obtenidos mostrados en los 

artículos publicados y sometidos. 

Por último, en el séptimo capítulo, presentamos las conclusiones y perspectivas del trabajo. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Origen y Evolución de los alacranes 

Dentro de los Artrópodos, los alacranes son considerados los organismos más antiguos que se 

conocen y los más primitivos en su estructura corporal. Los fósiles de los primeros alacranes 

datan del periodo Silúrico (438-408 MYA), todos ellos presentan agallas bien desarrolladas, lo 

que indica que vivían en ambientes acuáticos (Brownell y Polis, 2001). 

Estos primeros alacranes compartían muchas características con los euriptéridos, como la 

tagmosis, la segmentación, los apéndices, la presencia de opérculos branquiales y la existencia de 

ojos compuestos laterales, entre otras. Sin embargo, existen algunas divergencias evolutivas 

incluso con los alacranes más tempranos. La primera plantea que los alacranes carecían de 

válvulas anales, y la segunda muestra cierta diversidad en los apéndices respiratorios; como en el 

caso de los filamentos branquiales largos, característicos del proscorpioid del Devónico (408-360 

MYA) (Waeringoscorpio hefieri, suborden Palaeoscorpinina) descrito por Stormer en 1970. Aún 

tomando en cuenta estas características, no es posible descartar la propuesta de que los alacranes 

se ramificaran a partir de un grupo de euriptéridos (Mixopteracean), en algún momento del 

Silúrico temprano (Figura 1) (Kjellesvig-Waering, 1986). 

A 

Figura 1 Esquema estructural de Euryptetida (A), M'vwpteracean (B) y Scorpiones (C). Tomado 

de Stockwell, S. A. (página web), Polis, G. A., 1990. 



La estructura corporal básica de los alacranes ha permanecido casi inalterada hasta nuestros días 

(Briggs, 1987). Tanto fósiles como alacranes actuales comparten caractreristicas comunes: la 

presencia de peines (estructuras sensoriales), la existencia de las glándulas de veneno en el telsón 

y el desarrollo de pedipalpos fuertes y que lados. Estas autapomorfias (caracteres derivados) 

apoyan la mono filia de los alacranes (Polis, 1990). 

En el Devónico temprano se registran las primeras modificaciones de la gnatobase (estructuras 

para masticar); las cuales aparecen como una adaptación para la digestión externa en el hábitat 

terrestre. Los fósiles del género Branchioscorpio son considerados el tipo ancestral de transición 

de donde los alacranes terrestres provienen (Kjellesvij-Waeril1g, 1986), ya que son los primeros 

en presentar las modificaciones anteriormente descritas y mantener el sistema respiratorio 

primitivo óptimo para vivir en el ambiente acuático. 

Los alacranes y euriptéridos coexistieron y evolucionaron de manera paralela a través del 

Paleozoico medio y tardío. El registro fósil muestra que los alacranes estuvieron inmersos en un 

proceso de radiación, al explorar el ambiente terrestre, y que fueron los pequeños con patas 

fuertes los mejor preadaptados (Stockwell, 1989). No existe evidencia de que los alacranes 

acuáticos, que llegaron a medir hasta un metro (e. j. Brontoscorpio), ni los euriptéridos, 

exploraran el hábitat terrestre, quizás por su tendencia al gigantismo (Brownell y Polis, 200 1). 

Durante el periodo Carbonífero (360-286 MY A) aparecieron los primeros alacranes 

completamente terrestres. Los cambios más sobresalientes en el proceso de terrestrialización 

fueron: el engrosamiento de las patas por el aumento de peso, la sustitución de las agallas 

abdominales por pulmones de libro, y el incremento del espacio cercano a la boca, para favorecer 

la digestión externa y a su vez la alimentación líquida (Brownell, y Polis, 2001). Los alacranes 

branquiados persistieron hasta el periodo Jurásico (213-144 MYA). 

Estructura corporal de los alacranes 

El cuerpo de los alacranes está dividido en el prosoma o cefalotórax y el opistosoma o abdomen. 

Este último se encuentra conformado por el mesosoma en la parte anterior y el metasoma o cauda 

en la parte posterior (Figma 2). 
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Dorsal Ventral 

Figura 2 Morfología general de los alacranes. 

En 1990, Hjelle concluyó que el cuerpo del alacrán consta de 21 segmentos. Autores previos han 

reportado variaciones a este número, debido a que algunos segmentos emergen o se pierden 

durante el desarrollo, como es el caso de los segmentos 1 y 11 del prosoma (Millo!, y Vachon, 

1949; Keegan, 1980). 

El prosorna de un alacrán adulto consiste de 7 segmentos (lII al IX), en los cuales se encuentran 

los músculos asociados a la locomoción y 6 pares de apéndices postorales (queliceros, pedipalpos 

y 4 pares de patas), cubiertos dorsalmente por la coraza del cefalotórax o carapacho. El carapacho 

contiene en la parte media un par de ojos (tubérculo ocular) y en su parte antero-lateral de 2 a 5 

pares (Brownell, y Polis, 200 l ). 

El mesosoma está constituido por 7 segmentos (X al XVI), cubiertos por una capa tergal 

esclerotizada, en la cual podemos localizar las estructuras reproductivas, los pulmones de libro, el 

corazón y la glándula digestiva. El metasoma consta de 5 segmentos (XVII al XXI) totalmente 

esclerotizados en su circunferencia; el ano se encuentra en la parte ventro-posterior del segmento 

XXI. En su parte distal se ubica el telsón o aguijón, el cual contiene las glándulas productoras de 

veneno y no es considerado como un segmento verdadero (Hjelle, 1990). 
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Distribución y clasifieación de los alacranes 

El evento más sobresaliente de la era Paleozoica (505-248MY A) fue el surgimiento del 

supercontinente llamado Pangea (Scotese, 1997). Los alacranes que habían colonizado el 

ambiente terrestre fueron capaces de dispersarse ampliamente, por lo que pudieron ocupar la 

mayoría de los continentes antes de su separación en el Mesozoico temprano. Una gran parte de 

los fósiles del Paleozoico y Carbonífero proviene de Norte América y Europa, regiones que se 

encontraban en Laurasia, III parte norte de la Pangea. Esto sugiere que las barreras marinas de la 

pre-Pangea pudieron intervenír en la distribución de estos y otros animales (Rolfe, 1982; 

Kjellesvij-Waering, 1986; Sissom, 1990). 

Se considera que la mayoría de las familias tuvo su origen y distribución a partir de la región 

nombrada Godwana; los Chaerilidae se originaron en Laurasia y quedaron aislados en el sur de 

Asia, y los Butbidae se originaron en Laurasia pero se dipersaron hacia Godwana (Fet, y cols., 

1999). 

Actualmente los alacranes se encuentran en todos los continentes a excepción de la Antártida, y 

prácticamente ocupan todos los hábitats, desde desiertos, pasando por bosques e incluso en 

montañas cubiertas de nieve con elevaciones de hasta 5,500 metros. En algunos hábitats, la 

densidad de los alacranes puede ser de hasta 12 por metro cuadrado (polis, 1990). En un hábitat 

ideal se pueden encontrar hasta 13 especies distribuidas simpátricamente, y en la mayoría de las 

áreas es común encontrar de J a 6 especies (polis, 1990). La escasa variabilidad morfológica de 

los alacranes se contrapone a la gran plasticidad presente en su fisiología, comportamiento y 

respuesta al estrés ambiental; adaptabilidad que quizás haya favorecido su persistencia a lo largo 

dél tiempo. 

La clasificación de los alacranes ha cambiado significativamente en los últimos aftos. Los 

especialistas ahora reconocen más del doble de familias de alacranes de las 9 aceptadas en 1990. 

(Fet, y cols., 2000). 

Actualmente se reconocen entre 18 y 20 familias de alacranes, 159 géneros y 1270 especies (F el, 

y cols., 2000). La familia Butbidae reúne 50 géneros, entre los cuales han sido encontrados los 

más peligrosos, tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo. El género Centruroides, 

perteneciente a esta familia, tuvo una excelente adaptación. Algunas de sus especies invadieron el 
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continente sudamericano, hasta la región chilena, siendo las únicas reportadas en zonas húmedas 

(Hoffman, 1932). 

El género Centruroides 

El género Centruroides fue descrito por primera vez en 1890 por G. Marx. La taxonomía de 

muchas especies de Centruroides es confusa y ha estado basada principalmente en caracteres 

morfológicos como la coloración y la morfoescultura. Existe una sola clave de identificación 

reconocida (Stalmke y Calos, 1977), la cuál está fuera de tiempo para las investigaciones que se 

realizan actualmente. 

Centruroides (Marx, 1890), es uno de los géneros más diversos, con 41 especies y 24 subespecies 

(Fet y Lowe, 2000) dentro de la familia Buthidae (precedido solo por Tityus C. L. Koch con 46 

especies y 22 subespecies). El género Cenfruroides solo se encuentra en el nuevo mundo y es el 

único género de la familia Buthidae encontrado en NOIte América (Fet y cols., 2000). Son 

abundantes en diversos habitats naturales que van desde el bosque tropical hasta los desiertos, 

Cenrruroides es especialmente diverso en México (Lourenco y Sissom, 2000) y el Caribe 

(Armas, 1988), pero también se encuentra en Centro y Sudamérica (Sissom y Lourenco, 1987). 

Unas pocas especies dentro del género son tóxicas, y potencialmente letales para los humanos 

(Fet y cols., 2000). 

Importanda médica de los alaeranes 

El alacranismo es un problema de salud pública, originado por la picadura de alacranes, que 

afecta grandes núcleos de población, tanto en el medio rural como en el urbano. En México hay 

16 estados con especies peligrosas y se atienden alrededor de 50 mil personas al afto afectadas 

por el alacranismo y la incidencia de su piquete. Gracias al uso del antiveneno, el número de 

muertes en la República ha disminuido considerablemente, de 700 que había en los aftos 70's y 

80's, a 50 en el 2004 en estimaciones realizadas por la dirección general de epidemias de la 

Secretaría de Salud (SSA). 
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De más de 200 especies de alacranes reportadas en México, menos de una decena causan 

problemas de salud en el humano y todas pertenecen al género Centruroides. Las toxinas, son 

moléculas especie específicas, es decir, todos los alacranes producen componentes tóxicos en sus 

glándulas, pero solo algunas causan un efecto notable en el hombre. La mayoría de esas toxinas 

afectan a invertebrados artrópodos (crustáceos, chapulines, cucarachas, moscas, arañas etc.) con 

los que el alacrán generalmente se alimenta. Recientemente se han publicado algunas revisiones 

sobre las toxinas del veneno de alacranes, las cuales brindan una mayor información en este 

aspecto (Possani y cols., 2000; Rodríguez de la Vega y Possani, 2004). Los géneros de 

Centruroides y Tityus incluyen a los alacranes más dañinos para el hombre, su picadura puede 

provocar edemas locales, fiebre, naúseas ocasionales, vómito y una sensación extraña en la 

lengua que puede indicar respuesta alérgica. En la mayoría de los casos los síntomas pueden 

durar hasta 24 hrs (Maraboto, 1994). Los venenos en especies muy relacionadas difieren 

grandemente en toxicidad. Sin embargo, los estudios de Northey (1962), revelan que los venenos 

de diversas especies de la familia Buthidae y Vaejovidae poseen componentes antigénicos en 

común. 

Debido al impacto en la salud de los humanos, los alacranes del género Centruroides son un 

grupo de alacranes que reciben una gran atención. Laurenco y Sissom, revisaron la diversidad de 

alacranes en México, enfatizando la necesidad de más investigación y la incorporación de nuevas 

técnicas (incluyendo técnicas de DNA) para entender la taxonomía compleja, origen y 

distribución de los Centruroides mexicanos (Lourenco y Sissom, 2000). 

Análisis fdogenéticos 

Desde la epoca de Charles Darwin, uno de los sueños de los biólogos ha sido el de reconstruir la 

historia evolutiva de todos los organismos sobre la tierra y representarla como un árbol 

filogenético (Haeckel, 1866). Los árboles filogenéticos nos proveen de un registro indirecto de 

los eventos de especiación que se han dado a lo largo del tiempo (Barraclough y Nee, 2001). 

En la actualidad existe un gran número de métodos de reconstrucción filogenética que están 

basados en distintos modelos evolutivos, por lo que potencialmente podríamos obtener más de un 

árbol filogenético para el grupo que se este estudiando. Es por esto que es necesario realizar 
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análisis estadísticos que nos permitan seleccionar el árbol con el mejor valor de soporte en sus 

ramas. 

Cada método filogenético tiene sus ventajas y desventajas. Usando estos en paralelo nos 

ayudarán a descubrir que factores evolutivos están trabajando en los datos que se estén utilizando. 

Mencionaremos los aspectos más importantes de los principales métodos para la reconstrucción 

de árboles, y nos referiremos a la literatura para mayores detalles (Hillis, Moritz y ~lable, 19%). 

Maxima Parsimonia (MP) 

Originalmente fué desarrollado para el análisis de caracteres morfológicos (Hennig, 1966), pero 

ha sido adaptado para funcionar también con datos moleculares (Fitch, 1971; Hartigan, 1973; 

Swofford, 1998). El método se basa en el supuesto de que la hipótesis más simple es preferible 

que las más complicadas, de esta manera selecciona el árbol más corto que requiera el mínimo 

número de pasos o cambios para explicar los datos. Cuando se comparan secuencias, el método 

solo utiliza los sitios variables los demás son eliminados. 

El método de MP quizás de resultados más reales que otros métodos ya que esta libre de los 

supuestos evolutivos que son requeridos para otros (Miyamoto y Cracraft, 1991). Ha sido 

estudiado de manera extensiva matemáticamente, y algunas implementaciones poderosas de 

software están accesibles. Es un método sensible para medir el grado de heterogeneidad entre los 

linajes (conocido como atracción de ramas largas), y como otros puede asignar valores de 

bootstrap para mostrar la confiabiJidad del árbol producido. 

Neighbor Joining (NJ) 

Este método de matriz de distancia desarrollado por Saitou y Nei en 1987, construye los árboles 

filogenéticos con los valores de las distancias evolutivas calculadas para cada par de taxas en la 

muestra. 

La lógica detrás de todos los métodos de matriz de distancia es que si un par de secuencias de 

DNA difieren en un 10 % en los sitios de nuc1eótidos, estan más relacionadas entre sí que un par 

que difiere el 30%. Conforme más tiempo pase entre dos secuencias que divirgieron de un 

ancestro en común mayor será la diferencia entre ellas. 
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La reconstrucción de los árboles con este método, inicia con un árbol sin raíz en forma de 

estrella, es decir todos los taxas conectados en el centro. Utilizando las distancias calculadas se 

unen los taxas con las distancias más cortas y los siguientes hasta que se unen todos los taxas. La 

confiabilidad del árbol producido, está dado por los valores de bootstrap calculados. 

Máxima Verosimilitud (ML) 

El método de ML (por sus iniciales en inglés "Maximum Likelihood") para las inferencias 

filogenéticas, f.té usado por primera vez en 1967 para datos de frecuencia genética (Cavalli

Sforza y Edwards, 1967). Es un método estadístico que da como resultado el o los árboles que 

con una mayor probabilidad se ajusten a los datos del estudio (Nei y Kumar, 2000). Cuando se 

utiliza el método de ML es necesario partir de un modelo evolutivo que describa tanto el rango 

como la probabilidad de que ocurra un tipo determinado de sustitución de nucle6tidos. Si el 

modelo seleccionado se acopla bien a los datos del árbol se considera correcto. El programa 

ModelTest (Posada y Crandall, 1998) puede ayudar a seleccionar el modelo de evolución de 

DNA que mejor se ajuste a los datos comparando valores de likelihood. En contraste con otros 

métodos, ML hace uso de toda la información disponible (evidencia total). 

Análisis Bayesianos (AB) 

La estadística bayesiana está muy relacionada con los métodos de Máxima Verosimilitud (ML). 

La inferencia bayesiana de filogenia está basada en que la hipótesis óptima es la que maximiza la 

probabilidad posterior. La probabilidad posterior de una hipótesis es proporcional a la 

verosimilitud multiplicada por la probabilidad anterior de esa hipótesis. Las probabilidades 

previas llevan a los científicos a tener hipótesis sesgadas antes del análisis de los datos. En 

diversas aplicaciones los investigadores especifican las distribuciones de probabilidad anterior 

que ellos creen que son mayormente no-informativas, tal-que las mayores diferencias en la 

probabilidad posterior de las hipótesis son atribuibles a diferencias en la verosimilitud y provee 

medidas de soporte más rápidas que el bootstrap de máxima verosimilitud. Además los métodos 

bayesianos permiten implementar modelos complejos de evolución de secuencia como, la 

estimación de tiempos de divergencia, encontrar residuos importantes para la selección natural, y 

detectar puntos de recombinación. En los análisis bayesianos el resultado fmal no depende de un 
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valor especifico, sino que considera los valores de todos los parámetros. Para los análisis 

bayesianos es necesario especificar la distribución anterior y el modelo evolutivo a utilizar, por 

ejemplo, el de dos parámetros de Kimura Después de integrar el producto de estos valores sobre 

todos los parámetros posibles, se determina la probabilidad posterior de cada árbol. Las funciones 

de verosimilitud para modelos filogenéticos son muy complejas para integrarlas analíticamente 

por lo que las inferencias bayesianas recaen en el algoritmo de MCMC (de sus iniciales en inglés 

"Markov Chain Monte CarIo") que permite aproximar las distribuciones de probabilidad en una 

amplia variedad de contextos (Holder y Lewis, 2(03). 

Genómica y marcadores moleculares 

El estudio de la evolución de los organismos se ha visto favorecido por los adelantos en cuanto a 

técnicas moleculares. La evolución a nivel molecular ocurre mediante la sustitución de un 

nucleótido o de un aminoácido por otro, el número de diferencias existentes en la secuencia de un 

ácido nucleico o de una proteína equivalentes en dos especies, revela en cierto modo, el tiempo 

transcurrido desde su ancestro común (Fu y Li, 1997). Los estudios evolutivos a nivel molecular 

presentan dos ventajas notables respecto a la anatomía comparada y a otras disciplinas clásicas. 

La primera consiste en que la información puede cuantificarse con mayor facilidad y la segunda 

en que es posible comparar organismos muy alejados evolutivamente o diferenciar aquellos que 

son muy similares morfológicamente (Fu y Li, 1997). 

El uso de marcadores moleculares mitocondriales en estudios filogenéticos se vió incrementado a 

principios de los 90s por diversas razones. En primer lugar la gran cantidad de mitocondrias por 

célula sobre todo en tejido muscular favorece la obtención de DNA mitocondrial (DNArnt). Por 

otro lado el genoma es relativamente pequefio, de alrededor de 16 kb, lo que permite un fácil 

manejo y análisis. (Avise, 1994). 

El DNArnt es una molécula circular de doble cadena, la cual generalmente carece de intrones y es 

heredada vía materna manteniendo una baja recombinación. En la mayoria de los organismos esta 

compuesta por 37 genes: 13 para proteínas, 2 para RNA ribosorna1es (RNAr) y 22 para RNAs de 

transferencia (RNAt) (Moritz y cols., 1987). 
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Los genes mitocondriales más utilizados en análisis filogenéticos son: 16S, 12S, ND4, COI Y 

COII, aunque actualmente es posible realizar estudios tomando en cuenta el genoma mitocondrial 

completo de diversos organismos, principalmente en vertebrados y artrópodos. 

La influencia de los datos moleculares en la sistemática empieza a jugar un papel importante en 

la búsqueda u observación de la historia evolutiva de los alacranes. El gene 16S ribosomal ha 

sido utilizado antes en alacranes (Fet y cols., 1999), y es ampliamente utilizado en estudios 

moleculares de la evolución de algunos artrópodos (Simon y cols., 1994). 

10 



,--------------------------------------------

ANTECEDENTES 

Relaciones fiIogenéticas dentro del subphylum Chelieerata. e1ase Araehnida 

El subphylum Chelicerata es uno de los grupos más controversiales, ha sido discutido durante 

más de 100 años, debido a su importancia tanto en la clasificación de Artropoda, así como en las 

relaciones flIogenéticas de los ordenes que lo conforman la clase Arachnida. Haciendo una 

recapitulación de los trabajos realizados en este sentido, mencionaré los que considero más 

importantes. 

La primera clasificación de los Arachnida, fué realizada por ThoreJl en 1877. En su trabajo toma 

en cuenta la complejidad morfológica y el grado de especialización de los distintos ordenes, 

nombrandolos como taxas "mayores" y "menores". Presenta a los Acaros como grupo basal y a 

los alacranes como un grupo derivado. Es el primero en incluir dentro de Uropygidos a 

Schizomida y Thelyphonida. 

Lankester en 1881, incluye a Xipbosura dentro de Chelicerata debido a la similitud entre las 

agallas de libro en Limulus y los pulmones de libro en los alacranes. Divide a los Arachnida en 

Aerobranchia y Lipobranchia. 

En 1893 Pocock, en total desacuerdo con Thorell sobre la posición de los alacranes (Ctenophora), 

presenta a estos en la base del árbol, separado de los demás Arachnida (Lipoctena). Pocock se 

basa en la diferencia del número de apéndices abdominales en embriones, que en los alacranes es 

de 6 y no más de 4 en los arácnidos restantes. Mantiene intacto el grupo Lipobranchia de 

Lankester, pero modifica Aerobranehia separandolo en Ctenophora (Scorpiones) y Caulogastra 

(Aranae, Amblypygi y Uropygi). 

Snodgrass (1938), hizo la primera distinción básica entre Chelicerata y Mandibulata. Además 

estableció el esquema general de Chelicerata (Pycnogonida + Xiphosura + Arachnida) en base a 

caracteres fmnes, el cual se ha mantenido hasta nuestros dias. 

Stormer en 1944, por otro lado excluyó a los Pycnogonidos del grupo Chelicerata e incluso de los 

trilobites no quelicerados. 

Petrunkevitch (1955), presentó nuevos grupos. El primero llamado LabeIlata (Aranae + 

Amblypygi), esta basado en el parecido que encontró de la estructura circmn-oral (boca 
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anteroventral entre 2 labios). Otro grupo, denominado Caulogastra (descrito anteriormente por 

Pocock) en donde incluyó además a Palpigradi, Solifugos y Ricinulei, y por último el grupo 

Latigastra compuesto por Scorpiones, Pseudoscorpiones, Opiliones y Acari el cual está basado en 

la unión entre pro soma y opistosoma 

En desacuerdo con Petrunkevich, Sharov en 1966, acertó al decir que los Scorpiones tienen un 

origen diferente de los demás arácnidos, esto aunque parece apoyar la posición basal de 

Scorpiones propuesta por Pocock, no es así ya que considera a los alacranes y arañas 

monofiléticos por la presencia de pedipalpos. 

Savory 1971 niega la monofilia de Arachnida. Considera a los Cyphophthalmi como 

intermediario de Acari y Opiliones, estos junto con Ricinulei forman el grupo hermano de 

Labellata-Caulogastra Y formando un nuevo ciado presenta a los Scorpionomorpha (Solifugos + 

(Scorpiones + Pseudoscorpiones). 

En un estudio exhaustivo de los Chelicerata, Firstman 1973 incluye a los grupos Pycnogonida, 

Palpigradi y Ricinulei, basando se en la variación del sistema arterial y su relación con el 

endostemito. Mantiene la posición basal de los alacranes. Propone a los Amblypygi como grupo 

hermano de los Aranae (Petrunkevitch en 1955, lo nombro Labellata) en base al número y 

posición del suspensor en el endosternito. Por último ubica a los Pycnogonida como el grupo 

hermano de los Chelicerata restantes, ya que considera que el septum vascular de los 

Pycnogonida es homólogo al endosternito de Xipbosura y Chelicerata. 

Poco después, Yoshikura (1975) examina caracteres embriológicos, mantiene el grupo Labellata

Caulogasta. En contradicción con su dendograma, mantiene que los Uropygi y Amblipygi estan 

más cercanos. Los Scorpiones y Pseudoscorpiones aparecen como el grupo hermano de este 

cIado. Los taxas restantes forman un grupo muy similar al propuesto por Pocock. 

Weygoldt y Paulus en 1979, hacen una recopilación de la información de caracteres generada en 

los cien años previos aJladiendo la suya propia Ellos realizan el primer análisis cladista, 

produciendo un esquema de las relaciones entre Chelicerata basado en sinapomorfias. 

Py<;oogonida fué incluido en la base como incertae sedis. Los Xiphosura aparecen como el taxon 

hermano de Arachnida El esquema es muy parecido al de Pocock. La división básica entre 

Scorpiones (Ctenopbora) y de Lipoctena que incluye a Caulogastra y Apulmonata (Solifugae, 

Pseudoscorpiones, Acari, Ricinulei y Palpigradi) esta bien sustentada. 
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En su análisis c1adista de los artrópodos Weygoldt (1986), presenta claramente a los Pycnogonida 

como el grupo hennano de los euchelicerata (Xiphosura + Arachnida). 

