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Resumen. Se presentan evidencias morfoldgicas y moleculares para reconocer a Centruroides limpidus tecomanus
Hoffmann (Scorpiones: Buthidae) como especie vilida y no como una subespecie de Centruroides limpidus (Karsch). Se

diagnostica la especie.
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Abstract. Morphological and molecular evidence are provided to recognize Centruroides limpidus tecomanus Hoffmann
(Scorpiones: Buthidae), as a valid species rather than a subspecies of Centruroides limpidus (Karsch). A diagnosis is

provided.
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Introduccion

Meéxico esta considerado uno de los paises con mayor
diversidad, ocupando el tercer sitio mundial.(Llorente-
Bousquets et al., 1996). La riqueza de alacranes le ubica
como el pais mas rico con aproximadamente 216 especies
descritas que representan 23 géneros pertenecientes a
las 7 familias reconocidas para Norteamérica (Buthidae,
Chactidae, Diplocentridae,  Euscorpiidae, Iuridae,
Superstitioniidae 'y Vaejovidae), con 17 subespecies
y al menos 52 que para 2001 esperaban ser descritas
(Beutelspacher, 2000; Fet et al., 2000, Gonzalez-Santillan,
2001; Gonzalez Santillan s.f.), a pesar de que hay muchas
areas geograficas del pais que atn no se han estudiado.
La importancia médica y biolégica de estos ardcnidos ha
hecho que a pesar de ser un grupo relativamente pequefio,
con cerca de 1450 especies descritas en el mundo (Fet et
al., 2000; Rein, 2006), se le haya dedicado gran atencion,
debido a su importancia en el ambito toxicoldgico y
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médico; aunque en afios recientes ademas del conocimiento
sistematico, se ha incrementado el ecologico (Brown et al.,
2002; Ponce, 2003; Yamashita, 2004) y los trabajos sobre
la biologia y comportamiento de algunas especies (Polis,
1990; Polis y Sissom, 1990; Brown, 2001; Ponce et al.,
2003; Contreras-Garduiio et al., 2006).

Hasta 1998, de la familia Buthidae se registraban en
el mundo 73 géneros, 529 especies y 165 subespecies.(Fet
et al., 2000), nimero que se ha incrementado con la
descripcion de 8 nuevos géneros y 116 especies hasta marzo
del 2008 (Rein, 2006). En México, el género Centruroides
Marx 1890 es el mas comun y diverso. Generalmente se
consideraba el tinico representante de la familia Buthidae;
sin embargo De Armas y Martin-Frias (1998) describieron
Tityopsis aliciae De Armas y Martin-Frias, 1998 con un
ejemplar bastante deteriorado procedente de la zona de
Tehuantepec, Oaxaca. La presencia de esta especie en
el pais ha sido corroborada recientemente (Vidal-Acosta
y Francke, en prensa). El género Centruroides contiene
actualmente 65 especies y unas 10 subespecies del Nuevo
Mundo. Para México se han registrado 29 especies, 5 de
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ellas con taxones subespecificos (De Armas et al., 2003;
Ponce y Moreno, 2005; Francke y Sissom, en prensa). La
situacion taxondmica para algunas especies de este género
ain no es clara, lo que ha llevado a determinaciones
erréneas y como consecuencia se han descrito patrones de
distribucion en los que se encuentran confundidas varias
especies (Miranda, 2001; Herndndez, 2002; Ponce, 2003;
Ponce y Moreno, 2005).

Los alacranes como grupo se consideran animales de
amplia distribucion; sin embargo, en el nivel especifico es
relativamente comtin encontrar distribuciones restringidas;
incluso, en escalas locales, las especies muestran patrones
de distribucidn espacial claramente influenciados por las
preferencias de microhdbitat (Polis, 1990).

La distribucion conocida para el género Centruroides
es desde el sur de los Estados Unidos hasta Centroamérica
y el norte de Sudamérica (Fet et al., 2000). En México,
el género se encuentra ampliamente distribuido y contiene
especies con distribuciones muy amplias como C.
infamatus (Koch) y C. limpidus (Karsch) en el centro del
pais, C. gracilis (Latreille) hacia el sureste, y C. exilicauda
(Wood) y C. vittatus (Say) en el norte (Beutelspacher,
2000; Gonzalez-Santillan, 2001).

De acuerdo con Gonzalez-Santillan (2001), en el
género se reconocen 4 grupos de especies: a) grupo
“rayados”’que incluye las especies de Centruroides
con 2 bandas longitudinales obscuras flanqueando una
banda amarilla mesal que le dan la apariencia rayada;
b) grupo “bertholdii”, especies con 8 hileras o series
de granulaciones en el borde interno de los dedos de los
pedipalpos y dorsalmente sin rayas; c¢) grupo “gracilis”,
especies con 9 hileras de granulaciones en el borde interno
de los pedipalpos, y d) grupo “thorelli”, especies de tamafio
pequefio con pigmentacion en forma de manchas sin llegar
a constituir bandas y con habitos arboricolas.

Centruroides limpidus se reconoce en la actualidad
como un taxén con 2 subespecies: C. limpidus limpidus
(Karsch, 1879) y C. limpidus tecomanus Hoffmann 1932.
Centruroides limpidus fue descrita en 1879, con base
en ejemplares provenientes del estado de Puebla (Fet et
al., 2000). Posteriormente, Hoffmann (1932) describe
poblaciones del estado de Colima a las cuales les asigna la
categoria taxondmica de subespecie, usando como caricter
diagnéstico la espina subaculear cénica y evidente tanto
en hembras como en machos que contrasta con la espina
subaculear poco desarrollada y roma de la subespecie
nominotipica, quedando desde entonces la especie con 2
taxones subespecificos.

