POS GRADUACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS ZO '

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM >)/
ZOOLOGIA ke

ESCORPIOES DO COMPLEXO TITYUS STIGMURUS
(BUTHIDAE): DELIMITACAO DE ESPECIES E
RELACAO COM BACTERIAS DO GENERO WOLBACHIA

GRACIELLE DE FATIMA BRAGA PEREIRA

BELO HORIZONTE
2015



Gracielle de Fatima Braga Pereira

Escorpides do complexo Tityus stigmurus (Buthidae):
Delimitacdo de espécies e relacdo com bactérias do género
Wolbachia

Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pds-Graduacgdo em
Zoologia do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade

Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para a obtencéo
do titulo de mestre em Zoologia.

Orientador: Adalberto José dos Santos

Belo Horizonte

2015



043

Pereira, Gracielle de Fatima Braga.

Escorpites do complexo Tityus stigmurus (Buthidae): delimitacao de espécies
e relacao com bactérias do género Wolbachia [manuscrito] / Gracielle de Fatima
Braga Pereira. - 2015.

120f.: il. ; 29,5 cm.

Orientador: Adalberto José dos Santos.

Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagao em Zoologia.

1. Zoologia. 2. Escorpides. 3. Filogenia. 4. DNA Mitocondrial. 5.
Partenogénese. 6. Wolbachia. 7. Reacao em Cadeia da Polimerase. 1. Santos,

Adalberto José dos. II. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de
Ciéncias Biologicas. I1I. Titulo.

CDU: 591

Ficha catalografica elaborada por Fabiane C. M. Reis - CRB: 6/2680




Escorploes do complexo Tityus stlgmurus (Buthidae): Delimitacao
de espécies e relacdo com bactérias do género Wolbachia

AUTOR: GRACIELLE DE FATIMA BRAGA PEREIRA

Esta dissertagéo foi apresentada em sessdo publica e submetida a avaliagdo em 29
de maio de 2015, pela Banca Examinadora composta pelos seguintes membros:

M1 b &
Prof. Dr. Adalberto Jos¢ dos Santos (Orientador / UFMG)

Prof. Dr. Alm1r Rogério Pepato ( bro UFMGQG)

JA@/@,( 1/'\\/&4 ot /Wumblonca Doty

/P ofa. Dra. Gisele Pires de Mendonga Dantas (Membro — PUC/MG)



Para Bernardo e Sofia, que durante o mestrado eram apenas haploides. Hoje
sé&o 0 meu mundo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeiro lugar, ao meu orientador Adalberto Santos. Obrigada
pela paciéncia, ensinamentos e amizade ao longo desses anos. Pelas tardes
disponibilizadas para discussdes sobre cladistica e delimitacdo de espécies. Por permitir
que eu realizasse o trabalho do meu jeito, porém sempre me orientando em diversas

situacoes.

Agradeco aos professores Fabricio Santos e Teofania Vigidal, por terem aberto
as portas de seus laboratérios para a realizagdo dos procedimentos moleculares. Ao
Daniel Coscarelli, que tdo gentilmente me ensinou o inicio das praticas moleculares. A

Eloisa Sari e ao José Eustaquio, por cuidarem das minhas placas de seqiienciamento.

Ao Programa de P6s Graduacdo em Zoologia da UFMG, pela oportunidade do
mestrado. Ao apoio financeiro da Fapemig, Fapesp e CNPq, que possibilitaram coletas e
experimentos. A CAPES, pela bolsa, que permitiu minha sobrevivéncia ao longo desses

dois anos.

Obrigada a todos que enviaram escorpides de diferentes localidades: Antdnio
Brescovit, pelos escorpides de Sao Paulo. Hans Thomassen, por ter completado “minha
colegdo” ao coletar varios exemplares de T. melici, a Unica espécie que faltava para o
trabalho. Warllem Junio e Nathalie Sena, pelos escorpides de Natal. Ivania Folster,
pelos de Santa Catarina. Ao garoto Jonathan, de Januaria, por ter doado um pote cheio
de Tityus serrulatus machos. Aos que me doaram as belissimas fotos para o trabalho,
Tiago Porto (Tiko) e Leonardo Carvalho, e ao Danilo Ribeiro, por ter me ajudado a

fotografar e editar as fotos dos exemplares fixados.

Agradeco aos companheiros das aulas de sistematica, principalmente a Graciela
Bohdrquez, Carla Melo e Vinicius Diniz. Vocés tornaram tudo mais facil. Obrigada a
toda equipe do laboratorio de aracnologia, pelos diversos momentos de aprendizado e
descontracdo. A Viviane Souza pela boa conversa e o cafezinho de sempre. A Ana
Monteiro pela fugidinha do trabalho, em busca da meia-lua de queijo. Ao Ubirajara
Oliveira pela modelagem de nicho (infelizmente ndo incluida nesse trabalho). Um
muitissimo obrigada ao Ivan Magalhdes e Guilherme Azevedo (Doug), por terem me
ajudado nos experimentos, e principalmente na utilizacdo dos programas de sistematica

molecular. Sem vocés dois ndo haveria essa dissertacao.



Aos que passaram horas com luz UV exposta aos olhos: Ivan Magalhées,
Marcus Thadeu, Béarbara Faleiro, Adalberto Santos, Guilherme Azevedo, Ana Monteiro,
Pedro Martins, Almir Pepato, Tiago Porto e Leonardo Carvalho. Agradeco ndo somente
pelas coletas, mas também pelas conversas, brincadeiras e comilanga. E € claro, a dona
Rosinha, que deixava todos em um Otimo estado de humor devido a sua comida

deliciosa.

Aos meus amigos Carlos Alexandre, Ana Monteiro, Graciela Bohdrquez, Yuri
Messas, Carla Melo, Danilo Ribeiro e Luis Fernando Garcia, por terem aguentado todas
as minhas crises durante esses dois anos, por impedirem que 0 estresse me consumisse,
e que a depressdo me derrubasse. Aos dois ultimos, ndo tenho palavras para agradecer o

quanto me ajudaram, principalmente na reta final do mestrado.

Agradeco ao Renato Brito, por ouvir sobre escorpides por horas e horas, dias e
dias, finais de semana e finais de semana. Por todas as discussfes sobre aracnideos,
Wolbachia, taxonomia, PCR, etc. Pela companhia nos laboratérios durante varias noites

de trabalho intenso.

Aos meus pais (Teresinha Braga e Antdnio Santos), que me incentivaram e
apoiaram desde o inicio do mestrado, mesmo sabendo que os estudos envolviam um
bicho “asqueroso, cruel e assassino”. Obrigada por terem sido sempre o meu apoio € por
acreditarem em mim. Agradeco aos meus irmdos (Nilson Roberto e Ricardo Cristiano)
por serem um exemplo de perseveranca. Aos meus sobrinhos (Gabrielle e Pedro),
obrigada pelos momentos alegres, e por me lembrarem de que existe vida além dos

estudos.

A Deus, por tudo.



“Levallois comegou a ler...
--AATAATAATAATGTCGTC...

...enquanto Lemoine digitava. Cerca de vinte minutos depois, Levallois
suspirou um “Acabou”, e o bidlogo acionou a tecla “Enter”. (...)

Na tela, uma palavra: Negativo. Decepcéo total.”

Franck Thilliez, trecho de “[GATACA]

“Mas agora, de repente, a equacdo muda. Agora podemos ter
descendente que sdo n6s. Podemos, como

individuos, atingir uma certa imortalidade. (...)

E é significativo que a clonagem seja a Unica

forma de reproducao que nao envolve o sexo.

(-..) As mulheres poderé&o ter filhos sem os

homens.”

John Darnton, trecho de “O Experimento”

“-Quero que vocé espalhe pela cidade inteira que eu pago cinco reais a
mais por cada “amarelinho” que for capturado vivo. (...)

-Mas, 0 que € esse negdcio de “amarelinho”? Pergunta o desconfiado
Bartolomeu

-E 0 escorpifo, sua anta... -Responde o coronel. (...)

O engracado ¢é que a moeda que circulava nas negociagdes ndo era
mais o dinheiro de papel — era apenas o escorpido. O bicho
tornou-se, naqueles dias, uma moeda forte, de fazer inveja ao
dolar.”

(Hélio Nobelio, trecho de “Telurio e 0 Escorpido de Ouro”)



RESUMO

O complexo Tityus stigmurus recebe grande atencéo na literatura por apresentar
escorpides de importancia médica. O grupo é composto atualmente por seis espécies
restritas ao Brasil: Tityus aba, T. kuryi, T. martinpaechi, T. melici, T. serrulatus e T.
stigmurus. Entretanto, os limites entre as espécies do grupo sdo controversos. Dados de
morfologia, principalmente de coloracdo e granulacdo do tegumento, tem se mostrado
insuficientes para delimitar as espécies do grupo. O uso de dados moleculares pode
contribuir para resolver os problemas de classificagio do complexo. O DNA
mitocondrial, por evoluir rapidamente, € uma fonte de dados adequada para estudar
espécies cripticas ou de divergéncia recente. Por outro lado, a frequéncia génica e
distribuicdo de hapldtipos desses marcadores podem sofrer influéncia de
microrganismos intracelulares e em desequilibrio de ligacdo. Recentemente, a bactéria
intracelular Wolbachia foi encontrada em uma populacdo do escorpido amarelo (T.
serrulatus), sugerindo que a mesma seria responsavel pela partenogénese nesta espécie.
Além disso, essa bactéria é conhecida por causar varredura seletiva de alguns mitétipos
em populacdes parasitadas. Neste trabalho, utilizei testes de amplificagdo dos genes
bacterianos WSP e ftsZ para confirmar a presenca de Wolbachia em tecidos de
diferentes populacbes de T. serrulatus partenogenéticos. Além disso, testei populagdes
sexuadas, bem como as demais espécies do complexo T. stigmurus. Todos os resultados
foram negativos para Wolbachia, indicando que a partenogénese em T. serrulatus ndo
pode ser atribuida a presenca desta bactéria. Além disso, esses resultados mostram que
genes mitocondriais podem ser usados com seguranca nas andlises filogenéticas do
complexo, uma vez que suas historias evolutivas ndo seriam afetadas por essa bactéria.
Assim, utilizei os marcadores mitocondriais COl e 16S e o marcador nuclear ITS2 para
testar hipoteses de delimitacdo de espécies dentro do complexo, a partir de topologias
geradas por Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. Todas as analises
indicam que o complexo T. stigmurus € monofilético. Porém, as topologias recuperam
apenas T. melici e T. kuryi como monofiléticas. Analises de coalescéncia profunda
indicaram a existéncia de trés linhagens evolutivas, sendo duas linhagens referentes as
espéecies monofiléticas e a terceira linhagem composta pelas demais espécies do
complexo. Com base nesses resultados, eu discuto nessa dissertacdo as relagdes
filogenéticas do complexo T. stigmurus, comparando-as com dados morfologicos

descritos na literatura e observados durante esse trabalho.
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ABSTRACT

The Tityus stigmurus complex receives great attention in the literature due to its
medically importance scorpions. The group currently includes six species: Tityus aba,
T. kuryi, T. martinpaechi, T. melici, T. serrulatus and T. stigmurus. However, the limits
between species of the group are controversial. Morphological data, mostly from
coloration and tegument granulation, have not been sufficient to define species within
the group. The use of molecular data can contribute to resolve the complex internal
classification. The fast-evolving mitochondrial DNA is an appropriate tool to study
cryptic and recently diverging species, but it can be influenced by intracellular
microorganisms in linkage disequilibrium. The intracellular bacteria Wolbachia was
recently found in the yellow scorpion (T. serrulatus) and have been suggested as
responsible for the parthenogenesis in this species. Additionally, this bacteria is known
to cause selective sweep of mitotypes in parasitized populations. In this study | used the
DNA amplification tests of the bacterial genes WSP and ftsZ to confirm the presence of
Wolbachia in tissues of different populations of parthenogenetic T. serrulatus. This
tested was also performed for T. serrulatus sexual populations, as well as for other
species of the complex. All results were negative for Wolbachia, indicating that the
infection by this bacteria is not the cause of parthenogenesis in this T. serrulatus. These
results also allow the use of mitochondrial genes to reliably infer phylogenetic
relationships within the complex, since its evolutionary histories are not affected by this
bacteria. Hence | used the mitochondrial markers COI and 16S and the nuclear ITS2 to
test hypotheses of species delimitation within the complex from topologies generated by
Maximum Likelihood and Bayesian Inference. All analyses indicate that the complex is
monophyletic. However, only T. kuryi and T. melici are recuperated as monophyletic.
Deep coalescence analyses indicate the existence of three evolutionary lineages within
the complex, two of them corresponding to those monophyletic species and a third
including the remaining species of the complex. Based on these results, | discuss in this
dissertation the phylogenetic relationships of the Tityus stigmurus complex, comparing
molecular results with morphological data present in the literature and observed during

this study.

Key-words: Cryptic species, Intracellular bacteria, medical importance, molecular

systematics, parthenogenesis, PCR
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INTRODUCAO GERAL

O género Tityus Koch, 1836, um dos principais causadores de acidentes com
animais peconhentos na Ameérica Latina (Chippaux & Goyffon 2008), apresenta cerca
de 200 espécies descritas (Rein 2010) de escorpides de 25 a 110 mm de comprimento.
A coloracéo das espécies do género pode apresentar quase todos os padrdes observados
entre escorpides em geral, variando desde amarelado até animais muito escuros, com
todos os segmentos fortemente granulados (Lourenco 2002). Atualmente, o género
Tityus é dividido em cinco subgéneros, e o subgénero Tityus inclui dois complexos de
espécies: o complexo T. confluens (sensu Lourenco & Silva 2006) e o complexo T.
stigmurus (sensu Lourenco 1981, 2001).

O complexo T. stigmurus contém seis espécies: T. aba Candido 2005, T. kuryi
Lourenco 1997, T. martinpaechi Lourenco 2001, T. melici Lourenco 2003, T. serrulatus
Lutz & Mello 1922 e T. stigmurus Thorell 1876 (Souza et al. 2009). Os escorpides deste
grupo estdo distribuidos entre o nordeste e o sudeste do Brasil e sdo facilmente
reconheciveis entre si por caracteres como coloracdo e granulacdo do tegumento (Souza
et al. 2009). Entretanto, os limites entre as espécies sdo controversos. Lourenco &
Cloudsley-Thompson (1999) e Lourenco (2002) propdem que T. serrulatus, T. lamottei
e T. martinpaechi seriam apenas variantes geograficas, reprodutivas e de coloracao, de
T. stigmurus. Estas conclusGes foram desafiadas recentemente por uma revisdo
taxonémica do grupo (Souza et al. 2009), em que sdo descritas em detalhes todas as
espécies do complexo, incluindo o macho, até entdo desconhecido, de T. serrulatus,
além de considerar T. lamottei como sindnimo janior de T. serrulatus.

T. stigmurus e T. serrulatus sdo considerados escorpides de importancia médica
e ocorrem em uma imensa area geografica do Brasil, representando um importante
problema de saude publica, com registros de acidentes fatais em humanos (Freire-Maia
et al. 1994). Além de sua relevancia clinica, o veneno de escorpides é conhecido por
conter uma mistura complexa de componentes biologicamente ativos (Possani et. al.
1999), que podem ser utilizados com fins biotecnoldgicos. Entretanto, as dificuldades
de delimitagdo de espécies nesse género apresentam um impedimento para esses
estudos. Uma vez que as toxinas dos artropodes sdo em geral espécie- especificas em
sua composicdo, € plausivel supor que o veneno de uma espécie de escorpido néo
necessariamente sirva para reproduzir antidotos para o veneno de outras espécies e nao

possua as mesmas finalidades biotecnoldgicas. Uma vez que caracteristicas
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morfologicas ndo sdo suficientes para delimitar as espécies do grupo, Lourenco e
Cloudsley-Thompson (1996) afirmam que para definir melhor as relagdes filogenéticas
entre T. serrulatus e T. stigmurus é necessario trabalhos a nivel molecular e por isso a
delimitacdo de espécies utilizando genes torna-se uma ferramenta essencial para

entender a evolugao do complexo T. stigmurus.