Através de la inclusión de datos morfológicos funcionales Shultz (1990) hizo resmgir el grupo de 

pedipalpi (Amblypygi + Uropygi) y como otros estudios presentó una combinación de grupos 

elaborados previamente. Su esquema básico incluye Caulogastra de Pocock y Scorpionomorpha 

de Savory, pero con Pseudoscorpiones formando un ciado con Solifugos. La principal diferencia 

entre Shultz y Savory (además de la metodologia) es la división de los Opilionoidea. Shultz 

incluye a Acari + Ricinulei con Caulogastra y a Opiliones con Scorpionomorpha 

En Wheeler y Hayashi 1998, la división convencional de Chelicerata (Pycnogonida + (Xiphosura 

+ Arachnida» esta bien sustentada tanto por datos morfológicos como moleculares. La 

principales discrepancias se presentan en los ciados fonnados dentro de Arachnida, uno de los 

más sobresalientes es la posición de los alacranes, el cual aparece como un grupo derivado 

(Opiliones + Scorpiones + (Solifugids + Pseudoscorpiones» casi idéntico al propuesto por 

Petrunkevitch (Latigastra pero excluyendo a Acari). Este arreglo coincide con el propuesto por 

Shultz pero varía con respecto al de Weygoldt y Paulus al no considerar a Scorpiones como un 

grupo basal. Los datos no apoyan la formación del ciado Acari + Opiliones propuesto en tr~os 

previos, ni tampoco el grupo pedipalpi que resurgió en el trabajo de Shultz. 

Estos tres últimos trabajos cladistas (Weygoldt y Paulus 1979; Shultz, 1990; Wheeler y Hayashi, 

1998) muestran algunos cIados constantes como el de Caulogastra (Aranae + Amblypygi + 

Uropygi) y el de Scorpionomorpha (Scorpiones + Pseudoscorpiones + Solifugae + Opiliones) los 

cuales estan respaldados por diversos caracteres. Algunos caracteres morfológicos como los de 

las piezas bucales sugieren que tanto los Opiliones como los Palpigradi son arácnidos basales. 

Los ácaros en general son considerados un grupo monofilético, frecuentemente aparecen como el 

grupo hermano de los Ricinulei, aunque el parentesco no es claro. 

La posición de Scorpiones dentro de la filogenia de Chelicerata es una de las más polémicas ya 

que con ella se pone en duda la mono~ de Arachnida. Algunos autores (Shultz, 1990 y 

Wheeler y Hayashi, 1998) coinciden en coQSiderar a la clase Arachnida monofllética, ya que 

presentan a los alacranes como un. gruJÍIlderivl!do. Otros autores (Weygoldt y Paulus, 1979; 

Kjellesvig-Waering, 1986; Dunlop y'Webster, 19'.19}:que incluyen en el análisis a Eurypterida 

(organismos extintos) forman un c4ldo basal con los alacranes apareciendo como el grupo 

hermano de los demás ,arácnidos (Li~). 
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Como hemos podido observar en los distintos dendogramas realizados, las posiciones más 

inestables son: si Pycnogonida y Scorpiones son grupos basales o no y las relaciones internas 

principalmente de Opiliones, Solifugos y Pseudoscorpiones. También han sido cuestionadas la 

monoillia de Pedipalpi, la unión de Aranae y Palpigradi Y la tendencia de agrandar el grupo 

Caulogastra de Pocock. Es necesario aumentar la información y análisis evolutivos sobre estos 

taxa para esclarecer algunas de estas controversias. 
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Figura 3 Arboles filogenéticos propuestos para el grupo Chelicerata. a) ThoreIl1877, b) 

Lankester 1881, e) Pocock 1893, d) Savory 1971, e) Firstman 1973, t) Yoshikura 1975, g) 

Weygoldt y Paulus 1979, h) Shultz 1990 y i)Wheeler y Hayashi 1998. 
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Seeuencias mitocondriales en Chelicerata 

El genoma mitocondrial ha servido como sistema modelo en estudios genómicos, convirtiendose 

en una poderosa herramienta para la inferencia de las relaciones evolutivas entre distintos linajes. 

En 800 millones de años de evolución, el contenido genérico mitocondrial de los metazoa, ha 

permanecido prácticamente sin cambios, sin embargo los procesos que se han llevado a cabo nos 

permiten trazar la historia evolutiva de estos organismos. Estos procesos iucluyen; rearreglos en 

el orden genético, cambios en la composición de las bases, el surgimiento de la asimetría 

composicionaJ entre las dos cadenas de DNA, variaciones en el código genético, evolución en el 

uso de codones, tasas de sustitución nucleotídica linaje-específico y patrones evolutivos en las 

regiones de control (Saccone y cols., 2002). 

Los artrópodos son los metazoa más abundantes, la incorporación de infonnación molecular ha 

permitido determinar las relaciones filogenéticas entre los principales grupos vivientes que lo 

conforman (atelocerados, custáceos y quelicerados). Con la comparación de rearreglos genéticos 

mitocondriales es posible resolver relaciones filogenéticas entre linajes antiguos (Boore y cols., 

1995). 

Dentro de los artrópodos se encuentra el subphylum Chelicemta, uno de los grupos más diversos 

y antiguos así como controversiales en sus relaciones filogenéticas. Solo 18 secuencias 

mitocondriales han sido reportadas hasta el momento, incluyendo la obtenida en este trabajo 

(sitio web http://www.ncbi.n1m.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=Genome). 

Una de estas secuencias es del xiphosuro Limulus polyphemus, el cual debido a la condición basal 

del grupo al que pertenece, resulta ser muy útil en estudios filogenéticos y evolutivos (Lavrov y 

cols., 2000). Dentro de Arachnida el grupo con más secuencias es el de Acari (Shao y cols., 

2005), estas secuencias han permitido determinar que los marcadores mitocondriales son más 

variables que los nucleares mediante patrones de polimorfismo intraespecífico (Navajas y cols., 

1998). El orden genético mitocondrial de algunos Acari no corresponde al observado en Limulus 

(Black y Roebrdanz, 1998). Hasta el momento se han reportado 3 secuencias mitocondriales de 

aralias, la comparación de estas con otros Chelicerata han mostrado variaciones en el arreglo 

genómico, particularmente en la posición de los genes de tRNA. Lo más sobresaliente es que las 

estructuras inferidas de los tRNAs carecen de uno de los brazos y aparecen truncados en sus 
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extremos, además de la edición en los RNA. Todas estas son características que no comparten 

con los ácaros. Debido a que la modificación en la estructura secundaria de los tRNAs son 

eventos evolutivos poco frecuentes, es posible utilizarlos como caracteres filogenético para 

detenninar linajes, aunque para esto es necesaria la secuenciación de otras mitocondrias dentro de 

Chelicerata (Masta y Boore, 2004). 

Relaciones filo genéticas dentA del género Centruroides 

Aunque Buthidae es la familia de alacranes más diversa y de mayor importancia médica (Fet y 

Lowe, 2(00) pocos trabajos se han realizado en torno a su filogénia. La combinación de datos 

morfológicos y moleculares serían muy útiles en el establecimiento de la historía evolutiva de 

estos organismos (Gantenbein y ools., 1999; 2000). Los marcadores moleculares han ayudado a 

definir especies aisladas, donde ningún concepto de especie puede ser aplicado. Esto ha sido 

utilizado con 17 géneros de la familia Buthidae (Fe! y cols., 2003) en el género Buthus Leach 

1815 (Gantenbein y cols., 1999) y con 4 especies del género Mesobuthus Vachon 1950 

(Gantenbein y cols., 2003). 

Dentro del género Centruroides Marx (1890), la taxonornia y clasificación de algunas especies es 

confusa y su sistemática ha estado basada en características morfológicas y de coloración. 

Existen algunas claves de identificación de las especies de este género (Stahnke y Calos, 1977), 

pero pocos trabajos recientes se refieren a su taxonornia o filogenia, por esto es necesaria una 

revisión más detallada del grupo. En Norteamérica los buthidos estan representados por el género 

Centruroides del cual por lo menos 6 especies se consideran médicamente importantes (Keegan, 

1980). Francke y Jones (1982), hacen un análisis completo de la historia de vida de C. gracilis lo 

que pennite entender más sobre la variabilidad ontogenética y biología general de los alacranes. 

Sissom en 1987, reevaluó la posición taxonómica de 6 especies sudamericanas de Centruroides 

haciendo incapié en la descripción de C. margaritatus una de las especies más ampliamente 

distribuidas dentro del género. Los ~os moleculares que incluyen especies del género 

Centruroides anaIi7Jm la monofilia de las subespecies que componen a C. limpidus y C. 

irifamatus localizados en la parte central de México (Towler y cols., 2001). 
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Hoffmann (1932) realizó una de las clasificaciones más importantes dentro del género 

Centruroides con especies mexicanas basando se en caracteres de coloración y morfológicos. En 

1938 Hoffinann tomó en cuenta otras características, como la distribución geográfica y la 

toxicidad del veneno. En este sentido el reconoció las relaciones entre algunas especies 

independientemente de su morfología. El consideró la distribución y la toxicidad del veneno 

como una característica que podría agrupar a las distintas especies dentro del género. 

Hoffmann hace hincapié en considerar que las especies tóxicas para los humanos están 

localizadas en el área que originalmente ocupaba la península meridiana del antiguo continente 

Norte americano, antes de la unión con las tierras del sur de los Neotropico. 

La clasificación más reciente es una agrupación convencional también del género Centruroides 

presentando especies mexicanas propuesta por González (2001). En su estudio se describen 

cuatro grupos denominados: Gracilis, Bertholdii, Thorellii y el grupo Rayado. 
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HIPÓTESIS 

Los alacranes son muy parecidos en sus rasgos generales, esto ha obligado a buscar 

características más finas para poder distinguirlos. Con el desarrollo de técnicas moleculares es 

posible evaluar las relaciones evolutivas que mantienen los alacranes con respecto a los demás 

Chelicerata así como de la filogenia en particular de las especies del género Centruroides. 

En su evolución, los alacranes del continente Americano migraron hacia el sur a causa de una 

disminución en la temperatura. La radiación de los alacranes se llevó a cabo principalmente en 

México, ya que fué hasta el Mesozoico que Norte América y Sudamérica se unieron por el Istmo 

dePanamá. 

Los alacranes de la familia Buthidae, se encuentran alrededor del mundo entre los 52° latitud 

Norte y 42° latitud Sur. Esta es la familia más primitiva y antigua, originada en Laurasia y 

dispersada hacia Gondwana. El género Centruroides sólo se localiza en el nuevo mundo por lo 

que es posible pensar que el origen de este género se llevo a cabo en Norte América y con el 

tiempo se fueron dispersando hacia Sudamérica 
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OBJETIVOS 

General: 

Proponer mediante herramientas de reconstrucción filogenética, las relaciones evolutivas 

existentes entre los alacranes a distintos niveles jerárquicos. 

Específicos: 

1. Obtener la secuencia del genoma mitocondrial de C. limpidus, con el fin de estudiar la 

posición filogenética de los alacranes dentro de Chelicerata. 

2. Evaluar los marcadores moleculares mitocondriales adecuados para el análisis de las 

relaciones evolutivas del género Centruroides. 

3. Realizar un análisis filogenético a partir de caracteres morfológicos y morfométicos del 

género Centruroides. 

4. Utilizar marcadores moleculares mitocondriales para la determinación de las relaciones 

filogenéticas (COI, COII) en el género Centruroides. 

5. Comparar las filogenias obtenidas de los diferentes datos y hacer una contribución a la 

taxonomia y clasificación del género Centruroides. 
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CAPITULO 11 

Resumen 

En este trabajo se hace un análisis de la secuencia del genoma mitocondrial de CenJruroides 

Iimpidus. La secuencia fué obtenida mediante técnicas comunes en biologia molecular, las cuales 

incluyen, reacciones de PCR, fragmentación de DNA, clonación, y secuenciación entre otras. 

Durante la escritura del artículo otra secuencia de alacrán fué liberada en la base de datos. Esto 

permitió hacer comparaciones en cuanto al contenido y organización de los genes mitocondriales 

en alacranes, así como determinar aquellas características comunes entre ellos. 

Los principales resultados obtenidos muestran que la organización genética es muy parecida a la 

de Limulus polyphemus (especie basal dentro de Chelicerata) a excepción de que e limpidus 

carece del gene para el RNA de transferencia de Aspártico y muestra una inversión en la posición 

de los genes para los RNA de transferencia de Glutamina e lsoleucina. Este último rearreglo en 

C. limpidus también lo presenta Mesobuthus gibbosus, el otro alacrán secuenciado. Otro dato 

interesante es que algunos de los genes que se codifican carecen del codon de terminación 

convencional, mediante los experimentos realizados se observó que al menos en dos productos se 

efectuaba la poliadenilación postranscripcional en el extremo 3', lo que sugiere que no es 

necesario el codon canónico de término para realizar una traducción adecuada. La estructura 

secundaria obtenida de los RNA de transferencia no muestran la estructura tradicional de trébol, 

esta característica la comparte con M gibossus y con las arañas. La comparación de la secuencia 

mitocondrial de los dos alacranes nos muestra que M gibossus es mayor, esta diferencia de 

tamaño se encuentra en la región no codificante. El contenido de AT es muy parecido entre los 

dos genomas. La identidad entre las proteínas que codifican es mayor de 49% y los genes de 

RNA ribosomales mantienen una identidad de 65%. 

Por último, en las inferencias filogenéticas encontramos que los alacranes forman un ciado que 

aparece como grupo hermano de Aranae y claramente separado de Acari. Sin embargo, la falta de 

información de los demás ordenes dentro de Arachnida, impiden establecer a ciencia cierta la 

posición filogenética de los alacranes, aunque los datos sugieren que los alacranes no son el 

grupo basal propuesto por Weygoldt y Paulus en 1979. 
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Abstract 

The mitochondrial genome of the scorpion Centruroides limpidus (Chelicerata; Arachnida) 
has been completely sequenced and is 14,519 bp long. The genome contains 13 protein
encoding genes, two ribosomal RNA genes, 21 transfer RNA genes and a large non-coding 
region related to the control region. The overall A+ T composition is the lowest among the 
complete mitochondrial sequences published within the Chelicerata subphylum. Gene order 
and gene content differ slightly from that of Limulus polyphemus (Chelicerata: Xiphosura): 
i.e. the lack of the trnD gene, and the translocation-inversion of the tmI gene. Preliminary 
phylogenetic analysis of sorne Chelicerata shows that scorpions (c. limpidus and 
Mesobuthus gibbosus) rnake a tight cluster with the spiders (Arachnida; Araneae). Our 
analysis does not support that Scorpiones order is the sister group to all Arachnida Class, 
since it is closer to Araneae than to Acari orders. 

Keywords: mtDNA; phylogenetic inference; tRNA secondary structure; Arthropoda. 

Abbreviatioos: 

atp6 and atp8, genes fur ATP synthase subunits 6 and 8 (ATP6 and ATP8, protein products); carI-3, genes 
for cytochrome c oxidase subunits 1-111 (COI and con, protein products); cob, gene for cy1ochrome b (COB 
protein product); nadI-6 and nad4L, genes ror NADH dehydrogenase subunits 1-6 and 4L (NADI-6 and 
NAD4L, protein products); rrnS and rmL, genes for tite small and large subunits of ribosomaJ RNA (s-rRNA 
and l-rRN A products); trnX, transfer RNA genes witlt corresponding amino acids deno1ed by one-Ietter codo; 
tRNAxa, 1ransfi::r RNA witlt corresponding amino acids denoted by three-Ietters codo; aa, amino acid(s); bp, 
base pair; mtDNA, mitochondria(l) DNA; PCR, Polymerase Chain Reaction; ORF, Open Reading Frame; 
MP, Maximum Parsimony; cDNA, DNA oomplementary lo RNA. Nucleotide symbol combination V~AICIO; 
N= Aff/G/C/. 

• Correspooding author. Te\.: +52 m 3133881; fux: +52 777 3175581. E-mail address: 
davila@ccg.unam.mx(O. Dávila). 
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1. Introduction 

CelllrUroides limpidus is ooe of tite 1,259 living srorpion species desaibed (Fe\, el al., 20(0). The 
StOI)IÍOIlS of Centruroilks genus are known as tlte most abundant and dangerous species for hwnans. They 
accounl, only in Mexico, al leas! for 200,000 sting accidents per year (Dehesa-Davila, 1989). e limpiáus is 
found in arid Wld semiarid habitats ofCentral and Soutltparts ofMexico. 

The order Scorpiones is a bighly diverso group of ooganisms tltat embraces 155 genera in 16 fiunilies witlt 
a controversial phylogenetie posilioo witltin tlte Anldmida: sorne authors support tltat me scorpions are a 
si_ laxon ofthe remaining aracImids (i. e. Weygo\dt Wld Pau1us, 1979), but othen, based DO molecular 
andIor morpbo1ogical data sustain that tlte scorpions are clase n:Iated lo tite Solifuges (sun spiders) and !he 
Pseudoscorpiones (taIse scorpioos) (Wheeler and Hayashi, 1998; Sbu1tz, 1990). 

la WlimaIs, mitochondrial DNA (mtDNA) is a single circular duplex moIecule gencrally ranging in size 
fiom 15 lo 17 kb. Despi!e their differences i. size, a1most all of tltem contain 13 protein-éoding genes, 22 1m 
genes (transre. RNA genes), and two mi genes (n"booomal RNA genes) (Boore, 1999). Metazoon mtDNA 
also contains a large non-coding region probably involved in tite control of transcription andIor DNA 
replicatioo (Wolstenholme, 1992). The mítochondrial genoroe has been extensively used lo study !he 
phylogenetic relationshíps al several taxonomic levels, mainly because ít's maternal inherítanee, the fiIst 
evolutionary rato compared lo that of the nuclear DNA, and tlte Iad< of intermolecu\ar genetic recombination. 
[t has been sbown !hat tlte arder of rotDNA genes is geaeraJly com«ved witltin tlte meIazoa and that !he gene 
rearrangements could be used lo deduce deep-level phylngenetic relationships (Boore, el al., 1995). 

Untíl now, the mítochondrial DNA sequence of605 metazoWl species has been det<nnined, bowever, only 
90 of tltem belong lo me most diverse phylum, tlte Artropoda. Nevertheless tbis kind of infonnation is 
uueven: sorne Arthropoda c1asses are over represented while others are incomplete or ahsent. 

In mis study, we report tite nucleotide sequence of C. limpidus mitochondrial genome. This genome and 
me Mesobuthus gihbosus mítochondrial genome recently deposited in GenBank are tite first's representatives 
of tite Scorpiones arder. Our preliminary phylogenetic analysis sbows that tlte scorpinns clustered witlt me 
spiders (Arachnida; Araneae) leaving licles and mites (Arachnida; Acari) as an extemal clade, DO! supporting 
Scorpiones arder as a sister group lo all Ihe Araclmida 

2. Material • • lId methods 

2. J Sompk and DNA extraction 

Genomic DNA was extracted from one specimen of Centruroides Iimpidus collected in Cuemavaca 
MoreIos, México, and identífied using !he keys lo tite species of Hoffman, (1932), Diaz N~era (1966), 
Stahoke and Calos (1977) and Armas, el al. (1995). Total DNA was obtaíned from tlte complete organism 
homogenized wim Iiquid ni1rogen and Ih .. using DNeasy Plant Mini Kit (Quiagen), following Ihe 
mWtufacturers protocol wilh tlte centrifugation al 4,000 rpm, equivalen! lo 1,500 g. 

2.2 PCR aM sequencing 

The mitochondrisl genome sequence was obtained from four overlapping PCR products. The Iargest 
amplification product liad a 10,076 bp in size, and was obtained utilizing primers Cli06 and HPKI6Sbb 
(Hwang, el al. 2001). The 4,092 bp amplicon was obtained using primers HPKI6Saa (Hwang, el al., 2001) 
and CliOS (Figure 1). These two products comprehand a1most all Ihe srorpíon mitochondrial genome, but lo 
complete il, two extra-set ofPCR primers were designed lo yíeld two amplification products overlapping witlt 
me fust pairo One oftheae was obtained using primers Cti02 and CliOS and yielded 8 PCR product of964 bp. 
lbe primers CIil4 and CHIS yielded WI ampHfication product of1,094 bp. AH CIí primers were hased 011 !he 
sequence from C. limpidus. AlI PCR reaetions were done wilh Platinum Taq DNA Polymerase High Fidetity 
(Invitrogen) using tite conditions suggested by tlte manufacturero 

R<action conditions were 1 c:ycle of 5 min al 94"<:, S c:yeles of3O S al 94"<:, 45 s at sooC, and 1 min per 
kb amplified al 68°C, 20 cycles of 30 s al 94°C, 4S s at 60"<:, and 1 min per kb amplified al 6SOC, and 1 c:yele 
ofprolonged elongation for 10 min al 72°C. 

PCR products were Ioaded onto 1 % T AE agarose gel wilh appropriate DNA .izo marlrer and bands were 
obscrved on a UV transilluminator lo estímate their size and conccntration. The PCR products were purified 
from tlte gel using the QIAquick .... Gel Extraction Kit (Quiagen). The two Iarger amplification products were 
!BIldomIy shattered wim a VixOne™ nebulÍ2ler (Westmed). Fmgments between I.S and 2 kb were purified 
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from an agarose gel, enzymaticaly repaired and ligate<! into pZero vector (Invitrogen). The ligation produots 
wa-e transformed into E. coü TOPIO' (Invitrogen) to creale p1asmid librarles, all using standard techniques 
(Sambrook and RusseIl, 2001). Tbe sequencing reaclÍons w= made using Ibe BigDye Tenninator Cycle 
Sequencing Ready Reaction kit, and ron in an AbiPrism 3700 DNA Sequencing System (AppIied 
Biosystems). Three hundred and six cienes were sequenced by both sides using universal primers, Ibe final 
sequence wss assembled using the public domain computer software CONSED 
(http://bozemagmbt.wsshingtpn.edulpbredohnmeonsed.html· Ewing, et al., 1998) with a confidence value of 
0.83 X IO-Kb and a 10.5 X coverage in average. n.e DNA sequence wss deposited in OENBANK under 
accession number AY803353. 

1.3 Seque""" anaJysis 

The putative Open Reading Frames (ORFs) were identified by Gene Finder program available in NCBI 
using the mitochcndrial genetic codeo Similarity searches were done using BLAST (Altschul, et aJ., 1990). 
80th programs areavailable atthe NCBI web sile (http://www.ncbi.nlm.nihgoy/gorfIgorfhtml and 
http://www.ncbinlm.nih.govIBLASTI respectively). The boundaries oflbe genes were annotated minimiñng 
the overlapping between genes. The inilial start codon was selec1ed as the fin¡¡ legitimate m-frame start oodon 
(ATN, GTO, TIG, and 011), nol overlapping tite ORF oftlte gene encoded previously in Ibe sarne DNA 
strand. The stop codon was Iocated and annotated as the fin¡¡ in-frame stop codon fOWld. However if Ibe stop 
codon was located wilbin the ORF encoded in Ibe ssme DNA slrand, tite Iast TorTA prior to the start oodon 
oí the next gene was designa1ed as the 1ermination codon. Tbis decision wss made taldng ioto account that the 
pelyadenyIation process can reconstitute the stop codon (Ojala, et al., 1981). In Ibis paper we used the gene 
nomenclature proposed by Boore (1999), and by Ibe commiss;on on Planl Gene Nomenclature (1994). 

Five 1m genes were identified using the computer software tRNAscan-SE 1.21 (Lowe and Eddy, 1997, 
http://www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SEI), with the default panuneters for mitochondrial DNA. Tbo 
rest bUI two were identified wilb the search parame1ers described by Masta and Boore (2004), Soun:e: 
Nematodo mito, tRNA Cave cutoff score: 0.01. Tbo las! two trn genes were found manually as sequenc:es 
with the required anticodon and a clover-like secondaJy structure. Tbe boundaries of the rm genes were 
identified by sequence similarity witlt other mitochondria! rrn genes of arthropods. 

Tbe nucleotide composition skewness was calculated for each DNA strand using the method of Poma and 
Kocher(I99S), whereAT skew~ [A-T]/(A+T] and the OC skew= [G-C]/[GtC). 