La especie estd ubicada en el grupo de Centruroides
rayados en el que, con base en el patréon de color del
caparazon cefalotorécico, se pueden distinguir 2 subgrupos:
a) “limpidus-elegans”, caracterizados por poseer lineas
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bien definidas en el carapacho y b) “suffusus-infamatus”,
cuyo carapacho presenta pigmentacioén difusa o intensa,
pero sin lineas definidas (Gonzélez-Santillan, 2001). El
grupo de los Centruroides ‘“rayados”, tiene problemas
importantes en su taxonomia debido a varios factores,
como: a) la simpatria de poblaciones que al identificarlas
con los criterios morfolégicos actuales corresponderian
a diferentes subespecies, situaciéon que ocurre con las
2 subespecies de C. infamatus en Michoacdn, o los
registros de las 2 subespecies de C. limpidus en varias
localidades del mismo estado (Moreno et al., 1998; Ponce
y Beutelspacher, 2001; Ponce, 2003; Ponce y Francke,
2004; Ponce y Moreno, 2003, 2005) y b) la morfologia
tan similar entre las especies y subespecies del grupo, con
simpatria de especies “cripticas”, cuyas descripciones
consideran una variacién morfolégica amplia y una
distribucion geografica muy grande, provocan que con los
actuales criterios para distinguir los taxones se confundan
poblaciones de especies distintas en un mismo taxon.

Una situaciéon como ésta ocurre con C. exilicauda
(Wood) en Baja California y Sonora, donde con un
andlisis molecular se detecté divergencia genética entre
las poblaciones de estos estados, sugiriendo 2 taxones
distintos en lo que hasta ese momento se consideraba como
una sola especie (Gantenbein et al., 2001), aunque ain no
se ha hecho el trabajo morfolégico correspondiente.

Centruroides limpidus limpidus se distribuye en
los estados de Guerrero, México, Michoacan, Morelos,
Querétaro y Puebla (Fet et al., 2000; Gonzélez-Santillan,
2001; Coérdova-Athanasiadis, 2005; Jaimes, 2007);
mientras que C. [limpidus tecomanus se registraba en
simpatria con poblaciones de C. limpidus limpidus en
diferentes localidades del estado de Michoacédn, sobre
todo de la depresion del Balsas (Moreno et al., 1998;
Beutelspacher, 2000; Ponce y Beutelspacher, 2001),
situacién que posteriormente fue corregida al esclarecerse
con la descripcién de C. balsasensis Ponce y Francke
2004, taxén con el que estaba confundido. Actualmente,
C. limpidus tecomanus se restringe a los estado de Colima
y Michoacén, sobre la vertiente del Pacifico (Ponce, 2003;
Ponce y Francke, 2004; Ponce y Moreno, 2005) y algunas
localidades de Jalisco (Jaimes, 2007) (Fig. 1).

El andlisis morfométrico representa una herramienta
util para el reconocimiento de diferencias entre poblaciones
y la posible presencia de 2 o mds taxones cripticos en
una regién, como muestran los trabajos que llevaron a
la descripcion de C. balsasensis, especie endémica de la
depresion del Balsas cuya existencia se advirtié a través de
la divergencia genética en las poblaciones estudiadas de
Centruroides y que llevo al planteamiento de la hipdtesis
sobre la presencia de especies cripticas (Towler et al.,
2001; Ponce y Francke, 2004).
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las diferentes poblaciones,
identificados  como las
subespecies en  estudio,
conformaban agrupaciones

estadisticamente  estables
y se utiliz6 su vecino
morfolégicamente mds

parecido y geograficamente
mas cercano (C. balsasensis)
para reconocer las variables
que pueden ser definidas
como diagnésticas  para
separar las poblaciones en el
analisis.

R El analisis se inicio

Figura 1. Distribucion conocida de Centruroides limpidus limpidus
de Centruroides limpidus tecomanus Hoffmann, 1932 (tridngulos).

En este trabajo se presentan los resultados de andlisis
morfolégicos y moleculares que fundamentan el cambio
del estatus taxondmico subespecifico de C. limpidus
tecomanus Hoffmann 1932, por el especifico: C. fecomanus
Hoffmann 1932.

Materiales y métodos

Analisis morfologico. Se recolectaron ejemplares en
campo con ayuda de ldmpara de luz negra, se preservaron
en alcohol 75% y se observaron con un microscopio
estereoscopico Stemi DV4. Se compararon ejemplares
adultos de ambos sexos para determinar caracteristicas de
coloracion, ornamentacion y estructuras morfoldgicas que
pudieran ser complementarias de la forma y tamafio del
tubérculo subaculear que Hoffmann (1932) utiliz6 en la
definicién de las subespecies. Las mediciones se hicieron
con el mismo aparato, con ayuda de un ocular micrométrico
de 0.1 mm de precision.
Analisis morfométrico. Se tomaron datos morfométricos
de C. limpidus limpidus y C. limpidus tecomanus, y
de ejemplares de C. balsasensis que se encuentran
depositados en la coleccion aracnoldgica del Laboratorio
de Entomologia Bi6l. Sécrates Cisneros Paz, de la Facultad
de Biologia, Universidad Michoacana de San Nicolds
de Hidalgo y de la Coleccién Nacional de Aracnidos del
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de
México.