Os escorpides do complexo Tityus stigmurus sdo também conhecidos por
apresentar espécies partenogenéticas. Este fendmeno foi descrito pela primeira para T.
serrulatus por Matthiesen (1962) e, posteriormente, para T. stigmurus por Ross (2010).
A partenogénese é uma forma de reproducdo assexuada que evoluiu independentemente
em varias linhagens de animais, através de varios mecanismos diferentes (Simon et al.
2003). Uma das causas mais freqiientes da ocorréncia de partenogénese em animais é a
inducdo por acdo de bactérias endossimbiontes, principalmente do género Wolbachia
(Schon et al. 2009, Stouthamer et al. 1999). Wolbachia € um género de bactérias
intracelulares obrigatorias que infectam aproximadamente 66% das espécies de insetos
(Hilgenboecker et al. 2008), e ocorre também em nemat6deos, crustaceos e aracnideos
(Sironi et al. 1995, Courdaux et al. 2001, Rowley et al. 2004). Artropodes infectados
por esse microrganismo podem ter o sistema reprodutivo seriamente pertubado através
de, por exemplo, indugdo de partenogénese, morte seletiva de embribes machos e
feminizacdo de machos genéticos (Werren et al. 1997). Bactérias desse género foram
recentemente detectadas em escorpides (Baldo et al. 2007), entre eles T. serrulatus
(Suesdek- Rocha et al. 2007). A presenca desta bactéria pode ter importantes
implicacdes para estudos de filogeografia e delimitacdo de espécies com base em dados
moleculares, uma vez que a infecc¢cdo por Wolbachia pode provocar mudangas na
genética mitocondrial do hospedeiro infectado, a partir da modificacdo da frequéncia
alélica de determinados genes (Turelli et al. 1992), o que influencia analises que
utilizam marcadores mitocondriais (Jiggins 2003) . Supbe-se que forcas seletivas que
atuam em parasitas intracelulares em equilibrio de ligacdo com mitocondrias também
atuem nessas organelas. Com isso, cepas de bactérias do género Wolbachia sofreriam
deriva em diferentes populacGes de seu hospedeiro, agindo assim como um marcador
molecular em processo de coevolugdo com 0 mesmo. Espera-se que 0 conhecimento da
filogeografia de cepas de Wolbachia possa ser usado futuramente para a producéo de
ferramentas moleculares no estudo da genética de populagbes de escorpifes

contaminados com esse microrganismo.
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Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos. No primeiro capitulo empreguei
0 uso de dois marcadores especificos de Wolbachia, com o objetivo de confirmar a
presenca dessa bactéria em populacGes partenogenéticas de T. serrulatus. No segundo
capitulo utilizei trés marcadores, dois mitocondriais e um nuclear, a fim de propor e

testar hipdteses de limites entre as espécies do complexo T. stigmurus.
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CAPITULO |

A partenogénese do escorpidao amarelo (Tityus
serrulatus) esta relacionada a bactérias

endossimbiontes (Wolbachia sp.)?
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RESUMO

O escorpido amarelo Tityus serrulatus é uma espécie de importancia médica
amplamente distribuida no Brasil. Sua reproducdo se da& principalmente por
partenogénese, sendo conhecidas poucas populacbes com reproducdo sexuada.
Recentemente foi relatada a presenca em uma populagdo de T. serrulatus de bactérias
do género Wolbachia, um grupo de simbiontes endocelulares, conhecidos por induzir
reproducdo assexuada em varios grupos de artropodes. Assim, este achado sugeriria que
a partenogénese nesta espécie de escorpides seria provocada pela acdo dessas bactérias.
Esta descoberta teria implicagdes também para estudos de filogeografia e genética de
populacbes de T. serrulatus, ja que a presenca desse microrganismo poderia estar em
desequilibro de ligagdo com o DNA mitocondrial do escorpido, influenciando
frequéncia génica de diferentes marcadores mitocondriais. Neste estudo, investiguei a
presenca de Wolbachia em diferentes populagdes de T. serrulatus, incluindo populacées
sexuadas, através de testes de amplificacdo por PCR de dois genes bacterianos, WSP e
ftsZ. Extrai DNA de musculos das pernas de 40 espécimes de escorpiGes provenientes
de 17 localidades; e de tecidos reprodutivos de oito espécimes de quatro localidades.
Também analisei as outras cinco espéecies do complexo T. stigmurus, que inclui T.
serrulatus. Os testes de amplificacdo incluiram como controle positivo o DNA extraido
de moscas do género Drosophila contaminadas com Wolbachia. Os resultados foram
negativos para todos os testes com DNA de escorpifes, mas positivo para 0 DNA de
Drosophila. O DNA gendmico extraido dos escorpides foi amplificado com sucesso
utilizando iniciadores para o0 gene mitocondrial COIl, o que permite descartar a
possibilidade de degradacdo do material gen6mico nos espécimes testados. Sequenciei 0
material amplificado de Drosophila, que mostrou-se compativel com seqiiéncias de
Wolbachia depositadas no GenBank. Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que a
infeccdo por Wolbachia relatada previamente para esta espécie seria restrita a apenas
uma populagdo analisada, ou que os resultados obtidos previamente seriam relacionados
a contaminacdo de amostras. Dessa forma, ndo se pode afirmar que o surgimento da
partenogénese em T. serrulatus esta associado a presenca de Wolbachia. Além disso,
futuros estudos utilizando marcadores mitocondriais podem ser realizados sem a
preocupacdo de que haplétipos mitocondriais tenham sofrido varredura seletiva por esse

microrganismo.
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ABSTRACT

The yellow scorpion Tityus serrulatus is medically important species widely
distributed in Brazil. Its reproduction mainly occurs by parthenogenesis, and sexual
reproduction is known for only a few populations. Recently, the bacteria of the genus
Wolbachia, a group of intracellular symbionts known to induce asexual reproduction in
many groups of arthropods, was reported in a population of T. serrulatus. This finding
suggest that the parthenogenesis in this scorpion could be caused by the action of these
bacteria. This discovery could also have implications for phylogeography and
population genetics studies on this species, since the presence of this microorganism
could be in linkage disequilibrium with the mitochondrial DNA of the scorpion,
influencing gene frequency of mitochondrial markers. In this study, | investigated the
presence of Wolbachia in different populations of T. serrulatus, including sexual
populations, through PCR amplification tests of two bacterial genes, WSP and ftsZ. |
extracted DNA from leg muscles of 40 specimens of T. serrulatus from 17 locations;
and reproductive tissues of eight specimens from four locations. | also analyzed the five
other species of the T. stigmurus complex, which includes T. serrulatus. Amplification
tests included as positive control DNA extracted from flies of the genus Drosophila
infected with Wolbachia. The results were negative for all tests with scorpion DNA, but
positive for Drosophila DNA. The same genomic DNA extracted from scorpions was
successfully amplified using primers for the mitochondrial gene COI, allowing us to
discard the possibility of genomic material degradation in the specimens sampled. |
sequenced the amplified Drosophila DNA, which was compatible with the Wolbachia
sequences deposited in GenBank. The results of this study suggest that the Wolbachia
infection previously reported for this species would be restricted to just the single
population analyzed, or that the results previously obtained could be related to sample
contamination. Thus, the emergence of parthenogenesis in T. serrulatus can not be
associated with the presence of Wolbachia. In addition, future studies using
mitochondrial markers can be performed on this scorpion, without concerns that

mitochondrial haplotypes have suffered selective sweep by this microorganism.
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INTRODUCAO

Partenogénese é a forma de reproducdo no qual embrides se desenvolvem sem
haver a fertilizacdo do gameta feminino. Este € um fenbmeno raro em aracnideos,
reportado poucas espécies de acaros, opilides (Lourenco & Cuellar 1994), aranhas
(Edwards et al. 2003) e em algumas espécies de escorpifes que se reproduzem
principalmente por partenogénese telitoca, em que a prole é constituida somente por
fémeas (Lourenco 2008). De aproximadamente 1750 espécies de escorpides descritas no
mundo (Kovarik 2011), a partenogénese foi demonstrada ou sugerida para apenas 14
(Francke 2008), entre elas o escorpido amarelo Tityus serrulatus (Matthiensen 1971) e,
como confirmado posteriormente (Ross 2010), T. stigmurus, ambas espécies de

importancia médica.

Animais que se reproduzem assexuadamente tem maiores chances de colonizar
ambientes perturbados, uma vez que a reproducdo pode ocorrer sem a presenca de um
membro do sexo oposto (Cuellar 1977, Lourenco 2008). Nos ultimos anos, a
distribuicdo geografica de T. serrulatus aumentou consideravelmente (Lourenco 2001).
Acreditava-se que essa espécie era restrita a uma Unica cidade brasileira, Belo
Horizonte, Minas Gerais (Bortoluzzi et al. 2007), local onde o holétipo foi encontrado.
Porém, hoje ha registros de T. serrulatus em 16 Estados do Brasil (Bortoluzzi et al.
2007, Souza et al. 2009). Aliado a sua facilidade em colonizar ambientes perturbados
por acdo antropica (Lourenco 2008), cada fémea de T. serrulatus pode ter trés, quatro
ou mais parigdes e cerca de 70 filhotes durante a vida (Matthiensen 1971). Esses fatores
fazem com que essa espécie, cujo veneno tem alta toxicidade em humanos, seja um
excepcional problema de satde publica no Brasil (Lourengo 2001). Embora as causas da
partenogénese em T. serrulatus sejam desconhecidas, evidéncias recentes (Suesdek-
Rocha et al. 2007) sugerem que, pelo menos em uma populagéo, esta foi induzida por

microorganismos simbiontes.

Bactérias intracelulares do género Wolbachia, pertencentes ao grupo das o-
proteobactérias, sdo conhecidas por induzir incompatibilidade citoplasmatica, distor¢ao
na proporcdo sexual, feminizagdo de machos genéticos, morte de machos e
partenogénese (O’Neill et al. 1997). A principal forma de proliferacdo desse
microrganismo € a transmissdo vertical (Hoffman et al. 1990) e, por ser transmitida por

heranca materna, a bactéria induz o aumento de fémeas em populacdes parasitadas

25



(Werren 1997, Koivisto & Braig 2003). Porém, a transmissé@o horizontal entre diferentes
taxons também pode ocorrer, como, por exemplo, atraves de relacbes de parasitismo e
predacdo (Werren 1997). Wolbachia esta presente em uma ampla gama de hospedeiros,
tendo sido relatada em nematddeos (Sironi et al. 1995) e em diversos artropodes,
incluindo crustaceos (Juchault et al. 1994, Courdaux et al. 2001, Maniatsi et al. 2010),
insetos (Werren & Windsor 2000, Werren et al. 1995) e quelicerados (Johanowicz
1995, Rowley 2004, Zeh et al. 2005). Em relacéo a taxonomia, essas bactérias podem
ser divididas em oito linhagens denominadas de A a H (Casiraghi et al. 2005). As
linhagens nomeadas por C e D sdo encontradas apenas em nematddeos (Bazzochi et al.
2000).

A infeccdo por Wolbachia tem implicacbes em processos evolutivos
importantes, devido aos efeitos que pode causar no organismo contaminado (Werren
1997). Entre esses efeitos, essa bactéria pode interferir em processos genéticos,
provocando mudangas na genética populacional do DNA mitocondrial do hospedeiro, se
ambos forem transmitidos juntamente e, portanto, em desequilibrio de ligagdo (Turelli
et al. 1992). Desequilibrio de ligacdo € a associacdo ndo aleatdria entre alelos de
diferentes locos numa populacédo, o que gera desvio das frequéncias alélicas em relacao
as frequéncias esperadas sob independéncia (Rosa 2011). Com isso, a presenca da
Wolbachia pode influenciar resultados de analises filogenéticas, pois padrbes de
variacdo do DNA mitocondrial podem refletir a histéria evolutiva do parasita, € ndo do
hospedeiro (Jiggins 2003). Assim, a presenca de Wolbachia deve ser checada antes da
realizacdo de analises de filogenia e filogeografia baseadas em DNA mitocondrial
(Arthofer et al. 2010).

Recentemente, Wolbachia foi encontrada em gonadas de Opistophthalmus
(Scorpionidae), um género de escorpides sul africanos (Baldo et al. 2007) e em
glandulas de veneno da espécie iraniana Hemiscorpius lepturus (Hemiscorpiidae)
(Baradaran et al. 2011). Suesdek-Rocha et al. (2007) demonstrou, a partir de um
fragmento de 16S especifico de Wolbachia, a presenca desse microrganismo em uma
populacdo de T. serrulatus partenogenético. Esse escorpido esta inserido no complexo
Tityus stigmurus, composto atualmente por seis espécies, em que os limites das mesmas,
baseados em dados morfoldgicos, sdo contraditérios na literatura. Por isso, a
delimitagdo de espécies do complexo poderia ser resolvida através de analises

filogenéticas baseadas em dados moleculares. Assim, tendo em vista os efeitos
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potenciais da infeccdo por Wolbachia sobre os padrbes de divergéncia e dispersdo de
DNA mitocondrial, é essencial confirmar a infeccdo em T. serrulatus e averiguar a

mesma em outras populagdes, assim como compara-las com populacfes sexuadas.

Meu objetivo nesse capitulo é confirmar, a partir de ferramentas moleculares, a
presenca de Wolbachia em populagdes partenogenéticas de T. serrulatus, em
comparagdo com populacBes sexuadas e com as demais espécies do complexo T.

stigmurus.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo de espécimes

Adquiri os espécimes utilizados nesse estudo a partir de coletas e empréstimos
de material armazenado em alcool 95-100%, proveniente de cole¢des taxondmicas
(Anexo 1). Realizei coletas diurnas e noturnas, durante os anos de 2010 e 2012,
abrangendo regiGes de ocorréncia das espécies de interesse nos estados de Minas
Gerais, Bahia e Piaui. Encontrei os animais em regides de Floresta Estacional Decidua
(mata seca) e Cerrado, além de regides semi-urbanas. O georreferenciamento dos pontos
foi feito com um GPS, no local de coleta. Nas coletas diurnas, procurei 0s aracnideos
embaixo de pedras e de troncos. Para as coletas noturnas, usei lanterna de luz
ultravioleta, uma vez que escorpides fluorescem quando iluminados sob este
comprimento de onda. Armazenei todos os espéecimes em alcool 95-100% e mantive-0s
refrigerados até a extracdo do tecido para analise molecular. Depositei o material
testemunho na colecdo de aracnideos das ColecBes Taxond6micas da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais (UFMG, curador Adalberto J.

Santos).

Os espécimes obtidos por empréstimo séo provenientes do Instituto Butantan,
Sdo Paulo (IBSP, curador Antonio D. Brescovit) e Museu de Zoologia da Universidade
de Sdo Paulo, S& Paulo (MZSP, Ricardo Pinto-da-Rocha). Georreferenciei 0s
espécimes que ndo possuiam coordenadas geograficas com a ferramenta Google

Earth™, Posteriormente construi um mapa de distribuicdo dos espécimes de T.
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serrulatus usados nesse trabalho atravées do programa = SimpleMappr™

(http://www.simplemappr.net).

Extracdo de DNA

Submeti a técnicas de extracdo de DNA o total de 40 espécimes de T. serrulatus,
coletados em 17 localidades nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Bahia, Rio de
Janeiro e Santa Catarina. Entre esses individuos, analisei duas populaces sexuadas
(Figura 1.1). Além dos exemplares de T. serrulatus, analisei também um individuo de
cada uma das cinco espécies do complexo Tityus stigmurus, distribuidos nos estados da
Bahia, Minas Gerais e Piaui, a fim de investigar a presenca de Wolbachia nessas
espécies. Escolhi para esse estudo espéecimes que apresentaram previamente sucesso na
amplificagdo e sequenciamento de pelo menos um marcador mitocondrial de escorpido
(16S e/ou COI), de modo a descartar a possibilidade de obtencdo de resultados
negativos devido a degradacdo do DNA presente nos espécimes. Realizei todas as
etapas de extracdo de DNA de acordo com o protocolo do kit Wizard™ Genomic DNA

Purification Kit (Promega).