2.4 PIryJogenetic anaIyses 

Besides tite sequence of the C. Jimpidus mitochondrial genome repor1ed here, the data sel for .,... 
pbylogenetic ana1ysis were obtained from GenBank and i.e1udes Ibe mitochondrial genome sequences of 
representative species of Ibe Chelicerata; Mediterranean checkered scorpion (Mesobulhus gibbasus, 

jumping spider (Habronattus oregonensis, NC 005942); spider (Heplathela hangzhoueruis, 

~~~~~~~~ ~~g(~=, ~;¿ =!~;;!:se ~c~~~~::;~::::-= 
ill.;-l!lW!-?J and boneybee mile (Van-oa dutnlctor, NC 004454). Tbe sequence ofthe Atlantic horseshoe 

poIyphemus (NC 003057) mitochondrial genorne was selec1ed as an out-group. 
The pbylogenetic treo presented here was construc1ed as follows: Tbe amino acid sequenoes of individual 

proteins were aligned using ClustalW (Chenna, el al., 2003) with default penalties and manually edi1ed. 
Different data sets were analyzed sinco sorne of Ibe mitocbondriaJ proteins are no! uscfuI for reoonstructing 
!he pbylogenies because of their small size and Iúgh variation. Tbe fin¡¡ data set consists of Ibe 13 
coocatenated a1igned proleins. In the second set A TP8 and NAD6 were eliminated ftom tite concalen*d 
a1ignment Th. Ibird set is similar to Ibe previous ono but without NAD2. In Ibe fourth set A TP8, NAD6 and 
NAD4L were excluded ftom the a1ignment. In Ibe fifth data set NAD2, Am, NAD6 and NAD4L, were not 
incIuded in the analysis. The Iast data set consists of tite concatenated aJignment of the futir moS! conserved 
pro1eins: COI, COll, NADI and COB. 

An unmoted treo of eaeh set of pro1eins wss construc1ed using maximum parsimony (MP) anaIyses 
implemented in PAUP·4.0blO (Swofford, 1998). Parsimony anaIyses were performed using 1000 bootstrap 
tqIIicates with random addition oí laxa and tree-bisection lIlCOIUlCCIion bnmclt swapping (Felsenstein, 1985). 
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Figore l. A) Mitochondrial gene map of Centruroides limpidus wilh Ihe localization and names of !he 
primer.¡ used for amplification. Arrows indicates Ihe primer direclions. Black thick Iines represen! Ihe PCR 
amplification products. The genes encoded in Ihe a-strand are shown in dark grey, and in ligll! grey Ihose 
encoded io Il-strand. B) Table containing features and sequeneos oflhe primers used in Ibis wori<. 

A11 phylogenetically winfonnative sites were ignored and gaps were coosidered as missing data. 
The Tajima relative rote test (Tajima, 1993) was perfonned lo evaluate !he homogeneity of rate 

substitution wilhin !he Araneae groop, implemented in !he MEGA v. 2.1 program (Kumar, et al., 1993). 

2.5 Comparative tab/e 

A lable comparing the Chelicerata mitochondrial genome properties was oonstructed using Ibe avai\ab\e 
infonnation deposited in GenBank that inelude !he genomes a1ready mentioned in Ihe pbylogenetie analysis 
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and !he mtDNA sequenoes of: spider (Heptathela hangzhouensis, NC 005924); Omale kangaroo tick 
(Amblyomma lrigultatum NC 805963), softbacked tick (Carios capensis NC 805291), hardbacked tick 
(HaemaphysaJis flava NC 005292), patalysis tick (Ixodes holocyclus NC 805293), taiga tick (Ixodes 
persuJcatus NC 004370), cornmon seabird tick (Ixodes uriae NC 00Cí078), and 50ft tick (Ornithodoros 
porcinus NC 805lI20). 

2.6 RNA iso/ation tmd 3 '-end delermination of cad ami nad4 Iranscripls 

To determine !he 3'-ends of!he coxl and nad4 transcripts, total RNA was isolated fiom !he first six 
tergites of the scorpion opislhosoma uoing !he Total RNA isolation system (Promega). The full-Ieogth cDNAs 
were obtained fuIIowing tite protocol instructions for tite SMART cONA Kit (Clontech). To determine tite 3 '
ends oftlte corJ and nad4 transcripts a PCR reactÍon was made, using as ú:mplate 100 ng oftotal cONA, the 
universal primer COS I1I13'[5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(ThoVN -3'] which is 
cornmon to all tite 3'ends ofcONA, and primer.¡ Cli06 and Cli02 lo amplify eorl and nad4, respectively. The 
amplificztion n:actÍons wen: cycled at 1 cyele of 5 min at 94°C, 5 cycles of30 S at 94°C, 45 o al 55°C, and 30 
O al 68°C, 20 oyeles of 30 s at 94°C, 45 o al 62°C, and 30 s per at 68°C, and 1 oyele of prolonged elongation 
for 10 min at nac. The PCR products were purified trom !he gel using the QIAquiek ™ Gel Extraction Kit 
(Quiagen). TIte PCR products were cloned using wit/t !he TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) using !he 
protocol suggested by the manufacturers. Recombinant plasmids containing the desired inserts were 
sequenced using !he BigDye Terminator Cyele Sequencing Ready Reaction kit, and run in an AbiPrism 3700 
ONA Sequencing Syslem (Applied Biosystems). 

3. Results ud dÍS<uss;on 

3. J Genome e_enl and gene order 

The mitochoodrial genome of!he scorpion C. limpidus is 14,519 bp long and contains 13 protein-encoding 
genes, two rrn genes and a lar¡¡e non-coding sequence, !he probable control region, located between rrnS 
(omall mitocbondrial rRNA subunit) and trnQ. ünly 21 1m genes were identified instead of1ypical 22 found 
in !he melazOan mitochondrial genomes (Boore, 1999). We were unable to detect Úle presence of tmD, bul 
thio io not an exception: IrnQ has not been identified in the mitochondrial genome of Ihe whitefiy Aleurodicus 
dugesU, trnSl in !he mitochondria of the aphid Schizaphis graminum (Thao, el al., 2004) and IrnV in the 
mitochondrial ONA of the fu:shwater crayfish Cherax destruclor (Miller, el al., 2004). 

Table 1 
Gene conten! and properties of the mitochondrial genome of C. Jimpidus 

Gene Position Size Strand Start Stop 3'spaeer 
/mM 1-60 60 " O 
nad2 61-1022 962 " TTG TA O 
ImW 1023-1084 62 " -3 
trnC 1082-1136 55 ~ 2 
IrnY 1139-1204 66 ~ O 
cml 1205-2737 1533 " TTG TAG 3 
cox2 2741-3413 693 " ATG T O 
tmK 3414-3477 64 " O 
atp8 3478-3633 156 " GTG TAG -7 
atp6 36274292 666 " ATG TAG 3 
cox3 4296-5076 781 " ATG T O 
trnG 5077-5131 55 " O 
nad3 5132-5471 340 " ATT T O 
tmA 5472-5531 60 " I 
tmR 5533-5587 55 a 2 
tmN 5590-5651 62 " -14 
trnSl(agc) 563&-5697 60 a 5 
/mE 5703-5758 56 " 2 
tmF 5761-5821 61 P O 
nad5 5822-7499 1687 : tmH 7503-7558 56 

ATG T 3 
O 
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mil4 7559-8879 \J21 ~ ATA T -4 
mil4L 8876-9163 261 P ATO TAA 1 
tmT 9165-9222 58 a O 
tmP 9223-9282 60 P 2 
nadfi 9285-9717 433 a ATA T O 
coh 9718-10816 1099 a ATO T O 
tmS2(uca) 10817-10879 63 a 15 
mili 10895-11812 918 P ATT TAA O 
tmL1(uua) 11813-11873 61 P -2 
tmL/(cua) 11872-11931 60 P O 
mI 11932-13063 IU2 P O 
tmV 13064-13123 60 P O 
ms 13124-13850 727 P 545 

tmQ 14396-14456 61 a 2 

tm! 14459-14519 61 a O 

The sequence of Ihe C. /impidus mitochondrial genome was nnmbered beginning wilh Ihe firsl nucleotide of 
Ihe tmM gene. In Ihe 3' -spacer column. negative numbers indicate Ihat genes are overlapped. 

The ONA strand canying rnos! of1he genes, named a, contains 9 protein coding genes and \3 of1he 21 
tm genes (Tahle 1). In Ihe olher strand (ll) are located Ihe two rm genes, 8 1m genes and 4 proteilHlllCOding 
genes. The 36 genes present in Ihe mitochondrial genome of C. Iimpidus are organized in 8 directons (group 
of genes encoded in !he same strand wilhoul interruptioos); fiom which two of Ihem are monocistronlc. We 
fouod five pairs of overlapping genes. The larges! overlapped region (14 bp) is located between tmN and 
trnSl (Tahle 1). 

The gene order found in the mitochondrial genome of C. /impidas differs from Ihe gene arrangement 
present in the mitochondrial genome of Ihe horseshoe crah Limulus poIyphemus (Lavrov, el al .• 2000; Boore, 
el al.. 1995) by Ihe ahsence of tmD and 1he translocation-inversion of tml (Figure 2). 

Centuroides limpidus 

Limulus ~o¡" .L 

¡IK ¡i]G~ARN~dRFI1H~¡TP¡ie~i~Lllvll~IQM¡lw,cy 

Mesobuthus' LJ.. 
~ r 

Figure 1. Comparison of 1he mitochondrial gene arrangemenIs between L. polyphemus, M gihbosus and C. 
limpidus. The genome maps were arbitrary Iinearized at 1he cad gene. Genes are no! 10 seale. The ditections 
of transcription are indicated wilh arrows. And Ihe arrangements are ontlined with connec:ting arrows. 
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Table 2 Characteristics oflhe Chelicerata mitochondrial genomes 

Spedn ~aomr Prowa rm 1m Control r;. .. %.H 
oiu ..... -- gro" r~D onln 

Cmtnuoida IImpidus 14519 10850 1859 1286 545 2 64.46 

-gi¡'¡""'" 15681 10763 1909 1324 1134 3 68.32 
Umulus po/yphe1mls 14985 llOn 2095 1473 348 'í 61.S7 

Haemaphysalisjlma 14686 10817 1895 1342 310)(2 3 1'6.91 
Amb/yomma trlgutlalUm 14740 10876 1892 1383 307X2 Ó 7835 

HolmmaJtus oregonDUis 14381 10756 1709 1165 717 6 7434 

V"""" '*- 16477 10728 1875 1406 2174 7 SO.02 

Ornidwc""""-"" 13814 10733 1714 1240 396 ; 69.79 

Orntlhodoros mottbata 14398 10890 1898 1335 342 0 72.26 

Ornithodoros porcinlls 14378 10877 1898 1425 338 0 70.98 

/xodes pemúama 14539 10888 1926 1398 352 O 77J3 

Ixodes~ 14539 10826 1992 1381 359 2 72.65 
lxodes urlae 15053 10837 1922 I371 476 0 74.18 

lxodes holocyclus 15007 10860 1930 1379 450 0 7737 
Rhipicephalus sanguiMus 14710 10803 1877 1341 305 J 7796 
Carias cupensis 14418 10873 1920 1342 342 0 7.3.54 
HeplalheÚJ Itangzhouensis 14215 10765 1817 1285 340 .) 71.21 

For each mtDNA, total lengths (in base pairs) of Ihe genome, prolein genes, rm genes, 1m genes and control 
region are shown. AH genomes contain genes in both strands. Gene order is expressed by me minimum 
number of rearrangements to interconvert the gene map (protein coding genes, "n genes and trn genes) to 
that of Limulus polyphemus. The AT content of each genome is also .shown. 

3.2 Base compositiOll 

The A+T content of me c. limpidus mitochondrial genome is 64.46% and represents the lowest A+T 
content found within Chelicerates (Table 2). The a strand has Ihe fotlowing nucleotide camposition: A~ 
25.9%; ()o 13.2%; G~ 22.4%; T~ 38.6%, wilh a GC-skew=' 0.26 and AT-skew= -0.19. The AT-skew is 
higher in C. limpidus titan in atl other published arthropods including Locusla migraloria (Flook, el al.. 1995) 
with an AT-skew of 0.18, reflecting Iheir base-compositional differenees. An asymmetIy consistent .. itb a 
mitochondrial replication-induced mutation bias (Francino and Oehman, 1997). 

3.3 Gene initiation and rermfnanoo 

Of Ihe 13 protein-encoding genes present in the mitochondrial genorne of C. limpidus, 6 of them use ATG 
as start codon, while the rest use alternative start codons sueh as those found in otlter animal mitochoodrial 
genomes. Alternative start codons TIG, A TI and ATA are used two times each, while GTG is utilized only 
once. Complete stop codons without overlap of!he downstream gene are present in six genes (TAA and TAG, 
three times each). The c(}X2, nad3 and coh genes probably also finish with o TAG codoo, h""ever, in these 
three genes tite AG nucleotides of tite stop codon imbricate with tite 5' end of !he lmA gene located 
downstream, and in consequence, they were annotated as finishing in Ihe T lo minimize over\apping. The stop 
codon of tite other protein coding genes seems to he completed by cleavage of!he transcript follo\\'ed by 
polyadenylation (Qjala, el al., 1981; Cottaneo, 1991) seo Table 1. To test Ihis assumption Ihe 3'-ends "fthe 
cox/ and nad4 transaipts were identitY as descrihed in motoñals and methods. The CQX / gene bas a haru jide 
stop codon; meanwhile the nad4 transcript suppose<lly requires polyadenylation lo fonn !he tennination 
codon. The two transcripts were rescued by PCR /Tom a cDNA pool obtained /Tom RNA isolated from the 
scorpion opisthosoma The sequeooe of !he amplified prnducts shows tltat both transeripts were 
polyadenylated, as observed in many otlter mitoehondrial transeripts (i. e. Gagliardi el al., 2004). The po\y(A) 
tail, in Ihe cox/ transcrip~ was added just tltree nucleotide residues afier!he stop codon. In oontrasL in the 
nad4 rnRNA !he poly(A) was appended irnmediately ofter!he last amino acid encoding triplet, suggesting tltat 
a canonieal stop codon is not required for its adequate InIIISlatioo. Further experimentation is needed to 
support this observation. 
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3.4 Transfer RNAs 

Only 211m genes were identified for lbe C. /impídus nuDNA, instead oflbe 22 trn genes usually found in 
mc:tazoan genomes (Figure 3). The gene for trnD appears 10 be absent or its structure is so atypical that our 
criteria lo find it failed. five trn genes (trnW, ImY, tmK, ImLI and ImL2) were identified using lbe computer 
software as described in seclion 2.3. The rest of trn genes were found modifying !he search parameters as 
described by Masta and Boore (2004). In our fiest approach. trnSl aod trnI genes were fuund overlapping!he 
"nL (\arge mitochondrial rRNA subunit) gene. Because oC lbis, a1ternative positions were found manually as 
sequenoes wilb lbe adequate anticodon. identity. and!he potentiality 10 focm a clover-like seoondary sttucture. 
The tmN and the trnSl genes imbricate 14 bp. neverlheless, lbeir relative position is the same 10 lbat present 
in the genome of IimtJus poIyphemus (Lavrov. el al .. 2(00). This high degree of gene overlapping is 
uncommon however a similar situation has been reported in the 1m Y and InrC genes of lbe spider 
Habronattus oregonensis (Masta and &ore, 2004). The size of the 1m genes found in this genome ranged 
from 55 lo 64 bp, a few base pai", shorter !han lbe 66 bp found in !he average 1m gene of C. ümpidus. 

The C. ümpidus mitochondrial tRNAs have sorne reatures that deviate them of!he c\assical clover leaf 
strucrure: first, in fourteen tRNAs lhe T'i'C arm has heen substituted by • loop of variable sire (IV
replacement). Second,!he putative secondary structure oftRNA"'" has a D-replacement loop as described for 
metazoaDs (Garey and Wolstenholme. 1989); however this type of modification is present a1so in lhe 
predicted secondary structures of the tRNA .... tRNA .... and tRNAGl

". Third, poorIy paired arninoacyl 
acceptor stems were found in tRNAÁ.sa, tRNASer1 and tRNAGh', an uncommon circwnstance but present in 
several mitochondrial tRNAs of!he spider H. oregonensis (Masía and Boore. 2004). The CCA signalure 
present in lhe 3' end of!he metazoan tRNAs is present in only ooe gene: trnC. In !he rest of lhe tRNAs lhe 
CCA sequence needs 10 be added post-transcriptioually aod afier cleavage as demonstrated in the 
mitochondria ofthe land snail Euhadra herirlo/si (Yokobori and PUbo. 1995.). Fowth, inferred anti-codon 
stem of!he tRNAs has the usual metazoan 5 hP except in ImW. trnK, trnS. tmI. trnE and ImH which contain 
a 4 bp stem. The nucleotide preceding lbe anticodon is U and before!hat a pyrimidinc, except in trnQ. The 
anti-codon nucleotides for lhe corresponding trn genes are identical lo those usually found in other 
mitochondrial genomes. 

3.5 Ribosomal RNAsgenes 

As a11 olber mc:tazoan, lhe mitocbondrial genome of C. limpidus contains !he rrnS and rrnL subunits. Both 
genes are separated by 1m V in an identical arrangemeat to Limulus and many other metazoans (Boore. 1999~ 
The 5' and 3' ends of rrnL, and lhe 3' end of rrnS were detennined by sequence comparison wilh odIer 
Arthropoda rrn genes, taking aIso into account lhe boundaries of lhe 1m V and trnSl genes. However. !he 5' 
end of rrnS was only inferred by sequence comparisons wilh lhe equivalent genes of other Arthopoda 
mitochondrial genornes. 

Previously. the sequences ofseveral subspecies ofthe C. limpidus rrnL gene were reported (407 bp eac\l). 
Onr anaIysis detected sorne differences wilh lhe sequence reported by USo bul changes were located in lhe 
"nL variable region and the samples come from different geographical locations (Tow\er. el al., 2001). 

Th. inferred sires ofrrnL and rrnS correspond 10 1,\32 bp and 727 bp. respectively. and are similar to!he 
reported lengths of many other rrn genes in Arthropoda. 

3.6 Non<oding regio". 

The total non-coding sequence of lhe C. limpidus milOchondrial genome corresponds 10 586 bp. The 
largest one. lhe putative control regíon. encompass a mct of 545 bp located between rrnS and trnQ. This 
region contains a lower AT content (60.92%) compared 10 the restoflhe mitochondrial genorne (64.46%). an 
atypica\ characteristic if compared wilh olbers control regions. Within this sequence, several inverted repeats 
were found. The largest one is a 10 bp inverted repeat [5'-CTccccrcca N" CGGAGGGGAG-3'), but 
additiona19 bp and 8 bp repeats could be involved in replication or transcription of!he genome. 

The \argest non-coding regíon excluding the control region has 15 bp and is located between trnS2 and 
nadI. The rest correspond 10 spacen¡ up 10 5 bp. 

3.7 Comporison between /he mítochondrial genonteS t#c. limpidus and M. gibbosus 

Recendy, lhe mitocbaodrial genome sequence of M. gibbosus was deposited in GenBank. Thi. scorpion 
and C. limpidus belong 10 the same family: Bulhidae. However. their mitochondrial genomes show sorne 
differences: lhe nuDNA of M. gihbosus is 1.162 bp larger than the mtDNA of C. limpidus. The additional 
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DNA js present wi\hjn !he Iarges! non-codjng region (D-loop). Remarl<ably, \he M. gíbbosus D-loop js 
characteri:red by \he presence of very large repeated elements up lo 172 bp in Iength. The AT conlen! in these 
two genomes is very similar (rabie 2). The identity between \he proteins enooded in both genomes range 
from 49.0% (ATP8) lo 71.4% (COB). The identity between their mrS js 65.60/0, and for the rmL is 66.4%. 
TIte order ofprotein-encoding genes in the mitoehondria ofthese organisms is!he same lo thaI reporte<! in L. 
polyphemus. However, !he gene arrangement of \he trn genes diff= slightly between !he two scorpions: the 
trnN gene in C. limpidIJs is located between tmSl and trnR, but in M. gíbbosus is embedded in the 
oomplementary strand ofthe rmS gene (Figure 2). 
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Figure 3. Comparison between rnt-tRNAs predicted secondaIy structores of C. limpidIJs and M. gíbbo.sus. 
Slructures belonging lo M. gíbbo.sus are marl<ed wi\h an asterisk. Bars indjcate WaIsOn-Crick base pairings 
and O-U pairings are pointed out by dots. TIte enclosed tRNAs structures c:omspond lo the putative products 
of tmSJ and trnI in C. UmpidIJs. TIte nantes and typical _ present in the tRNAs are shown in the 

scheme al the boUom ofthe figure. 
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The same general characteristics observed in tite structure of tite tRNAs of C. limpidus are siso present in 
tite M. gibbosus tRNAs (Figure 3): tltey are reduced in size; none oftltem contain tite CCA signature present 
in tite 3'OH oftlte canonical tRNA. Frequently, tlteir aminoacyl a<:ceptor anns are poorly paired, suggesting 
that sorne editing mechanism is required for their functionality (Y okobori and PAlIbo, 1995b). Fifteen of tlteir 
tRNAs contain a TV replacement loop instead of tite typical 1ipC arm. Besides tlteir sequence simílarities, 
sorne of tite M. gihbosus tRNAs possess a differen! structure compared wítb tite equivalen! C. limpúlus tRNA 
structure, bul nevertlteless, thcy have evídeut sequence simílarities, witlt tite anticodon arm being tite most 
conserved. The mast conspicuous structuraI díffi:rences between tite !&NAs of these scorpíons are: tite C. 
limpúlus tRNAT", !&NA"'" and tRNA .... ' have a T1JfC loop, bul these are absent in tite sorne tRNAs of M. 
gibbosus. Similarly, lbe M. gibbosus tRNA"', tRNA"" and !&NA"'" CODtaíD a T1JfC loop, which i. nOl 
present in tite equivalen! tRNAs in C. limf..úIus. The M. gibbosus !&NA rn. has a D loop whích i. míssing in 
tite other seorpion. The C. limpidus tRNA Iacks D and T1JfC loop., but tite D loop is present in this!&NA in 
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M. gibbosus. These structural changes are the product of a few changos in sequence. As described above, the 
tnrD gene has different positions in the genomes ofthe scorpion. analyzed here. Both genes .how. very poor 
similarity, and the structure oftheir products i •• Iso different. Probably thi. situation only reflects a distinct 
-non criterion. Genes encoding tRNAI~ probably suffer from the same problem: they are annotated, in 
both genomes, in tite sarne relative positions bu! they are different in sequen ce and !heir products aIso exhibit 
dill<rent structures. Interestingly, an a1ternative Iml gene was located in Ihe complementarY strand of rrnS 
gene,. very atypical position. This putative gene and fu¡ product share more sirnilarity with its counterpart, in 