Se analizaron 138 individuos (69 hembras y 69
machos); la lista de ejemplares utilizados y su procedencia
se muestra en el Cuadro 1. Se exploré si los individuos de

con 2 matrices, una para
hembras y otra para machos,
con 39 variables cada
una (Cuadro 2). A estas
matrices se les aplicé un
andlisis de correlacion multiple para identificar variables
con informacién redundante (correlaciones de Pearson
mayores de 0.9) y un andlisis de componentes principales
para identificar las variables informativas (mayores
eigenvalores) y asi eliminar ruido en los datos (Gauch,
1982; Gotelli y Ellison, 2004, Ponce, 2003; Ponce y
Francke, 2004). Posteriormente se probd la capacidad
individual de las variables para diferenciar los taxones y
se seleccionaron las que tuvieron diferencia estadistica
altamente significativa (p < 0.01), evitando al maximo
seleccionar variables que midieren directamente las
dimensiones de los organismos (para evitar el sesgo por
tamafio) y asi se obtuvieron 2 matrices, una de 9 variables
para hembras y otra con 10 variables para machos. Se
identificaron 7 variables que son estadisticamente distintas
(p< 0.01) entre las muestras de machos y hembras de C.
limpidus limpidus y C. limpidus tecomanus, ademas de
1 variable en machos y 3 en hembras que no tuvieron
diferencia estadistica con los ejemplares de C. balsasensis,
situacién previamente establecida por Ponce y Francke
(2004).

Andlisis de agrupacion y andlisis de componentes
principales (ACP). Las matrices de 9 y 10 variables para
hembras y machos, respectivamente, se usaron en un
andlisis de agrupacién mediante la técnica de varianza
minima o método de Ward y el de promedios aritméticos
no ponderados (UPGMA), para evaluar la estabilidad de la
topologia de los dendrogramas generados. Posteriormente,
se aplicé un andlisis de componentes principales como
técnica de agrupacidén para reconocer las tendencias
en la formacién de los grupos e identificar las variables
responsables. Estos analisis se hicieron con el sofiware

(Karsch, 1879)(circulos) y
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Cuadro 1. Relacién de localidades y ejemplares utilizados en el andlisis morfométrico

Localidad Taxon Num. Num.
Machos Hembras

Los Mezcales, Mpio. de Comala, Colima Centruroides limpidus tecomanus 10 10
(103° 43’ 00°0; 18° 43” 59°” N)
Faro de Bucerias, Mpio. de Aquila, Michoacan Centruroides limpidus tecomanus 10 9
(-103°30° 03*” O; 18° 20 09’ N)
Rancho “El Jagiiey”, Mpio. de Gabriel Zamora, Michoacan  Centruroides limpidus limpidus 9 10
(102°02° 35 0;19°09* 11°° N)
Tzitzio, Mpio. de Tzitzio, Michoacan Centruroides limpidus limpidus 10 10
(100° 55 5’ 0; 19° 35” 00’ N)
Arcelia, Mpio. de Arcelia, Guerrero Centruroides limpidus limpidus 10 10
(100° 16’ 00°* O; 18° 16* 59°” N)
Cerro de Turitzio, Mpio. de Huetamo, Michoacédn (100° 55°  Centruroides balsasensis 10 10
35”7 0; 18°32’ 25" N)
Churumuco, Mpio. de Churumuco, Michoacan Centruroides balsasensis 10 10
(101° 38’ 46’ O; 18° 39’ 39" N)

Total: 69 69

JMP version 6.0.0 de SAS Institute (2005).

Andalisis molecular. Mediante la técnica de amplificacién
por la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR;
Simpson, 1997), se hizo amplificacién de DNA y posterior
secuenciacion del fragmento de gen mitocondrial RNAm
16S de 21 ejemplares, 6 identificados como C. limpidus
limpidus, 4 correspondientes a C. limpidus tecomanus, 4
de C. infamatus ornatus y 1 de C. infamatus infamatus,
taxones con los que poblaciones de C. limpidus son
parapdtricas y con las que incluso se les ha registrado
como simpdtricas en zonas de transicién del estado de
Michoacan (Moreno et al., 1998), ademéas de 6 secuencias
de C. balsasensis, especie que anteriormente se confundia
con estos taxones (Ponce y Francke, 2004) y que en el caso
de C. limpidus limpidus se han registrado en simpatria
(Ponce y Moreno, 2005). Las secuencias tuvieron un
tamafio de aproximadamente 400 pares de bases, y se
alinearon mediante el programa Clustal X (Jeannmougin et
al., 1998). Para completar el andlisis se usé una secuencia
de C. exilicauda previamente registrada en Genbank
(ntimero de acceso: AJ288639) (Towler et al., 2001) y una
de Centruroides nigrescens (Pocock, 1898) recolectado en
la localidad de El Faro de Bucerfas, municipio de Aquila,
Michoacéan (nimero de acceso: EU499947), como grupos
externos. Todos los cladogramas obtenidos se enraizaron
con C. nigrescens, especie del grupo de Centruroides
“no rayados”, para ayudar a la definicién de los clados.
Las localidades y nimeros de acceso en GenBank de las
21 secuencias utilizadas en el andlisis se muestran en el

Cuadro 3.

Las secuencias obtenidas se analizaron primero
mediante el método de reconstruccién filogenético del
“vecino mas cercano” (neighbor-joining) que es la version
simplificada del método de minima evolucién (ME) en el
que se genera un solo arbol final y posteriormente aplicar el
algoritmo de ME para probar la consistencia de los clados
obtenidos. El método de remuestreo o bootstraping (con
500 réplicas) se aplicé para estimar el grado de soporte
de los clados. Los pardmetros utilizados en el software
fueron: nimero maximo de arboles retenidos = 1; inicio
del procedimiento con un arbol generado por el método
de vecino mas cercano; con 1 CNI (close-neighbor-
interchange heuristic search) recomendable por el nlimero
de secuencias utilizadas (> 15) y usando el modelo de
nucleétidos de Kimura-2, el cual admite igualdad en
la frecuencia de nucleétidos y considera tanto la tasa
de transicién como la de transversién. Para el andlisis
se utiliz6 el software MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) version 3.1 (Kumar et al., 2004).