Obtencao do controle positivo

Clark et al. (2005) comprovou gque aproximadamente 30% de moscas do género
Drosophila criadas em laboratério podem estar contaminada com Wolbachia. Assim,
testei moscas coletas em residéncia para verificar se a bactéria estava presente, a fim de
utilizar o material como controle positivo. Coletei aproximadamente dez individuos em
uma area residencial e os fixei em alcool 95-100%, mantendo-os refrigerados. Para
extragdo, utilizei o inseto inteiro, exceto o abdomen. Realizei essa etapa macerando as

moscas em conjunto e extraindo seu DNA em um Unico tubo.
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Extracéo de DNA de musculos e tecidos reprodutivos

Uma vez que alguns trabalhos utilizam tecidos sométicos para detectar
Wolbachia, como glandulas de veneno em escorpides (Baradaran et al. 2011) e pernas
de borboletas (Kodandaramaiah et al. 2011) e aranhas (Rowley et al. 2004), realizei
extragdo de DNA a partir da musculatura dos escorpides, removendo duas pernas de
cada espécime. Dissequei-as para a remocao dos musculos, macerei-os e 0s submeti ao
processo de extracdo de DNA. As pernas foram escolhidas para evitar resultados falso-

positivos de Wolbachia, possivelmente presente em presas ingeridas pelos escorpides.

Bactérias endossimbiontes de heranca materna podem estar ausentes em tecidos
somaticos (Dobson et al. 1999, Martin & Goodacre 2009). Por outro lado, Wolbachia se
transmite principalmente de forma vertical (Hoffman et al. 1990), e por isso séo
encontradas facilmente em tecidos reprodutivos do hospedeiro (Werren 1997). Para
eliminar a hipdétese de que essa bactéria encontra-se somente nas goénadas dos
escorpifes analisados nesse trabalho, removi tecidos reprodutivos de alguns dos
espécimes cujo musculo das pernas foi extraido. Analisei ovarios e embrides de seis
individuos distribuidos em trés populacGes partenogenéticas, e um ovario e um

espermatdforo de dois individuos de uma populacdo sexuada.

Extracéo de DNA de material fresco

Para testar se resultados negativos poderiam ser explicados por degradagdo do
DNA de Wolbachia, mesmo em espécimes com DNA mitocondrial conservado,
sacrifiquei e fixei um espécime partenogenético por duas horas de congelamento a -20
°C e extrai os tecidos imediatamente ap6s o congelamento. Realizei a extracdo de DNA
de vérias partes separadas do corpo deste espécime, incluindo pernas, pedipalpos,
metasoma, aguilhdo, tecidos reprodutivos e embriGes. Macerei cada parte do escorpido e
extrai 0 DNA de cada uma em tubos separados, a fim de investigar a presenca da

bactéria em todos os tecidos.

29



Extracéo de DNA de escorpides em conjunto com moscas Drosophila

A fim de verificar se existe algum composto em escorpifes que impega a
extracdo de Wolbachia com o kit Wizard™, extrai o0 DNA de trés espécimes de
escorpifes, em conjunto com moscas Drosophila contaminadas. Piquei as pernas dos
escorpides e macerei 0s musculos dos mesmos juntamente com moscas sem o abddmen.

Misturei o material em um mesmo tubo e realizei a extragédo de DNA.

Amplificacdo e sequenciamento do material gendmico

A analise prévia para a deteccdo da qualidade do material gendmico dos
espécimes utilizados nesse experimento envolveu a amplificagdo dos genes Citocromo
Oxidase | através de um iniciador especifico para insetos e RNAr 16S usando um
iniciador especifico para escorpides (Tabela 1.1). Para a amplificacdo do COI, as
reacOes de PCR incluiram desnaturacdo a 94 °C por cinco minutos, quatro ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 48 °C por 30 segundos e extensdo
a 72 °C por um minuto; 29 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 52 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por um minuto e Ultima fase de extensao a
72 °C por cinco minutos. Para o 16S, as reacGes foram compostas de desnaturacao
inicial a 94 °C por cinco minutos; 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 48 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos e fase de

extensdo final a 72 °C por sete minutos.

Para a deteccdo de Wolbachia, utilizei iniciadores para um gene controlador de
ciclo celular (ftsZ) e um gene codificador de proteina de membrana (WSP) (Tabela 1.1),
comumente utilizados em estudos filogenéticos com esse grupo (Braig et al. 1998, Zhou
et al. 1998) . A reacdo para os dois genes bacterianos incluiu desnaturagéo inicial a 94
°C por trés minutos, seguido por 35 ciclos com um passo de desnaturacdo a 94 °C por
um minuto, anelamento a 55 °C por um minuto, extenséo a 72 °C por dois minutos e
extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

Para avaliar os resultados da amplificagdo, submeti o material resultante a
eletroforese em gel de agarose 1% e corado com GelRed™, usando como controle
positivo 0 material extraido das moscas, juntamente com controle negativo resultante de

reacOes de PCR sem DNA. A fim de verificar se o material amplificado resultante das
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moscas consistia, de fato, em sequéncias de Wolbachia, aquele foi sequenciado.

Purifiquei os fragmentos amplificados através do protocolo de limpeza com

Polietilenoglicol (Polietilenoglicol 20% e NaCl 2,5M) e sequenciei as amostras

utilizando o BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit, e as purifiquei com acetato de

amonio 7,5 M. Sequenciei 0s genes em ambos os sentidos em um sequenciador

automatico ABI 3130x Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Comparei as

sequéncias obtidas com sequéncias depositadas no GenBank atraves da ferramenta

Blast™ (Basic Local Alignment Search Tool).

Tabela 1.1: Genes usados nesse trabalho, bem como o0 nome dos iniciadores de cada gene, sua

sequéncia nucleotidica e os autores correspondentes.

Gene Iniciador Sequéncia

Iniciadores para amplificacdo genes de Wolbachia

WSP WSP81F TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC
WSP691R AAAAATTAAACGCTACTCCA
ftsZ FtsZ-F TACTGACTGTTGGAGTTGTAACTAAGCCGT
FtsZ-R TGCCAGTTGAAGAAACTCTAACTC

Iniciadores para amplificacdo genes de escorpides

Col C1-J-2183 CAACATTTATTTTGATTTTTTGG
COIKG-R2 GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG
16S 16SF CGATTTGAACTCAGATCA
16SR GTGCAAAGGTAGCATAATCA

Referéncia

Braig et al.
1998
Zhou et al.
1998
Jeyaprakash
& Hoy, 2000

Jeyaprakash
& Hoy 2000

Simon et al.
1994
Tanaka et al.
2001
Gantenbein et
al. 1999
Gantenbein et
al. 1999



Figura 1.1: Distribuicdo geogréfica de espécimes de Tityus serrulatus amostrados neste estudo.
Circulos vermelhos representam populagBes partenogenéticas, circulos azuis populagdes

sexuadas.
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RESULTADOS

As amostras escolhidas para esse estudo apresentaram pelos menos um gene
mitocondrial de escorpido amplificado e sequenciado com sucesso. Isso demonstra que
o material analisado estd em condic¢des de preservacdo adequada para a conservacgédo de

material genético, especialmente 0 DNA encontrado fora do nicleo celular (Figura 1.2).

Obtencao do controle positivo

O material resultante da extracdo de Drosophila, utilizado como controle
positivo de Wolbachia, foi amplificado para os genes WSP e ftsZ em todas as reacfes
na qual foi utilizado. O produto resultante do sequenciamento mostrou-se compativel
com sequéncias de Wolbachia depositadas no GenBank (Blast, similaridade = 99% para
ftsZ, similaridade = 100% para WSP).

Extracdo de DNA de musculos e tecidos reprodutivos

Nenhuma amostra proveniente da musculatura de pernas de Tityus serrulatus, ou
dos demais escorpides do complexo T. stigmurus, apresentou resultado positivo para 0s
genes WSP e ftsZ de Wolbachia (Figuras 1.3, 1.4). O mesmo resultado foi obtido para
os tecidos reprodutivos, eliminando a possibilidade de a bactéria estar presente no

animal, mas se concentrar apenas no sistema reprodutor.

Extracéo de DNA de material fresco

O material fresco também se apresentou negativo para o teste de Wolbachia,
indicando que ndo ha degradacdo de microrganismos durante o armazenamento do
especime, mesmo este sendo conservado em condicOes adequadas. Esses resultados
demonstram também que os resultados negativos descritos acima ndo se devem a

variacOes de concentracdo de bactérias em diferentes tecidos dos escorpides.
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Extracéo de DNA de escorpides em conjunto com moscas Drosophila

As amostras de tecido muscular de escorpides, maceradas em conjunto com
moscas drosoéfilas contaminadas, foram positivas para WSP e ftsZ, sendo um indicio de

que nao ha compostos nos escorpides que inibam a extracao pelo kit Wizard™ (Figura

1.5).

DISCUSSAO

Embora os resultados de Suesdek-Rocha et al. (2007) tenham sido positivos para
Wolbachia em T. serrulatus, no presente trabalho todos os experimentos apresentaram-
se negativos. Os resultados dessa dissertacdo sdo baseados em um desenho experimental
mais complexo, envolvendo todos os tecidos presentes no corpo do escorpido, um
exemplar extraido imediatamente ap6s a fixacdo e animais desde o periodo embrionario
até a fase adulta. O método de extracdo de DNA, apesar de diferente do método
utilizado por Suesdek-Rocha et al. (2007), apresentou-se eficiente para a extracdo de
Wolbachia mesmo a bactéria estando presente em compostos originados de escorpides.
Além disso, um nimero muito maior de localidades foi testado. Suesdek-Rocha et al.
(2007) utilizou 10 individuos (trés adultos e sete jovens) de apenas uma localidade, Sao
José do Rio Pardo, Sdo Paulo. Analisei uma populagdo relativamente proxima dessa
localidade, Espirito Santo do Pinhal, situada a aproximadamente 68,34 quilébmetros de
distancia (célculo estimado através do site http://br.distanciacidades.com). Por néo
possuir individuos de Séo José do Rio Pardo através de coletas ou empréstimos, seria
sensato analisar os individuos no qual os primeiros experimentos foram feitos. Porém,
0s numeros de tombo dos espécimes ndo foram indicados na publicacéo, e, ao procurar
0 material testemunho na colecdo onde os espécimes contaminados foram depositados
(Instituto Butantan, Séo Paulo), ha indicativa de que os mesmos foram perdidos (A.D.

Brescovit, comunicagdo pessoal).

Apesar da ampla distribuigdo do escorpido amarelo no territdrio brasileiro, sdo
registradas populacfes sexuadas de T. serrulatus apenas em Januéria, norte de Minas
Gerais (Souza et al. 2009) e Sdo Desidério, oeste da Bahia (Santos et al. 2014). E
possivel que uma terceira populacdo esteja presente em Contendas do Sincora, sul da

Bahia. Essa populacdo apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes a T.
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serrulatus, porém e proxima geneticamente a Tityus aba, outra espécie do complexo T.
stigmurus (Capitulo 11 desta dissertacdo). Considerando a distribuicdo das populagdes
sexuadas, partenogénese no escorpido amarelo pode ter surgido entre essas regides, a
partir de organismos sexuados. Individuos contaminados por Wolbachia em S&o Paulo
podem conter resquicios de contaminacfes que ocorreram em outras populacfes no
passado, mas que foram revertidas ao longo do tempo, permanecendo apenas o efeito
causado pela bactéria. Entretanto, estudos demonstram que populacdes partenogenéticas
tratadas com antibidticos deixam de realizar a reproducdo assexuada (Stouthamer &
Werren 1993, Legner 1985, Stouthamer & Luck 1991). Isso indica que é necessaria a
presenca da bactéria para que essa forma de reproducao ocorra, 0 que leva a acreditar
que a infeccdo encontrada por Suesdek-Rocha et al. (2007) seja recente e a

partenogénese em T. serrulatus seja induzida por outros fatores.

Wolbachia pode invadir rapidamente uma populacdo constituida por individuos
ndo infectados, em espécies onde a bactéria causa incompatibilidade citoplasmatica
(Weeks et al. 2002). Se 0 mesmo fendmeno ocorrer em hospedeiros onde 0 mecanismo
induzido pela bactéria é a partenogénese, e considerando a rapida expansdo geografica
de T. serrulatus, a contaminacéo presente em escorpides de Sdo José do Rio Pardo pode
se espalhar para outras localidades. Em alguns artrépodes, como em Drosophila
melanogaster, Wolbachia induz resisténcia a alguns tipos de patégenos virais (Teixeira
et al. 2008). E possivel que o mesmo efeito ocorra em escorpides. As conseqiiéncias
evolutivas da partenogénese podem envolver linhagens com baixa diversidade
genotipica e, com isso, menor capacidade para escapar de parasitas (Hurst & Peck
1996). Com isso, o aumento de populacGes contaminadas do escorpido amarelo levaria
ao aumento da resisténcia desses animais, agravando-se o problema de saude puablica
gerado por esses aracnideos. Por outro lado, se T. serrulatus for alvo de infeccBes por
Wolbachia, essa bactéria pode ser usada como ferramenta de controle do crescimento
populacional do escorpido. Estratégias experimentais podem ser propostas, explorando
0 mecanismo de ac¢do baseado em incompatibilidade citoplasmatica gerado pela bactéria
(Baradaran et al. 2011)
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Figura 1.2: Gel de agarose apresentando bandas positivas para Citocromo Oxidase | de Tityus
serrulatus. As amostras UFMG 12524 e UFMG 11106 pertencem a populagdes sexuadas; as
demais pertencem a populagdes partenogenéticas.
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Figura 1.3: Gel de agarose apresentando bandas negativas para os marcadores WSP (A) e ftsZ

(B), especificos para Wolbachia. Todos os exemplares sdo T. serrulatus. As amostras UFMG
12524 e UFMG 11106 pertencem a populacfes sexuadas; as demais pertencem a populagdes

partenogenéticas.
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Tityus aba

Tityus melici
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Figura 1.4: Gel de agarose apresentando bandas negativas para o marcador ftsZ especifico para

Wolbachia. As amostras analisadas pertencem as espécies do complexo T. stigmurus.

Drosophila +
UFMG 4070
Drosophila +
UFMG 4071
Drosophila +
UFMG 4072

Gt
C

Figura 1.5: Gel de agarose apresentando bandas positivas para o marcador WSP especifico para
Wolbachia. As amostras analisadas pertencem a espécimes de T. serrulatus cujo DNA foi

extraido em conjunto com DNA de Drosophila sp.
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Outra possibilidade é que o resultado obtido por Suesdek-Rocha et al.(2007) seja
causado por contaminacdo de amostras ou até mesmo falso positivo. A metodologia do
mesmo ndo indica qual tecido do escorpido foi utilizado durante o experimento.
Escorpides sdo geralmente predadores generalistas de varios insetos, aranhas e outros
animais pequenos (Polis 1990). Tecidos proximos ao sistema digestivo, quando
retirados para extracdo de DNA, podem levar consigo material genético presente nas
presas ingeridas pelo organismo analisado (King et al. 2008) . Além disso, apenas um
fragmento amplificado para Wolbachia foi sequenciado, enquanto que as demais
amostras foram consideradas positivas apenas pelo padrdo de bandeamento em gel apds
a reacdo de PCR. Bryson Jr. (2014) comprovou, em experimentos utilizando escorpides,
que o marcador 16S tem baixa especificidade, o pode gerar resultados falso-positivos.
Bandas presentes em gel podem indicar genes de outras espécies bacterianas, o que
ressalta a necessidade de sequenciamento de todas as amostras analisadas.

Uma terceira hipdtese pode explicar a divergéncia dos resultados. Schneider et
al. (2014) comprovou que bactérias intracelulares, que estdo presentes em baixas
quantidades no hospedeiro, podem ndo ser detectas por métodos de PCR. A solucédo
para esse problema pode ser revertida combinando o uso de PCR com hibridacdo. Nessa
dissertacdo, as moscas Drosophila obtiveram sucesso na amplificagdo do DNA
bacteriano, indicando que as reacGes de PCR ocorreram com sucesso. Se a bactéria esta
presente em T. serrulatus, provavelmente sua concentracdo é muito mais baixa que a
concentracdo presente nas moscas. Porém, Suesdek-Rocha et al.(2007) utilizou o
método comum de amplificacdo de DNA e, mesmo assim, conseguiu amplificar todos
os individuos testados em seu experimento. Com isso, se Wolbachia realmente esta
presente nos individuos analisados nesse trabalho, sua concentracdo em escorpides pode
variar entre populacGes diferentes. Isso gera dividas se concentracbes mais altas de
Wolbachia podem gerar uma maior pressdo seletiva em alelos mitocondriais do
escorpido, quando comparado com hospedeiros que possuem menores concentragdes
bacterianas.