M. gibbosus. More experiments are needed lo solve Ihese discrepancies. 
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FIgIIA 4 Maximum parsimony unr001ed phylogenetic treos obtained with A, ten cnncatenated proteins 
(exc1uding ATP8, NAD2, and NAD6), and B, wilh four concatena1ed protein·sequences (COI, COIl, COB 
and NAD!) encoded in Ihe mitochondrial genomes of representative Chelicerata is presented. L. poIyphemus 
was used as an out-group. Numbers within Ihe tree are tite bootstrap values (1000 replicates). Common names 

of species are within parentltesis. 

3.8 PhyWgenetic considtJrations 

To elucidate tite phylogenetic position oftlte C. limpidus and M gihhous scorpions among!he Arachnida, 
seveniI unrooted trees were obtained using dilferent protein data seIS as described in Material. and Methods. 
This anjIysis produced a single most parsimonious tree for each data se!, all witlt !he sarne topology. Figure 
4A sItows tite tree genera1ed usiog tite concalena1ed protein. without A TP8, NADó and NAD2. This tree was 
seIected because all its intemal brandtes were supported with high bootstrap values (73-100%). The tree had a 
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Iotallength of9,358 steps, o consi.rency index ofO.7931, and o rescaled index of0.3479. e. limpidus andM. 
gibbosus fonned a tight cluster (100"10 bootstrap volue), and olso indicates Ihat Srorpiones is a si.rer group of 
Ihe spiders (Araneae) H. oregonensis and O. huwena, wilh a bootstrap value of73% and was c\early separated 
from !he Acari (94%). However, Ihe spider Hep/a/hekl hangzhouensis renders a paraphyletic group (Qiu, e/ 

aJ.,2005). 
We tested H. iuJngzhouensis fur rate homogeneity wilh !he rest of the spiders and fOUJld Ihat this lineage 

has a different rote using !he Tajima relative rate test (data nol sbown). Tmo result was consi.rent when three 
different outgroups (e. limpidus, L hexagonus and L polyphemus) were use<!, and it is Ihe probable cause of 
Ihe spparent paraphyly of Ihe spiders. Nevertheless, a tree constructed using only co[, con, NADI and 
COB, 1he most conserved proteins, showed that Ihe scorpion formed a si.rer group wilh Ihe spiders (Figure 
4B). This tree had a Iotallength of3,272 steps, a consistency index ofO.7784, and a nescaled index of0.3573. 

The lack of information aboul !he mitochondrial genome sequences of represeotatives of some important 
arachnid orders (Uropygi, Amblypygi, pseudoscorpiones, Solifugae, and Opiliones) prevents Ihe 
establishment of Ihe com:ct phylogenetic position of Ihe Srorpiones, however our results do nol support Ihis 
order as asister group lo all the Arachoids, as has been proposed (j. e. Weygoldt and Paolus, 1979). 
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CAPITULO III 

Resumen 

Los únicos trabajos sobre las especies del género Centruroídes, tratan del estudio de su 

veneno, algunas descripciones morfológicas que incluyen la reevaluación de las especies 

Sudamericanas, y algunos trabajos moleculares que detenninan el parentesco filogenético 

entre las subespecies de C. límpídos y C. ínfama/us, cuya distribución es en la parte 

central de México. Uno de los trabajos más extensos sobre la clasificación de los 

Centruroides de México fué realizada por Hoffmann y a partir de ahí los distintos grupos 

dentro de Centruroídes se han nombrado solo por convención, considerando a los grupos 

Bertholdii, Thorelli, Gracilis y al grupo de los alacranes Rayados. 

En este trabajo se utilizaron datos morfológicos y morfométricos para determinar las 

relaciones filogenéticas entre las especies mexicanas de Cenlruroídes. Hasta la fecha 

ningún análisis c1adista se había realizado en este grupo. 

El registro fósil hace suponer que la familia Buthidae, a la que pertenecen los 

Centruroídes, tuvo su origen en el continente de Laurasia (actualmente América del 

Norte, Europa y Asia). 

Este género solo se encuentra en el Nuevo Mundo, por lo que se ha considerado que 

América del Norte y particularmente en México se encuentran las especies de las cuales 

se diversificaron las demás del género. 

Las filogenias obtenidas a partir del método de Máxima Parsimonia, arrojan una filogenia 

con valores bajos de bootstrap utilizando solo datos morfológicos, con los datos 

morfométricos los valores aumentan un poco sin embargo, haciendo una combinación de 

los datos se obtiene una filogenia con valores de bootstrap mejores. Los análisis llamados 

de evidencia total incluyen todos aquellos datos obtenidos de un grupo, esto permite 

hacer reconstrucciones filogenéticas más informativas. 

Las principales conclusiones obtenidas es que los Centruroides están formados por al 

menos dos ciados, mostrados en la filogenia obtenida a partir de la matriz con los datos 

combinados., uno es Gracilis y el otro Thorelli, ni el grupo Rayado ni el Bertholdii 

muestran soporte en esta filogenia. 
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ABSTRACT 

The initial work on tbe classification of tbe Centrnroides scorpions of Mexico were 

based on morphological cbaracters. Recently, it was descnbed a conventional 

classification of Ibis gt:llus assuming the existence of four groups,namely: Bertholdii, 

Gracilis, Stripes and ThoreUiL Due lo !he faet that tbese studies were also conducted 

taken inlo consíderation only a few rnorphological features of tbe scOlpions and that 

sorne of tbem are medically important., il is necessary to revise in more depth !bis 

classification. Mere we used a cladistic approach in order lo describe tbe phylogenetic 

relationships among Mexican scorpions of tbe genus Centrnroides. The analysis was 

based on 79 l1IOIJlhological and morpbometric cbaracters assuming equal weighl Cor 

each one of them. We used 25 specific terminal laxa plus an additional outgroup, 

represented by !he species Rhopa/urus junceus from tbe same Butbidae family. The 

criterion of -maxima\ morphological diversity- was chosen for selecting Ihe species. 

Tbis approach provides a stronger test of monophyly Iban random selection. The 

boostrap values obtained from our analysis support tbe eKÍstence of at leasl two clear 

clades: ThoreUii and Gracilis. The bootslrap values obtained foc fue group Stripes are 

aeceptable, bul !hat of Bertholdii does nol support il as a separated group. 

KEY WORDS: Scorpion; Centrnroides; morpbologic characters; morphometrlc 

analysis; parsimooy; evolution. 
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INTRODUCTION 

The scorpions play an importan! role COl !be pbylngeny oC the chelicerales 

(Wheeler, 1998). Their wide geographica! distnbution, local abundance and medical 

importance make !hem an adequate model fOl evolutionary studies (polis, 1990). 

Specific morphologica! and sorne molecular Ceatures were taken lo describe 

scorpioos of various groups, mainly al !he level of family ol higher laxa (Order or 

CIass) (Prendini 2000, Stockwell, 1988; 1992). Severa! identification keys have been 

proposed and used for !heir classification and systematics. Vacbon (1963, 1974) 

established two main cbaracters: dentition and pedipalp trichobotria fOl classification of 

cbelicerates at !he level oC genus and Camilies. Latter, cladist approaches provided hetter 

tools for !he c1assification oC !he scorpions, based on parsimony analysis. This me!hod 

reHes on a matbematical algorítlun Ihat allows to compare inCormative characters. ei!her 

morphological, morphometric, or more recently inc1uding tbe use oC data obtained from 

molecular biology (nucleotide ol amino acids sequences) Lamoral (1980), Francke and 

Soleglad (1981), Francke (1981, 1982), Laurenco (1985), Stockwell and Levi (1989) 

and Prendini (2000). These authors have proposed specifie phylogenetie hypolhesis and 

taxonomie classifications Cor !he different groups. 

Buthidae is !be largest family of extant scorpions. In !be "Catalog oC scorpions 

oC !he World" 73 genera and 529 species of !he family Buthidae are listed (Fet and 

Lowe, 2000). Some genera oC Ibis Camily like Androctonus, Buthacus, Bu/hus, 

Centruroides, Ho/tenlo/ta, Leiurus, Mesobulhus, Parabuthus and Tityus inelude many 

species wi!h medica! importance, distributed all over !he world JI is interesting lo note 

lhat in tbe New World !he diversity is higher !han in !be Old WOlld (Fet el al., 2000). In 

America, dangerous species have heen Cound in !be Sou!hern par! of United States, 
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Mexico, Eastern Soulh America aod in Ihe Caribbean islands (Polis, 1990). All ofthem 

belong lO Ihe genus Centruroides. 

Genus Cenlruroides Marx. 1890. 

The name Cenlruroides was ftrSt introducOO by Marx (1890) for two species: 

Centruroides exilicauda (Wood, 1863), and Ihe new species Centruroides /uctifer. The 

former beeame !he monotypic species since no description was publisbOO about !he 

second one, which was considered as a nomen nudum. Marx (1890) used also !he name 

Centrurus for tbe same species. so that Ihe name Cenlruroides was not accepted 

officially. 

The name Cenlrurus Ebrenberg 1829 was incorrectly used for many years 10 

denote Ihe species of Centruroides Marx, 1890. However, Ihese two names are not 

synonymous. The priority in type designation belongs lO C. L. Koch (1838), wbo flfSt 

used tbe name in combination witb a description of!he species, Cen/rurus ga/bineus C. 

L. Koch, 1838. Theo, Centrurus was found lO be !he junior synonym of Heterometrus 

Ehrenherg, 1828 (Scorpionidae). Jt is not a nomen nudum as citOO by Francke (1985) 

(see also Braunwalder and Fe!, 1998). 

According to Armas (1988) representatives of!he genus Cen/ruroides, Iike tbe fossil 

species of C. beynai. were found in tbe Cenozoic fossil record in amber. Sebawaller 

(1979) characterized tbe speeies from Ihe Oligocene amber of!he Dominican Republic, 

most probably identieal to tbe extant C. ni/idus. Anotber fossil species from 

MiocenelOligocene amber of Chiapas, Mexico, probably belongs lO tbe same genus. 

They were described, bul no specific oames assigned (Santiago-B1ay and Pionar, 1993; 

Grimaldi, 1996). 
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een¡ruroides is a lorge genus eomprising 46 species and 22 subspecies (Fel and 

Low, 2000). 1bey are found exclusively in tbe New World witb a cenlerof distribution 

in Central America, Caribbean and Mexieo, and exteoding to Southern regions of 

United States and !he Northero par! of Soutb Ameriea The genus includes animals wilb 

smaII sizes hut aJso some large species, living in quite diverse eovironmeots: from bol 

arid deserts to Iropical rainforests. In Mexieo there are two main biogeographic rones: 

!he oeartic and neotropical. This probably produced tbe generation of a widely variable 

scorpioo launa Mexico is eonsidered to be tbe center of distrihution of tbe American 

scorpions, witb 221 differeot species of scorpions, 25 of tbem belonging to tbe genus 

eentruroides. From lhese, seven species are toxie to bumans (Fet et al, 2000). The 

species C. noxius and C. limpidus, possess a poteot venom, poteotiaIly letbal to bumans 

and constitute a signilic:ant public bealtb bazard. A modero comprehensive aoalysis of 

tbe classilicatioo of this genus does not exist, reason wby Ibis study was uodertaken. 

The taxonomy of many eentrnroide.< species is eoofused and !heir systematics 

has beeo traditionally based 00 tbe features of morpb sculptures aod coloratioo 

charaeters. There are severaI geoeric keys for identificatioo of species of this geous, bul 

no modero taxonootic or phylogeoetic anaIysis has beeo preseoted, tbus far (Diaz 

Nájera, 1966; Ibáñez-Bemal, 1995; Pocock, 1894; Stahoke, 1972; Stahoke, and Calos, 

1977 and Sissorn and Laurenco, 1987). 

Hoffrnaon (1932) made sorne of the most important classifications of tbe 

Mexican Centruroides scorpions. Initially be proposed to separate tbe geous into 

scorpioos witbout stripes and witb stripes. The ftrSt group was subdivided in !he 

scorpions witb eigbt granulatioo series in tbe cutting edges of tbe movable finger. This 

includes C. f1avopictus, C. margari/a/us, C. ochraceus, C. berlholdii aod C. noxius. The 

secood group includes C. nigrescens, C. nigrimamls, C. fulvipes and C.gracilis, bave 
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nine granulatioo series iD tbe cuttÍog edges of lhe movable finger. [o tbe secood group 

he also coosidered tbe species C. IhoreJlii as a separated ooe, because it has a very small 

size compared wilh !he OtbelS. The remaioiog species were subdivided io species with 4 

Ioogitudioal dark lioes io tbe carapace tbat ioeludes C. Iimpidus, C. elegans aod e 

pallidiceps, aod !he species witb some dark coloratiOD iD Ihe carapace, without lioes, 

!hat iocludes e infamatus, e suffusus, e vi/Ia/us, C. exilicauda aod C. nigrovariDlus. 

lo 1938 Hoflinann coosidered additiooal characteristics, such as geographic 

distribuliOD aod veoom toxicity. lo this seose he recogoized the relalions amoog sorne 

species independent from tbeir morphology. He coosidered lbal C. gracüis aod e 

margari/alus were ciosely related because of their wide distributioo iD ao exlensÍve 

2JODe of Mexico aod some couotries of Soutb Ameriea, due to Ihe easily adaptatioo lo 

humid climate. lo anotber case, C. vitta/us aod C. exi/icauda were related because of 

their geographical distributioo io !he Nortbern part of Mexico and due lo Ihe low 

Ioxicity of tbeir venoms. He classified C. infamatus, C. suffosus, C. limpidus, aod C. 

e/egans, because fuey are found in Ihe central par! of Mexico. C. nigrovariatus was 

CODsidered a related species, altbough it was found in Ihe cenlral par! of Oaxaca in 

Mexico. C. jlavopictus aod C. ochraceus do no! seem to be closely related witb Ihe 

remaining scorpions but he considered !hat fuese species are more related lo !he C. 

gracilis aod C. margaritatus species. He also showed Ihal Ihe presentiy known Ioxic 

species for humans were ratber located in fue area Ibal origioally was occupied by tbe 

meridian península of Ihe ancienl North American conlinenl, before bridgiog witb Ihe 

Soulherlaod areas of Ihe Neotropics. 

The mos! recenl classificatioo of tbe Mexicao Cen/ruroides geous was based 00 

!he cooventiooal classificatioo proposed by Gonzalez (2001). In bis study four groups of 

Centruroides scorpioos were described: Gracilis, Bertholdii, Thorellii aod Stripes. 
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In !his work we ¡resent morphologic and morphometric data !ha! support a phylogenetic 

relatiooship, wruch could explain !he speciatioo of!he geous Centruroides iD Mexico. 

Particularly, we propase a systematic classificatino of !hese scorpioos. Fioally, we 

describe aod charac1erize tweoty-five species of scorpinos using cladistic aoalysis based 

no two matrices and!he integratioo ofthe entire se! of data. 
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MA TERIALS AND METHODS 

Taxa 

All twenty-five Centroroides species considere<! from Mexico (Fet et al, 2001) were 

included in !bis study. Tbe description of species were obtained eilher directly from Ihe 

collected animals in Ihe field or from a1cohol-preserved animaIs from !he collection of 

Tbe American Musewn ofNaturaI HistOIy in New York and from taxonomic 

descriptions iD Ihe lilerature (Hoflinann, 1932, 1938; Stahnke, 1972; Stahnlre, and 

Calos, 1977; Sissom 1991a, 1991h, 1995, Armas 1977, 1981, 1988, 1994,19%; Armas, 

L. F., de and M. Baez. 1988; Armas, L. F~ and H. Contreras. 1981; Armas, L F; C. R. 

Beutelspacher, and E. Martín F. 1995; Armas, L. F and L. R. Hernández. 1989). 

Rhopalurus jrmceus is anolher genus Iba! belongs lo Ihe Butbidae family and was used 

as oulgroup for rooling Ihe trees. Tbe study of each species was performed using al leasl 

two independent samples of scorpioos. Preferenlially we used bolotype, aIotype and 

paratype scorpioos. Tbe keys published by Hoflinann (1932; 1938), Diaz Najera (1966), 

Staboke and Calos, (1977), Sissom (1995), Iháñez-Bemal (1995), Pocock (1894) and 

Armas were used lO idenlify Ihe collected scorpions. Tbe eighteen species collected 

were eilher frozen al -70 C or preserved iD absolute elbanol for subsequent studies. 

Detailed information aboul Ihe locaIilies wbere Ihe animals were collected is available 

uoder requesl Tbe scorpions are also available for consultation in situ. 

Characters 

We have uscd characters wilh !he maximum morpbological diversity inside each 

clade, which are also assumed lo reflect !he maximum geoelic diversily. Sorne of Ihe 

mosl commonly used morphological and morphomelric characters were choosen such 

as: tbe preseoce of slripes, dentitioo number iD pectinal teeths, size, coloratioo, among 
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otheB (in total 79 total difTereot features). Fifty-one bioary cbaracters were 1akeo from 

morpbological variations and 10 unordered multistate characleI1i. Additionally, 18 

unordered multistate morphometric characleI1i were selected, of Ibese; !bree discreet 

ranks werc used and named (small, medium and big). Polymorphic cbaracters were 

scored as recommeoded wheo Ibe polarity of Ibe characters is unknown from previous 

aoalyses (Komel and Tumer 1999). Missing data (inc1uding unavailable and Dot 

applicable data) represent ooly 5.8% oflbe entries in !be data matrix (Appendix 1). 

Cladistic analysis 

Tbe program PAUP* 4.0b8 (SwofTord, 1998) was used to perform heuristic 

searches for the most-parsimonious trees. Multistate laxa were ioterpreted as 

polymorphisms and all cbaracters were always coosidered unordered Morphological 

and morphometric cbaracleI1i were equally weigbted. We assumed lbat this wasjustified 

iD the abseoce of objeclive criteria ror weigbtiog some characters more beavily Iban 

olbers. Equal weigbting scbemes do, bowever, carry Ibe assumptioo of low rates of 

cbaoge in all cbaracters (Felsenstein. 1981). For!bese anaIyses, aIl preseoted trees were 

rooled USiDg Ropa/uros junceus as an oulgroup wich was chooseu because il belongs to 

Ibe Bulhidae family. Nonparametric bootstrapping with 1000 replicas (Felsenstein. 

1985) was performed lo evaluate braoches iD tbe pbylogenetic estimates. Tbe consensus 

tree rctains groups compatible witb 50% majority rule consensus. Heuristic searches 

were ron for lOO random addition sequence replicates usiDg TBR branch swapping 

(Felsensteio, 1985). 

Tbe reconstrucled trees were obtained witb !bree differeot matrices: 

morpbological, morphome1ric and combiDed data. 
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RESULTS 

The morphologic rnatrix was performed considering Ihe most variable features 

present in scorpions, as mentioned in Material and Methods, but excluding the evident 

plesiomorphic and apomorphic characters. These characters have been used in DIOSt of 

!he species description and identification keys (rabIe 1). The tree obtained with these 

data was!he result of 1000 buolstrap replicas (CI= 0.265, RI= 0.453). 

Eigbteen quantilative characters were obtained in the morphometric matrix. The 

size and Ihe relation between heigbt and widlh measuremenls from Ihe scorpion bodies 

were used in previous work for Ihe differentiation of species. We do consider Ihis type 

of information laxonomically useful (Table 2). Only one tree was oblained wilh 1000 

buolstrap replicas (CI= 0.261, RI= 0.474). 

The combined matrix (in tolal 79 characters) was obtained using all 

morphologiea1 and morphometric characters. Wben we searched tbe most parsimonious 

tree, wilh 1000 buolstrap replicas, Ihirteen trees wilh equal values were obtained. lbe 

consensus tree (CI=O.287, RI=O.539) for Ihe combined matrices is shown in Figure le, 

whereas the two previous one io Figure lA and Figure lB. 

The flISt tree (Figure lA) presenls tbe Thcrellii' s group oarned by Gonza1ez 

(200 1) in Ibree separated hranches. lo !he flISl hranch we found tbe C. riJeyi, C. 

schmidti, and C. ¡harellii species, in anolher branch we found Ihe C. hoffinanni aod C. 

rissomi species and in !he last branch appeared C chomulae17SÍS. lbis group ¡ncludes 

Ihe scorpions wilh sma11er body size. Other characters shared by tbis group are: Ihe 

genera1 color (yellow wilh many dark spots in dorsal carapace, mesosoma, pedipalps 

and legs) aod subaculear tubercle lhal is conspicuous and arise in a ventral keel like a 

cresl 