Redescripcion
Centruroides tecomanus Hoffmann 1932 stat. nov.
Sinonimia (hasta el 31 de diciembre de 1998 ver Fet et al.,

2000).

Centruroides limpidus tecomanus: Fet et al. 2000: 112;
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Cuadro 2. Variables utilizadas inicialmente en la matriz para la clasificacion de los machos y hembras de los 3 taxones del grupo

“limpidus” representados en el andlisis (n = 39)

Medidas Conteos

Proporciones

Longitud total Niimero de dientes pectinales *
Longitud del cefalotérax
Ancho del cefalotérax
Longitud del mesosoma
Longitud del metasoma
Longitud de la mano
Longitud del dedo mévil
Longitud del dedo fijo
Longitud del fémur
Longitud de la patela
Ancho de la patela

Longitud del segmento
caudal I

Ancho del segmento
caudal I

Longitud del segmento
caudal IT

Ancho del segmento
caudal IT

Longitud del segmento
caudal III

Ancho del segmento
caudal 11T

Longitud del segmento
caudal IV

Ancho del segmento
caudal IV

Longitud del segmento
caudal V

Ancho del segmento
caudal V

Longitud de la vesicula
Ancho de la vesicula
Longitud del aguijon

Dientes accesorios externos del dedo mdvil
Dientes accesorios internos del dedo mévil
Dientes accesorios externos del dedo fijo
Dientes accesorios internos del dedo fijo
Tamafio y forma del tubérculo subaculear **

Longitud total /long. del metasoma

Longitud del metasoma/long. del cefalotérax
Longitud del cefalotérax/long. del segmento caudal V
Longitud del cefalotérax/long. del dedo movil
Proporcién longitud/ancho de la patela

Longitud del dedo fijo/long. del dedo mdvil
Proporcién longitud/ancho del segmento caudal V
Longitud de la vesicula/ancho de la vesicula
Longitud de la vesicula/long. del aguijén

*Dato promedio de ambos peines.

**Variable calificada por apreciacion. O = granulo poco aparente, 1 = granulo aparente, 2 = diente cénico pequefio, 3 = diente conico

mediano, 4 = diente cénico grande a muy grande.

Beutelspacher, 2000: 127; Gonzalez Santillan, 2001: 105;
Lourenco y Sissom, 2000: 133; Ponce y Beutelspacher,
2001: 63; De Armas et al., 2003: 94; Ponce, 2003: 111;
Ponce y Francke, 2004: 221; Ponce y Moreno, 2005: 45,
50; Jaimes, 2007: 35.

Tipos. Segun el catalogo elaborado por Fet y Lowe
(2000), con respecto a Centruroides limpidus tecomanus
Hoffmann indican: “Syntypes: 4@ (IBUNM), Colima,
Mexico; 144, 199 (IBUNM), Manzanillo, Tecomén and

Colima, Colima, Mexico”.

Sin embargo, existe un holotipo hembra designado por
Hoffmann, depositado en el American Museum of Natural
History, Nueva York (Lauren Esposito y Lorenzo Prendini,
com. pers.).

Diagnosis. Alacranes de tamafio mediano (longitud total
machos 67.2 + 8.4mm; hembras 63.4 + 5.8 mm); alargados
y con los pedipalpos y quelas delgadas, de color amarillo
a ocre. Caparazon cefalotordcico con 4 lineas bien
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Cuadro 3. Procedencia, taxén, nimero de ejemplares y nimero de acceso en GenBank de las secuencias del fragmento de gen

mitocondrial RNAm 168 utilizadas en el analisis

Procedencia (Localidad y/o Municipio) Coordenadas Taxon Num. Numero de acceso en
geogrdficas Sec. Genbank
Morelia, Mpio. de Morelia, Michoacan 101°11° 03** O;  C. infamatus ornatus 1 AF439756 (410 pb) *
19°42° 00"’ N
Tiripetio, Mpio. de Morelia, Michoacan 101° 20’ 52> O;  C. infamatus ornatus 1 AF439757 (411pb) **
19°32’ 43 N
La Caratacua, Mpio. de Coeneo, Michoacén 101°43° 05 O;  C. infamatus ornatus 1 AF439755 (409 pb) *
19°45* 37 N
El Cébano, Mpio. de Gabriel Zamora, Michoacan 102°04’ 20 O;  C. infamatus ornatus 1 AF439754 (408 pb) *
19°16° 20’ N
Zumpimito, Mpio. de Uruapan, Michoacidn 102° 04’ 13”° O;  C. infamatus infamatus 1 AF439753 (413 pb) *
19°21’ 25" N
Huitzuco, Mpio. de Huitzuco, Guerrero 99°20° 05 O;  C. limpidus limpidus 2 AF439763 (411 pb) *
18°18° 19” N EU499940 (390 pb)
Tacdmbaro, Mpio. de Tacdmbaro, Michoacdn 101°27° 04 O;  C. limpidus limpidus 1 EU492908 (391 pb)
19° 14’ 00 N
Tztzio, Mpio. de Tzitzio, Michoacan 100°55° 05° O;  C. limpidus limpidus 1 EU499938 (355 pb)
19°35° 00" N
Los Platanos, Mpio. de Santo Tomas, Estado de 100° 13* 30 O;  C. limpidus limpidus 1 EU499939 (377 pb)
México. 19°09’ 21" N
Caifién de los Cajones, Mpio. de Santiago de 100°25° 39 O;  C. limpidus limpidus 1 AF439764 (408 pb) *
Querétaro, Querétaro 20°40° 47 N
El Faro, Mpio. de Aquila, Michoacan 103°30° 03 O;  C. limpidus tecomanus 3 AF439765 (408 pb) *
18°20° 09’ N AF439766 (411 pb) *
EU499933 (388 pb)
Barra de Piche, Mpio. de Lazaro Céardenas, 102°19* 37 O;  C. limpidus tecomanus 1 EU949935 (385 pb)
Michoacan 17°58 24’ N
Tzirdndaro, Mpio. de Tzirandaro, Guerrero 100° 58’ 46°° O;  C. balsasensis 1 EU499934 (388 pb)
18°28 37’ N
Churumuco, Mpio. de Churumuco, Michoacan 101° 38’46’ O;  C. balsasensis 2 AF439759 (411 pb) ***
18°39° 39 N EU499936 (373 pb)
Cerro de Turitzio (Arta), Mpio. de Huetamo, 100°55° 05° O;  C. balsasensis 2 AF439760 (417 pb) ***
Michoacan 19°35’ 00" N EU499937 (395 pb)
Tzitzio, Mpio. de Tzitzio, Michoacan 100°55° 5 O; C. limpidus limpidus 1 AF439762 (405 pb) ***
19°35° 00 N