Pelos resultados obtidos nessa dissertagdo, conclui-se que a maioria das
populacbes de T. serrulatus provavelmente ndo apresenta infeccdo por Wolbachia.
Weeks et al. (2002) acredita que a partenogénese induzida por Wolbachia esta presente
apenas em hospedeiros haplodipléides. Até o momento, € conhecido somente o
cariotipo de T. serrulatus partenogenético, cujas fémeas sdo dipldides (Schneider &
Cella 2010). Ainda ndo se conhece a ploidia de machos dessa espécie, e, portanto, nao
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se pode afirmar se a mesma € haplodipléide. Baseado nisso, estudos de citogética de
populacdes sexuadas ajudariam a entender se a causa da partenegénese em T. serrulatus
estd associada a presenca de bactérias. Alem disso, a reproducdo assexuada pode ser
induzida por outros microrganismos, como bactérias pertencentes ao grupo CFB
(Cytophaga, Flexibacter e Bacteroides), que sdo associadas com partenogénese em
vespas e feminizacdo em acaros (Koivisto & Braig 2003).

A auséncia de Wolbachia em T. serrulatus e nas demais espécies do complexo T.
stigmurus ndo exclui a possibilidade de modificacbes nas frequéncias alélicas
mitocondriais desses escorpides. Outros microrganismos intracelulares podem se
apresentar em desequilibrio de ligagdo com o organismo hospedeiro (Hurst & Jiggins
2005). Por isso, sdo necessarios estudos que envolvam a deteccdo de diferentes

endossimbiontes em escorpides.
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CAPITULO I

Delimitacao de espécies de escorpides do complexo

Tityus stigmurus (Buthidae)
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RESUMO

A histdria taxondmica dos escorpides do complexo Tityus stigmurus apresenta
divergéncias em relacdo aos limites de espécies de seus representantes. I1sso ocorre
principalmente com T. martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus, que sdo considerados
por alguns autores como variacGes de coloracdo e granulacdo do tegumento de uma
mesma espécie. Além disso, T. serrulatus tem sido apontado como uma variagcdo
geografica e partenogenética de T. stigmurus. Nesse trabalho, utilizei a histéria
evolutiva dos genes mitocondriais COl e 16S e do gene nuclear ITS2 para delimitar as
espécies do complexo. Empreguei as genealogias obtidas por Méxima Verossimilhanga
e Inferéncia Bayesiana para testar hipoteses de delimitacdo e utilizei uma andlise de
coalescéncia profunda para testar essas hipdteses. Todas as andlises indicam que o
complexo T. stigmurus é monofilético. Porém, das seis espécies que compdem o
complexo, apenas T. melici e T. kuryi apresentam-se como monofiléticas. Tityus kuryi
possui caracteristicas morfolégicas que o distingue facilmente das demais espécies do
complexo, mas 0 mesmo ndo ocorre com T. melici. Andlises de coalescéncia indicaram
a existéncia de trés linhagens evolutivas, sendo duas linhagens referentes as espécies
monofiléticas e a terceira linhagem composta por T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus
e T. stigmurus. Comparei os resultados com descri¢cbes morfoldgicas de cada espécie e
através de observacdes realizadas durante o trabalho. Alguns individuos possuem
caracteres morfoldgicos intermediarios as quatro espécies. A coloracdo e caracteristicas
de granulacdo do tegumento ndo parecem ser confidveis para a delimitacdo dessas
espécies e os resultados observados a partir de dados moleculares demonstram que as
mesmas podem ser sinonimizadas. Essas conclusdes trazem implicacdes para diversas
areas de estudo e de salde publica, uma vez que T. serrulatus e T. stigmurus sdo

causadores de acidentes graves no Brasil.
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ABSTRACT

The taxonomic history of the scorpions of the Tityus stigmurus complex shows
disagreements over the limits of their species. This occurs mainly to T. martinpaechi, T.
serrulatus and T. stigmurus, which are considered by some authors as variants in color
and tegument granulation of a single species. In addition, T. serrulatus has been treated
as a geographic, parthenogenetic variation of T. stigmurus. In this study, | used the
evolutionary history of the mitochondrial genes COI and 16S and of the nuclear ITS2 to
delimit species within the complex. |1 employed genealogies obtained by Maximum
Likelihood and Bayesian Inference to test delimitation hypotheses and used a deep
coalescence analysis to test these hypotheses. All analyses indicate that the complex is
monophyletic. However, of the six species that composes the complex, only T. melici
and T. kuryi emerge as monophyletic. Tityus kuryi has morphological characteristics
that easily distinguish it from other species of the complex, but the same does not occur
to T. melici. Coalescence analyses indicate the existence of three evolutionary lineages
within the complex, two of them corresponding to those monophyletic species and a
third consists of T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus and T. stigmurus. | compared the
results with morphological descriptions of each species and through observations made
during this study. Some individuals have intermediate morphological characters among
the four species. Color and granulation characters do not seem to be reliable for the
delimitation of these species and the results observed from molecular data show that
they can be synonymized. These findings have implications for many study areas and

public health, since T. serrulatus and T. stigmurus are cause serious accidents in Brazil.
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INTRODUCAO

O correto agrupamento de individuos, de uma ou mais populagcfes, em espéecies
constitui uma etapa essencial para a comunicacdo e a organizacdo de informacbes em
areas como ecologia (Isaac et al. 2004), conservacdo (Karl & Bowen 1999) ou
bioguimica (King et al. 2008). Além disso, estudos e programas de controle de animais
peconhentos, assim como projetos de inovagdes biotecnoldgicas, necessariamente
envolvem o reconhecimento de individuos como membros de uma espécie (Senff-
Ribeiro et al. 2008, Vetter & Isbhister 2008). Consequentemente, um dos principais
objetivos da biologia evolutiva é entender 0s processos que promovem a especiacdo
(Carstens & Dewey 2009) e, para entender esses processos, primeiro € necessario
reconhecer e delimitar linhagens evolutivas (Sites & Marshall 2003).

Abordagens tradicionais de identificacdo de espécies animais, como o exame de
caracteres morfoldgicos, ndo sdo suficientes para espécies cripticas e de especiagdo
recente, uma vez que estas possuem pouca variacdo morfoldgica (Mayr 1997). Por isso,
a delimitacdo de espécies, processo pelo qual os limites entre um grupo de espécies sao
determinados, € um dos principais topicos na sistematica moderna (Wiens 2007).
Assim, nos ultimos anos foram sugeridos novos métodos, utilizando dados moleculares,
para a delimitacdo de espécies, incluindo abordagens baseadas em teoria de
coalescéncia e avaliacdo de uma arvore génica, dadas duas arvores de espécies
(Knowles & Carstens 2007).

Questdes envolvendo delimitacdo de espécie sdo moldadas por definicdes
conceituais dessa categoria, e suas relacdes com critérios operacionais utilizados para
criar hipoteses em relagdo a existéncia de um determinado taxon (Ross et al. 2009).
Atualmente, muitos pesquisadores consideram que espécies seriam  grupos
monofiléticos de individuos, ndo necessariamente, mas frequentemente, isolados
reprodutivamente (Wheeler & Platnick 2000). Porém, esse conceito ndo se aplica a
diversas situagdes, como, por exemplo, espécies com especiacdo recente, cujo
monofiletismo reciproco ainda n&o foi alcangado. Para resolver conflitos entre
diferentes conceitos de espécies, de Queiroz (2007) propds o conceito unificado de
espécies, em que estas seriam linhagens de metapopulagdes evoluindo separadamente.
De acordo com este conceito, espécies ndo seriam necessariamente grupos
monofiléticos, ja que ao longo da divergéncia de duas espécies, elas passariam por uma

fase de polifiletismo, depois por um periodo em que apenas uma é monofilética e a
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outra é parafilética, para entdo atingir o monofiletismo reciproco (Avise et al. 1987 —
Figura 2.1). Assim, restringir o conceito de espécies a grupos monofiléticos levaria a
exclusdo de linhagens de divergéncia recente.

A teoria coalescente, que € a teoria probabilistica sobre a historia evolutiva de
alelos, proporciona um quadro mais promissor para identificar espécies cripticas, uma
vez que seu objetivo central € detectar linhagens evoluindo independentemente (Fujita
et al. 2012). Discordancias entre arvores de espécies e arvores de genes podem ocorrer
devido a processos aleatorios, como o polimorfismo ancestral, na qual a divergéncia
entre duas espécies ocorre apds a coalescéncia de dois alelos dos individuos dessas
espécies (Maddison 1997). Para propor hipdteses de limites de espécies a partir de uma
abordagem coalescente, torna-se importante a utilizagdo de marcadores ndo ligados, a
fim de atenuar os efeitos da aleatoriedade inerente a deriva genética (Carstens & Dewey
2010). Dessa forma, a partir da historia evolutiva de um ou mais alelos, e sua relacdo
com determinadas arvores de espécies, é possivel testar hipdteses sobre a divergéncia de
linhagens em um determinado grupo, cujos caracteres morfolégicos ndo sejam

suficientes para sua delimitacdo (Knowles & Carstens 2007, Fujita et al. 2012).

Revisado taxondmica do complexo T. stigmurus

O género Tityus Koch, 1836, possui 0 maior nimero de espécies descritas de
escorpifes (Fet et al. 2000) e atualmente esta dividido em cinco subgéneros:
Archaeotityus Lourenco 2006, Atreus Gervais 1843, Brazilotityus Lourengo 2006,
Caribetityus Lourenco 1999 e Tityus Koch 1836 (Lourenco 2006). O subgénero Tityus
inclui dois complexos de espécies: o complexo Tityus confluens (sensu Lourenco &
Silva 2006) e o complexo Tityus stigmurus (sensu Lourenco 1981, 2001).

Thorell (1877) descreveu Isometrus stigmurus, que posteriormente foi
transferida para Tityus (Kraepelin 1899). Seu primeiro registro foi feito no estado de
Pernambuco, porém até o inicio do século XX essa espécie era encontrada em Minas
Gerais e no sul de Goias (Vellard 1932, Lourenco & Cloudsley-Thompson 1996,
Lourenco 2001), com registros concentrados apds esse periodo no nordeste do Brasil.
Em 1922, Lutz & Mello descreveu T. serrulatus a partir de uma populacdo de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Vellard (1932) propds que T. stigmurus e T. serrulatus eram

sinbnimos, sendo a primeira espécie (T. stigmurus typicus) encontrada no norte e a
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segunda (T. serrulatus typicus) encontrada no sul do pais. Tityus acutidens Mello-
Leitdo 1933, encontrado em Tocantins, apesar de muito semelhante a T. serrulatus, foi
distinguido dessa espécie durante sua descricdo, mas as diferencas ndo foram descritas
em detalhe (Souza et al. 2009). Mello-Leitdo (1939) rejeitou a sinonimia proposta por
Vellard e no mesmo trabalho descreveu a subespécie T. serrulatus vellardi. Esse mesmo
autor, em 1945, sugeriu que T. serrulatus (nesse momento dividido em duas
subespécies, T. serrulatus serrulatus e T. serrulatus vellardi) estava proximamente
relacionado a T. stigmurus e T. acutidens, formando um grupo de espécies.

Lourenco (1981) descreveu Tityus lamottei e sinonimizou T. serrulatus vellardi
com T. serrulatus serrulatus, propondo o complexo T. stigmurus, nesse momento
composto por essas trés especies. T. stigmurus foi considerado a forma sexuada do
complexo, distribuida no norte do Brasil, enquanto T. serrulatus seria a forma
partenogenética, encontrada no sul do pais (Lourenco & Clousdley-Thompson 1996,
Lourenco et al. 1996).

Matthiesen (1962) demonstrou que T. serrulatus se reproduzia por
partenogénese, que foi considerada a Unica forma de reproducdo dessa espécie por
muitos anos. Lourengo & Clousdley-Thompson (1999) encontraram uma populagdo
sexuada de T. serrulatus no norte de Minas Gerais. A principal diferenca morfoldgica
da populacdo sexuada em relacdo as populacGes partenogenéticas seria a auséncia de
serrilha nos segmentos do metassoma, caracteristica que da o nome a espécie. Nesse
mesmo trabalho, os autores consideram T. lamottei como sinénimo junior de T.
stigmurus e informalmente sugerem a sinonimizacdo de T. serrulatus e T. stigmurus.
Prop6e também uma classificacdo a partir da coloracdo: forma unifasciata, com uma
listra escura sobre os tergitos (correspondente a T. stigmurus); forma confluenciata, com
manchas confluentes sobre os tergitos (correspondente a T. serrulatus); forma
confluenciata/maculata, com mesmo padrdo de confluenciata, porém com manchas nas
pernas e pedipalpos (correspondente a T. lamottei); forma trifasciata, com trés listras
escutas sobre os tergitos (referente a individuos encontrados no Ceara, até entdo ndo
descritos).

Lourengo (2001) descreveu os individuos pertencentes a forma trifasciata e os
nomeou Tityus martinpaechi, baseado em uma fémea adulta. O macho foi
posteriormente descrito, a partir também de um dnico exemplar (Souza et al. 2006).
Tityus aba foi descrito e inserido no complexo T. stigmurus, sendo sugerido como mais

proximo de T. stigmurus (Candido et al. 2005), apesar de apresentar as caracteristicas
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de coloracdo que caracteriza a forma trifasciata. Souza et al. (2009) revisaram o
complexo e redescreveram o macho de T. serrulatus, encontrado em Januéria, Minas
Gerais. De acordo com esses autores, a populacdo descrita por Lourenco & Clousdley-
Thompson (1999) pertence a Tityus melici Lourengo 2003. Nesse mesmo trabalho, T.
lamottei e T. acutidens foi considerado sindnimo janior de T. serrulatus e Tityus kuryi
Lourenco 1997, conhecido até entdo apenas pela fémea, foi inserido no complexo. O
macho de T. kuryi foi descrito por Santos et al. (2014), no mesmo trabalho em que
apresentam uma chave de identificacdo para as seis espécies que atualmente pertencem
ao complexo: T. aba, T. kuryi, T. martinpaechi, T. melici, T. serrulatus e T. stigmurus
(Figura 2.2).

As espécies do complexo podem ser identificadas pela presenca de segmentos
metassomais | a IV com coloracdo amarelada e manchas escuras na por¢do ventro-
lateral; segmento metassomal V com uma mancha negra ocupando o centro da parte
distal; carinas dorso-laterais dos segmentos Il a IV com um a dez granulos posteriores
espindides com tamanho variavel e auséncia de lobo basal nos palpos de machos
(Lourenco 1981, Souza et al. 2009). As principais variaces morfologicas de cada
espécie podem ser vistas no Anexo 2. Apesar dos escorpifes deste grupo serem
facilmente reconheciveis entre si por caracteres morfologicos (Souza et al. 2009), os
limites entre as espécies sdo controversos. A solucdo dessa controvérsia requer um
estudo de delimitacdo de espécies, a fim de testar o limite filogenético entre as mesmas.
Assim, meu objetivo nesse capitulo é investigar as relacfes filogenéticas e os limites
das espécies do complexo Tityus stigmurus, utilizando ferramentas de andlise

molecular.
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Figura 2.1: Processo de evolucdo de linhagens monofiléticas a partir da especiacdo, ilustrado
com escorpides do complexo Tityus stigmurus. A- Polifiletismo entre T. serrulatus e T.
stigmurus. B- T. stigmurus torna-se monofilético, enquanto T. serrulatus encontra-se
parafilético. C- T. serrulatus torna-se monofilético. Os desenhos acima sdo apenas ilustrativos e
ndo representam a historia das duas espécies.