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The second group oamed by GonzaIes as Gracilis, is formed by C. folvipes. C. 

gracilis. C. nigrimanus. and C. nigrescens. It is well conserved and fonos a well

defined branch in Ibis comparison. 

Tbe las! group defmed in Figure lA is the Stripes group. which is formed by C. 

exilicauda, C. sCJllpturallls. C. viUaIlls. in one branch; C. infamatus and C. 

nigrovatriatus in another and C. sujJusus. C. elegans and C. pallidíceps in a third 

branch. Tbe C. limpidus species appeared in a homoplasyc brancb. The scorpions are 

cbaracterized by tbeir coior patterns and two longitudinal stripcs in !be dorsal 

mesosoma. As we can see !be Bertbnldii named group lbat inc\udes C. berlholdii, C. 

norius, C. jlavopictus. C. ochraceus. C. chiapanensis and C. margari/atus species was 

integraled in tbe other groups defined 

Figure lB sbows !be comparisoo of the motphometric data, in which better 

defined groups of species seems 10 be present compared 10 Figure lA. The 

morphometric analysis sbows tbree principal c\ades. In !be first branch we found al1 tbe 

species belonging 10 !be Thorellii's group and two more species from tbe Bertholdii 

group (c. berlholdii and C. norius). The secood branch includes all tbe species from !be 

Gracilis group and again two more species from tbe Bertholdii group (c. margaritatus 

and C. chiapanensis). In !be last branch we observe six of!be eigbl species tha1 form the 

Stripes previously defined group and C. jlavopictus from the Bertholdii's group. The 

remaining species from Ibis Stripes group map in separated branches. 

Comhinatory anaIysis of morphologicaJ and morphometric data is presented in 

Figure le. The phylogenetic !ree shows three groups. The frrst is defmed by !be 

Thorellii group. formed by C. bertholdii, C. chamulaensis, C. rileyi, C. schmidti, C. 

/horeJlii. C. hoffinarmi, C. sissomi and C. norius. The second group (Gracilis) is 

detennined by C. chiDpanensis, C. nigrimanus. C. fiJvipes, C. gracilis. C. nigrescens 
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and e margaritatus. Tbe las! group is formed by e exilicauda, C. sculpturatus, C. 

jlavopiclUS, C. limpidus, C. nigravariatus, C. e/egans, C. infamatus and C. suffusus· 

The species C. pallidiceps, C. vit/a1US and C. ochraceus, are localed in separated 

branches. 

The overall distribution of genus Centruroides of Mexico is shown Figure 2. 

Twenly-live species were coHected in !he regioDS indicated 00 Ibe map. Each ooe of Ibe 

species is represented by numbers and Ibeir corresponding groups are shown by 

different colors. 

DISCUSSION 

Tbe results here described, clearly show !he presence of three distinct groups for 

Ibe Centruroides species of SCOtpiODS found in Mexico: Torelli, Gracilis and Stripes as 

earlier proposed by Gonzales (2001). Unfortunately !he fourtb group (Bertholdii) 

defined by Gonzales (WO 1) was not confrrmed in !he present analysis. 

The clade encompassing the Gracilis and Ibe Stripes groups of species in Ibe 

three phylogenelic trees of Figure 1 is quite consistent. They are aH located in close 

proximity in Ibe enlire analysis. The ToreJli group is more disperse in lhe cladogram of 

Figure lA, but again it is quite consisten! in Ihe two other phylogenelic trees (Figure LB 

and Figure 1 C). 

Within the ThoreHii's group we find C. chamulaensis, C. rileyi, C. schmidti, C. 

tharellii, C. haffmanni and C. sissomi. This classification is the best supported by 

boostrap va/ues in !he three cladograms of Figure 1. Inleresting1y, all these species are 

arboreous, living in wooden trees. These species are mainly located in !he Soutbern 

regíon of Mexico. C. chamulaensis and C. haffmanni are found in Chiapas; C. sissomi 

and C. schmidti in Quintana Roo and C. thorel/ü in Yucatan. The only species lha! has 
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been located in Ihe North par! of !he counby is C. rileyi from San Luis Polosi and 

T amaulipas (Figure 2). C. henholdii and C. noxius are also ineluded io Ihe same group, 

despite Ihe Caet !hat earlier classifications have ineluded Ihem in Ihe Bertholdíi's group 

(Hoffmann 1932, 1938; Gonzalez 2(01). When Ihe results of Ihe morpbological trce 

(Figure lA) are compared wilh !he morphometric ooes (Figure lB) tbese two species 

consistently form a elade wilh C. hoffmanni and C. sissomi. This is probably due to the 

size of Ihe scorpions, which are quite similar to the other species of !he same group 

Thorcl1ii. The species C. thorellii of Ihe present c1assification for sorne time was Ihe 

cause of cootroversy. lo 1932 Hoffinann said that Ihis species was fouod in Mexico, hut 

Sissom (1995) claimed that it was from Guatemala. AImost al Ihe same time, Armas et 

al (1995) defined four new related species: C. schmidti, C. sissomi, C. hoffmanni and C. 

rileyi. AH Ihese were coosidered to he C. thorelli; species, due to their great 

similarities. As shown in Ihe present analysis, !bey are all bonafide independent species 

and are distributed in Southern par! of Mexico. Two olher species: C. sissomi and C. 

chamulaensis were difficult to classify, due to their resemblance. Finally, thanks to a 

closer comparative observation, it was possible to establish a elear differcntiatioo 

between Ihem. C. chamulaensis has smaller total size, Ihe subaculear toolh is more 

devcloped, the manus is smaller and globular, Ihe body has more frequently distrihuted 

granulalion Iban Ihe species C. sissomi. Based 00 the rnorphological trce (Figure lA), C. 

chamulaensis is c10sely positiooed to C. flavopiclus. This is probably the reason why 

Ihey were earlier considered to be a cace of C. flavopiclus. However, Ihey are smaller 

size, the oumber of pectinal toolh and sorne olher distinct characters provided Ihe 

arguments for Armas (1995) to re-classify Ihe subspecies C. flavopictus chamtJaensis 

as simply C. chamulaensis species. Thus, Ihe present analysis helps c1arifYing Ihe 

disputes on these species aod locaIioos. 

48 



The Gracilis group comprises lhe species C. nigrimanus, C.folvipes, C. gracilis, 

C. nigrescens, C. chiapanensis and C. margari/atus, because lhese species appear in lhe 

same clade of Ihe Ibree Irees wilh higb booIstrap values (Figures IA-IC). e 

chiapanensis and e margari/atus form a consistenl clade within lhis group. bul earlier 

werc classified in Ihe now eliminated Bertholdii' s group. The Gracilis group contains 

nine granulations series in Ihe internal face of movable fioger of lhe pedipalp, allhougb 

lhese characteristics are also presenl io scorpions of tbe Torellli's group (e. rileyi, e. 

schmidll) or Stripes group (e. suffusus). Hoffmaon io 1938 coosidered e nigrescens 

and e. folvipes as races from e. nigrimanus species, because lhey show sligblly 

diffcrcot color patrerns. Huwever, based io !he preseol analysis they aU should be 

coosidered as lermioal laxa. lt is worth nOling Ihat in Ihe morphologic tree, e 

ochraceus appears to share resemblances with the Gracilis group, bul in lhe two others 

trees tbe separation is obvious. Maybe tbis explains why sometimes e ochraceus has 

been confused with e. margarilatus. These species are morphologically similar but 

severa! characters like the size and some color pallers c1early differentiate tbem. Also, 

e. chiapanensis was earlier coosidered as sub-species of e margari/a/us, but now are 

c1early considercd independent species. As shown in Figure 2, lhe distribution of tbe 

scorpions of lbe group Gracilis is widespread in tbe states of Guerrero Oaxaca, Chiapas, 

Central par! of tbe country and parts of Ihe Gulf of Mexico. C. gracilis and e 

margarila/us are lhe widest distributed species, inc1uding some other countries of 

Central and Soutb America. Tbe combined tree shows Ihis clade as a well separated 

group and probably tbe mosl aneienl group in lhe genus. 

Witbin the Stripes group we find: e exilicauda, e flavopictus, e. Iimpidus, e 

nigravaria/us, C. elegans, e mfamatus, c. suffosus, C. pallidiceps and e. villa/us. Nine 

out of lhe twenty-five species of Cenlnlroides io Mexico have been inc\uded in tbe 
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Stripes group. The inlra and interspecific variatioDS for tbe cbaracters that distinguish 

these species is very high and overlaps very frequently arnong!he species. The Slripes 

group is considered an active evolving group fonned hy c10sely related morphological 

species. It is difficult lo differentiate species from races (Hoflinann 1938). ]n tbis group 

tbere is a clade fonned by e. elegarrs, e. infamatus and e. suffosus. e. sujfttsus is found 

in Durango whereas e. eJegans is found in severa! S!ates of tbe Pacific Coast and 

Central par! of Mexico (see Figure 2). The third species C. infamalus is found in many 

states of tbe country (see Figure 2). e. elegans and e. infama/us have a wide 

distribution range, probahly meaning lbat tbey are ancestral species. The nex! e1ade 

involves C. jlavopictus, e. limpidus and C. nigrovariatus, from which tbe two last ones 

are ineluded in the Stripes group, whereas C. jlavopic/us belongs lo the now eliminated 

Bertholdii's group. The geographic distribution of C. jlavopictus ineludes tbe States of 

Veracruz and Chiapas while C. nigrovarialus has been described in Oaxaca. C. limpidus 

has been collected in Colima, Guerrero, Jalisco, State of Mexico, Michoacan, Morelos, 

Oaxaca and Puebla and shares many geographical areas with e. infamatus and C. 

elegans. C. exilicauda is morphologically related witb C. sculpturatus, although in Ihe 

morphometric Iree they are separated species. A recent publication sbows tbat they are 

indeed two different species (Valdez-Cruz el al, 2004). Two other species considered 

within this group are e. pallidiceps and C. villa/US. C. vitlalus oflen is misled with e. 

exilicauda and C. scu/pluratus. 

From !he twenty-five species of Cenlruroides, two of tbem: C. sculptura/llS and 

e. ochraceus were not included in any of tbe tbree groups described here. The fm was 

equivocaUy described as e. exilicauda, !he second one (e. achraceus) was misled with 

e. margaritatus. 
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FinaUy, tbe fourth group described by Gonzalez as Bertholdii did not fono a clade in 

OUT analysis (Figure 1). C. berlholldi and C. noxius clearly fonn a clade witb tbe 

Thorellii group, C. jlavopictus appears more related with the Stripes group, at least in 

!he morphometric and tbe combined data anaIysis, C. chioponensis and C. margaritatus 

are considered inside tbe Gracilis group. C. ochraceus appears, in tbe morphologícal 

Iree, to be related witb the Gracilis group bul, in tbe morphometric and combined trees 

it is very distantly related to all tbe specics !Tom tbis group. 

Figure 2 shows the location of aH Centruroides species reporteó and their 

distribution in Mexico. Tbe Stripes group is distributed principally in !he Nortb and 

Central par! of tbe country, and represents the most diverse and ahondant group of 

Cen/ruroides. The Gracilis group is also abundant and tbeir distribution is mainly 

confmed lo the Soutb par! of Mexico including both coastal arcas. Tbe Tborellii group 

is represented by few and not so abundant species. Tbeir distribution is basically in tbe 

Soutbeast par! of the country, witb only two specics situated more to the North. As we 

can see, the tbree groups of Centruroides are distributed into weH-defmed areas of the 

couotry, possibly indicatiog specific speciation events, but often !bey share tbe 

occupancy of terriloIY, probahly hecause tbey have a common evolutiona¡y histoIY. 

In conclusion, tbis work describes tbe presence of only tbree groups of scorpions 

Cen/ruroides in Mexico: Thorellii, characterized by its small size and limited 

abundance; Gracilis, tbe most abundant and extended species; Stripes that include most 

of tbem suggesting tbe presence of an on-going active recent speciation phenomenum. 

The Bertoldi group was eliminated by OUT anaIysis. 
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Table 1 Distribution of 61 morphologic characters among the exemplar laxa chosen for 

tbe phylogenetic analysis of the genus Centruroides (Marx 1890). 

lIumber of cbaract.er 
c. bertholldí 
c. chaJllUlaeasis 
c. cbíapan.ensis 
c. elegans 
c. exilieauda 
c. fla.opictus 
c. fulvipes 
c. gr.eilís 
c. boLÚNlUli 
c. infillAlt.tus 
c. liApidos 
c. urgari tatus 
c. nigrescens 
c. nigri.&!lnus 
c. aigrovar.iatus 
c. IJOXiUB 

c. ochrat:eus 
c. piJllidiceps 
c. ríleyi 
c. schaidti 
c. sculpt:urat:,l1s 
c. sissoai 
c. suffU6'UB 
c. t:horellií 
c. vitt.stDS 
R. junceus 

1234S678!1D123456189012345678901234567890123456i89012345618901 
1110000000100000000010000110 1011]1 000 1 o 1211111111111 o 10202120 
000011000011001010101110111 o ?01 000 00 11120 o 1111111000 11 0202121 
11100101101000001000110000101111111000015 '111000 0200 0021202001 
000101011010022211000000011100010 00111 o 1211 00000100 o 1001 02030 
0000000100100222220211000 11110000001110221111111100 00111001 10 
1000010010100110101111101110100000001002111100112000110202121 
111000011010101110001111 o 1101111110000005 710 l11U 000011002121 
210000000010111110011010 o IU70 11 00000 Hl042001111100 0000102001 
Olla 10177 i' i' 70 17 7711 n 1111 '1 'lO 1111 '1100() 11 '/ 2110? 1'11111102210212? 
0110 1100111 0000000D01000 11111011111111 o 12100 11111 DO 111011102 O 
3101010 1111001100(!001000 11110000001111 o 2111111112 000100 10213 O 
211 0000 1111100011000111 00 110101 o 11000 1 o lU0011 111 00001020213 O 
1110010 1011 o 11111100100000 10711111100 1 00f027111111 0000 1110?l2? 
11100001111110011100111 U17 10701111 0000 O 17 ?l10000211101 0202111 
1110110000000 111111110001 1 1 100 10001111 o 110 1111111000110212120 
31100<10000100000000011110110700000010002101111111000010102111 
3110000110100000110011100110701001000001310001112000010102000 
01110101111000011000111001110011011112 o 1101101111 00011 0202030 
0100110000001000001011001110111111111112000111111001110212110 
0100110000001000001117001110 70 1100 111112000 111ll100 ll10212020 
OCCl 00 1 00000002222 202111 DO 110 10 1 00 00 111 o 2210 111111 o 00 11 o 102021 
0110111 1777 70000001 'nl111??7 10 11? ?71111700?0?? ?7UI1 121 11211 1 
0110011100001000010000000011100100111 o 10211001111000011101110 
0010 1100001 0000000111000 1110701100111112000 11111100 111021202 o 
111 000000000022211 0111100111 10 10000001 (1 1310 1111110000000010 1 O 
0110000111100000100010001110700100000 1 lll10001111200000020011 o 
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Table 2 Distribution of 18 morphomelric characters among!he exemplar laxa chosen 
[or!he phylogenetic analysis ofthe genus Centrnroides (MaIx 1890). 

Number of character 123456789012345678 

c. bertholdííí 100102110110000010 
c. chamulaensis 000101000100000010 
c. chiapanensís 222121222222112222 
c. elegans 111021100101111111 
c. exílícauda 010022100100110111 
c. flavopíctus 111021111111111111 
c. fulvípes 222200222222012221 
c. gracílis 222200222222012222 
c. hoffmanni 000022000000000000 
c. ínfamatus 101021101111111111 
c. límpidus 111022101101111111 
c. margarítatus 222200222222022221 
c. nigrescens 222121222222222222 
c. nígrimanus 222201222222122222 
c. nígrovaríatus 110022100100111111 
c. noxius 000022000100000000 
c. ochraceus 111122111112121111 
c. pallídiceps 111122111111111112 
c. ríleyi 000012000000000000 
c. schmidthi 000012000100000000 
c. sculpturatus 001100110111000110 
c. sissomi 000022200000000000 
c. suffusus 111101111110001111 
c. thorellii 000001000100000000 
c. vittatus 111021111111111111 
R. junceus 222121111112222222 
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Legends ud Figures 

Flg 1 Consensus tree obtained by 1000 replicas ofbootstrap. Morphological trees (A), 

Morphometric trees (B) and Combined data trees (C). 

Flg 2 Actual geographic dislribution of!he Centruroides species from Mexico, !he 

number is related wi!h the species and the color is related wi!h the group that !he species 

beloog. 
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APPENDIX 1 Morpbologic cbaracters description. 

General cbaraclers 

l General color: yellow(O); blackisb(l); 
reddisb(2). 

Carapace 

2 Grnnulations: absent(O); present(l). 
3 Interkeels granulations: absent(O); 
present(l). 
4 Witb 4 longitudinal dark lines: 
absent(O); present(l). 
5 Dark spnts: absent(O); present( 1). 
6 Antero-lateral board edging: absent(O); 
present(l ). 
7 Black interocular triangle: absent(O); 
present(l ). 
8 Keels: absent(O); present( 1). 
9 Anterior median keels: absent(O); 
present(l ). 
10 Central lateral keels: absent(O); 
present(l ). 
11 Posterior median keels: absent(O); 
present(l). 
12 Posterior lateral keels: abseot(O); 
present(l ). 

Pedipalp 

13 Number of primary finger rows: 8(0); 
9(1). 
14 Femur coloration: ligbter(O); 
darker(I). 
15 Patella coloration: ligbter(O); 
darker(I). 
16 Tibia coloration: Iighter(O); darker(I). 
17 Tarsos coloration: lighter(O); 
darker(I). 
18 Top tarsos coloration: lighter(O); 
darker(I). 
19 Dark spnts: absent(O); present(l). 

Legs 

20 Coloratioo: lighter(O); darker(I). 

21 Tibia hairy: absent(O); present(l). 
22 Femur keels: absent(O); present(l). 
23 Patella keels: absent(O); present(I). 
24 Tibia and tarsos keels: absent(O); 
present(l ). 
25 Dark spots: absent(O); present( 1). 
26 Tibia spur: absent(O); present(l). 
27 Pedal spur: absent(O); present(I). 

Dorsal mesosoma 

28 Two black longitudinal hands: 
absent(O); present(l). 
29 Bands: discontinuous(O); 
continuoos( 1). 
30 Median keels tergitel: absent(O); 
present(1 ). 
31 Median keels tergite 2-6: abseot(O); 
present(1 ). 
324 keels in tergite 7: absent(O); 
present(l ). 
33 Lateral keels tergite 1-2: not 
granulate(O); granulate(I). 
34 Lateral keels tergite 3-6: absent(O); 
present(l ). 
35 Lateral board edging in tbe dorsal 
tergites: absent(O); present(l). 
36 Lateral longitudinal yellow bands: 
absent(O); present(I). 
37 Medial longitudinal yellow band: 
absent(O); present(l). 
38 Color oftergite 7: Iighter(O); same 
colnr(l); darker(2). 
39 Dark spots in dorsal tergites: 
absent(0); present(I). 

Ventral mesosoma 

40 Color of!he pecten teeth: lighter(O); 
darker(1). 
41 Nwnber of pecten teeth in female: 12-
17(0); 18-20(1); 21-23(2); 24-26(3); 27-
29(4); JO.39(5). 
42 Nwnber of pecten teeth in ma1e: 15-
22(0); 23-27(1); 28-32(2); 33-37(3); 38-
40(4). 
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43 CentJal bole in !he basal piece: 
absent(O); present(I). 
44 Genital operculum color: ligbtel{O); 
darker(I). 
45 Colorofventra/1ergile 1: ligbtel{O); 
darker(I). 
46 Color of ventrallergite 2: ligbtel{O); 
darker(l). 
47 Color ofventral1ergite 3: ligbtel{O); 
darker(I). 
48 Color ofventrallergite 4: ligbtel{O); 
darker(I). 
49 Color ofventrallergite 5: ligbtel{O); 
same color( 1); darker(2). 
50 Ventral1ergitel: not granulate(O); 
granulate(I). 
51 Ventral tergite 2-4: not granula1e(O); 
granu la1e( 1). 
52 VentJal tergite 5: not granulate(O); 
granula1e( 1). 
53 Dark spots in ventral 1ergites: 
absent(O); present(I). 

Metasoma 

-Postabdomen 

54 Keels segrnents 1-4: not granula1e(O); 
ligbl granulate(I); strong granula1e(2). 
55 Keels segment 5: not granula1e(O); 
ligbt granulate(I); strong granula1e(2). 
56 Color segrnent 5: Iigbtel{O); same 
color( 1); darker(2). 
57 Dark spots: absent(O); present(1). 

-Telson 

58 Subaculear tubercIe development: 
witbout(O); little development(I); very 
development(2). 
59 Subaculear tubercle origino away from 
base of sting(O); close from base of 
sting(I). 
60 Inclinalion of!he subaculear 1oo1h: not 
tu !be sting(O); lo !be first balf of!be 

sting( 1); lO !be balf of!be sting(2); lo !be 
second balf of!he sting(3). 
61 Vesicle granulations: absent(O); 
present(I ). 

Morpkometric cbaneter descripdon 

1 Carapace-Lengtb: small(O); medium(I); 
large(2). 
2 Mesosoma-Length: small(O); 
medium(l); large(2). 
3 Metasoma-Length: small(O); 
medium(I); 1arge(2). 
4 Total-Length: sma1I(O); medíum(I); 
large(2). 
5 Re\. MetiTotal: small(O); medium(l); 
large(2). 
6 Re\. CarlMet: smalI(O); medium(I); 
large(2). 
7 Segment I-Length: small(O); 
medium(I); 1arge(2). 
8 Segmenl I1-Lengtb: smalI(O); 
medium(l); large(2). 
9 Segment I1I-Lengtb: small(O); 
medium(I); 1arge(2). 
\O Segment IV-Lengtb: small(O); 
medium(I); large(2). 
II Segment V -Lengtb: smalI(O); 
medium(I); large(2). 
12 Vesicle-Lengtb: small(O); medium(I); 
large(2). 
\3 Acuelus-Lengtb: sma1I(O); medium(I); 