* Secuencias utilizadas en Towler et al. (2001).

** Secuencia registrada como Centruroides infamatus infamatus por Towler et al. (2001) y cuya identificacién correcta es

Centruroides infamatus ornatus.

*#% Secuencias registradas por Towler et al. (2001) como Centruroides limpidus limpidus y cuya identificacion correcta es

Centruroides balsasensis.

definidas, las 2 medias sin llegar al borde posterior, lo que
le ubicaria como un Centruroides ‘“rayado”. Mesosoma
con 2 bandas longitudinales obscuras a los lados de una
banda mesal de color claro. Las bandas obscuras estdn
formadas por manchas sobre el preterguito y el posterguito
de cada uno de los segmentos mesosomales, la mancha del
posterguito con forma triangular. La coloracién varfa con
las poblaciones, pero es comun encontrar en C. tecomanus
pigmentacién obscura en los extremos de los segmentos
caudales, fémur, patela y quelas, contrastando con el color

claro que en general tienen estos animales. La diferencia
morfolégica més evidente con C. [limpidus, ademas
del tamafio y la proporcién del metasoma respecto a la
longitud total, se encuentra en el tubérculo subaculear, el
cual en C. tecomanus esta bien desarrollado, es cénico y
la punta se encuentra orientada hacia la punta del aguijén
(Fig. 8). Adicionalmente hay diferencias en la distribucién
geografica ya que C. tecomanus se encuentra en la regién
costera del Pacifico de México, desde el sur del estado de
Michoacén en los limites con el estado de Guerrero hasta el
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Cuadro 4. Variables que tuvieron diferencia estadistica significativa en la comparacion de Centruroides limpidus limpidus'y C. limpidus
tecomanus. La comparacion se hizo con prueba de 7 para las medidas y Ji-cuadrada (X?) para proporciones y conteos

Machos

Variable

Media (= D.S.)
C. limpidus limpidus

Media (= D.S.)

C. limpidus tecomanus Prob. S

Long. total/long. metasoma 1.51 £0.04 1.48 £0.03 <0.0001 alto
Long. metasoma/long. cefalotérax 7.31+0.18 7.69 £0.25 <0.0001 alto
Long. cefalotérax/long. segmento caudal V 0.69 +0.02 0.67 +0.02 <0.001 alto
Long. diente. mévil/long. patela 1.03 +0.03 1.00 = 0.04 0.0023 alto
Longitud del aguijén (mm) 2.81+0.27 3.14+0.25 <0.0001 alto
Dientes accs. externos (diente. fijo) 33.34 +£2.69 35.6 £3.22 0.0006 alto
Tubérculo subaculear* 1.03 £0.13 3.85+ 0.37 <0.0001 alto

Hembras
Variable

Media (+ D.S.)
C. limpidus limpidus

Media (= D.S.)

C. limpidus tecomanus Prob. S

Long. total/long. metasoma 1.65£0.04 1.60 £ 0.04 <0.0001 alto
Long. metasoma/long. cefalotérax 6.04 + 0.27 6.41 = 0.24 <0.0001 alto
Long. Cefalotérax/long. segmento caudal V 0.84 £0.02 0.80 = 0.02 <0.0001 alto
Long. dedo fijo (mm) 5.68 £0.48 6.17 +0.53 <0.0001 alto
Ancho segmento caudal III (mm) 291 +0.24 3.37 +0.32 <0.0001 alto
Ancho segmento caudal IV (mm) 2.83 +£0.27 3.33+0.29 <0.0001 alto
Tubérculo subaculear* 1.63£0.14 4.00 +0.18 <0.0001 alto

*Variable calificada por apreciacion. 0 = granulo poco aparente, 1 = granulo aparente, 2 = diente cénico pequefio, 3 = diente cnico
mediano, 4 = diente conico grande a muy grande. Prob.= probabilidad; S= nivel de significancia (Fig.8).

sur del estado de Jalisco, con varias localidades registradas
en el estado de Colima; mientras que C. limpidus es una
especie continental con registros en el estado de México,
Puebla, Guerrero y Querétaro ademds del estado de
Michoacén, siempre en localidades con climas calidos
y secos; mientras que C. fecomanus al ser habitante de
regiones costeras, los climas son cdlidos y himedos, con
las diferencias de vegetacién que corresponden a estas
condiciones climaticas. Ademds de encontrarse en suelo y
rocas, C. tecomanus puede encontrarse por las noches en
los troncos y ramas de las palmeras u otros drboles llegando
a alturas de hasta 10 m (observacién personal del primer
autor); mientras que C. limpidus es habitante del suelo y
rocas; en arboles se les encuentra sélo bajo cortezas secas
durante el dia. Otras diferencias son morfométricas y se
presentan en el Cuadro 4.