MATERIAL E METODOS
Obtencao e preparo dos espécimes

Obtive os espécimes utilizados nesse estudo através de coletas e empréstimos de
colecdes taxonémicas (Figuras 2.3 e 2.4). Foram realizadas coletas diurnas e noturnas,
durante os anos de 2010 e 2012, abrangendo regides de ocorréncia de espécies do
complexo Tityus stigmurus nos estados de Minas Gerais, Bahia, Piaui, Ceard e
Pernambuco. Foram coletados representantes das seis espécies pertencentes ao
complexo, incluindo duas populacbes sexuadas de T. serrulatus, de acordo com a
taxonomia sugerida por Souza et al. (2009). Além das espécies do complexo, também
foram coletados escorpifes que analisei como grupo externo. Os animais foram
encontrados em regides de Floresta Estacional Decidua (mata seca) e Cerrado, além de
regibes semi-urbanas. Os pontos de coleta foram georreferenciados com um GPS, nos
locais de coleta. Nas coletas diurnas, os aracnideos foram procurados embaixo de pedras
e de troncos. Para as coletas noturnas, foram utilizadas lanternas de luz ultravioleta, uma
vez que escorpides fluorescem quando iluminados sob este comprimento de onda
(Figura 2.5). Armazenei todos o0s espécimes em alcool 95-100% e mantive-0s
refrigerados até a extracdo do tecido para analise molecular. Depositei o material
testemunho na colecdo de aracnideos das ColecBes Taxondmicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais (UFMG, curador Adalberto J.
Santos) e Instituto Butantan, Sdo Paulo (IBSP, Antonio D. Brescovit).

Foram também obtidos espécimes armazenados em &lcool 70-100% nas
seguintes colecdes: Colecdo de Histdria Natural da Universidade Federal do Piaui,
Teresina, Piaui (CHNUFPI, curador Leonardo S. Carvalho); ColecGes Taxonémicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais (UFMG,
Adalberto J. Santos); Instituto Butantan, Sdo Paulo (IBSP, Antonio D. Brescovit);
Museu de Zoologia da Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo (MZSP, Ricardo Pinto-da-
Rocha); Museu de Zoologia da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia (UFBA,
Tania K. Brazil). Georreferenciei 0s espécimes que ndo possuiam coordenadas

geograficas com a ferramenta Google Earth™,

Durante as coletas, encontrei uma populacdo sexuada localizada em Contendas
do Sincoré, Bahia (Figura 2.6) cujos caracteres morfologicos sdo préximos aos descritos

para T. serrulatus, porém com algumas semelhancas com T. melici. Nesta dissertacéo,
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chamarei os individuos dessa populagao por “T. cf. serrulatus”. Para diferenciar as
populacdes sexuadas de T. serrulatus de Itacarambi (MG) das populacbes
partenogenéticas dessa espécie, as chamarei de “T. serrulatus Ita”. Uma populagdo de T.
stigmurus, situada em Paripiranga (Bahia), ndo se apresentou monofilética em relacdo
aos demais individuos dessa espécie; para diferencid-la, a mesma receberd a

denominacdo “T. stigmurus Par”.

Construi mapas de distribuicdo dos espécimes usados nas analises moleculares
através do programa SimpleMappr™ (http://www.simplemappr.net). Fotografei alguns
espécimes com uma camera Nikon D3300, e editei as imagens no Adobe
Photoshop™CS6. Alguns desses exemplares foram escolhidos devido a divergéncia na
identificacio morfologica em relacdo aos resultados encontrados nas analises

moleculares.
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Figura 2.2: Espécimes vivos de representantes do complexo Tityus stigmurus. A- T. stigmurus,
jovem do Parque Nacional Serra da Capivara, Piaui. Foto por L.S. Carvalho. B- T. kuryi, fémea
de Mata do Capdo, Palmeiras. Foto por T.J. Porto. C- T. serrulatus, fémea de Macaras, Bahia.
Foto por L.S. Carvalho. D- T. martinpaechi, fémea do Parque Nacional Ubajara, Ceara. Foto
por L.S. Carvalho. E- T. aba, fémea de Floresta Nacional Contendas do Sincora, BA; F- T.
melici, macho do Parque Estadual de Grdo Mogol, Minas Gerais.
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Figura 2.3: A- Distribuicdo geogréfica de espécimes de Tityus aba, T. kuryi e T. melici
amostrados para analises moleculares neste trabalho. B- Distribuicdo geogréafica de T. aba. C-
Distribuicdo geografica de T. kuryi. D- Distribuicdo geografica de T. melici. B, C e D:
modificados (Almeida 2010).



Figura 2.4: A- Distribuicdo geografica de espécimes de Tityus martinpaechi, T. serrulatus e T.
stigmurus amostrados para anélises moleculares neste trabalho. B- Distribuicdo geografica de T.
martinpaechi. C- Distribuicdo geografica de T. serrulatus. D- Distribuicdo geografica de T.
stigmurus. B, C e D: modificados (Almeida, 2010).
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Figura 2.5: Espécime vivo de Tityus aba, fotografado em Contendas do Sincora (Bahia), sob
luz branca (esquerda) e sob luz ultravioleta (direita).

Figura 2.6: Fémea (esquerda) e macho (direita) de Tityus cf. serrulatus coletados em Contendas
do Sincora (Bahia).
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Anélises moleculares

Para a extracdo de DNA, retirei duas pernas de cada espécime. Dissequei ambas
para a remocdo de musculos, que foram macerados e submetidos ao processo de
extracdo de DNA de acordo com o protocolo do kit Wizard™ Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Submeti o DNA obtido na extracdo a técnica de Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), com iniciadores para os genes Citocromo Oxidase |
especifico para insetos, RNAr 16S especifico para escorpides e Espacador Interno
Transcrito 11 (ITS2) especifico para aranhas (Tabela 2.1). Para o gene COI, as reagdes
de PCR incluiram desnaturacdo a 94 °C por cinco minutos, quatro ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 48 °C por 30 segundos e extensdo
a 72 °C por um minuto; 29 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 52 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por um minuto; ultima fase de extensdo a
72 °C por cinco minutos. Para o gene 16S, as reacdes foram compostas de desnhaturacao
inicial a 94 °C por cinco minutos; 30 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 48 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos e fase de
extensdo final a 72 °C por sete minutos. Para o gene ITS2, as reacdes incluiram
desnaturacdo inicial a 94°C por dois minutos; 34 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 47°C por 35 segundos e extensédo a 72°C por 30 segundos e
fase de extens&o final a 72°C por trés minutos.

Tabela 2.1: Genes usados nesse trabalho, bem como o0 nome dos iniciadores de cada gene, sua
sequéncia nucleotidica e os autores correspondentes.

Gene Iniciadores Sequéncias Referéncia
Col C1-J-2183 CAACATTTATTTTGATTTTTTGG Simon et al. 1994
COIKG-R2 GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG Tanakaetal. 2001
16S 16SF CGATTTGAACTCAGATCA Gantembein et al.
1999
16SR GTGCAAAGGTAGCATAATCA Gantembein et al.
1999
ITS2 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990

ITS5.8 GGGACGATGAAGAACGCAGC White et al. 1990
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Para avaliar os resultados da amplificacdo, submeti o material resultante a
eletroforese em gel de agarose 1% e corado com GelRed™, e usei como controle
positivo amostras de escorpides com COIl, 16S e ITS2 previamente amplificados e
sequenciados, juntamente com controle negativo resultante de reacGes de PCR sem
DNA. A presenca de bandas bem definidas no gel indicou reagcdes de amplificacdo bem
sucedidas. Purifiquei os fragmentos amplificados através do protocolo de limpeza com
Polietilenoglicol (Polietilenoglicol 20% e NaCl 2,5M). Fiz a reacdo de sequenciamento
utilizando BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit e purifiquei as amostras com
acetato de amonio 7,5M. Sequenciei os genes em ambos 0s sentidos em um
sequenciador automatico ABI 3130x Genetic Analyser (Applied Biosystems). Comparei
as sequéncias obtidas com sequéncias depositadas no GenBank, através da ferramenta

Blast™, a fim de verificar se houve contaminagdo das amostras.

Avaliei a qualidade das sequéncias e obtive a sequéncia consenso de cada
individuo utilizando os programas phred/Phrap e Consed (Ewing et al. 1998, Gordon et
al. 1998). Alinhei as sequéncias usando o alinhamento progressivo Muscle (Edgar
2004) implementado no MEGA 6 (Tamura et al. 2013) e, nesse mesmo programa, editei

as sequéncias, comparando-as com o cromatograma original.

Anélises filogenéticas

Fiz as andlises com as sequéncias dos marcadores COIl, 16S e ITS2,
concatenadas e separadamente. Montei dois conjuntos de dados concatenados, um com
0S trés genes e outro apenas com 0s genes mitocondriais, utilizando o programa
Mesquite 2.75 (Maddison & Maddison 2011). Os conjuntos com sequéncias
concatenadas incluiram apenas espécimes sequenciados com sucesso para todos 0s
marcadores envolvidos. A lista do material utilizado nas analises moleculares, com suas

respectivas localidades e genes amplificados, encontra-se no Anexo 3.

Para cada marcador e para 0s conjuntos de dados concatenados, utilizei o
programa JModelTest 2.1.4 (Darriba et al. 2012), a fim de inferir o melhor modelo de
evolucdo molecular. O modelo de melhor ajuste para cada analise foi escolhido a partir
de 88 modelos potenciais, de acordo com o critério de informagéo de Akaike (AIC).

Usei os modelos mais adequados para a construcdo de arvores filogenéticas, obtidas
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através dos metodos de Inferéncia Bayesiana (IB) e Maxima Verossimilhanca (MV), e

para a delimitacdo de espécies.

Para a Inferéncia Bayesiana, utilizei o programa MrBayes 3.2.3 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003), mantendo os priors dos parametros com valores padrdes do
programa. Fiz duas corridas paralelas, cada uma com quatro Cadeias de Markov-Monte
Carlo, sendo uma cadeia fria e trés cadeias aquecidas. Cada corrida incluiu 10.000.000
de geracOes, com amostragem de parametros a cada 1.000 geracdes. Eliminei 25% dos
estagios iniciais como burn in e sumarizei as arvores da fase estacionéria das cadeias,
obtendo a probabilidade posterior dos clados. Para avaliar a convergéncia das corridas,

utilizei o programa Tracer 1.6 (Drummond et al. 2012).

Para analise de Maxima Verossimilhanca, utilizei o programa RAXML
(Stamatakis 2006), através do servidor RAXML-HPC BlackBox8.1.11 implementado na
plataforma CIPRES (Miller et al. 2010). O suporte de cada clado foi estimado a partir
de Bootstrap com 1.000 replicacdes. Visualizei e editei as arvores obtidas por Inferéncia
Bayesiana e Maxima Verossimilhanga através do programa FigTree (Rambaut 2012).

Teste de hipoteses de delimitacao de espécies

Testei cinco hipoteses de delimitacdo de espécies, de acordo com evidéncias e
sugestdes apresentadas na literatura e com os resultados observados nas analises de
Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana (Tabela 2.2). A hipdtese 3 foi baseada
em Lourenco (2001), que propbs que T. martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus
seriam variacfes morfoldgicas da mesma espécie. Entretanto, acrescentei T. aba como
outra variacdo, uma vez que as arvores filogenéticas obtidas nas analises descritas acima
apresentam T. aba e espécimes de T. cf. serrulatus em uma mesma linhagem. Os
arquivos de saida para cada hipotese foram preparados no programa BEAULi, disponivel
no STAR BEAST 1.8.0 (Drummond & Rambaut 2012).

Para a delimitacdo de espécies, usei somente exemplares de T. serrulatus
partenogenéticos que apresentaram sucesso na amplificagdo dos trés genes. Isso foi
possivel porque as sequéncias desses exemplares séo idénticas para 0s genes ITS2 e 16S
e diferem em um unico sitio no gene COI.

Obtive a distribuicdo posterior de cada hipotese através da ferramenta Beast
1.8.0, disponivel na plataforma CIPRES. Para cada uma das cinco hipoteses, mantive as

taxas de substituicdo por par de bases com valores iguais a 1.0 e todos 0s outros priors
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dos parametros no padrdo do programa. Fiz duas corridas de 50.000.000 geracdes, com

amostragem a cada 5.000 geracdes. Avaliei a qualidade das corridas e testei a diferenca

entre as hipoteses no programa Tracer 1.6, através do critério AICM. Sumarizei a arvore

de espécie de maior probabilidade posterior no programa TreeAnnotator, disponivel no
STAR BEAST 1.8.0, com valores de burn in iguais a 10%.

Tabela 2.2: Hip6teses de limites de espécies testadas nesse trabalho.

Hipoteses
Hipdtese 1

Hipdtese 2

Hipdtese 3

Hipotese 4

Hipdtese 5

Abordagem
Cada uma das seis espécies do complexo € tratada em um ramo

independente da arvore de espécies (Souza et al. 2009).

T. serrulatus e T. stigmurus: mesmo ramo da arvore de espécies
(Lourenco & Cloudsley-Thompson 1999).

Demais espécies: ramos independentes.

T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus: mesmo ramo da
arvore de espécies (Lourenco 2001. Exceto T. aba, descrito
posteriormente).

Demais espécies: ramos independentes.

T. aba e T. serrulatus: mesmo ramo da arvore de espécies.

T. martinpaechi e T. stigmurus: mesmo ramo da arvore de espécies.
Demais espécies: ramos independentes.

T. aba, T. melici, T. martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus: mesmo
ramo da arvore de espécies.

T. kuryi: ramo independente.
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RESULTADOS

Sequenciei um total de 215 individuos, 204 pertencentes ao complexo T.
stigmurus e 11 espécimes usados como grupo externo. O grupo externo foi composto
por nove espécimes de Tityus (um Tityus bahiensis Perty 1833; trés T. costatus Karsch,
1879; um T. thelyacanthus Mello-Leitdo 1933; e duas espécies ndo determinadas), um
exemplar de Rhopalurus Thorell 1876 (Buthidae) e um espécime de Opisthacanthus
Peters 1861 (Liochelidae) (Anexo 4).

Apbs a edicdo das sequéncias, os dados concatenados apresentaram no
alinhamento final um total de 1098 pares de bases, contendo 27,87% de sitios variaveis
e 20 sitios com insercdes/delecbes (Anexo 5). As sequéncias de T. serrulatus das
populacbes partenogenéticas foram idénticas, exceto para o gene COI, no qual apenas
um sitio pode conter Adenina ou Guanina. Cada analise apresentou um modelo
apropriado, todos com inclusdo do pardmentro Gamma, associado ao parametro

Invgamma na maioria das andlises (Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Modelos de evolucgéo de nucleotideos para cada gene e para cada conjunto de dados
concatenados.

Conjunto de dados Melhor modelo de evolucdo de
nucleotideos
Col TPM2u+1+G
16S GTR+G
ITS JC+G
COl +16S GTR+1+G
COl+16S +ITS GTR+I1+G

Genealogia a partir de Méxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana

O monofiletismo do complexo T. stigmurus foi recuperado em todas as analises
de MV e IB. No geral, T. kuryi e T. melici apresentaram-se monofiléticos e com altos
valores de suporte de ramo, 0 que ndo ocorreu para as demais espécies do complexo
(Figuras 2.7, 2.8, 2.10 e 2.11). Para 0s genes mitocondriais e analises concatenadas, T.
cf. serrulatus SCS apresenta-se sempre agrupado com T. aba. O mesmo acontece com a

populagéo de T. stigmurus Par e T. martinpaechi.
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Genealogia a partir de COI

As arvores geradas por MV e IB foram idénticas. A monofiletismo do complexo
T. stigmurus foi observado na anélise de MV, porém com baixo suporte (bootstrap =
69). Populagdes de T serrulatus partenogenéticas e T. serrulatus Ita formam um clado
bem sustentado (bootstrap = 91, probabilidade posterior = 1). O marcador COI foi
também o Unico a apresentar as populacdes de T. serrulatus partenogenéticas em
monofiletismo reciproco com T. serrulatus Ita. O clado formado por T. martinpaechi e
T. stigmurus Par também se encontra bem sustentado (bootstrap = 99, probabilidade
posterior = 1), assim como o clado composto por T. cf. serrulatus e T. aba (bootstrap =
97, probabilidade posterior = 1).  T. stigmurus se diversifica antes de T. melici em

ambas as analises (Figura 2.7, Anexo 6).

Genealogia a partir de 16S

No resultado obtido por MV, populagdes partenogenéticas de T. serrulatus e T.
serrulatus Ita formam um grupo monofilético (bootstrap = 77). Isso ndo é observado na
arvore resultante de 1B, uma vez que os individuos dessas populacdes encontram-se em
politomia com o clado formado por T. stigmurus Par e T. martinpaechi, cujo suporte €
alto (bootstrap = 99, probabilidade posterior = 1). O clado composto por T. cf.
serrulatus e T. aba encontra-se bem sustentado. (bootstrap = 99, probabilidade posterior
= 1) (Figura 2.8, Anexo 7). T. stigmurus se diversifica antes de T. melici em ambas as

analises.