large(2). 
14 Telson-Lengtb: small(O); medium(I); 
large(2). 
15 Pedípalp Femur-Lengtb: small(O); 
medium(I); 1arge(2). 
16 PedipaIp Patclla-Lengtb: small(O); 
medium(I); 1arge(2) .. 
17 PedipaIp Manus-Lengtb: small(O); 
medíum(I); 1arge(2). 
18 Pedipalp Movable Finger-Lengtb: 
smaIl(O); medium( 1); large(2). 

64 



CAPITULO IV 

Resumen 

Pocos trabajos hao utilizado herramientas moleculares para determinar relaciooes 

fil0ge0éticas dentro de los alacranes. En este articulo se presenta la filogeoía obtenida a 

partir de los genes mitocondríales COI y con en el género Centruroides. Los 

organismos utilizados como grupos externos fueroo: el a1acrán, Mesobulhus gibboS1JS, 

que pertenece a la misma familia Butbidae; la araña, Habronattus oregonensis y el 

xiphosuro Limu/'JS poIyphemus. Los resultados príocipales que se muestran en el árbol 

obtenido con la combinación de los genes, son: 

El género Centrnroides forma un grupo monofilético. 

La topología obtenida presenta dos ciados principales «C boergi + C margantatus) + 

(C Julvipes + (C. palJidiceps + C ochraceus») y «C suffosus + (C thorelli + C 

e/egans» + (c. jIawpiclus + C. exilicauda», sustentados por distintos métodos de 

reconstrucción filogenética, así como por valores de bootstrap y quartet puzzliog 

consistentes. 

Las especies restantes del análisis forman grupos hermanos, algunos bien sustentados, 

de los dos ciados principales. 

Por último, en el árbol se observa que ninguna de las especies "peligrosas" ó tóxicas 

para los humanos, estan presentes en el primer ciado, sin embargo estas especies se 

encuentran distribuidas tanto en el segundo ciado como en las ramas de los grupos 

hermanos. Esta dispenión de las especies peligrosas a 10 largo del árbol sugiere que la 

toxicidad de los venenos se originó más de una vez en la historia evolutiva de los 

alacranes. 
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Abstract 

TIte genus CelllnlToióes is one of Ihe 73 genera from !he DIOSI diverse fanúly of 

soorpions named Bulhidae. The genus ineludes 46 species distribuled in America. We 

explore<! foe Ihe fllSl time Ihe molecular phylogenetic relalionships of 19 of!he species, 

mostly from Mexieo (including !he loxic species for humans in lhis genus). 

TIte milochondria protein-coding genes cytochrome e oxidase subunit 1 (COI) and 

subunit II (COII) were chosen in order lO assess Ihe molecular syslemaJic relalions 

within Ihe group. In a eombined analysis 2208 characters were obtained for 19 ingroup 

laxa and 3 OUIgrups,!bese were analyzed wilh maximum parsimony, maximum 

likelihood and bayesian melhods. AH analyses resull in a nearly fuUy resolved lopology 

within species groups, Ihe monophyly of!he genus Centruroides was well supported. 

Keywords: Cytochrome e oxidase, Centruroides, Parsimony, Maximum Likelihood, 
MrBayes, Phylogeny 

Abbreviations: C, Centruroióes; COI-COII, cytochrome e oxidase subunits I-n 
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IntroductiOD 

Soorpiooes is a very ancient order of Arthropods, ofien referred lo as "living fossils" tite 

fIfSI lO emerge from an aquatic eovironmenl 0010 laod during tite Silurian period aboul 

425-450 MYA (millioo years ago) (Kjellesvig-Waering, 1986). Sludy of fossil 

specimens has shown thaI tltey have survived with a litlle change (Ennik, 1972). 

According lo Armas and Baez (1988) represenlatives of the geous Centruroides, like the 

fossil species of C. beynai, were found in Ihe Ceoozoic (amoog 20 MYA) fossil record 

in amber. Schawaller (1979) characterized Ibe specimeos preseoted in Oligocene amber 

from tite Dominican Republic, most probably very similar lo tite existeot C. nitidus. 

Anotlter fossil species from MiocenelOligoceoe amber from Otiapas, Mexico, prohably 

beloogs 10 tite same genus. They were described, but 00 specific oames assigned 

(Saoliago-Blay aod Pionar, 1993; Grimaldi, 1996). 

Scorpioos are among tite bes! known invertebrate organisms. Severa! syntltetic works 

on tlteir basic ecology, evolulion, genetics, physiology and immuoology have been 

published (Pocock, 1893; Possani, 1984; Hadley, 1990; Polis, 1990; Nenilin and Fet, 

1992). 

111e genus CeniTUroides Marx 1890 is tite mosl diverse wilhio the larges! family of 

scorpions (Buthidae) and is widely distribuled in Ihe New World: North America, tite 

Antilles, Central aod South America (Stahnke and Calos, 1977; Sissom and Lourenco, 

1987). In North America, all species dangerous 10 humans belong lo !he genus 

Centruroides (Polis, 1990). 

Worldwide taxooomic, life hislory, aod !he medical importance mainly in tite genus 

Centruroides, have been relatively well documented (Slanhnke 1978). This strong 
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scienlific foondation, has Ied lO !he use of Centruroides species in hundreds of basic 

.ludie. in a wide variety of biological disciplines (Bond, 1992; Armas el al., 1995). 

[)espile !he extensive work on Cen/TUrOiJes species, !he phylogenetic ftamework within 

which lo inlerpret tbese studies remains weak. 'The currenl classifications and 

hypotbeses of pbylogeny among !he different species of Centruroides genus are 

examined bere and a framework for a revision of !heir c1assification is presented. 

Because of !heir importance lo !he establishmenl of!he monopbyly of!he Cenlruroides, 

!he problems of the classification and bypotheses of pbylogenetic relationships among 

!he species are also addressed 

The milocbondrial cytocbrome oxidase I and 11 (coding genes COI and COIl) may be 

useful for exploring relationsbips al or below !he generic level (Caterino and Sperling, 

1999; Frali el al., 1997). These IWO proleins coding genes, particuiarly COI, sbow 

exceUenl performance in resolving relationsbips at !he level of species among 

CenlruroiJes, 19 Centruroides species, were used lO infer !heir phylogenetic 

relationships. 
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MateriaIs and methods 

Sampling 

'The specimens used in tlús study were obtained in tbe freId, from live laboratory 

cultures, and from alcohol-preserved private and museum collections (Table 1). They 

represent 19 of the 46 species of Cemruroides described by Fet, el al (2000). It was 

almost impossible to collect the res! of Ihe species, because Ihey are not high abundance 

and well distributed, and the specimens fmding in Ihe museums are not in their better 

conditions. Mos! of Ihem belong lO Ihe non-continental species distributed in tbe 

Caribbean islands. 

Molecular lechniques 

Total genomic DNA was extracted from Ihe complete orgarusm homogenized with 

liquid nitrogen using the Dneasy Plant MiniKit (Qiagen). The mannfacturer protocol 

was followed wilh small modifications, lo improve yield of mitochondrial DNA. 

To obtain Ihe sequence of COI and COII, two overlapping amplificalion reactions were 

made. The fl11lt fragment included the COI-NH2 (amino) lerminal and the second Ihe 

COI-COOH (carboxyl) terminal and con complete sequence, Ihe size of Ihe two 

fragments was around 1 kb. Primers were designed using the mitochondrlal sequence 

from C. limpidus (AY803353); C15Rl4 (22mer) 5'·AGTITIATGCCTGGAGATITCG· 

3', C\3R04 (22mer) 5'·TACCAGCCAAAATAGCAAACAC-3', C25Rl4 (22mer) 5'

AGGGTTGACTGGTGTTATITIG·3', C23R04 (22mer) 5'

CA TTTGAGGCACCAGCTAGAAG-3'. Amplification reactions included 0.2mM of each 

dNTP, 0.2mM of each primer, IX PCR Buffer, 11-'1 of tota1 DNA, and 1 unil of 

Platinum TUi[ DNA Polymerase High Pidelity (lnvitrogen) in a 50111 volume. DNA 
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ampIification was performed by I cycle of 5 ruin al 94 "C and 35 cycles of 30 s al 94 oc. 

45 s at 60 "C and 90 " al 68 ·C wilh a fmal extension step of 72 "C for 10 min. In aII 

cases. \he polymerase was added al Ihe end of Ihe initial denaluration step. The 

ampIification products were separated by electropboresis on 1 % agarose gels lO estímate 

their size and concentration. The fragments were purified from gel using \he QlAquick 

TN Gel Extraclion Kit (Qiagen), \hen, \hey were e10ned into Ihe pZero vector 

(InvilJ"ogen) and lJ"ansformed into E. coli (DH5a). The selected clones inelude one of 

Ihe two PCR fragmenlS from each species. Each insert was sequenced from holh ends 

using \he universal prÍmeTS of \he pZERO vector. The sequencing reactions were made 

using \he BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit and run in an 

AhiPrism 3700 DNA Sequencing Sy"tem (Applied Biosystems). 

Phylogenetic anaiyses 

Our coUection consisted of 19 sequer.ces from Cenlruroides spp and three from 

outgroups (\he SCorpiOD MesobulJws gibbosus, Ihe spider Habronattus oregonensis and 

Ihe horseshoe crab l.imHlus polyphemus). 

Experimentally obtained sequences were assemhled using \he computer software 

phred.Jlhrap (http://bozeman.mbt.washinglon.edulphredphrapconsed.html; Ewing, el 

al., 1998) and deposited in GenBank; Table 1. 

Orthologous sequences were Ihen aligned, using Ihe CLUST AL W default settings 

(Thompson, 2003) and further cefined manually using Ihe Se-Al v2.0a1l program 

(Rambaut, 2002). Three different alignmenlS were obtained. one of each gene COI and 

con and \he combined that conlaÍns Ihe concatenated two genes. The alignments were 

analyzed with MEGA v. 2.1 (Kumar, etal., 1993). 
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Given !hat !he genes used are known to present high variability, we perfoemed a 

preliminary anaIysis of !he degree of gene satueation by exarnining the relationships oC 

unronected p distances witb Ihe numbee of substilutions (transitions and transversions 

separarely) between species pairs. We did Ibis separately foe fml, second and tbird 

codon positions. Codon position assignment and distance data were oblained using 

MEGA package. 

Phylogenetic trees of Ihe sequences were construcled by maximum parsimony (MP) and 

maximum likelihood (ML) melhods using PAUP* version 4.ObIO (Swofford, 1998). Al! 

phylogenetica\ly uninfoemative sites were ignored and gaps were consideeed as missing 

data. MP anaIyses were performed using heuristic searches wilh 10 eandom stepwise 

additions oC laXa (TBR branch swapping, MulTrees option in effeet). For ML analyses, 

!he best-fit mode\ of nucleotide substitution for oue data was selected by slalÍstical 

comparisons of 56 different models of evolulion wilh the program Modeltest version 

3.06 (Posada and Crandall, 1998) using !he Akaike information criterion (AlC). 

Robustness of Ihe inferred MP teee was tested by bootstrapping (Felsenstein, 1985) wilh 

100 bootstrap replicates each wilh 10 replicas of random addition. Robustness of !he 

ML anaIyses was tesled by quartet puzzling (QP) wilh 1000 puzzling steps. 

A Bayesian inference (BI) of CentruroiJes phylogeny was performed wilh MeBayes 3.0 

(Huelsenbeck and Ronquist, 200 1) by Metropolis coupled Markov chain Monte Cario 

(MCMCMC) sampling for 2,000,000 generations (Cour simultaneous Me chains; 

sample frequency 100; bum-in 100,000 generations and 0.1 of heating temperature) 

undee !he GTR model. 
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Resulls and discussloo 

Sequence Variation and Satura/ion 

In !he individual and combined alignmenlS, it shown that aU overlapping regions were 

contiguous and no framesbifts or nonsense codons were apparenL We reasonably 

assumed tbat !hese sequences were only of mitochondrial origin. Nucleotide variation in 

mitochondrial COI (l530bp) 811:1 con (618bp) genes showed 811 adellÍlle-!hymine bias 

in!heir nucleotide composition (A+T = 62% for COI; A+T = 63.4% foe COII) that is 

consistent wi!h other arthropod mitochondrial genomes (Boore, 1999), wi!h 811 overaU 

transition/transversion ratio of 1.39. 

The two genes used in t1ús study (COI and COIl), are different in their structure, but 

!hey share some trailS in common Iike !he same location in !he genome or the function 

of tbe proteins that tbey encode. The ILD test resullS suggest that !he COI-COn 

partitions were incongruenL A significance level of P = OJIO 1 suggest tbat !he data 

reject !he null hypotheses tbat!he partitions in question 1 bave !he same history and 2 

cause insignificant levels of systematic error. Even tbat if we put only !he species tha! 

are consistently supported by bootstrap values !he level of P increase to 0.35. That says 

10 some sequences does not have sufficient varialion or bave a lot of variation lo defmes 

!he p. The combined dala in a single analysis could provide the totaL evidence to resolve 

better !he pbylogeny of !he groop. 

This combined data set produced an aIignment of 2208 positions. No interna! in-dels 

were retained. The analyzed data set included 801 invariant., 1401 variable sileS and 154 

parsimony informative positions. Amoog-site raJe variatioo, also common in protein

encoding mitochondrial geoomes (Wolstenholme, 1992) was evident for bo!h genes as 

!he vast majority of variation occurred at third codon positions (49.1%) foUowed by 
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positioos I (28.9%) and 2 (22%), respectively. Tocheck!he possibility \hat tbese genes 

were sawrated at Ihe considered pbylogenelic leve!, we ploUed uncorrected p distances 

against!he number of substitutions in tbird codon positions fo,' aU species pairs. Visual 

inspection of !he plots revealed a direct relalionship between substitutions wilh Ihe 

genetic distance, evidence of!he absence of saturalion (Fig. 1). 

The maximum pairwise uncorrected p distance among all ingroup species W8S 0.224 

(between C. gracilis and C. elegans), and Ihe minimum was 0.015 (between C. limpidus 

and C. infamatus). 1l1e average pairwise divergence value wilhin Ihe genus and wilh 

outgroups were 0.113 ± 0.006 and 0.180 ± 0.006 respectiveiy all of these were 

consistent wilh!he information obtained with!he individual /oci. 

Phylogenetic analyses 

1l1e combination of diverse analytical approaches, each wilh a different underlying 

philosophy, may be particulariy üseful for testing Ihe robustnesS of !he pbylogenetic 

signal recovered from !he data Two of !he groups obtained in !he Iree (Fig. 2) shown a 

good statistical support in all !he metbods (MP, ML ami BI) used. 

Analyses ollhe iruJividual /oci 

In order 10 assess Ihe individual contribution of each gene in !he reconslrUction of !he 

phylogenetic Iree was observed Ihat despite COI is larger Ihan con, variability among 

genes and codoo positions based on Centruroides species is lower (Table 2). 

For COI, ModelTest choused a TrN-+G substitution model in Ale wilh gamma = 

0.4201. Maximum likelihood analysis of!he sequences with!he ModelTest parameters 

ami QP branch support showed that some terminal branches maintained !he same 

relationships as Ihe MP Iree in !he combined hypothesis. This protein-encoding gene 
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showed exoeUent perfonnance in resolving relatiooships al !he level of species and 

species gt"(llIpi arnong several laxa (Calerino and Sperling, 1999). 

In con, ModeITest choused a GTR+G substitution model in AlC wi!h alpba = 0.5708. 

Maximum lilrelibood analysis of !he sequences wi!h !he ModelTesl parameters and QP 

branch support showed !he division of !he Iwo clades: A and B (Fig. 2), bul !he inlernal 

relationsbips are nol weU resolved, in comparisoo wi!h !he tree presenled wi!h 

oombined data in !he MP hypothesis. 

When !he ML trees obtained wi!h COI and COIl genes were compared, jusI few c1ades 

were congruenl. In lhis tree (Fig. 3) we observed which c1ades each gene supported. Al 

a protein level, aDÚnoacid variation is distributed heterogeneously, bo!h wilhin and 

between ~. Struclural features of !he proleins are nol always reliable prediClors of 

varialion. 00 !he other hand, trees obtained by Ihe protein sequence of each gene (nol 

shown), are aot sufflCienl lO resolve !he phylogeny of!he species in this study. 

AMlyses ollhe combined genes 

Maximum Parsimony anaIysis 

Parsimony anaIysis of!he sequences using PAUP* resulled in Iwo MP trees wi!h 3650 

steps wi!h a Consislency Index (CI): 0.5912 and a Retenlion Index (RI)= 0.4720. A 

majorily-rule consensus lree showed high values. One of Ihe Iwo MP trees was selecled. 

The bootstrap values obtained showed high branch support (Hg. 2). 

These anaIyses presenled C. gracilis, C. nigrovariatus, C. nonus, C. seu/pluralUS and 

C. villalUS as basal species in !he tree. The resl of!he species were divided in Iwo 

principal clades, supported by bootstrap values higher !han 50%. Group A was finther 

divided in two subclades, !he flCSt one contained «c. baergi, C. margarill1lus), (c. 

.fuIvipes, (C pallidiceps, C. ochraceus))). This subclade was presenl in aIl !he anaIyses 
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performed The second subclade oontains the species «c. limpidas, C. nigrimaJw.s), (c. 

úifamatus, C. nigrescens». The relationships between these two subclades were 

supported by bootstrap values higher than 50%. Group B CODsisted in lWO sublades 

coolaining (c. suffusus, (c. lhorelli, C. elegans» related wilh (c. jlavopictus, C. 

exilicau.da). AH these brancbes were weU supported and were present in a11 performed 

trees. 

ModeITest and Maximum Likeljhood anaIyses 

In lhe ML analysis, ModelTest identified lhe optimal evolutionary model as GTR + G. 

The parameters of the model were as follows: ba.e frecuencies, A = 0.2564, C = 0.1329, 

G = 0.2072, T = 0.4035; substitution cate matrix, A-C = 0.6125, A-G = 5.5004, A-T = 

0.9628, C-G = 0.9269, C-T = 2.3595, G-T = 1.0000; proportion of invariable sites = O; 

gamma shape parameter = 0.4507. Using these parameters we recovered a single 

unoonstrained tree (-lnL = 18179.1875) (nol shown). ML analysis supports some but nol 

aU the relationships proposed in lhe MP tree, the statistics Quartet-Puzzle (Sttimmer and 

Haese, 1997) values are shown in the tree (Fig. 2). In a combined anaIysis, these 

sequences sustaín a nearly fully resolved lopoiogy within species group, though higher 

level relationships among species groups require additional study. 

Bayesian Inference 

The analysis performed by Bayesian methods showed sorne variations in the topology. 

Species belonging 10 lhe second subgroup of the group A (Fig. 2) were not weU soIved 

and showed polytomies in different parts of the topology. Other difference were Ibal !he 
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species presente<! as basal group in the MP tree (c. vitattus, C. sculpturatus aad C. 

noxius) were located as sister group of!he group B. 

CenlruroúJes relationships and comparison with morphologic data 

The phylogenetic relationships of Centruroides hased on adult morphological characters 

and !he present molecular characlers hypothesis differ considerably. The f\!St analysis 

uses sorne motphological and motphometric cbaracters and results in a division of Ihree 

principal groups in Centruroides: the gracilis, thorelli and Ihe stripes group (Dávila, et 

al; in press). As we can see in the tree obtained with !he molecular dala, this division is 

nol supported becanse ilonly sbows two groups (Fig. 2). However, group A mosdy 

contains !he only two species lbal belong lo the thorelli' s group and the majority uf 

species from !he stripes group, and in group B with exception of C. gracilis contains all 

!he species within the gracilis group. 

When we map the morphologic and motphometric characters in lbe molecular Iree 

obtained, no one of the characlers more used by the taxouomist share the division 

obtained with !he molecular tree. The conflict between morphologic and molecular data 

is nol a new thing, we can attribule Ihe differences lo some properties uf!he 

morpbological cbaracters, in ftrSt place !he small number of these, comparing with \he 

number of cbaraclers obtained in the molecular data and in second place the low 

bootstrap support obtained in some branches of!he morphological tree. 

77 



Coodusioos 

This study c1early demonstrates tite ulilily of tite COI and con genes sequences for the 

sludy of spedes group-Ievel reIationships in Cenlruroides. The anaIysis shows the 

evolutionary relationships among these species lhat can he useful fur tite identification 

and classificatioo in posterior work. The preseul study supports tite hypotheses aboul 

oatural groups and !he';r relationships io Centruroides. This coostitutes ooe of tite [mI 