Analisis  morfométrico. Métodos de  agrupacion.
La agrupacién obtenida para los machos de las
poblaciones analizadas, permite identificar 3 poblaciones
morfométricamente diferentes: una que corresponde a
C. limpidus tecomanus, de las localidades de El Faro de

Bucerias, municipio de Aquilaen Michoacany los Mezcales
en el estado de Colima; otra para ejemplares de C. limpidus
limpidus, de Tiztzio y Gabriel Zamora en Michoacédn y de
Arcelia en Guerrero; y una tercera poblacién que agrupd
los ejemplares de las localidades de la depresion del Balsas
y que corresponden a C. balsasensis. Esta especie se separa
claramente de los C. limpidus limpidus y los C. limpidus
tecomanus en los machos; sin embargo, aiin se observa un
ejemplar de C. limpidus tecomanus que se confunde con
C. balsasensis (Fig. 2); mientras que en las hembras, el
grupo de C. balsasensis es muy consistente (Fig. 3). El
alto porcentaje de buena clasificacion (98 %) fue probado
con un andlisis de la funcién discriminante, lo que permite
sugerir como util el conjunto de caracteristicas utilizadas
para separar estos 3 taxones (Cuadro 4).

Analisis de componentes principales. La ordenacién
obtenida con el método de andlisis de componentes
principales (ACP) mostr6 una clasificaciéon consistente
(Figs. 4 y 5) con la informacién obtenida con los métodos
de agrupacion y permitié definir las 7 caracteristicas que
separan los C. limpidus limpidus de C. limpidus tecomanus,
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Figura 2. Dendrograma (método de Ward y distancias
euclidianas) para 10 variables morfométricas utilizadas para
distinguir los machos de los 3 taxones analizados.

Las abreviaturas representan la primera determinaciéon y
procedencia de los ejemplares utilizados. Para Centruroides
limpidus: MIimAGRO= Arcelia, Guerrero; MIimJAGZ=
Rancho “El Jaguey”, Gabriel Zamora, Michoacin; MlimTZ=
Tzitzio, Michoacdn. Para Centruroides limpidus tecomanus:
MlimtecFAR= “El Faro”, Aquila, Michoacdn; MlimtecMZC=
“Los Mezcales”, Comala, Colima. Para Centruroides balsasensis:
MCbalCT= Cerro de Turitzio, Arua, Huetamo, Michoacan;
MCbalCHU= Churumuco, Michoacan.

tanto en hembras como en machos, las cuales se probaron
individualmente mediante una prueba de ¢ para las medidas
y X? para las proporciones y conteos (Cuadro 4).

Analisis molecular. Andlisis de secuencias (RNAm 168S).

Ponce-Saavedra et al.- Centruroides tecomanus especie valida
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Figura 3. Dendrograma (método de Ward y distancias
euclidianas) para 9 variables morfométricas utilizadas para
distinguir las hembras de los 3 taxones analizados.

Las abreviaturas representan la primera determinacién y
procedencia de los ejemplares utilizados. Para Centruroides
limpidus: HlimAGRO= Arcelia, Guerrero; HlimGZ= Rancho
“El Jaguey”, Gabriel Zamora, Michoacan; HlimTZ= Tzitzio,
Michoacan. Para Centruroides limpidus tecomanus: HlimtecFAR=
“El Faro”, Aquila, Michoacan; HlimtecMZC= “Los Mezcales”,
Comala, Colima. Para Centruroides balsasensis: HCbalCT=
Cerro de Turitzio, Arda, Huetamo, Michoacian; HCbalCHU=
Churumuco, Michoacan.

Trabajando con las secuencias del fragmento de gen
ribosomal 16S, la divergencia obtenida es clara al utilizar
un método de andlisis de semejanza simple, como el de
vecino mds cercano (Fig. 6), o bien, cuando se utiliz6 un
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Figura 4. Grifico de ordenacion con ACP y la tabla
correspondiente para 9 variables de hembras provenientes de
poblaciones identificadas como subespecies de Centruroides
limpidus, separadas por la linea punteada. En la tabla se
resaltan las calificaciones que permiten interpretar el gréfico.
Las cardcteristicas en negritas del CP1 deben considerarse
diagnosticas.

algoritmo mas complejo, como el de minima evolucién
(Fig. 7). Los arboles obtenidos con ambos métodos son
idénticos en su topologia, apreciandose que la polarizacién
hecha con C. nigrescens es buena y corrobora que este
representante de los Centruroides “no rayados”, tiene
diferencias genéticas suficientes respecto a los taxones
de Centruroides “rayados” utilizados en este analisis, al
identificarse un clado con linajes que agrupan poblaciones
de C. limpidus limpidus claramente separado de un clado
que contiene las poblaciones de C. limpidus tecomanus, el
cual tiene mayor proximidad genética con el clado formado
por los ejemplares representantes de las poblaciones de C.
infamatus; con el grupo externo C. nigrescens polarizando
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Figura 5. Grifico de ordenacion con ACP y la tabla
correspondiente para 10 variables de machos provenientes de
poblaciones identificadas como subespecies de Centruroides
limpidus, separadas por la linea punteada. En la tabla se
resaltan las calificaciones que permiten interpretar el gréfico.
Las caracteristicas con negritas en CP1 deben considerarse
diagnésticas.

el cladograma y el otro grupo externo (C. exilicauda)
ubicandose entre el clado de “infamatus-tecomanus” y
el de los “limpidus limpidus ”, formando un grupo que se
separa del grupo externo C. nigrescens. En los cladogramas
generados se aprecia monofilia para los C. limpidus, C.
balsasensis y C. infamatus, con altos valores de soporte
para cada uno de los clados de interés en este trabajo (Fig.
6y7).