Genealogia a partir de 1TS2

Para MV e IB, todos os exemplares de T. stigmurus, incluindo T. stigmurus Par,
e T. martinpaechi apresentam-se em um unico clado com alto suporte (bootstrap = 94,
probabilidade posterior = 0,97). A analise de ML recupera, com baixo suporte
(bootstrap = 47), o clado composto por T. serrulatus partenogenéticos e T. serrulatus
Ita. Na analise de IB essas popula¢des formam um grupo parafilético em relagdo a um
clado formado pelas demais espécies do complexo. Em ambas as abordagens, T. kuryi e
T. melici ndo se apresentam monofiléticos, assim como o clado formado por T. abae T.

cf. serrulatus (Figura 2.9, Anexo 8).
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Figura 2.7: Arvore simplificada de Maxima Verossimilhanca (A) e Inferéncia Bayesiana (B)
para 0 gene mitocondrial COIl. NUmeros nos ramos representam valores de bootstrap e
probabilidade posterior, respectivamente. Valores & direita representam o nimero de individuos
de cada espécie presentes em politomia ou ramo colapsado.
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Analises concatenadas

A anélise concatenada de genes mitocondriais para MV apresenta um clado
formado por T. stigmurus Par e T. martinpaechi (bootstrap = 100) inserido dentro de um
grupo formado por T. serrulatus partenogenéticos e T. serrulatus Ita, porém com
suporte extremamente baixo (bootstrap = 18). Diferentemente, a analise de 1B apresenta
T. serrulatus partenogenéticos e T. serrulatus Ita em politomia com o clado T.
stigmurus Par e T. martinpaechi, com probabilidade posterior igual a 0,96. O clado
composto por T. aba e T. cf. serrulatus (bootstrap = 92, probabilidade posterior = 0,99)
apresenta relagGes internas mais resolvidas se comparado com 0s genes analisados
separadamente. T. stigmurus se diversifica depois de T. melici em ambas as analises
(Figura 2.10, Anexo 9).

A andlise concatenada dos trés genes apresenta T. serrulatus partenogenéticos e
T. serrulatus SI em um Unico clado para MV e IB (bootstrap = 79, probabilidade
posterior = 1). As populagdes de T. stigmurus que se mantinham em um grupo
monofilético nas demais anélises, na IB apresentam-se em politomia. O clado composto
por T. aba e T. cf. serrulatus (bootstrap = 87, probabilidade posterior = 0,73) também
apresenta relagdes internas mais resolvidas. Tityus stigmurus se diversifica antes de T.
melici em ambas as analises (Figura 2.11, Anexo 10).

Delimitacao de espécies

A Hipdtese 3 apresentou melhor resultado em relacdo as outras quatro hipoteses
(Tabela 2.4). De acordo com a mesma, trés espécies podem ser consideradas validas
dentro do complexo T. stigmurus: T. kuryi e T. melici sdo considerados linhagens
separadas, enquanto que T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus estéo

unidos em um mesmo ramo da arvore de espécies.

A Hipdtese 1, em que as seis espécies do complexo T. stigmurus representam
linhagens separadas, foi a menos provavel quando comparada com as demais hipoteses.
Em seguida, encontra-se a Hipdtese 2, em que apenas T. stigmurus e T. serrulatus sao
considerados a mesma espécie, tendo as demais como linhagens independentes. A
Hipdtese 4, em sequéncia, agrupa T. aba e T. serrulatus em uma mesma linhagem e T.

stigmurus e T. martinpaechi em outra. Essa hipotese foi proposta a partir dos dados
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obtidos nas analises de IB e MV, em que T. cf. serrulatus encontra-se agrupado com T.
aba e T. stigmurus Par com T. martinpaechi. A Hipotese 5, a segunda a apresentar
melhores valores, considera apenas duas espécies validas, T. kuryi, e a demais
agrupadas em uma Unica linhagem. Essa hipotese foi proposta devido a grande variacao
de coloragdo de T. kuryi, se comparada com as outras espécies do complexo.

Tabela 2.4: Hip6teses comparadas por AICM. Valores mais baixos de AICM indicam melhor
ajuste da hipotese.

Hipétese  HipoOtese  Hipotese  Hipdtese  Hipotese 5 AICM

1 2 3 4
Hipotese 1 - -15,869  -191,379 -154,676  -175,309 8107,904
Hipotese 2 15,869 - -175,51  -138,807 -159,44 8092,035
Hipotese3 191,379 175,51 - 36,703 16,07 7916,525
Hipotese4 154,676 138,807 -36,703 - -20,633 7953,228
Hipotese5 175,309 159,44 -16,07 20,633 - 7932,594

A arvore de espécies gerada a partir da HipoOtese 3 apresenta T. kuryi como
grupo irmdo de T. melici, com probabilidade posterior de 89%. O clado formado por
essas duas espécies emerge como grupo-irmdo do ramo composto por T. aba, T.
martinpaechi, T. serrulatus e T. stigmurus, com probabilidade posterior de 100%
(Figura 2.12)

As trés arvores de genes obtidas a partir da Hipotese 3, recuperaram, com altos
valores de suporte, o0 monofiletismo de T. kuryi e T. melici (Anexos 11, 12 e 13). O
clado formado por T. cf. serrulatus e T. aba e o clado formado por T. serrulatus
partenogenéticos e T. serrulatus Ita foram recuperados nas arvores de 16S e ITS, mas o

mesmo nao é observado filogenia com o gene COI.

A arvore de COIl apresenta dois individuos de T. stigmurus e dois exemplares de
T. aba dentro do grupo composto por T. serrulatus partenogenético e T. serrulatus Ita,
com probabilidade posterior de 100% (Anexo 11). A arvore de ITS2 agrupa, com
probabilidade posterior de 99%, todos os T. stigmurus, incluindo T. stigmurus Par e T.
martinpaechi em um unico clado (Anexo 13). Nos demais genes, T. martinpaechi esta

agrupado apenas com T. stigmurus Par.
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representam valores de bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente. Valores a direita
representam o numero de individuos de cada espécie presentes em politomia ou ramo colapsado.
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Figura 2.12: Arvores dos genes mitocondrial COI (A), mitocondrial 16S (B) e nuclear ITS2 (C)
contidos na arvore de espécie. Tityus stigmurus engloba T. aba, T. martinpaechi e T. serrulatus.
Valores nos nds representam a probabilidade posterior do clado.
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DISCUSSAO

A partir dos dados observados nas genealogias e na filogenia, o complexo T.
stigmurus pode ser considerado monofilético, embora com baixo suporte na genealogia
baseada no gene COI. As andlises com esse gene foram as Unicas nas quais 0 grupo
externo apresenta individuos com maiores distancias filogenéticas em relacdo ao
complexo analisado (Rhopalurus sp. e Opisthacanthus sp.), situagdo que pode ter
influenciado no baixo valor de suporte do complexo. As arvores de ITS2, apesar de
também apresentarem o complexo como monofilético, fornecem poucas informagdes
sobre as relagOes internas do mesmo. Isso ocorre porque genes nucleares, de evolugéo
mais lenta que genes mitocondriais (Lina & Danforth 2003), apresentam poucos eventos

de coalescéncia em grupos de especiacdo recente.

A arvore de espécies demonstra que T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus e T.
stigmurus sdo variacdes morfologicas da mesma espécie, concordando com o que é
apresentado nas genealogias, em que a auséncia de monofiletismo reciproco pode ser
observada entre essas linhagens. Porém, a arvore de espécies considera T. kuryi como
grupo irmao de T. melici, ambos formando um clado irméo ao grupo T. stigmurus (aqui
representado as quatro espécies restantes). As genealogias indicam que o grupo T.

stigmurus é irmdo de T. melici, e este clado é irméo de T. kuryi.

A abordagem utilizada nesse trabalho considera apenas a separacdo incompleta
de linhagens como causa das discordancias encontradas entre as genealogias e a
filogenia (conforme Knowles & Carstens 2007). Porém, a hibridacdo também pode
causar essa discordancia (Maddison 1997). Em algumas circunstancias, o polimorfismo
ancestral pode ser confundido com eventos de fluxo génico mitocondrial (Morando et
al. 2004, McGuire et al. 2007). A classificacdo de um hibrido estad diretamente
associada a individuos com caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre as espécies
parentais (Hubbs 1955). Apesar de Souza et al. (2009) descreverem as espécies do
complexo como de facil identificacdo e Santos et al. (2014) apresentarem uma chave de
identificacdo para as especies do grupo, é perceptivel a existéncia de morfotipos
intermediarios entre as espécies do complexo T. stigmurus, exceto entre T. kuryi e as
demais espécies. T. kuryi apresenta caracteristicas morfologicas bem distintas, como
coloragdo marrom avermelhada variando de escura ao negro (Almeida 2010) Anexo 14.
Um exemplo desses morfotipos sdo os individuos de T. cf serrulatus, cujas

caracteristicas morfologicas sdo intermediarias a T. melici e T. serrulatus. Talvez a
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diferenca da posicéo filogenética de T. melici nas arvores de gene e na arvore de espécie

seja um caso de hibridag&o.

Individuos com caracteristicas intermedidrias podem ser constatados através da
historia taxonémica do complexo. Por exemplo, T. lamottei foi descrito por Lourenco
(1981) como espécie distinta de T. serrulatus apenas por apresentar manchas nos
pedipalpos e nas pernas. Souza et al. (2009) distinguem T. stigmurus de T. martinpaechi
pelo primeiro apresentar um Unica listra escura longitudinal e central sobre os tergitos,
carapaga com um triangulo invertido na regido anterior e menor comprimento do corpo,
enquanto o segundo possui trés listras longitudinais sobre os tergitos, carapagas com
algumas manchas escuras e maior comprimento do corpo. Almeida (2010) afirma que T.
martinpaechi apresenta um triangulo invertido na carapaca em meio a manchas escuras
e T. stigmurus pode apresentar listras laterais longitudinais interrompidas sobre os
tergitos. Além disso, observacbes de individuos analisados nessa dissertacao
demonstram variacGes em relacdo a algumas descricdes morfolégicas encontradas na
literatura. Um exemplo disso é uma fémea de T. aba (Anexo 15), coletado em Catolés,
Bahia, que apresenta pequenas manchas nas pernas e pedipalpo, nunca apontadas antes
para a espécie (Candido et al. 2005, Souza et al. 2009, Santos et al. 2014). Outros

exemplos intermedidrios serdo citados durante a discussao.

Clado T. stigmurus Par e T. martinpaechi

Os individuos de T. stigmurus Par apresentam caracteristicas tipicas dessa
espécie, com uma Unica listra central sobre os tergitos, tridngulo invertido na carapaca
bem delimitado e tamanho pequeno, aproximadamente 55cm (Anexo 16). Porém, nas
genealogias, esses individuos encontram-se sempre agrupados com T. martinpaechi.
Essa espécie foi descrita a partir de individuos coletados no Ceara, onde se encontram
populacbes com caracteristicas marcantes do grupo como, por exemplo, manchas bem
evidentes nos apéndices (Figura 2.2D). Os espécimes desse trabalho foram coletados em
uma area residencial em Miguel Calmon (Bahia) e apresentam manchas pouco
evidentes nas pernas e pedipalpos (Anexo 17). A genealogia obtida a partir de I1TS2
mostra que todos os T. stigmurus, incluindo a populacdo de Paripiranga, juntamente
com T. martinpaechi, emergem em um grupo monofilético. Os genes mitocondriais

demonstram que essas duas espécies estdo em processo de especiacdo e ainda nado
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atingiram o monofiletismo reciproco. E provavel que este seja um caso de polimorfismo
ancestral, que pode ser comum principalmente em espécies de divergéncia recente e
tamanho efetivo da populacao efetivamente grande (Azevedo 2012). T. martinpaechi e
T. stigmurus ocupam grandes regides geograficas do nordeste brasileiro (Almeida 2010
— Figuras 2.4B e 2.4D), sendo que a distribuicdo da ultima vem crescendo rapidamente

nos Ultimos anos (Ross 2010).

Clado T. cf. serrulatus e T. aba

Os espécimes denominados por T. cf. serrulatus possuem caracteristicas
morfologicas semelhantes a T. serrulatus, mas também apresentam caracteres similares
a algumas populacbes de T. melici. Porém, dados mitocondriais e dados concatenados
apresentam T. cf. serrulatus agrupado com T. aba, ambas as espécies da mesma
localidade, Contendas do Sincora, Bahia. Todavia, a coloragdo das duas espécies é
muito diferente em relacdo aos padrdes de delimitacdo morfoldgica do complexo, o que
permite a facil distincdo entre os dois morfétipos. T. cf serrulatus apresenta o tergitos
escurecido (Anexo 18), enquanto T. aba possui as trés listras longitudinais bem visiveis
(Anexo 19). Embora essa divergéncia possa ser explicada por polimorfismo ancestral,
devido ao fato de ambas as espécies terem sido encontras na mesma localidade
(Contendas do Sincora, Bahia), é possivel também que tenha ocorrido introgressao
mitocondrial entre essas linhagens. Um fato que sustenta essa Gltima hipdtese é que o
gene ITS2 ndo agrupa essas duas espécies, estando elas em politomia com T. melici e T.
Kuryi. Essa duvida pode ser esclarecida com o emprego de mais marcadores nucleares
(Avise 2000).

T. cf. serrulatus e T. melici

Na descricdo de T. melici, Lourenco (2003) afirma que os individuos dessa
especie ndo possuem granulos modificados em espinhos no metassoma (Figuras 2.13A
e 2.13B), e que, apesar da grande semelhanca morfoldgica (Lourenco & Cloudsley-
Thompson 1999), podem ser facilmente diferenciados de T. serrulatus por essa
caracteristica. Contudo, Souza et al. 2009 afirmam que fémeas dessa espécie,

encontradas em Minas Novas, Minas Gerais, apresentam granulos espiniformes, ainda
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que reduzidos quando comparados a outros membros do complexo. T. serrulatus, apesar
de descrito em alguns trabalhos (Souza et al. 2009, Santos et al. 2014) com pelo menos
cinco granulos espiniformes entre o quarto e quinto segmentos do metassoma
(geralmente dois granulos espiniformes no terceiro e trés granulos no quarto segmentos,
Figuras 2.13C e 2.13D), alguns individuos podem apresentar apenas dois granulos entre
esses dois segmentos (Lourenco & Cloudsley-Thompson 1999: Figura 2.13E). Os
espécimes de T. cf. serrulatus apresentam dois granulos espiniformes bem
desenvolvidos, um no terceiro e outro no quarto segmentos do metassoma (Figura
2.13F), padréo semelhante ao apresentado por T. martinpaechi (Figura 2.13G) e T. aba
(Figura 2.13H). Esse carater, apesar de ndo sinapomorfico, sustenta o grupo formado
por T. cf. serrulatus e T. aba obtido nos resultados das andlises filogenéticas obtidas

nessa dissertacéo.

T. melici apresenta os pedipalpos mais delgados e compridos que T. serrulatus
(Souza et al. 2009) e geralmente possui um ndmero maior de dentes nos péctens (22-
27), enquanto que T. serrulatus apresenta um nimero menor (21-25) (Almeida 2010). T.
cf. serrulatus possui pedipalpos um pouco mais robustos (Anexo 18), distintos dos
espécimes de T. melici analisados nesse trabalho (Anexo 20), e uma média de 24 dentes
nos péctens. Esse valor estd mais préximo da média observada em espécimes de T. aba
estudados nessa dissertacdo (25), podendo este ser mais um carater morfoldgico que
sustenta o grupo formado por essa espécie e T. cf. serrulatus observados nas analises

filogenéticas.