molecular anaIysis of Centruroides and eotails a rather broad represenwiOll of groups; 

future sludies should probably focos 00 a more thorough laxon sampling of tite group 

and tite ioclosioo of other molecular markers like other mitochondriaI genes (i. e. IUldl, 

cytb) that could he obtained with the complete mitochoodriaI genomes of scorpioo 

sequenced. 
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Table 2 Dístribution ofVariability amongGenes and Codon Positions Based on 
Centrurnideft Species 

COI UlII AU sEquence 

Total sites 1510 678 220R 

Toa' variablf''Slb S34/34.t)O/r¡ 300/44.3",. 814/J7.8% 

IpelUllt o( total siles 

IJ'II posldon 
variable/-;. of 1st 102/19.1% 72/24% 174:20.9% 

positions 

lMposiüoa 
nriabll'l-J. of 2- 77/14.5% 60120% 137:16.5% 

positiODS 

Jrd posidoa 
variable/.,. o, ]rd 355/66.5% 16~!~% 523/62.7% 

positiGns 

Aminoacids 
variablPiIlf. o, 132/25.9"/0 &813<)111. 220/28.1)0/,) 

anlinoadds 
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Legends and Figures 

Fig 1 A. Means (± SD) RUmber of substilutiODS in pairwaise comparisons among 

CentruroiJes and oulgroups species for fml, second and third codon positions. B. 

Number of transitioDS aud transversions in pairwise COmpariSODS are plotted against p 

distances in the third positions of combined data. 

Fig 2. Phylogeny of CelÚTUroides as inferred from MP analysis with COI-COIl 

sequences. Trees were roOled with L polyphemus, H. oregonensjs and M. gibbosus. 

Brancbes are drawn in proportion lO !he estimaled number of changes. Numbers 

indicale bootstrap support percentages by MPIQP (Quartet Puzzling) values of 

MUvalues of Mr. Bayes. • is shown when!he values are ,; 50%. 
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,------------ [¡mil/lis po/yphemus 

f---------- Habronattus oregonensis 

- 51) chanlJ'S 

,---------- Mesobuthus gibbosus 

"""'''C C. Iimpidus 
C. nigrimanus 

C. margaritatus 

Cfu/I'ipes 

C pallidiceps 

C. e/egafls 

c. f1a''''piCIU.< 

c. exilicauda 

-L'--- C seu/pluralus 

e virtarus 

C infama tus 

e nigre.scens 

C gracilis 

C. nigravaria/us 

C. noxius 
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CAPITULO V 

Resumen 

Una de las controversias existentes dentro del género Centruroides, es que no se ha 

aclarado si C. exi/icauda y C. sculpturatus son especies sinónimas o no. 

Algunas observaciones morfológicas han sido tomadas como evidencia para considerar a 

estos alacranes como especies separadas. Pero algunos autores consideran que estos datos 

no son suficientes. Por fortuna en la actualidad se cuenta con técnicas bioquirnicas y de 

biología molecular, que permiten corroborar la definición de especies obtenida por 

características morfológicas clásicas. En este artículo se utilizan estas técnicas, evaluando 

la toxicidad de cada uno de los venenos obtenidos de los dos alacranes, al realizar 

separaciones cromatográficas, y secuenciar tanto toxinas como marcadores moleculares 

mitocondriales para su análisis filogenético. Las diferencias que se muestran son claras, 

por lo que se concluye que C. exi/icauda encontrada en Baja California, México, es una 

especie diferente a C. sculpturatus, cuya distribución se presenta en el estado de Arizona 

en E.U. y Sonora, México. 

Este trabajo es un ejemplo de la utilidad de los marcadores mitocondriales, en la 

clasificación y determinación de la posición filogenética entre las especies. 
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lbul RNA wm; j~1af.:d (mm \·CfltllJlllUli glan.h Iocated al 

!he ~ po:;¡:·i!Womirud scplCCt udso.ü oC fi'I:c C. t!fi/i
ctJJ«Ja scorpionli. by !be' rnL'dJod Il{ Cbilwing el ;¡j, (71. Total 
RNA(:,,(JOng)wil~u~a5(Cmpbdc ln~ncralC cDN." ~ftg 
!be' Qli~ollde puliT22N:\l 11l1. 1'01 gene amp:bJícalmu 

!be: (o.1Jowing primen .... "Ct'C tKtd: I1 J 5' ·R.'TGAAVTC'G
'ITGtTGATGATC A-3'; <1, 5' -C.MAAROOAROOlTATC· 
.l':OI "i·-KAAGGASC.c.1ITATCCY·.\'; {4¡:'i'-GMAATTAA· 
GAAGCG1TM.:':AMTA-:r_ Tbc PCR pnxB.lcts ~ dnned 
as dc,.,;:nbcd hy C .. ('rooa ~ al. ¡tll. fur tbc cONA ~ (1( 

C. '1i<"IIIpqrdlU~_ S'-':Iucnce an.al~-sis ",.a~ COOOUl:tOO in hoIh 

~.mckof~ 

2.6. MiwrllaJlIlrini-""t'tJlltvl l")owdur"tu' nuJaU' whtmilf I 
tJtlJ 11 rCOX 1, COX 1/1 

lbc miIodIondtial O~A ImlONA 1 oí tInd1 ~ lIJIC
cies _ auacled lIIi ~nb&:d by HdI ;md Sma I'J). Tbc 

geoer. cadUlg rOC" thc cnZ)1"fIi!>o C)tochromc oxMbf.e Iltnd 11. 
ahhrcv~ CUX I and C(}X 11. were ohtatncd f'rom mIs 
mareriaL 1bc ¡ximm; u...oo (01' amplilkJtitlD 'Il"e« similar ..... 
ritMe eadK'fde!;aiheJl hy!he arnhno: 191_ ~ ~ia1 
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ONA ""'3~ amflhhcd u~1lI tIK" pnmer ~ ~'·crA(~N· 
AATCATAAAGAYATTG·.r and me ooUSCfIS!' 5' -CATAC 
CCAAAC..ARC("AAAAC..c .... ;', rOl" rnx l ",b..,-cu r.
COXII lhe pi~ ~:i' -GTlOT,("rt".<::-rCATI""..ArATG-J' 
md ~··AAcrAT(jATJTGCTC("'.AC- .1'. f(:R aHldillOO5 Cor 
OOXI wct'e: lJ4 '>C for60 ... .'l.l"C rorl~O f., 11 "C ktf IIO~; 
n:p!Ik:d .10cy.:b. FocCO)( "'\I¡ortloods(l( ampIiñeatino 
~«: ~. 'I1Ie fira PCR coodiléoPs •• en:: 94 "C c. 
6(J~46 "CfOf 90 s.and 1;! "C rOl' 120~. for:'O ~'de5.. Thc 
r.ecand PCR ~ -= '94 ~C ior hO"'-.u. "C (w IJOsand 
12 ~C (01' 120 ¡:;, Inr JO qo¡:b. 

AU donillJ prooNut<:i 1oIoU1!' pedorrnOO folkra:in! ~ pro
locoJ<¡ ~. Sarnhrnot et al /101. Nt,clC'Utilk MqKOCing y.:~ 

perfUL"llK"d ~ cbc ~UCIWiC lal (AlDo:t\banI Lik 
xieD«:). ONA aad proICUl 5('qPrIW'(' malysM ' •• ct'e pet"

WrmOO u~ing IDL\ ~. BLAST foom Ihe WiKOO!'in 
P:KtDgC VcNion 10.1 ~ Corarurer J!V'Ur ((¡L"(_I, 
~ 1. USA),'" clUiUIX fmm PlfYUP iPhy~ 
Jnk...-f ... rcncc~lllll. 

"IlIt lIOquenceo;;:iouined' •• ftl' <"dltcdandab~ II.'UII!:' QUlf,(

alX from PUYLlP JlIICb&!t. Twcs 'IIoC« roostcuctaI ~ J1I«CS' 

~\"C .:luJ«crin! oí I~ lISinl! m.- Ik'jghhn..---1oinin~ .algo
rtlhm or ~ _ Na tl1l;15 impkmcadCd lo NElGIlBOR 
prognm 1111. Thc 1IaJOOIoed IIl't'GiagralM ""'m' \·iJU3limtl .. ilh 
Troe·Vkw I'rom (jI...,... l'on.·m;iry (iPlemdl IdcrdI%: 
hUrrJltuonom}~.,u...;.ukIIodftroc1,iew;.Jtu..-). 

J ........ 

L-Ihalily I~~ ofboltJ -.nlli ",,"'OC oooouctalllNng !!.Imi, 

br ~ KfXX1.cd to be lPXtc IP mammak hy SIahou 11·'1 
.md ~ el al 1141. .ir. srudyilql: tite ,,-.;:oom m c. J'C.ulpla· 
IUUIJ or Arizona. TaMc 1 ~ lbc refoQI15 of lfII'Iic.alion ot _. 
~tnhalitJIC""foo-koW __ 

",""""<Io",,,,(IIIJ!Ik,~ c . .,..,.. ..... 
I,I;! ~......., 

'!,1-l Nnn ........ 

.... -No.!"'" 
'" 1I:nn....m 

" .... 
~~ "' ... 
'" ""'" 

c: ... ~ 
b. 
y"""" 
""'" 
""'" ""'" ,.. ..... ,., ..... 

T ... "morewnc"""" .......... ~ 1~ l-<!IIIaClfail .uqi<.- ....... 
~·tdin<l.IIIII\IlI'BS-..aJil'.~ ... ~----...y.; .... 
oduI,lflll:"¡'¡ ... """c(olr.oiloOJ.II 

dilkreru amoom~ nf WJIOPI ID ~WlII miGc ct !be 1ilnIin 
CO l. Ailea!il 1'\l.Q filial:- "-eN U9:d (01' cad! ~ lbc ldbaI 
dfea (oc C. U-uJpntlUlUS vmlIm eariier repnn04 .. ·as; 

1.12 mt/k~ miccnfa_-spocifu:dsll"ain (UI_O.IIIIg/t~ 
ofSwi!lli miGo." I 1-41. OW rewlt~ indi~ !n:tic elftct5. SLUting 
.1.12Ift11\;gfOOU1olC wrisbl(Table 1). ,.,hidl __ kthaI 

iD Ollf ~"tal ¡xoto.:oI aRer illjection oi .\ ~g 
~ wcigtu. [)osa; 0115 mplkg and bi!bcr _ 1IOl1ISCd. 
in nnlecm II\-"Utd.~ inllccltnn 1"1' rain (O~rimen" 
cal animal~ 
~ J"('AlIIb. ni' Ihc. Idbality 1C::4 usi .. !. lbe -.._ fJtllll 

C. ~ (mm Ib;ja Cidifonaia ....... ~ ta&:eo i<" 
i.l'oonymyl- .11ft" S-igllificalnly d.H"etmf. Tbe aoimab. illjlxred 
",itb Ihi~ "CIKIm do rKJ4. thOOIY any symptoms of ~ 
Up lo Ibc-doscs of 1:5 mt!A-!:' moust' weighll. aJJd tt.: Vl:1IOlD i~ 

~Iy ",'Irua LbÍDg uP lo 1(1 UIIleIri more '\;'flOJD p:r .miJn¡¡J 

(15 mglk-g),1han dw 01 C. U'lIlprunum i.p."("il-¡:; (TJhle 11, In 
nlbel-wrwrl~. nw- results ac .. dcar indl':3II1OO ,..·tRc .. Ilcr· 
e&iX$ existiag al me Scwl n( ... .emm loxicny nl rhe ~s 
u..-kt-~'_ 

lb<- 'I0Il ...... "mum {mm r ,.,il;rlllllln aoo e ",,-,dl"um 

IIIS ~ 'M."I'\! ~1Cd by HPLC ia slmil:orwndl!lOM. 
Sapcri~tjon tIC the chrom:u:ogrnrhic pmlile<; ohuincd 
w-cd lhe di~ n'ig. 11- t'Of lh..-sc ~-nls 
1.0"" oC veDOfD (mWure obwned irom lM lea;iI 101000rJli 
om:)..-u apphed illldqlcndendy on lhe ooluIM aBd ... ",1th 
me samc buffa- gr.adieDl foe me sarnc time. Most 01 me 
pMlcin romponenls, .11'5 indicatJ::d tI)" !he ~ al 

1JU Dm ate cllltcd wllh" dilkrclll rcta'llinn lime. Tb!- mM! 

proraiBCllt diIT~;n' in !be r .... !C oC JO.---4O lIIiD. wb:re 
nIMIllllbe ""0W11 Na' .. dwutcl !ljlCCilic MnIK r ... clifkrent 
C~"mmwf o;pecic<; cluIc fmm thc CI~ (~'I:~ 01'" 

U1llll lIsed 115-171 .. 

JJ .. C. cxilicauda umJ C. KWptUGltUS Nu' .. .::I~ l<uml: 
parijkVJfi(H1 llIuJ /161"'161 unfflllJ ru:id Sf"q'If'Rt'lrlg 

\'k tI: .. .-e i~lalOd nine lmIjor OIfllj1llneDI\ rmm ..... wftnm 

or e nilúullfla and detcrminOO Ibcir N-lCmIinaI i1IlliItoadd 
~iGOfdertocompuedlemwilblhoseu~kJto1¡,.lI 

lrom c: .sndptIUV1~ II~ JIldgin: by sequen« ~~ 
dIcy aU bel.oa,g 10 ~ wdI·known poup oIlhc Na'--dNnnel 
~Iic tnlms.. TWn diftcrcnl protocnls ~ .... Thc Iif'Sl 
_ me dirttI separarion oC soJubk "cnon1 by IIPLC .--\n 

exaII1pk: o( !he cbmmatafraphK protilc ooc.1inOO wich lhe 
'W'etIm ni C. ~rI'kOlld.1 k dKIMI in da->h-liDe:$. (maia plCbU"~ 

uf }-'Í!. 11. l-vw: au..i«~" UldKMed by ~ 
1-4 ~ ~ and l\"---JIlIrified as indiak'd h)' dK- "p¡'IeI" 

illRlsof Hg. L A ~ ~oI UKd a s.:pbado;G-SO gel 
filtAlion duomal~Y a,; /ir.;I~, simibl"lu_proredur(' 
wdl do:umenled carlicr rorvenanv. al" tbc genus.C~Nh1froi· 
J,u 116.171. Sub-fnoctiM: 11, which 11 tbe one ~ ~ 
NII+ --dlamel specific pqIlMlc5. Wllli fiu1ber ~ hy a 
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I.~_l IlI1.r~i!lllN~.·_Im.nC<,(W."""'~Inoo,;mdC_"-~"'''''''''''''""",I.So>JItN<,,,''_I..-<a<h~;I~ 
~l .. ¡p ~d, ~"'aC11I"""¡~",,~UrlC-a.a.a._doI"" MIb",liDru ~ufoocr.;.~Aco.lri 
1na.....uc.:-IO:I •• -' .. I(f'FAlill ...... TI"'oIIf'f ...... ianll(('_lrNlF"-in~lr-.k!r~I .... (' ............ ~IiIfoci ..... I--4 ..... d.tiwt...,¡". .......... f'a 
1---{·nt,l~fDoK>n~ ....... fun ......... ....,.¡!_iR .... ,~I----l.DI.CII:;o:c/}_.A ... ~lll'Iro:>l ...... II..;..g ........ ~ .. lfII .. i 
...... ~.-'k.:I(N .......... ..,D ...... llOg.m .... Q '""",_p_-.,.."'C""-'~.-lC~1~_ ........... I<! ..... \ft'<j ... I'"' ..... ~.~1~1 . .M1 

CI&r~"fnl'.pba~mlmDnll!ilngalillC .. p-..diClll"-I(Krl

:>Olulion A 1(1 (:.c.l',l .. SOIaI"" B. !Un fur NI mino ~ differ· 
(ni p:pllk~ Wef'C Ml:aiaOO hy Ihl~ mearu-.II Xl-- In mIIIIIIIl!iO 
md ¡lUrity eoouj!h lo WMr.II\t ~ analY1-is. Ninc pq!-

lido: Wttr anal)iud: ~ J ..... Ikscnhnl ~ ,Fil!_ 11. 
and pcfIltdcll aumhcml ~ ~ncd b)' V.lIkIa-t-"nD': IIIJ. 
Thc pqIlides were labdkd I-9PfU'OCk'd~' C,c_ (~ia' 
fion fmm C. t'.J-UiclllllhJ). 11Je N-tenninal ati., acid 
~~ found werc:: KLGYlVSKSTGCKYECl-WlG· 
K-NEfiCD foc Ce. I ; IWGY K. VNU-INGCK. YNCYKXE {Of 

C~.2; KJ)GYP~GCXEX.N lar C.c.3: 
KDGYVSNKTG ffw {".eA: KEGYMVNKSTGCXN flV 

C....-:.5: K.DG·fPVOSKGL lO, c.c.6.: KECiVLV)(KS1' 1"01' 
C-c_7: KDGYLVXKXTG for C.~.8: KKOOYf"VOSGtOI Cnr 
CL9. 'a.bcre X flII!aru; a DOfl-idcntilicd rcsiduc. l.ad: ot 
material bamp«cd me dcfennillallro.. or lhe fuO ..am acid 
~ uf Ihesl' pepltdc<> lwork "'iU 10 IWUI!-J. Tbc 
N-ICtmeINII.-I mt\Io.:ular~igblI7, 1.'\6 0..,01* ~ 
Cal oorre;pondcd ID Ihe eexl cluJw (~ belowL Tbc 
N -tcnnta amioo ~d scqucrt.;a: ohtained pmvidctI CMIIJII 
infonnalioe 1ft cooclude t:b:1I tbese t01l.DS al\! dift"CRII. from 
ÚlO!iC pubWlcd Jor lite specicló C. SCUIplUmfWl. 5.imiI.ty, in 
onb 10 ooofinn lbal&he wnom fmm C. ~ (IlIJ

blacd ~ .... itb arniao ,.;jd sequenca; oribe lJfIpfQfXiak 
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SJ'CC11.".'i. wt" ~ (cunliRUlJUS h~ iD t;¡l. 1) • .md se· 
quroced 1."..0 pq!Iidcs (~Cslh'2 _ C$EV. r-.Uldomly 
~I. "ttaief.lCldMf~spond IOrkelp«.lOO koown 
pq1ridt-.. nf dr ~ e 5CIÚ¡1II1nJ1ras. 

Thc N-«naiuI amiooacid ~0I1he peplidc~luted 
» .1,3.'17 miA ji; ~ ",1Ih !be l&M1I sequetJCe gf 
clooes or CPI'I 181. The peplick ~Iutcd al 37.74 mirI • .aod 
lIkI .... d (:SI:."V. _ (lInIItr purine.t. redIIced. alky .... l"d .ud 
scqw:occd up 111 tbc ~ .¡f,. g,,'~ an idauic:aI amino 
acid .seq1KDOe 10 thaI oIlOXin C,¡fV carli« repoft(.d by 
Mevcs ct .111.119" Thc IlRajPI- pepüdc. chl.cd al :W.10 mio . 
....tIcft coUectaI .... P.Xbnlmarugrapbc:d oa 1: C18 ;m;dytkal 
roIumn ~toEtllUloal k=fil fOIJr fII1Ilidl::ol. Onc (O(lhcm 
bd atl amiM acid sequenre 1denlkal 10 thaI of C:\E,·1. 
aIraK:I)-'lrmuwIIlObc pn"'~ in lhc \-CIIUIII oJ. C. sclll¡lIl1ruWS 

1hc ~ i~co .. dusiOGs fromlbclic l\.'SUIIS are: (JI 
Ihc aminoacid~mtafnM fmm niIIII' ¡rp:idc<; ptIitlOO 
hu," e 1'.»1;, ___ ~ IhlIl tbc !iOq1ll:fKa, an: not ioJca· 
liallro lIhose _ C. _IptUIWUU. tfnwc,w. ;v; Cl:-pedcd. !IaII1C 

dosrl)' ~Iak-d ~Il.aril~ cxiM hcIwo::a C.':.7 and C!<l:.~·ld. 
C~ _8 and ca .el C.e.9Md CsEV: c2nhr pcplIdes iDato..-d 
rmm 1M _ uf C. KUIpI.,,.OIW ia t. .... cood.ilions do 
OM"C'f'Md IftDown aIIIiM acid M'q~crI pepidt-!i or lO 

fhtorlo-rlllN'll~nhI.lIa.-d rnrlhi"",prcin¡.IKJ: (l) filCtll)-'. 

somc of Ihc pcpIidi' ~c:;; foutld for e rxi/icautkJ. ~ 
~ C.e:-¡ .. and C.eJI vay li!;eI)' COlreSpood 10 ~ pqJl1dc .... 
lXldcd b)' geIlC$CnJ (orCcx2) and (,~S.n:~ti\!cly.,¡¡~ 1I 
\Ioin he di~ bia'". "Ibas.. OUI" bitx:hrmKal data ~uwon 

!be fael tbaI: ..... gII !iOdIC: !iimilarilK'J e:x.i. In lctms of 
priow;' stn.nr(' aDaIysts ot SC'o'«3I ~ puriñOO from 
bo&b ~pecil"!<.. iI il.drMduI ttK:y pn:seD1 a:mydlf~ in 
tbc:irWllillCladdilrq~. 

Fig. 2 !how~ die clfca 01 soi.ubk \'CftOmS from C. aili
atud" and C. $NI/",WfllUf 011 me human ~ conductance 
eUciwn and 'I.IIIIIuoc-1kpcedcaI K> -dIaond (M,axiK). osing 
lfK: ~pmlllCUl.llll glllditiola> cbcn1W ~1:'. Scva:al li:st 
pol5C'li ""eJe: appIIcd, ew:ry lO s. la DRkt In C\lal_e dr 
a.renl !JaInlily. 0.1)' 00CJIc5 r.It&8·iog:l ..mnnum RID down 
were chos.en I"ot c:xpcrimcmal a~s_ .;ig. !a ..ttuw .. thc 
waarul .,;lIITeIIIs dIruugb MoWK ~b. .-del- ~'bolc ceH 

reconIiaf- Tbc addilioa or C. WlkdIItÑ whok veaom 
(22 ~,bkd.s uutwn cune.oI.5.al pm.Wve VO~f4¡, In
dDlbng O mV (tit.. 2b). fiI. le ~CIMi dio: mean hkIc:kadc 
\'aIUCS al 40.60.-180 mV .d"1ff 8 ruin eqaiIibr.IúOll. Al +80 
mV. thc h~ dkct 01 C. ,.xil;NludJ "I::nan\ i~ abtIm 

9O:t: 5<A- (n '" 4). ~of!be C'tJII'CIII5"a~ lIIOOfII(lIcte 
,datallQ(~ .. ~.c.§<:"'l'lunJtfU_(2S1IfIpI1 
onIy nhíbiiOO • muzmal ClWlUJI lkaea~ zo¡ campmOO 10 
Ibc COGIt'OJ aIIKab .. ay wllafC \'itlucs (Fil!. le am.l d). 
Apio. Fig. le: ..a...n tIU. thcn:- i~ UD .fkanl blocting 

d"fM Me . ......,.,nullU WIIOITI al 40.. fIOaftd JIO mV aflC1" 
12 mio equilihAlinll. Inhibnion dfa:I hy C. ff'ulpfurotlu 

vconm, al ..so na\(, is only (4Ji % 2.0) perCIL'IIt wiIh (11 .. 41. 

fiJ.1. 81,d;;¡"ku{M...VK·-._~~tr.., ... hoI.; ~c_.,.(C~."II<-.Jq .. o.I 
e ~-,.J¡><Id,,,,,, ... nrpi<,.~ 'oi.o.. ........ "P" K-~ ....... "" "Irt, ...................... ..... 

......... ,' .. Ii:_K" ~ l" .. -<l.. .. m.J ... ,.....,~'" ~tllllIJ' ia :-.1)'101 ).<~nu"'lI 
l·...,. ..... , "'_ do..-.1..:oI ~ 4l"'<L.tUur,: LIle ""', .... """ lo..- ~~ , .... Ji,,,,, • 
~ ¡Q<PJi.oI '" -flUm"lo "'110111. ~, ...... kp>.urp:r-ripl,.....,ll.p,,¡,.., 
~ .. _....,.to.d:llm;t<i_nl~.I'-d .. uck~-ID<.."..¡"..........J 
<-.-bI.iua .. ~_ .... 4"'n."pr,_..,<>l',.booI,,'_ln""~Xlfró<_ 

......... ¡.dIo ~.1'aaM ~ 1oIIrM'~ Ih.: l'Cf\.'I1Iaat<'" ........ u.l: .... M."iK 
• ..",.. ~ e ... ,'". .... ,,.. _ dA ... ·U .. 1 c~. ,""--.,,.otln- lI .... .., 

...... ·_.!1I'f~tS~-· .... """l<:poond,. ... ,w..·IIfIP'·Id.l, .. <'I 

l.'ímdaf(~p..".,.".IU,_,l.-..bdlo"llt'~_~.l""~ 

<.-..... """' ~(·x"'" ob._ .... t ......... ~ ,o~,"".k 

Using l:DNA ubWnl:d fmm mRNA ,>1 e ~.lir;Hlllth, \1m-

omous ¡;latIds. so clooes ""~ isolatcd. Tbe D~ ~ 
detenniRCd r.. ~ duorllo \Ohm\-ai thaI .... k:a<.l llurteal of 
u.:m \\-oa1d oodc rOl" pcptidcs ba\'ÍIll; lbc ~~;and..lt'I'Iloo acid 
scqu..-oces simil.-m oo.....lrnuwn SlXIflIIon 1l'xin:.¡20¡. 1"Iae 
mwJl~ Cnuod.c- I.tanv."n in fis . .1_ tn... E-.STA ,.. .. ngrnm "':A.~ 
u-.... '<i IOCO~ tbr: ~lImI:esur FiJ:!. 3",itb otlK'.['srocpWo. 
tlll:ínfoOhhe- geDWi C~I1Im4k$ {data.(1t .... "III •• nd ahoot 
&n similiaily was found wilh bomoJugow.. wxiru; frum 
e Kulpll,f'dHU '\"C1lOfII¡81. bol aao ... ith loxlns (mm C. 'kU' 
¡lIS (11.221- l1Je ~ oí Ih=c durtrell j'lC(IIidc!;. Me 

~ LQ tb9SC .soJatcd rroro. c. "':UlptWVIIU md !<ho""{I ~. 
M'"'-'n ef..aL. 119110 be- SJlfi"ilk roc!\la '"-chaDoc:ls oC rfU!.and 
dlkbm 123.241.lkn\'C''tI', nooc o/lhc doncs I'(pOItcd hcrc 
coincl<k-d Mlirefy 'I1';!h the Itt. ZCHe'I rt'()(':Qdy clnncd h)"' OIK 
group from lhe '\oICOOmou.~ ,undfii nI e t>C.,lpUtrtltus ;<alI'p1' 

ons ¡JlI. Similurty. nt:JfICoI"lhuHÚnn «id ~ohginOO 
forOlbc:r tUlI.illf¡. rqtortW l"""'ioutJy 119.2:1 .. 24) are .d"",t,ca1 
ID tbe pc'plJ.<b rodal by tbc genes IIDW door:d fmm C. f!.'rill 
rauda. ni" lo lhci .. N.fcrminal ~IKQ dck-mu.,oo In Ihi~ 
work. al< fII"C"'iumtyd~ (scc 31lm't'1. 

Miiocboodnal DNA (mtDNA~ pro,ick:; ~-w (Calurcs lo 
~ v.ari.atiuru;. hcn.·crn ~ies wilb bigh lJIIwpl1ological 
foimiWitiOl> {2:'\.26f. In dIIi.s wMo: lile mftod)ondri .. ¡ c:yfo
chroo:Ic uAidzil: 1 (l'UX1l ;nI cyLoc;t.mc: oUdzic U 
(COXJI) wcreamplUkd by pob.·lII«"oISC cbam re;rtion usiot 
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.. . . - - . . 
o."e QQ1't.\IIf:rricen~fClloIe~tE!~_mrnS'f"~ 
Ql!lI11 

~~o IDIm.VB\to.ftII:DIIC'~ ... _ ..... m.n;a;w 
C ... U 
~ .. 
~ .. 
~, , .. , 
~, 

"'., 
<:.,,$ 
C •• :'2 

I'¡~ \ "1IlI ..... ""d~ ... <Ir<b.·oNI~h>md"&'\O'p<to<'<clo-.I ..... {· ... <:i,...uJ" n..._ ..... ,_~."w~UI«I..,........"' ......... c"-d, .. lSolo 

~'("" .. AI...('a13l ,'lIr) _plau~~~oNiDt.'¡IIIII:aritk:<~toynll:OWX~-.tI) ~·_ll<"otbl:W1l"l!)·_al<II'IIkt~. n."IIIabmC!ll~ 

~{.hr""'_''''''''~''C1I11<""""..J p,h<ro-_ .... lIr "' .... """lnt., doc- r"<-Y .......... "dcdui.'''''.A ....,.;1 ................. '"~ .... !_, .. ~ .... in.::laOOol~ ,la: 
p"'p_ ... ( .. .krl,.dlb..oa..<jol< .. tit~ 

purtlil-d DNA .a,¡,lCmpJ.alc ..... 'lIuO:-ocoo and u..-d lI"'i m[lll.'t:ulac 
m;rlcr lo differcntiatc C. .. xilinllul".aod C. sctrJp1trJllUU 
~cie¡;. , ;~. 4- fohou.'S Ihe ammn aad 'OCIp'nce dcduC\"d 'mm 
lb.: InlDNA rox 1 aad COX 11 ..d.!olitk ""'Iucoccs 
1(1meBank ~ numhcfo; .'''t.JICIIJ4K _ ,,\'~·)J·I. 

r .. ,¡pxli' ..... yl ({Ir MIh "'f'Cd ......... 1'01" cn.:apar.tIiI"C rUIJIA"CS . 
.. nulhc[ ;mUIR, arid -.eqUL"fICC uf C""G.'JC 1 óIDd. COX 11 IS. 
w,,·jla. aaJ D. Piociro. W1pUbli ............ (lbt.aincd (rom m.: 
!oCorpiu .. C. limpiJa~ ü'amUI'",.\· lhefto ahtw"c~·i.u....:t C. ,. 

te .... "'''''''"') ...... s tneludN. 1ñc ortbul(>JlI: k. .... urnc~ oí COX 1 
¡¡lid COX 11 "r lb..- 1D ... ·l·t -"'p;\ _lIijúu (li.:-no:-B<l1l1;: 

.\YI 1-1-4110) 1271. .... <n.' aJso indude" ior Ihc!<ólnt..: puIJIOSC. 

1lr id.:-nlily V.:lllK"fO OOtaillCd hy LL~inb * du<;t:dX (lffigrnm 

(';"""1:" s..""1.:lion 21 I:a\~- thc iOJlov.mg ~~ f •• Ihi~ <:OfIIpari
,nn: COX 1 nf e <'.filiOIlt&, "'00 e l. ~·(lrrllllllll.l·. IUH ...... ·: 
e <' •• il;'·",sdI,:lIld e :Hl'l¡mlFum.<. ·JO."""; c: f('lIll"fm""s 
and r. 1 U,y.""III .... iG.sr1-. For COX 11. Iht>. \':llll~" ~l.·r~· 

e f".liliml"/fl \'~. C. J. '"~JtIU'''~H IN,~: C. .. J.ilkllldl \'~. 
r ."'Ul¡>lIII'tW'.f K'J.W": e w""/fiJl'ul'tlJ", \"ll. C. 1. Il'NlII4tl,mS 

OO.I r.i . Tbe o.:ompar.luV\: idcnlilY \~..II.u< tUr dk: COX U 01 Apf.{ 
n~Hjf"'ro i,. muen .m:alIc.r. For ~XUJ1\fIk'_ onl.y 44.K'l ",":as 
íoond b.,:1 .... ccn A. ml'llifuu.aml C. n"/l/,.,.ru'''~.a.~ ~-h!d. 
E\"cn lnu.w \"lllucs \\'ffC ~illl-d eoqwing wilh tht ~ 
~d,,'S (d.:tla nOI slto\o.uJ. Although th..: ~Ugc'" \alucs llf 
,dcMlJly tocl~a:n e ".liljnulflcJ. C. ..... *u,utu.{ and C. f. 

1f"'<\'JMUIfI~\' Me r .... ¡rtm:ly h¡J.h. ,m¡1I:!.'in~ UJ\lUnd UY";' di,"¡:-r· 
~,"!K.T. Ib..." ar.:- J ..... ~ :<>ulfu .. icnl In supplft I",",Er da~EI~:a-
lWn a.~ iodcp::lKknI ,;pccics ¡U jt ha.<. boca >ihown ror otber 
C".e.a. in tbc lil.:-r.KtD"C. r'llr" C'JliUl1lfllc. sor Ibc ca.e (>( COX I 
di\'erg:cocc uf ¡be mill:.\O.'CCd bc:el"'~ oC lb: gaNOi Teu-...:>peS 
12111· 

Hg. 5 d\O\O.·~ a rb:-io~nC1k unrOCllo:d u(c nbI.Uncd wilh 
lhe nudrolidc ~nc... .... nf COX I and COX JI nf t~ SIIII1(" 

loor .<.~~ Inr ",1I1(:b lb:- anuna acHl SClqUCQCO¡ are ~ 
ID h!. -l. 1bc: dUowK.-e ~"fI"II'Wns.:;¡¡:b lIlE ol tbe ~~s. in 
Flg. ~ Me a graplllc rCfll\."1oCntalíon of Ihc pcrccnt.Ige o( 

dl\O:-~DI."c bctwCCll t;:If;:b rnu: 0I1hc1D. 1bc Icli pallC"1 ..... u 
,)hl.uncd IOI"COX I ilOO lite ri!,lhll'allcl _COX 11. Ba~Ofl 
IIlc!;c molocular ma~r~ C. l".\iI;{"uuJ" and e .srUI¡IfUiUlIU 

are ~tcd by \,.¡JIlC~ ~Ic In ~ found fnf C. l. 
lf"'<y_UUIJ·.lkiinEtcly&scnhr.>d .... an ~I ~i6..ln 

lhi~ Ud' ~ di"lo1!f!CIlCe \1IItJ,c~ li.lUfld JOr-IOC in!il..'CI marh-r. 