La congruencia de los graficos que se obtuvieron
con los métodos utilizados robustece la propuesta de que
las poblaciones representadas corresponden a taxones
genéticamente distintos en un nivel suficiente para justificar
su existencia como especies propias.
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Figura 6. Cladograma obtenido con el método de reconstruccion
filogenética del “vecino mas cercano” (NJ) para las 3 especies de
Centruroides utilizadas en el andlisis de secuencias del fragmento
de gen mitocondrial 16S. Las flechas indican la posicién de los
grupos externos. Los cladogramas fueron “enraizados” con C.
nigrescens. Cnigrescens = Centruroides nigrescens (grupo
externo), Cexil = Centruroides exilicauda (grupo externo),
Climp = Centruroides limpidus limpidus. Cltec = Centruroides
limpidus tecomanus= Centruroides tecomanus stat. nov., Cinf
inf = Centruroides infamatus infamatus, Cinf orn = Centruroides
infamatus ornatus, Cbalsas = Centruroides balsasensis. Los
valores representan la estimacién de confiabilidad de los clados y
ramas (bootstrapping con 500 réplicas).

Figura 8. Vesicula, aguijon y tubérculo subaculear
de (a) C. tecomanus Hoffmann y (b) C. limpidus
Karsch.

Ponce-Saavedra et al.- Centruroides tecomanus especie valida
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Figura 7. Cladograma obtenido con el método de reconstruccion
filogenética de minima evolucién (ME) para las 3 especies de
Centruroides utilizadas en el andlisis de secuencias del fragmento
de gen mitocondrial 16S. Las flechas indican la posicién de los
grupos externos. Los cladogramas fueron “enraizados” con C.
nigrescens. Cnigrescens = Centruroides nigrescens (grupo
externo), Cexil = Centruroides exilicauda (grupo externo),
Climp = Centruroides limpidus limpidus. Cltec = Centruroides
limpidus tecomanus= Centruroides tecomanus stat. nov., Cinf
inf = Centruroides infamatus infamatus, Cinf orn = Centruroides
infamatus ornatus, Cbalsas = Centruroides balsasensis. Los
valores representan la estimacion de la confiabilidad de los clados
y ramas (bootstrapping con 500 réplicas).
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Discusion

En la primera agrupacién obtenida utilizando las 39
variables iniciales, sélo el grupo de los C. balsasensis se
mantuvo, tanto en hembras como en machos, mientras
que los ejemplares de C. limpidus limpidus y C. limpidus
tecomanus, tuvieron alto grado de confusién, debido a
que muchas de estas caracteristicas se referian al tamafio
y las especies en general son parecidas en esos valores;
ademds de que el conteo pectinal y algunas proporciones
también se comparten, generando mezclas por efecto
del grado de semejanza morfométrica. La depuracion
de matriz eliminando variables redundantes (aportan
igual informacion por estar altamente correlacionadas) y
ruidosas (confunden las agrupaciones por ser de respuesta
discordante al interior de los grupos), permitié una
agrupacién mads clara y la definicién de las caracteristicas
utiles para separar los 3 taxones involucrados en el
analisis.

La clasificacién que se obtuvo con las variables
seleccionadas (Cuadro 4) es buena, con s6lo un ejemplar
macho de C. limpidus tecomanus mal clasificado, ya que
se confunde con C. balsasensis por efecto de la longitud
del metasoma, respecto a la del caparazén cefalotoracico y
principalmente por la proporcién de longitud y ancho de la
vesicula, ademas del conteo de dientes accesorios externos
del dedo fijo. El haber obtenido agrupaciones similares al
utilizar las variables seleccionadas, independientemente
del método de agrupacién que se utilice, significa que
hay buena compactacién y “naturalidad”, en el sentido
de la taxonomia numérica, en los grupos formados. Las
diferencias morfométricas detectadas pueden utilizarse
para completar las diferencias morfolégicas previamente
mencionadas para los 3 taxones en estudio por Ponce y
Francke (2004).

Las poblaciones reconocidas inicialmente como
C. limpidus limpidus, morfométricamente presentan
diferencias importantes con las poblaciones de C. limpidus
tecomanus 'y la distribucién geografica conocida para
ambas subespecies les ubica en dreas separadas, ya que C.
limpidus tecomanus es estrictamente costera mientras que
las poblaciones de C. limpidus limpidus son continentales
y aparentemente no cruzan la sierra Madre del Sur, que en
el norte de Michoacédn y sur de Colima esta representada
por la sierra de Coalcoman.

De los resultados del andlisis morfométrico se pueden
establecer caracteristicas diagnésticas: los machos de C.
limpidus limpidus tienen proporcionalmente un metasoma
mas corto respecto a la longitud total y la longitud
del caparazén cefalotordcico, lo que se refleja en una
proporcién mayor entre longitud de metasoma / longitud
del caparazén cefalotordcico y una menor proporcion,
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si se relaciona con la longitud total (sin incluir vesicula)
respecto a los valores que se obtienen en los ejemplares de
C. limpidus tecomanus; el segmento caudal V es de menor
longitud y en la proporcién con respecto a la longitud del
cefalotérax tendrd valores mayores en relaciéon con la
misma proporcion en C. limpidus tecomanus. La longitud
del dedo movil es ligeramente mayor que la longitud de
la patela en C. limpidus limpidus, reflejada en los valores
de la proporcién longitud del dedo mdvil / longitud de
la patela, que son superiores a 1.0; mientras que en C.
limpidus tecomanus tienden a ser semejantes y por tanto la
proporcién es muy cercana a 1.0 (Cuadro 4).