Lourenco & Cloudsley-Thompson (1999), quando descreveram a populacdo
sexuada de T. serrulatus, posteriormente considera como pertencente a T. melici (Souza
et al. 2009), afirmaram que os filhotes dessa populagdo apresentavam granulos
espiniformes, que sdo perdidos nos adultos. Aliado a essa informacdo e a identificacdo
das fémeas de Minas Novas, Minas Gerais, como T. melici, a diferenciacdo morfologica
entre essa espécie e T. serrulatus torna-se mais complexa do que o sugerido pelas
informagdes contidas na literatura. Se no presente trabalho T. cf. serrulatus for
considerado T. melici, o monofiletismo da espécie, observado nos resultados, sera
perdido. Desconsiderar T. cf. serrulatus como pertencente a T. serrulatus néo
necessariamente torna essa espécie monofilética nas andalises, uma vez que T. serrulatus
partenogenéticos e T. serrulatus Ita apresentam-se em politomia em algumas arvores
(Figuras 2.8A, 2.9B, 2.10A, 2.10B).
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Figura 2.13: Granulos espiniformes em metassoma de representantes do complexo Tityus
stigmurus. A- T. melici, macho UFMG15120. B- T. melici, modificado de Lourenco 2003. C- T.
serrulatus partenogenético, fémea UFMG12039. D- T. serrulatus, modificado de Lourenco
2001. E- T. serrulatus sexuado, fémea UFMG5357 F- T. cf. serrulatus, fémea UFMG17556. G-
T. martinpaechi modificado de Lourenco 2003. H- T. aba, modificado de Candido et al. 2005.

Setas apontam para os granulos.
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T. serrulatus partenogenéticos e T. serrulatus Ita

As populagdes partenogenéticas de T. serrulatus e a populacdo sexuada T.
serrulatus Ita apresenta-se agrupadas em varias analises, apesar de encontrarem-se em
politomia com outras espécies em algumas genealogias. As caracteristicas morfologicas
desses dois grupos sdo praticamente idénticas, sustentando o clado (Anexo 21). Porém,
0 gene COI apresenta as populagdes sexuadas em monofiletismo reciproco com o grupo
formado pelas populagdes partenogenéticas. Essas populacdes sdo idénticas em relagédo
aos fragmentos moleculares analisados nessa dissertacao, apresentando apenas um sitio
variante no gene COI, que ndo possui nenhuma informacdo geografica da distribuicéo
dos individuos. Como o gene COI evolui mais rapido que o 16S (Chenuil 2006), espera-

se que essas duas linhagens estejam em processo de especiacao.

Diversificacdo do complexo e Partenogénese

Lourenco & Cloudsley-Thompson (1996) sugerem que ha uma zona de
hibridacdo de T. serrulatus e T. stigmurus e que esta ainda pode existir no estado da
Bahia. Populagdes sexuadas de T. serrulatus sdo conhecidas de Itacarambi, norte de
Minas Gerais (Souza et al. 2009) e Sdo Desiderio, oeste da Bahia (Santos et al. 2014).
A distribuicdo dessas populacbes sexuadas sugere que a partenogénese no escorpiao
amarelo pode ter surgido entre essas regides. Esses fatores, juntamente com o0s
resultados observados nesse trabalho, parecem demonstrar que o complexo T. stigmurus
surgiu e se diversificou na regido central do Brasil, e que ainda pode haver uma zona de

hibridacdo entre as espécies.

Se existem linhagens dentro do complexo que sofreram introgressédo durante sua
historia evolutiva, esse fator pode explicar o surgimento da partenogénese em T.
serrulatus e T. stigmurus. A partenogénese pode surgir em animais por diferentes
modos, como origem esponténea, inducdo por microrganismos e hibridacdo (Simon et
al. 2003). A hibridacdo entre espécies pode interromper processos meioticos e criar
oportunidades para a selecdo de processos citoldgicos que resgatam a producao de ovos
(Vrijenhoek 1998). Essa forma de partenogénese resulta de cruzamentos entre duas
espécies bissexuais e geralmente leva a producdo de linhagens diploides. Sabe-se que

fémeas partenogenéticas de T. serrulatus possuem o numero dipléide 2n = 12
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(Schneider & Cella 2010), porém estudos mais detalhados de citogenética podem ajudar

a esclarecer o surgimento da partenogénese nessas espécies.

Geralmente, na presenca de alteragbes ambientais, organismos partenogenéticos
podem dominar grandes areas geograficas, mas também sdo sensiveis a continuacao
dessa modificacdo no ambiente (Schon et al. 2009). As consequéncias evolutivas desse
modo de reproducdo podem envolver linhagens com baixa diversidade genotipica, como
observado em T. serrulatus, e, consequentemente, essas linhagens podem ocupar 0s nés
terminais de arvores filogenéticas (Simon et al. 2003). Porém, se a linhagem cresce
rapidamente em numero de individuos e obtém sucesso ao estabelecer um nicho
adequado, é provavel que a mesma se estabeleca por um periodo de tempo evolutivo
consideravel (Schon et al.2009). T. serrulatus parece ser uma linhagem bem sucedida,
uma vez que sua distribuicdo vem crescendo rapidamente em areas urbanas (Lourenco
2008).

Bioquimica do veneno

Becerril et al. (1996, 1997) analisou a estrutura primaria de algumas toxinas
presentes no veneno de T. bahiensis, T. serrulatus e T. stigmurus e concluiu que as trés
espécies tém venenos idénticos em relacdo a inducdo de soro em cavalos, porém as
toxinas das duas Ultimas sdo mais proximas do ponto de vista bioquimico. Lourenco
(2001) analisou os resultados encontrados por Becerril et al. (2006), em conjunto com
resultados obtidos por Corona et al. (1996), que sequenciou uma regido gendmica que
codifica algumas proteinas do veneno de T. serrulatus. Ap6s a comparacdo das
sequéncias, Lourenco (2001) afirma que, por esse ponto de vista, que T. serrulatus e T.
stigmurus sdo espécies distintas, porém em processo de especiacdo. Essa afirmacédo €
baseada no fato de haver 28 nucleotideos diferentes entre T. stigmurus e T. serrulatus,
numa sequéncia com o total de 790 nucleotideos, enquanto que dois nucleotideos sao
diferentes quando sequéncias de T. serrulatus sdo comparadas. Os resultados obtidos
nessa dissertacdo mostram que apenas um nucleotideo varia numa sequéncia
concatenada composta por 1098 aminoacidos entre populacbes de T. serrulatus
partenogenéticos, sendo essa variacgdo muito maior quando comparado diferentes

populacbes de T. stigmurus (aproximadamente 100 sitios). Isso demonstra que a
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variacdo de sitios em T. serrulatus partenogenéticos € muito baixa e que o critério de

comparagao usado por Lourenco (2001) ndo indica que as espécies sdo diferentes.

Nascimento et al. (2006) utilizou a composic¢do do veneno de T. serrulatus e T.
stigmurus e demonstrou que as duas espécies sdo muito semelhantes do ponto de vista
bioquimico, afirmando que seus resultados confirmam a divisdo em grupos baseado na
coloracgéo, proposta por Lourenco (2001). Conforme os dados do presente estudo, T.
aba e T. martinpaechi também estdo proximos dessas duas espécies, havendo a
possibilidade do veneno ter o mesmo nivel de toxicidade. Estudos baseados em
compostos bioquimicos do veneno sdo necessarios para avaliar se essas espéecies

também sdo animais de importancia médica.

Consideragdes finais

Uma caracteristica importante, que pode sustentar T. aba, T. stigmurus, T.
serrulatus e T. martinpaechi como uma Unica espécie, é a presenca de manchas nos
pedipalpos e pernas das espécies do complexo. Apesar das trés primeiras serem
descritas com auséncia de manchas nos apéndices (Souza et al. 2009), os filhotes
possuem manchas. Estas vdo desaparecendo aos poucos, a medida que o escorpido vai
atingindo a fase reprodutiva, podendo permanecer resquicios principalmente nos

pedipalpos.

A coloracdo e caracteristicas de granulacdo do tegumento ndo parecem ser
informac@es confiaveis para a delimitacdo de T. aba, T. martinpaechi, T. serrulatus e T.
stigmurus como espécies distintas. Elas possuem genealogias muito proximas e ainda
ndo atingiram o monofiletismo reciproco, podendo ser sinonimizadas. Para confirmacao
dessa hipotese, outras abordagens para delimitacdo precisam ser testadas. Além disso, 0
numero amostral de algumas espécies precisa ser aumentado, bem como a incorporacao
de novos genes nas analises. Evidéncias morfolégicas e moleculares indicam que T.
kuryi pode ser considerado uma espécie valida. Apesar de T. melici apresentar-se como
monofilético em relacdo a genes de evolugdo mais rapida, caracteristicas morfologicas

ndo sdo suficientes para a identificacdo dessa espécie.

Uma vez que T. serrulatus e T. stigmurus sdo causadores de acidentes graves no

Brasil, T. aba e T. martinpaechi possuem um potencial para também serem animais de
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importancia médica. Além disso, 0 uso de soro produzido através do veneno de uma
dessas espécies provavelmente pode ser aplicado em acidentes com as demais, uma vez

que esses individuos sdo muito semelhantes do ponto de vista molecular.
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ANEXOS

Anexo 1: Lista dos espécimes de escorpides utilizados para detec¢do de Wolbachia.
Numeros com asterisco indicam espécimes cujo tecido reprodutor foi utilizado para

extracdo de DNA.

Lote Identificacdo UF Localidade Latitude Longitude

UFMG T. cf. BA Contendas do -13.9191 -41.1205
12524 serrulatus Sincora

UFMG T. cf. BA Contendas do -13.9191 -41.1205
17552 serrulatus Sincora

UFMG T. cf. BA Contendas do -13.9191 -41.1205
17553 serrulatus Sincora

UFMG T. serrulatus MG Belo Horizonte -19.9167 -43.9333
4071*

UFMG T. serrulatus MG Belo Horizonte -19.9167 -43.9333
4072

UFMG T. serrulatus MG Belo Horizonte -19.9167 -43.9333
4073

UFMG T. serrulatus MG Belo Horizonte -19.8683 -43.9658

12039*

Extragéo T. serrulatus MG Belo Horizonte -19.9167 -43.9333

total

UFMG T. serrulatus MG Frutal -20.0264 -48.9359
5360

UFMG T. serrulatus MG Morro do Pilar -19.1630 -43.3645

12539*

UFMG T. serrulatus MG Morro do Pilar -19.1630 -43.3645

12543*

UFMG T. serrulatus MG Morro do Pilar -19.2248 -43.3833

12550*

UFMG T. serrulatus MG Itacarambi -15.1730 -44.1804
7207*

UFMG T. serrulatus MG Itacarambi -15.1730 -44.1787
11106

UFMG T. serrulatus MG Itacarambi -15.0281 -44.4033
11149

UFMG T. serrulatus MG Itacarambi -15.1730 -44.1787

12038*

MZSP T. serrulatus MG ltuiutaba -18.9746 -49.4601
32443

UFMG T. serrulatus MG Santa Barbara -19.9731 -43.4992
4705
IBSP T. serrulatus MG Varginha -21.5561 -45.4369
6857

MZSP T. serrulatus RJ Valenca -22.2459 -43.7069
15505

UFMG T. serrulatus SC Balneario -26.9911 -48.6353
13447 Camborid

UFMG T. serrulatus SC Biguagu -27.4947 -48.6609
13444

UFMG T. serrulatus SC Biguacu -27.4947 -48.6609

13445
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UFMG T. serrulatus SC Joinville -26.3050 -48.8461
13446
IBSP T. serrulatus SP Americana -22.7378 -47.3336
6845
MZSP T. serrulatus SP Americana -22.7378 -47.3336
29049
IBSP T. serrulatus SP Espirito Santo -22.1914 -46.7481
6861 do Pinhal
IBSP T. serrulatus SP Espirito Santo -22.1914 -46.7481
6868 do Pinhal
UFMG T. serrulatus SP Olimpia -20.7375 -48.9147
12035
IBSP T. serrulatus SP Piracicaba -22.7343 -47.6481
5900*
IBSP T. serrulatus SP Piracicaba -22.7343 -47.6481
6839
IBSP T. serrulatus SP Sumaré -22.8209 -47.2732
6853
IBSP T. serrulatus SP Sumaré -22.8209 -47.2732
6864
IBSP T. serrulatus SP Sumaré -22.8209 -47.2732
6867
UFMG T. aba BA Contendas do -13.9191 -41.1205
12518 Sincora
UFMG T. kuryi BA Palmeiras -12.6594 -41.4856
17554
UFMG T. BA Miguel Calmon -11.4186 -40.5863
12530 martinpaechi
UFMG T. melici MG Gréao Mogol -16.5532 -42.9027
15121
UFMG T. stigmurus Pl S&o Raimundo -8.8862 -42.5554
12531 Nonato
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Anexo 2: Lista de espécies que atualmente compde o complexo Tityus stigmurus, com
principais caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo geografica de cada especie.

Caracteristicas
morfoldgicas

T. aba

T. kuryi

T. martinpaechi

Coloragao geral

Amarelo claro ao
amarelo escuro.

Marrom
avermelhado escuro
ao negro.

Amarelo claro ao
amarelo escuro.

Numero de dentes
nos péctens

23-27 dentes

23-26 dentes

20-23 dentes

Numero de fileiras de
granulos nos dedos
dos pedipalpos

Dedo movel: 16
Dedo fixo: 14

Dedo movel: 17
Dedo fixo: 15

Dedo mével: 16-17
Dedo fixo: 15-16

Coloragao da
carapaga

Predominantemente
negra, exceto na
regido posterior aos
olhos medianos.

Escurecida, com
algumas manchas
marrons claras.

Mancha escura em
forma de triangulo
invertido na porcao
anterior dos olhos
medianos e manchas
negras ao longo da

carapacga.

Coloragao do
mesossoma

3 listras negras:
e central: |-Vl

Tergitos escurecidos,
exceto o ultimo, que

3 listras negras:
e central: |-Vl

tergitos é amarelado e tem tergitos
e laterais:I-VI apenas a por¢ao e laterais: I-VI
tergitos central anterior tergitos
negra.
Manchas nos Ausentes Presentes Presentes

pedipalpos e pernas

Granulos espindides
do metassoma

3°:Um granulo
4°: Um granulo

3°: Dois ou trés
granulos
4°: Trés ou quatro
granulos
Todos os granulos
bem desenvolvidos.

3°:Um granulo
4°: Um granulo

Comprimento Total 65-77 mm 55-78mm 65-74mm
Distribuicao Bahia Bahia Norte da Bahia ao
Ceara.
Bibliografia Candido, 2005 Souza, 2009 Lourenco, 2001
Souza, 2009 Almeida, 2010 Souza, 2006
Almeida, 2010 Santos, 2014 Souza, 2009

Almeida, 2010
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Caracteristicas
morfoldégicas

T. melici

T. serrulatus

T. stigmurus

Coloragao geral

Amarelo claro ao
amarelo escuro.

Amarelo claro ao
amarelo escuro.

Amarelo claro ao
amarelo escuro.

Numero de dentes
nos péctens

22-27 dentes

21-25 dentes

22-24 dentes

Numero de fileiras

Dedo movel: 17

Dedo moével: 16-17

Dedo mével: 16-17

de granulos nos Dedo fixo: 15 Dedo fixo: 15-16 Dedo fixo: 15-16
dedos dos
pedipalpos
Coloragao da Marrom Mancha escura em Mancha escura em
carapaga acastanhada. forma de triangulo forma de triangulo
invertido na porgdo | invertido na porg¢ao
anterior dos olhos anterior dos olhos
medianos e manchas medianos.
negras ao longo da
carapagca.
Coloragao do Marrom Manchas confluentes | 1 listra negra central,

mesossoma

acastanhada, exceto
ultimo tergito, que é

escuras, exceto no
ultimo tergito, que é

podendo haver listras
laterais

amarelado. amarelado e com a interrompidas.
quilha central
escurecida.
Manchas nos Ausentes Ausentes Ausentes

pedipalpos e pernas

Granulos espindides
no 3° e 4° segmento
do metassoma

Granulos espinoides
ausentes ou muito
reduzidos.

3°: Dois granulos
4°: Trés granulos

3°: Dois granulos
4°: Dois ou trés
granulos

Comprimento Total

54-68mm

55-77mm

55-65mm

Distribuicao

Centro de Minas
Gerais ao centro-sul

RegiGes Sul, Suldeste,
Centro-oeste e

Nordeste do Brasil
(exceto Maranhao) e

da Bahia. Nordeste (exceto Fernando de
Maranhdo) do Noronha.
Brasil;Tocantins.
Bibliografia Lourenco, 2003 Souza, 2009 Souza, 2009
Souza, 2009 Almeida, 2010 Almeida, 2010

Almeida, 2010
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Anexo 3: Lista dos espécimes utilizados nas analises moleculares, com respectivas

localidades, coordenadas geogréaficas e genes seqiienciados.