lA. nwIIikml .are lllOK' distaD! 10 Ih~e of thc Korpioo-s 
.C~lIfrrutJhk.\· sp.1. a.1: c,;peclCd HCC knllru llf honzoof.11 
hoe<>L 

4.. lJi!mmjua 

I~ mnrpmlllgio..'"aI nhscn~jnft~ ",iCft.! t;W>n a~ >I.Iffi 
~.1I:nt C\'fdo;fKl.'"$ ror 1.1X0IXlIl1K ~l:.tsNlkall(1fl of JJ1inl.ll $pe 

n ... s,lIIffidin~S<:nrp.!(l[Is !-I.ll.?tJI. Wond I-IJómd I:. ..... EH~ (~! 
tw.·c iIiri.tIly c"'s..~iIi~"" tbc srorpioos e e.ulkauJa ;md 
í. W"III¡ruNUll'.~ lK dislinct f.jlI:des... H ...... C\'Cf, "Willc.m~ ('1 
rn-llIOII &cir ~..:a1 dunckoodk~ and alflCluJcJ 
IMI dxy w ..... c citalrIDil:antj.·d and I:onIh I~ II( !o.CIlrJ1iC1ll~ 
should be a>ill'\.ldc:n'd a.~ C. u;/iuu/flu. r.1f111n"t-cly_ hI .... 
ch......,iad _1 molccular m:.rker"'i b:J\·c. h.-ro rCLCIIlly lNOO Il\ 
~ tltecl"'!$IC<lI ~icalchNac1etlltbcSu!óCd 
fnr ~J'I.'riC"O dcíinÍlinn. Some sp.~ ni ~H.l"" (mm lbe 

¡¡('nu.; CMlnlf"¡dr~ n lPedic.illy im{KIftaPl. causin.¡¡ hum;m 
(:w.1itief; 130-~21. Tbcir ",'.:'8001 oontain a varit'ly 01 broJogi

ca.U)" &ti\'1! compolll:fllS !>UCh as pqltides. CIlZ)·mc ... nuck· 
C1UM_Iiptd~ mu~in'l: and otIIt:r unkntM.'ft suh<;1.a~ 
11.'U 1-'31. lb<: be!;t MUdl'Cd C~Ol." .an: poIypqltldc 
IIIaI r..-.:ugnlzc 1011 L-baoaeu. and odJ.y ICCCJlhIO in thc mcID
bral\C'iollexcitah&c and oon,clIátaNc «IL<. 12i13~-I21.IUur 
dlff~ bmlli~'li .1IIm:in...; ha ... · ... ~n ......... rilw .. t ~v.:Iin:! Il\ 
tbe loo dIaIncllballbe) r«oplÍ.U; Na'·cbarulclol 1;'13-11. 
K'...::hauds 135-371. a rnunnch [."O;¡ and Ca~- cflannels 
1 ~Y-l2(. The ~OQ .aod diAAt:ouúon of dJei,e ~ 

acli~ ~IS dcpcnd on the spodt'Ji nnokr !nIdy. ThtlS. 
the ~ and c~lCriz.Lt.ion ofpcplidcsand ~ from 
~.,. ~hnuld he ukn. <I~ Mn~ dala ((11" lhe- nm-c) 
",}"~nf~on~. 

Yr'IIeII_ fiN i.WJhud the cONA ~ flUm C. J('ul,lf" 
mflrS fl'OOl Tuc~. Arizooa ",nd q¡hmillCd oof dat", lo lbe 
GcRt"'U_ in lhc ycur 2000. undcr lhc- name C. st1J/plHrd(UJ' 

\\oilh thcialcnli(lfl ro be con,.;i,..lenl .... illl (lfc~;iuu.. ¡lIItlli~ioo~ 
11'),2.1.2.1.0.4-1], OQ Arunna ~1lIft~. OOJ dtq ~re nnt 

.KcqItt.d .u hc:lllllgiq 10 me spccics e .wu/ptumlll5_ ~ 
'IIo'CfC rqis&....-lIftdcr lhe rwne ni" e ... trlia,uJ.I. In \~'oI me 
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A 
C.J.~ _ •• _. __ • ______________ 1ülIIIYIl"l'~IQll'GlliLl~rntVfll'U'IGG 
c . ..:" _______ rsnrn.VWTUSMIIIl"I'A,r.SI.rftl:EIGllPGSLI~I'YI[f'Ytl'MI'D!'QG 
C. _ ________ ~:~UIZ.l~.Ll~'nlv"'_,.."..;'~UUQlO 

A .... ~On.JllW.IIG~lIIIIRoIiiUGl/llI511UOll'Jtt1'l"l'SlllPI..'llI'nMrHl.JOC¡ 

f'(;(fIIl.~'!'p~T1~ 
_LV,.~jtl~PJI.~.V'lPP_~vm.rl~ 

1I'GIfIIt.~~l'~.Vft'P.~V!lLTlf1I.I.IIURti 

~'PII1.:.J' .. ~.VH' .. _~PIIIIIJf'.un~ 
"t1.GA!MF!Tn_ .. """"'" .. !·!.l"VIIBIM'f'T~IftILL~AQGG!) •••• PI .. J 
"'Sn.G).TIlf"TTTT~ .... tn~'IIt.t.U.&LFI1'.AGll.T'nILL~iIOIlIIID_ •••• I.LT 

Hll.Glo¡MFn-nTW I;Z:""'~""'-l.~~ 
SSlllalSUl"'.JIVt1~!~~····l'll.T 

OIlI.f'lf1"QlllEVIU'(;fIQU54l1~AIcat.erlV11N1R11r_~YFU.\1?!: 
1IIJYWr~ILIl.Nf'QU""I_El'~--..AI=u;rI~lM'M_; 

""""FTGIIPEYTTLt~l'I$WIIll;l[aC;l~_I~~~Trl'MTI: 

O~LI'lWP'GIIPCVYILI~IS"l~ll'CIIl..5k1fAMLGlo:;ru:;rI_~lF'1"SJ1.ft'l. 

J"VPTG¡l{ll"fhil.A?t.I!GIS~A1Qf'Ir..nvoa.Tm:tAJG5Ull~IITJI'L.l 
¡A1'M'Cll{lf'5A.UUi4$" ....... 1.QF1~ •••• _._ •• ~n.l 
l .... P'JVI.lf"8NCIII ••••• T,..._ .. _.~ ________ .I_."~---
l"l'PTQlI'iVl'PiIAnltoO:J~ISI~¡fI:ITlgr¡¡,~Im.5I1SSICIIUlorr1'YW!!PIITVLSIIGII\lPJllJS 

¡;lVEWl"Plll~ 

(¡JYILAlISJ5.Lt'I- __ ----------

B 
C.,,~ ___________ WSIIPUIIIQLIIP'l'IIOHIltl'.Y.'I"'IlTVLVF'Il'V6Glr.AII'l'1'utRl'lVElGOEllr""'TFfPIIIV1.L!' 
C.j, __ • _________ VSl'l~!.IIrf"IID'I!IH\.,.--_V!'I,T"'l.\I"f"'IliGn.'I1IT'""(-I'"I~ll:rAO:Tf1""V;L!F 

C •• e Ml~~SIIl...,.._'VETVl.""l'\'&lilUWTf¡MQ'JVJlQQ.EIE¡l"I'n'l_'I1Lt.l' 
... __ MS~nAIIBLJ:5~!~TV"I1~lZIIIICnIP:Jn.1.! 

1An'SLJ.vr.~~~IBf06rm.ru:.~nN 
IAnStro't.'·~lJl,~rttsDrl.:lItf'IlII¡f'lIUIU.~ILnss 
1""~U~'tn.~'r.~~TIml5PMLPL1!.~LLtrll!.tTVI.l ... OVr:1ln.ITSS 
ICFl'StJ.lt .. r.;'MIYRPPl'StI[SIC11QWniS'E"P_:::I!FUIII~I_Il'J.JI"I"I1'S': 

DVl~r:.:'IIlJ'GIo 

DV1,,~~~IlfIIPGL 

OV¡H~_!NRP<:l. 

OVJH~&1.GI_'Vi'G1IIlllQUfLtSKJIi'G: 

" 

h.i.~"\""",,,,·,.J_,,,,,,"c<k_""IiwIo ... ~ •• H:OXI ... Ii{""t».;II.~C~.1t1ú.,,¡.J.J...t(·.J.<~ •. lk..:quc:lO.'~~I-'-'.,."'¡~ 
Il~A"""~"""'f'<"""_...",..n.-dIwr~ .. jdlNl"'A 1IIAU(. ... _(·.~N.-._._~ ...... ~.I-"""'-ldilror-l~ .. -dI 
.\._.(·.CIó.c.oo;.c. ... _ .... ~of.~...-IIiJc"N.C .. :nA-..w...("."~.;mdCliIyVMI .... _~!"forcml.A.-.:IIOrO». 
11 ¡ .. B. T""~""I","..v,,¡.1 ~ """""""Ih<-;"" ... .;.¡ ...... u.."..,Ia .. re-¡tdw< ......... ipmnoo.,.[ A. ""'>fr,." n.."'i~~ .... '<'k.~ 
""m~('1u .. uIX~,<k.m¡"¡,dins.:<IiclR~.(' ..... _""'in"'.,,..,.. docl'l"P..,i"<>CIoid"k.~<:id<nUIy.~tr.ld .... innril • .....,....,.II.....,dw_\"OIIlINo 
~ . ..-bcto~n~ ..... ~·r"" ...... r_ ... :_ n.-ddo"dli""" .... ..,~..r~~""".:-; ......... r.p. ......... jti<_I_]l]r« ... ....,r'()xl\.\)~ 
(:(1)( U.H , ... Id 'Il,,,,,,,,t./ .. (!hr """"""" ..................... .wi,{·-Io:rmiadk1" ..... ,"""", .. dct..-nni1k'<l("",,'A¡ n."...,. ............ ,.""""" ...... ,io. .... ,,{""'l ........ "" v."'" 
duc .... ,"'" .... aIQl~ _J r,,,, "'"'IO<"PX 1,~""~k"'I .. k-, ..... <oI , ... I'CltI. 

rc..:uk.~ pr..:sc1JlOO bere.md ~earHer publif.bed b)' COIVIY. 
el ;d. lli l. Ibc inf(JfJll;,dj(1II prcscaLly illoailabk iD Ibe 
GeneRank C'~jl1g tncloood cONA ~s nf e .. JiJi
mudu mu~t be K'\.~. lt i~ c1c.lI" {rom tite ScdiOll J. Ihal 
hiodlemical. gc.nclic and C\lllali<wm.y dilIcl\'l1I:C!'i bcll\l."eO 

thc!.C t\\~ ~ic!; nf foC\WPIf1O' jtwjfy die origlMl dmlica
¡ion o{\\\'xld 1..\1 and I.!wlIl!! 1291- ¡e, difJcl\:lIlsp..·uc:.. 

.J. l. Lcrlw1in·It'Jli/r.t: 

Th<' ~ullló i'ihnwcd 11131 ~ ImlClty oí me vcnom hlllD. 

C. s.-ulptllrtl"'s jo¡ f\I1{ ~gnifil;lIlIly dillcretlt fmm lhal re· 
poru-dhy Slahntt IIJland P.cr:e.tlaJ·1141.0 .... daI3COD1paR 

'1U11.C v.dl "nh Iho!ic: oblainc-d wilb C. ,. lim¡>i.hls. ¡¡DoJdlcr 

5COCpi.oa ~ 10 hum:m..~ (161. ~ ~ fOQllll 
VlIIllllioo on IIN: \:alllI: lIfW.;¡o (!'(I'ír lclhal dfo'lCSJ fordllkt
cal ~lh.J1lS o(l1\i«. Dtpendinjtoo me suma ot mkc tbc lDSO 
can \'al)" fmm 0.,.1 l:'ítrain SSA whitcl 1<:> J'I mgltg 
(BALBA:. 'Ilonru:). MM!. ni ~ lIlhcr grair1~ ll."SIoo. by Ata,nn 
~l;d.116In::MlkcdiDLD'\"dv:;cto l~lmyq ~ ... ~ ..... 
11 i~ abo im(WtllM 10 nme lflar 0lIf Jbru¡ dn 1101 reRea ~ 
ocLcnIl.Ulal.iuru. oí W~ (.1Ip.am. ro a"\VId usa¡.c oi many mi· 
lmIl~i hui. ¡" a good indicaljulI (Ir !be IOi\ic p:llellcy nI" OOIh 
vcaom. ... loo rewllli ni' lbe Iclllallty Ic,;i~ 1I:\i1l!! lbe \'CnIIm 

fmm C. ... o;ilianJa 110m S.1ja California an." ;;ignific.andy 
diftCren!. HJrmcn..rc. dK5t dala ooru1nn mtdtal oM::tva 
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F:·:=- E'·-·· I c. J.- ~._lH_ 

'----- JI. _ll.f.... .. _HiÑe. 

FI, ~ t: .. ".ed..,-k>!cMlio.,""'.,¡CWl:I ..... COXII ....... C~mr.....", 
udC."+_'" L"ÍI.-I,,,..,..,..._,_"¡~l.:nbdk~ 
~ ... co.'\ 1 (na C. J4.-wlpnt,.,...C. aIIic"'" e l. _aJ,~ 
...d/ikI ... "J'b¡,. ~jQ¡¡r_ .... _ .......... '" uJ dt--= lo.-" ( __ 

~_'- ... ......, .. ..,W{í1IJ_ ... ~ly~<'II<'~ 
"<:"'.'-''' .I(IIJO ~"""....u.J.. ... _Rapbt..-.L 1be-. • .....alLo. r ... ('''OJI. 11 

liomo o': bUmlIII a.;cidcnb oXcunOO ,,'¡lb e J("ilipltnUlln oí 
Aru~ ... ~. e a¡¡jn~,ul(/ of 1LIj.ll CalifurDi.a.. Thc Ür.;a lII1C 
~ iJ ddiailcly mcdiclil ~ 128.'151. coaJinood b.,. 
UIlpIItIisbcd obsef""aÚOIJ!¡ by onr: ol ~ cu-;Bnllln <JI. dw 
""~ IL.B." CJOfl1 me ~ CalCl inArizanL v.'heccu Ihc s«_ uoe Croen Baja CallConai.a n:pn='n~ no m.J;. úr bu

maa I fIC~ cxpcriencc o( Ihc Iint aulh<'Ir o, tl'lis ~mtI· 

nic.uion). '(bi!;; (acl was addIOOoaIly ronfirIned by rc",cwin~ 

!be II1Cdlul ra."t'lf\b;. '" thc :oQuon;al lm1itutc of Publk 
HC>1Ilh. ÍI1 Cuem:r.'X4. Mclll:ioo. lbi,; In~in~ 00" acíllllfllcb" 
SlalistKal 1«00.1 of ~orpioo ~atioo CL'<I;:S iD tbc coWllf)' 

lMexicoJ md LM4! ¡Ji no ll!IL"IJftI oIliIUl accidnJl. .. in BOl';;' 
California. duc 10 ~oru; ,data dO( dIoI:l'Ol. Tbu~_ dk' 
vconm rnwn c. _",-'m/llHm¡US is dangrRlllS In bumaus.. hin Ihe 
\'<:ft(1f8 oi C. f!.\ilkuIttJu ¡,. Ik't. 

lJ1.iog MaxiK ctaanncls. expa~ in ooq'ICS. 11 .... 'a'S (IOr'

~hk tt'I .~ me existenor Ñ lIWhd ph:.~~icaI dilfer 
CDCC!'. loI.-bcII botb ,"COOIJl$ .. ere c:omp;Ir.atMly <lSSoI~ is 
dw ~lIic toa-dwmd. It is...m mnuioai,,!-1baI bIodi:
adcoíMu.iKcbanncl ~wmcoltJJc!;cklXdl!i" DCIt ~ 
i'oalily cau.o;e~ IOxkity ~~ 00 aperiment31 anünals. 
a.~Q)'OO in vivo. Owybdotoxil .. .u ~ fint ~CK\ lOltin 
ilpeCitic rOl' MuiK <bcrihed 1211. Injectioo ni" charyhOOl
mUD in ~X("ILUIIDl.'llt;d m~ doIl:!; tKJt cau~ ~~c iOloxi
CIlltoa~ympc_ (c. Milkc.pm;on.¡I~OII).1bis 
n;.~1t ~ ""' r;:nQtraJict ourdáa. AI~ C. ~ .. i/;.-.lItdo 
Idhalily te<i1j. (Jo« Tahlc 1) ~ 10 he n lOXJt: dum .tw o{ 

c. lTMIpIltftlllU. uas tbc 0fJC Ihalha\-e Uldkcúl'C~ 
I"nr I~ hlnd* nf.he MmdK (Fig. 1). ~ clirúcal muaile<;.
t;d.itW lOUPd "ib.:n iDj«tin@ \C8OOI Ifom C. sc:tllplUl'UhL~ 
ilUUOlI-m31 thc IOUc efl"ed ~.., in viln, ;..: pmb.Ihly _ lO 
pcpudc:I; b afflXl otbo;r ~ iao; il h ccrtainly 
~ roe dJe Na· --dmnocl ,;pcrific lO.ms 1201. 

4.3. If»IA r"~fflg 

Ir WC' oom~ !he 3mjM acid tt.qUeACe Ñ tnxilU direcdy 
iktCfllllinro Ity l:rlman dcgmd;lt1Pl wflh tho:;e ~ fnom 

lhe cONA clMt:~. il mlghl he .-.~hle tI:' lind C'l.."!!"Uin ~ 
uf ideality. _o. bdwee"I1 ddlcm:il ~ies 01 ~. 
Whcn !he fu1I ;uniD() add seque~ <tf ,all the\c pqIIiok.; 
Ilerome~-;Ubble i1 IIIo"lJUld b: IlOl ~ if:some ~ 
110m botb!ipOC1CS wm 0Ul1O be tdalucaL 'lbu "'"a!l1OIIftd for 
&he czo;e tlI"bulanlonD. a K'" -dwmel specilk lO:c. ... ~ in 
ideabad lOna in Ibc- venoDl d ( .... r ddkrctlll ~pccics t10f 

lIaIIpillllli oflhe ~us 1i,.UI~: 1: ~ T. ~ T. 
rli1:",.-s 146) vwt T. ,rjrjtwt"" 147). ~ di\oetsit)- md 
\-"lIri.toas oflbr-cONA gene: KlllDe.DL'Cl> (uund wbeaaupa
ing C. uirKdUtla Crom Baja California wilh C. S~,II.!" 
rmm~~ a re~ iodicatioo tkd ttu..,.. ~I()I 
IWOdHtinct ~nf~~ . 

~,~. n',dÚ~H~II<.-IIIWlI)"3"js oJ/ Vtf"'* ltni/u 
and (,-kl<ill'Omt' u.r¡do_~t'l 

A pby~ic unmotcd Ircc-,wdng theDl:ig"-t'lnUr-jnining 
metbod 1121 wz ~r.ded \l-'iIII1be amillO xKl !CqUrIICI!"~ 
coded by au tbc d>NA ~ dnood from C. f.!~I. 
~ ~ Q"'~ tu ~ lilmiIM tu ~ 
NaT-duftneIspc.cilic lO!tin~(f-'jg.6..ldll. Similall}:. ftWcom 
paran.~ ~li, die dodlll:Dl .wnino .1II::1d f.I.'IIucna:II. Iium 
16!caes donw (mm I~ soorpim C. IiflrlpluMIt.i IRI "'l'I"C 
JlM~-W ~ wjlh !he 11 pqxidc.-<. nr í .. ,m."l)uJ.l 
flo,g..(t. rlgbtl. 

tbo.--lefi rancl in Fi~. " ~~ Ihat lbe p.!fltitb. ntuinOO 
(rum C. r ... i~ h.w~ il1lfKJl\ólnl ~imibrit~ alloollgh 
sirualCli in .. 1ea~11'\I.U ~cd hr.mcbes. \\'ben thi$.~r
sr.. ¡Ji pcfformcd Vl.itb all the J.;:llCIi dontd from botb ~ 
(riglu pandi. il is.clcar tJm mtlIiII ore. aifk."ú 1Ieq~ 
are: dUSkTcd .wund !he: middle P{I tIC" p<lfIfIic. '.\'hcrus ¡. ~ 
uppcr and ~ CJ;In"~ are dJm;c frmn C. Iinll(H .. ,aIfH. 

c.xccpt ,Oc Cexll aod. CexI3 lbal commoo!y ~. sitod 

11f. 11. l'--d pIt~ ~ DÍ -w .ro. c. alliI--'r.m.:l 
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CAPITULO VI 

DISCUSIÓN GENERAL 

Durante el desarroUo de esta tesis, se abordaron distintos problemas relacionados con la 

filogenia y evolución de los alacranes a distintos niveles jerárquicos. En primer lugar 

haciendo una contribución al acervo genético sobre este grupo tan controversial, se 

obtuvo la secuencia cotn¡lleta del DNA de la mitocondria de C. [impidus, lo que pennÍlió 

determinar las diferencias y similitudes primero entre los dos alacranes y después con las 

demás especies dentro de Chelicerata, las cuales incluyen a la especie basal del xiphosuro 

L. polyphemus; algunas especies del orden Acari, que es el mejor representado, y algunas 

especies de Anmae. Esta contnbución además permite realizar pruebas de frecuencias 

relativas para la comparación de linajes y conocer sus tasas de evolución. Aunque esto 

representa una pequei\a muestra de todos los ordenes que componen a la clase Arachnida, 

el análisis no apoya que los alacranes sean un grupo basal hermano de los demás ordenes 

de Arachnida como apoya Weygoldt y Paulus en 1979. Por el contrario los alacranes 

aparecen como grupo hermano de Anmae, el cual es considerado uno de los grupos que 

se han derivado más recientemente. Esto apoya la propuesta que algunos autores hicieron, 

como Lankester en 1881, que hace la división entre Aerobranchia y Lipobranchia y 

Shavrov en 1966, al considerar a las aralias y alacranes monofiléticos por la presencia de 

pedipalpos, otra de las propuestas habia sido la de considerar a los alacranes relacionados 

con los Acari en un grupo denominado Latigastra, este grupo propuesto por 

Petrunkevitch en 1955, no se ve apoyado con el análisis realizado. En los trabajos más 

recientes (Shultz, 1990 y Wheeler y Hayashi, 1998) en donde se incluyen también datos 

moleculares, muestran a los alacranes como un grupo derivado más relacionado con los 

Opiliones, Pseudoscorpiones y Solifugos, debido a la ausencia de representantes de estos 

grupos no nos es posible descartar estas relaciones. En este trabajo no se utilizaron las 

secuencias completas del DNA mitocondrial debido a que muchos de estos genes son 

muy variables, tal es el caso de los tRNA' s y de algunos genes que codifican para 

proteinas como ATP8, NAD2 Y NAD6. Los Xiphosuros representados por la especie L. 
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polyphemus fueron utilizados para el análisis filogenético como grupo externo, ya que es 

considerado el grupo más ancestral dentro de Chelicerata. 

La segunda parte del trabajo incluye el análisis filogenético del género Centruroides. Si 

tomamos en cuenta que la 18milia Buthidae tuvo su origen en el continente llamado 

Laurasia, que hasta hace apenas 15 millones de ailos se unieron Norte y Sudamérica y 

que este género sólo se encuentra en el continente americano (Nuevo mundo), podemos 

ubicar a México como el lugar ideal para el estudio de las especies que dieron origen a la 

diversidad existente dentro de Centruroides. México presenta una gnm diversidad de 

alacranes, pero todos los que son considerados tóxicos para los humanos pertenecen al 

género CentnJroides. 

El anásisis filogenético se llevó a cabo utilizando datos morfológicos y moleculares. 

Como se muestra en la Figura 4, en donde los grupos obtenidos a partir de los datos 

morfológicos se distinguen por los colores y se encuentran sobrepuestos a la filogenia 

obtenida con los datos moleculares. Las diferencias se observan claramente ya que 

prácticamente ninguno de los grupos descritos con los datos morfológicos se encuentra en 

un ciado definido, el conflicto entre filogenias de datos morfológicos y moleculares no es 

nuevo (HilIis y Wiens, 2(00), sin embargo, ambos resultados nos permiten resaltar 

algunas de las características más relevantes dentro del grupo. Uno de los caracteres 

morfológicos más utilizados para diferenciar especies en el campo es la presencia de 

rayas en la parte dorsal del carapacho y mesosoma. Hoffinarm en sus trabajos sobre 

alacranes mexicanos llegó incluso a clasificarlos en rayados y no rayados. Esta 

clasificación está apoyada parcialmente en ambos árboles, ya que se muestra una 

tendencia de los grupos por favorecer la presencia de especies con rayas ó sin rayas. De 

los otros grupos nombrados de forma convencional tomando en cuenta caracteres 

morfológicos como Gracilis, Bertboldii y Thorelli (González, 200 1), sólo el grupo 

Gracilis parece formar un ciado bien sustentado, con los datos morfológicos, sin embargo 

con los datos moleculares, las especies que lo componen no forman un grupo 

monofilético claro. El grupo Bertboldii, no presenta sustento en ninguno de los árboles y 

como se mencionó en el artículo con el análisis morfológico, parece ser un grupo 

formado por aquellas especies excluidas de los demás grupos y no formado por caracteres 

compartidos entre ellas mismas. Finalmente el grupo Tborelli es monofilético en el árbol 
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con los datos morfológicos. este grupo 00 fue evaluado con los datos moleeulares ya que 

no fue posible obtener ejemplares debido a SIl limitada distribución y abundancia. l.a 

ónica especie analizada fue C. thoreUi que aparece en el segundo ciado fonnado por 

especies rayadas principalmente, caracterfsti<;a que esta especie comparte. Por 01ro lado, 

observando la distribución de las especies reportadas como tóxicas para los hUlllllllOS, se 

encuentran en conflicto comparando los dos árboles ya que en el morfológico esIas 

especies se eocuenúan como derivadas y en el molecular como especies basales. 

r--------I.mW ... po/)~ 

f------_...,.."....... 
. Meso/RdJrru gI_ 

Cnama * 

Figura 4 Filogenia obtenida a partir de datos mo1ecuIares, cada uno de los colores 

representa el grupo definido a partir de datos morfulógicos. El verde representa a las 

especies del grupo GraciIis, el azul al grupo 'fhmilli y el D8J8IIja al grupo Rayado. Los 

asteriscos marcan a las especies tóxicas para el hombre. 
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En la Figura 4 también podemos observar que la mayor parte de las especies toxicas para 

el humano recaen en el grupo denominado Rayado, sin embargo, en la filogenia 

molecular no forman ningún grupo, lo que sugiere que los componentes del veneno 

tienen un origen muy antiguo ya que la toxicidad hacia el humano se presenta a lo largo 

del árbol filogenético en especies alejadas que no fonnan clados. 

En la tercera parte del trabajo, se diferencian a partir de distintos tipos de información 

(moleculares, filogenéticos y de importancia médica) dos especies que hasta el momento 

eran consideradas como sinónimas. Uno de los puntos interesantes es el de separar a las 

especies con el 10"10 de diferencia al comparar los genes COX, esto se ha considerado 

para algunos escarabajos, sin embargo en el caso de los alacranes podría aumentar esta 

diferencia ya que son organismos má~ antiguos aunque menos diversos. 
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CONCLUSIONES 

En conclusión este trabajo hace una aportación importante al estudio filogenético de los 

alacranes, tanto en su relación y posición evolutiva con respecto a los demás Chelicerata 

así como del conocimiento sobre las relaciones evolutivas dentro del género 

Centruroides. 

La secuencia completa del DNA mitocondrial del alacrán C. limpidus, permitió 

compararla con otras y obtener diversas conclusiones, como: 1) El contenido y el arreglo 

genómico mitocondrial. está conservado dentro del subphylum Chelicerata; 2) La 

estructura secundaria de los RNAs de transferencia predicha, la comparten los 3 distintos 

ordenes de arácnidos secuenciados y esto puede servir para determinar la monofilia de la 

clase Arachnida, ya que puede ser una caracteristica compartida desde su ancestro 

común; 3) Con estos datos los alacranes no aparecen como el grupo basal de los demás 

arácnidos como se ha supuesto en distintos trabajos. 

El análisis filogenético realizado con datos tanto morfológicos como moleculares 

utilizando distintas técnicas de reconstrucción filogenética, apoyan que el género 

Centruroides es monofilético. en ninguno de los árboles obtenidos se muestran laxas 

sinónimns. por lo que podemos decir que todas los laXas presentados son especies 

independientes. También se hizo una contribución para diferenciar a dos de las especies 

más controversiales en donde se concluyó que Centruroides exi/icauda y C. sculpturatus 

son especies diferentes. 
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PERSPECTIVAS 

A partir de la secuencia del DNA mitocondrial obtenida de C. limpidus. será posible 

selecciooar marcadores moleculares rnitocondriales y diseñar oligos específicos para la 

amplificación de genes o regiones que permitan reali7Br diversos análisis evolutivos. 

Con la incorporación de datos provenientes de los diversos fósiles de alacranes es posible 

realizar un análisis para determinar el tiempo de divergencia entre los distintos grupos 

utili7Bndo relojes moleculares. 

El análisis rnitocondrial de los demás ordenes dentro de Arachnida, en particular los que 

han sido considerados los más cercanos a Scorpiones como Pseudoscorpiones y 

Solifugos, es necesario para determinar con certe7B la posición de los alacranes dentro de 

Arachnida. 

Dentro del género Centruroides. se podrían analizar especies 10cali7Bdas en el Caribe 

para determinar las relaciones evolutivas y evaluar su origen. 
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