Una medida directa, claramente distinta, es la longitud
del aguijon, el cual evidentemente es mas pequefio en C.
limpidus limpidus (2.81 + 0.27 mm), lo que junto con la
caracteristica diagnéstica de Hoffmann (1932) acerca del
tubérculo subaculear pobremente desarrollado y granular,
son una forma clara de diferenciarle, ya que en C. limpidus
tecomanus se encontrard un aguijéon mds largo (3.14
+ 0.25 mm) y con el tubérculo subaculear siempre bien
desarrollado, cénico, en categorias de grande a muy grande,
y con la punta orientada hacia la punta del aguijon (Fig. 8).
En las hembras, las proporciones del metasoma respecto a
la longitud total y la longitud del caparazén cefalotoracico
se mantienen, lo mismo que la relacién entre la longitud
del cefalotérax y el segmento caudal V. También se
observaron diferencias estadisticas en la longitud del dedo
fijo, claramente mayor en C. limpidus tecomanus, taxén
en el que los segmentos caudales III y IV son mds anchos
(Cuadro 4). El tubérculo subaculear, morfolégicamente
distingue a C. limpidus de C. tecomanus, aunque cuando
se analiza de manera multivariada no es una caracteristica
determinante (Figs. 4 y 5), por lo que para asegurar la
determinacion especifica se recomienda revisar también
las caracteristicas morfométricas antes mencionadas.

Paraeste caso, algunas caracteristicas que generalmente
ayudan a la identificaciéon como el conteo pectinal, o la
proporcién entre la longitud y ancho de la vesicula no
fueron utiles, ya que tanto en hembras como en machos
(n= 49) no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p> 0.05). En el caso de los machos, la
proporcion entre longitud y ancho de la patela tampoco
tuvo diferencia entre estos taxones; pero es importante
hacer notar que son caracteristicas valiosas para diferenciar
C. balsasensis, taxén con el que tanto C. limpidus limpidus
como C. limpidus tecomanus presentan algunas semejanzas
morfométricas (Ponce y Francke, 2004).

Genéticamente, se puede apreciar que C. nigrescens,
representante de los Centruroides “no rayados”, tiene
diferencia genética suficiente para mantenerse separado
del resto de taxones analizados y el otro grupo externo C.
exilicauda ubicandose en medio del clado de los “limpidus-
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limpidus” y los “infamatus-tecomanus”, justificando
la separacién propuesta por Hoffmann (1932) entre
alacranes “no rayados” y “rayados”. En relacion con los
taxones de interés en este trabajo, de los arboles obtenidos
se puede concluir que hay 3 clados diferentes, 1 que es
representante del taxén con poblaciones identificadas
como C. limpidus limpidus en localidades de los estados de
Guerrero, Querétaro, Estado de México y Michoacan; otro,
conformado por las poblaciones de C. limpidus tecomanus,
con poblaciones en la costa de Colima y Michoacan, desde
el norte de este estado hasta la zona de Lazaro Cardenas,
en el limite con Guerrero, donde el rio Balsas representa un
Iimite para su distribucidn, y un tercer clado representado
por las poblaciones de C. balsasensis con poblaciones
mayoritariamente ubicadas en la depresion del Balsas.

Es importante hacer notar que en este andlisis, el clado
delos C. limpidus tecomanus es hermano del clado formado
por C. infamatus infamatus y C. infamatus ornatus y esta
claramente separado del clado formado por las poblaciones
de C. limpidus limpidus y C. balsasensis representadas en
el andlisis, lo que corrobora la falta de monofilia para el
hasta ahora conocido como grupo “limpidus-elegans”, ya
detectada por Towler et al. (2001) y Ponce (2003).

De acuerdo con estos resultados, C. [limpidus
tecomanus presenta diferencias morfoldgicas y genéticas
que le separan de C. limpidus limpidus y genéticamente
le acercan a las poblaciones de C. infamatus, a pesar de
compartir la caracteristica de coloracion de las lineas bien
definidas sobre el caparazon cefalotordcico que distingue
al grupo “limpidus-elegans”; adicionalmente, al no existir
monofilia con los especimenes de C. limpidus limpidus, no
hay congruencia con el concepto filogenético de especie y
en consecuencia la categoria subespecifica, no es apropiada
en su aplicacién; por tanto, debe eliminarse para darle el
rango de especie propia bajo el nombre de Centruroides
tecomanus Hoffmann, 1932 stat. nov. y sugerir la revision
de la propuesta de Gonzdlez-Santillan (2001) sobre el
grupo de alacranes rayados “limpidus-elegans”, basandose
en la presencia de las 4 rayas bien definidas en el
caparazon cefalotordcico; ya que las evidencias obtenidas
con esta especie la acercan al grupo “suffusus-infamatus”
y, al menos genéticamente, no parece ser parte del grupo
“limpidus-elegans”.

Los resultados de este trabajo también resaltan la
necesidad de probar el nivel de divergencia entre las
poblaciones analizadas y algunas poblaciones de C.
elegans (Thorell 1876) para probar la validez del grupo.
Respecto a las subespecies de C. infamatus cuyas
diferencias genéticas también pueden estar reflejando
diferencias morfolégicas y de distribucién geogrifica,
los cladogramas obtenidos justifican la necesidad de un
analisis sobre el estatus taxonémico actual, como ya lo
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apuntaban los trabajos de Miranda (2001), Miranda et al.
(2001) y Ponce (2003). Como resultado mds relevante
de este trabajo se propone que la subespecie C. limpidus
tecomanus se reconozca como especie vdlida, con las
consecuencias nomenclaturales correspondientes.
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