Lote | UF | Localidade | Lat | Long [ COI| 16S]| ITS
Tityus aba
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6822
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205
6823
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X X
6824
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6826
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X X
6827
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X X X
6829
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205| X X X
6830
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6831
IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6832
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X X X
12513
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
12514
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X X
12517
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205| X X X
12518
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205| X
12519
UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
12520
Tityus kuryi
MZSP BA Lencois -12.5667 | -41.3833 | X X X
36061
UFMG BA Palmeiras -12.6594 | -41.4856 X
12528
UFMG BA Palmeiras -12.6594 | -41.4856 | X X
17554
Tityus melici
MZSP MG Barrocdo -7.5352 | -34.9911 X X
36050
UFMG MG Gréo Mogol -16.5532 | -42.9027 | X X
15120
UFMG MG Gréo Mogol -16.5532 | -42.9027 X X X
15121
UFMG MG Grédo Mogol -16.5532 | -42.9027 | X X X
15122
UFMG MG Gréo Mogol -16.5532 | -42.9027 | X X X
15123
UFMG MG Gréo Mogol -16.5532 | -42.9027 X
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15124

UFMG MG Grédo Mogol -16.5532 | -42.9027

15125

UFMG MG Gréo Mogol -16.5532 | -42.9027 X
15126

UFMG MG Grédo Mogol -16.5532 | -42.9027 X
15127

MZSP MG Montezuma -15.1707 | -42.4945 X
36047

UFMG MG Riacho dos Machados -16.0758 | -43.1242 X
11107

UFMG MG Riacho dos Machados -16.0497 | -43.1322 X
12482

Tityus martinpaechi

IBSP BA Miguel Calmon -11.4186 | -40.5863

6820

IBSP BA Miguel Calmon -11.4186 | -40.5863

6821

UFMG BA Miguel Calmon -11.4186 | -40.5863 X
12529

UFMG BA Miguel Calmon -11.4186 | -40.5863 X
12530

Tityus serrulatus

MZUFBA | BA X
1795

MZUFBA | BA X
2307

MZUFBA | BA X
2322

MZUFBA | BA X
2442

MZUFBA | BA X
2443

MZUFBA | BA X
2475

MZSP BA Condeutba -14.9007 | -42.0386 X
28198

IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6819

IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6825

IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
6828

UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
12524

UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
12525

UFMG BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
17552

IBSP BA Contendas do Sincora -13.9191 | -41.1205 X
17553

UFMG BA Lencois -12.5453 | -41.3981 X

12522

95



UFMG BA Lencois -12.5453 | -41.3981 | X X
12526
CHNUFPI | BA Macaras -13.4380 | -40.4336 | X X
0127
UFMG DF Brasilia -15.8267 | -47.9218 | X X X
6537
UFMG MG Belo Horizonte -19.8678 | -43.9672 X X X
4070
UFMG MG Belo Horizonte -19.9167 | -43.9333 X X X
4071
UFMG MG Belo Horizonte -19.9167 | -43.9333 | X X X
4072
UFMG MG Belo Horizonte -19.9167 | -43.9333 X X X
4073
UFMG MG Belo Horizonte -19.9167 | -43.9333 X X
4074
UFMG MG Belo Horizonte -19.8683 | -43.9658 X
4703
UFMG MG Belo Horizonte -19.8217 | -43.9556 | X X
4706
UFMG MG Belo Horizonte -19.8217 | -43.9556 | X X
4707
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 X X
4826
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 X
4827
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 | X X X
5354
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 | X X X
5355
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 X X
5366
UFMG MG Belo Horizonte -19.8461 | -43.9942 X X
5367
UFMG MG Belo Horizonte -19.8184 | -43.9556 X X
6539
UFMG MG Belo Horizonte -19.8683 | -43.9658 X
12034
UFMG MG Belo Horizonte -19.8683 | -43.9658 X X
12039
UFMG MG Espinosa -14.9466 | -42.8349 | X X
12523
UFMG MG Frutal -20.0264 | -48.9359 | X X
5360
UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 | X X
4479
UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 X X
4510
UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 | X X
4513
UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 X
4515
UFMG MG Itacarambi -15.1525 | -44.2417 X

4518
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UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 X
4821

UFMG MG Itacarambi -15.1869 | -44.2044 X
4825

UFMG MG Itacarambi -15.1525 | -44.2417 X
5357

UFMG MG Itacarambi -15.1525 | -44.2417 X
5358

UFMG MG Itacarambi -15.1525 | -44.2417
5359

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
7207

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
7362

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1787
1477

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1787
7602

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11104

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11105

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1787

11106

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11146

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11147

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11148

UFMG MG Itacarambi -15.0281 | -44.4033 X
11149

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11153

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11154

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11156

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11158

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11159

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11162

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11163

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1804 X
11367

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1787

11368

UFMG MG Itacarambi -15.1730 | -44.1787

12038

UFMG MG Itacarambi -15.1719 | -44.1803

12471

97



UFMG MG Itaobim -16.5688 | -41.4808 X X
11099
UFMG MG Itaobim -16.5955 | -41.5793 X X
11102
UFMG MG Itaobim -16.5955 | -41.5793 X X
11103
UFMG MG Itaobim -16.5688 | -41.4808 X X
12479
MZSP MG ltuiutaba -18.9746 | -49.4601 X X
32443
UFMG MG Jaboticatubas -19.5105 | -43.9187 X
11366
UFMG MG Lagoa Santa -19.6256 | -43.9072 X X
6400
UFMG MG Lagoa Santa -19.6256 | -43.9072 X X
6401
UFMG MG Morro do Pilar -19.2156 | -43.3761 X
11952
UFMG MG Morro do Pilar -19.2156 | -43.3761 X X
11953
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X X
12538
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X X
12539
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X
12541
UFMG MG Morro do Pilar -19.1760 | -43.3746 X
12542
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X X
12543
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X X
12545
UFMG MG Morro do Pilar -19.1760 | -43.3746 X
12547
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645
12549
UFMG MG Morro do Pilar -19.2248 | -43.3833 X
12550
UFMG MG Morro do Pilar -19.2248 | -43.3833 X
12551
UFMG MG Morro do Pilar -19.2248 | -43.3833 X X
12552
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645
12555
UFMG MG Morro do Pilar -19.1630 | -43.3645 X
12557
UFMG MG Nova Lima -19.9876 | -43.8463 X
6534
UFMG MG Sabara -19.8893 | -43.8050 X X
6535
UFMG MG Santa Barbara -19.9731 | -43.4992 X X
4705
IBSP MG Varginha -21.5561 | -45.4369 X X

6857
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IBSP MG Varginha -21.5561 | -45.4369 | X X X
6858
IBSP MG Varginha -21.5561 | -45.4369 | X X X
6859
IBSP MG Varginha -21.5561 | -45.4369 | X X X
6860
IBSP PE Triunfo -7.8456 | -38.0419 ( X X X
6817
UFMG PE Triunfo -7.8456 | -38.0419 ( X X X
17551
MZSP RJ Valenca -22.2459 | -43.7069 | X X X
15505
UFMG SC Balneério Camboril -26.9911 | -48.6353 [ X X X
13447
UFMG SC Balneério Camboril -26.9911 | -48.6353 X X
13448
UFMG SC Biguacu -27.4947 | -48.6609 X X
13444
UFMG SC Biguacu -27.4947 | -48.6609 | X X
13445
UFMG SC Joinville -26.3050 | -48.8461 | X X X
13446
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X X
6845
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X X
6846
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X X
6847
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X
6848
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 X X
6849
IBSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X X
6850
MZSP SP Americana -22.7378 | -47.3336 | X X X
29049
IBSP SP Araraguara -21.8023 | -48.1730 | X X X
6842
IBSP SP Araraguara -21.8023 | -48.1730 | X X X
6843
IBSP SP Araraguara -21.8023 | -48.1730 | X X X
6844
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X X
6861
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X X
6862
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X X
6863
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X X
6868
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X
6869
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X

6870
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IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 | X X X
6871
IBSP SP | Espirito Santo do Pinhal | -22.1914 | -46.7481 X X
6872
IBSP SP Jundiai -23.1857 | -46.8978 | X X X
6836
IBSP SP Jundiai -23.1857 | -46.8978 | X X X
6837
IBSP SP Jundiai -23.1857 | -46.8978 | X X X
6838
UFMG SP Olimpia -20.7375 | 48.9147 | X X X
12035
IBSP SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481| X X X
5900
IBSP SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481| X X X
6839
IBSP SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481 X X
6840
IBSP SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481 X X
6851
IBSP SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481| X X X
6852
UFMG SP Piracicaba -22.7343 | -47.6481| X
6873
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X X
5901
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X X
6853
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X
6854
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X
6855
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X X
6864
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 X
6865
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 X
6866
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X X
6867
IBSP SP Sumaré -22.8209 | -47.2732 | X X X
6874

Tityus stigmurus
MZUFBA | BA X
2065
MZUFBA | BA X
2282
MZUFBA | BA X X
2397
UFMG BA Paripiranga -10.6863 | -37.8629 [ X X X
12032
UFMG BA Paripiranga -10.6863 | -37.8629 | X X X

12041
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IBSP CE Crato -7.2324 | -39.438 X X
6833
IBSP CE Crato -7.2324 | -39.438 X X
6834
IBSP CE Crato -7.2324 | -39.438 X
6835
UFMG CE Crato -7.2324 | -39.438 X X
12533
UFMG CE Crato -7.2324 | -39.438 X X
12534
UFMG CE Fortaleza -3.7184 | -38.5434 X
12546
UFMG CE Fortaleza -3.7184 | -38.5434 X
12554
MZSP PB Maturéia -7.2742 | -37.3613 X
36079
MZSP PE Buique -8.5764 | -37.2461 X X
36081
UFMG PE Recife -8.0543 | -34.8813 X X
6553
MZSP PE Triunfo -7.8428 | -38.1136 X X
36080
UFMG Pl Sdo Raimundo Nonato -8.8862 | -42.5554 X X
12531
UFMG Pl Sdo Raimundo Nonato -8.8862 | -42.5554 X X
12532
UFMG RN Natal -5.7793 | -35.2009 X X
17299
UFMG RN Natal -5.7793 | -35.2009 X X
17300
UFMG RN Natal -5.7793 | -35.2009 X X

17301
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Grupo Externo

UFMG  TO Xambioa 64111 -485361 X

3735

UFMG MG Itacarambi -15.1525 -44.2417 X

4818
(Tityusbahiensis
UFMG MG Ouro Preto 204348 435091 X X

3731

UFMG  ES Mimoso do Sul -21.0658 -41.3678 X X X
3732

X

UFMG ES Presidente Kennedy -20.0167 -40.0833 X X
3738

UFMG GO Catalao -18.1139 -476211 X X X
3946
CTiyussp 1o
UFMG  TO Ananés -6.3653 -48.0725 X

3734

UFMG GO Catalao -18.1139  -47.6211 X
3943

UFMG GO Cataldo -18.1139  -47.6211 X X

3945
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Anexo 4: Numero de individuos de cada espécie do complexo Tityus stigmurus e grupo
externo sequienciados para os genes COl, 16S e ITS.

Gene COl 16S ITS
T. aba 7 6 12
T. kuryi 2 2 2
T. melici 8 8 10
T. martinpaechi 2 4 2
T. serrulatus 90 92 125
T. stigmurus 14 18 20
Tityus sp. 7 6 6
Rhopalurus 1 - -
Opisthacanthus 1 - -
Total 132 136 177

Anexo 5: Comprimento total dos genes COI, 16S e ITS em pares de bases, nimero de
sitios variaveis e invariaveis e suas respectivas porcentagens e quantidade de insercdes e
delecbes em cada marcador. Primeiro, os valores sdo dados comparando-se somente
espécimes do complexo T. stigmurus e, em sequéncia, comparando-se 0s exemplares
desse complexo e o grupo externo.

Conjunto de Total de Sitios % de Sitios % de Inserc¢oes/
dados pb variaveis sitios nao sitios ndo | Delecdes
variaveis | variaveis | variaveis
Complexo T. stigmurus
Col 486 110 22,63% 376 77,37% -
16S 323 69 21,36% 254 78,64% 1 sitio
ITS 281 7 2,49% 274 97,51% -
COl +16S 809 167 20,64% 642 79,36% 1 sitio
COIl +16S+1ITS 1090 171 15,69% 919 84,31% 1 sitio
Complexo T. stigmurus e grupo externo
Col 486 199 40,95% 287 59,05% -
16S 324 99 30,56% 225 69,45% 2 sitios
ITS 288 56 19,45% 232 80,56% 18 sitios
COl +16S 810 231 28,52% 579 71,48% 2 sitios
COIl +16S+1ITS 1098 284 25,87% 814 74,13% 20 sitios




Anexo 6: Arvore de Méaxima Verossimilhanga (A) e Inferéncia Bayesiana (B) para o
gene mitocondrial COIl. NUmeros nos ramos representam valores de bootstrap e

probabilidade posterior, respectivamente.
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Anexo 7: Arvore de Méaxima Verossimilhanga (A) e Inferéncia Bayesiana (B) para o

gene mitocondrial 16S. NUmeros nos ramos representam valores de bootstrap e
probabilidade posterior, respectivamente.
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Anexo 8: Arvore de Maxima Verossimilhanca (A) e Inferéncia Bayesiana (B) para o

gene nuclear ITS2. NUmeros nos ramos representam valores de bootstrap e
probabilidade posterior, respectivamente.
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Anexo 9: Arvore de Maxima Verossimilhanca (A) e Inferéncia Bayesiana (B) para 0s
genes mitocondriais COIl e 16S concatenados. NUmeros nos ramos representam valores
de bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente.
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Anexo 10: Arvore de Maxima Verossimilhanga (A) e Inferéncia Bayesiana (B) para os
genes mitocondriais COIl e 16S e o gene nuclear ITS concatenados. Nimeros nos ramos
representam valores de bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente.
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Anexo 11: Arvore do gene mitocondrial COI contido na arvore de espécies. Valores nos

nos representam a probabilidade posterior do clado
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Anexo 12: Arvore do gene mitocondrial 16S contido na arvore de espécies. Valores nos
nos representam a probabilidade posterior do clado.
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Anexo 13: Arvore do gene nuclear ITS2 contido na arvore de espécies. VValores nos nos
representam a probabilidade posterior do clado.
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Anexo 14: Tityus kuryi. Fémea UFMG17555 em visdo dorsal (A) e em visdo ventral
(B). Macho UFMG17554 em visdo dorsal (C) e em visdo ventral (D).




Anexo 15: Macho (acima) de T. aba sem manchas nas pernas e pedipalpos. Fémea
(abaixo) da mesma espécie com manchas nas pernas e pedipalpos.
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Anexo 16: Tityus stigmurus: Fémea UFMG12032 em visdo dorsal (A) e em viséo
ventral (B). Macho UFMG12033 em visao dorsal (C) e em visdo ventral (D).
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Anexo 17: Tityus martinpaechi: Fémea UFMG17558 em visdo dorsal (A) e em viséo
ventral (B). Macho UFMG17557 em viséao dorsal (C) e em viséo ventral (D).
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Anexo 18: Tityus cf. serrulatus: Fémea UFMG17556 em visdo dorsal (A) e em visdo
ventral (B). Macho IBSP6818 em visao dorsal (C) e em visdo ventral (D).
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Anexo 19: Tityus aba: Fémea IBSP6842 em visdo dorsal (A) e em visdo ventral (B).
Macho MZSP28196 em visao dorsal (C) e em visao ventral (D).
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Anexo 20: Tityus melici: Fémea UFMG15121 em visdo dorsal (A) e em visao ventral
(B). Macho UFMG15120 em visdo dorsal (C) e em visdo ventral (D).
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Anexo 21: Tityus serrulatus Ita: Fémea UFMG11156 em visdo dorsal (A) e em viséo
ventral (B). Macho UFMG7476 em visdo dorsal (C) e em visdo ventral (D). T.
serrulatus partenogenético: Fémea UFMG12039 em visdo dorsal (E) e em visdo ventral

(F).




