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"O senhor poderia me dizer, por favor, qual o caminho que devo tomar para sair daqui?"
"Isso depende muito de para onde vocé quer ir", respondeu o Gato.
"Nao me importo muito para onde...", retrucou Alice.

"Entdo ndo importa o caminho que vocé escolha", disse o Gato.

Lewis Carroll
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INTRODUGAO

Entre os escorpides, o comportamento de corte envolve uma “danga”, que
pode apresentar pequenas variagdes entre as espécies. Embora no Brasil haja
registro de, pelo menos, 131 espécies de escorpides, estudos sobre aspectos do
comportamento reprodutivo sdo escassos e focados em espécies urbanas

causadoras de acidentes fatais em humanos.

Nesse trabalho, foram analisados aspectos reprodutivos do escorpidao
Tityus pusillus Pocock, 1893, com énfase no dimorfismo sexual e intrasexual dos
machos e se o morfotipo dos machos influencia na corte, além de observacdes
sobre os mecanismos pelos quais os machos reconhecem as fémeas (quimica
e/ou visual). O escorpido T. pusillus é uma espécie de pequeno porte com ampla
distribuicdo por toda a regidao nordeste do Brasil, tendo registradas ocorréncias
para a Floresta Atlantica e para a Caatinga. Também ha registro de acidente em
area rural, sendo a sintomatologia da intoxicagado considerada moderada. Este
registro sugere uma potencial adaptacao desse animal ao ambiente periurbano.
Desse modo, o conhecimento de sua biologia reprodutiva € importante para o

entendimento da dindmica das populacdes desta espécie.

A dissertacao esta apresentada na forma de capitulos que seguem as
normas da ABNT para realizagcdo de trabalho cientifico. No que se refere ao
objetivo, relacionado ao tipo de mecanismo usado pelos machos para
identificacdo das fémeas como parceiras, os dados estao apresentados na forma

de manuscrito a ser submetido seguindo as normas do periédico escolhido.



RESUMO

O reconhecimento de parceiros € fundamental para a reproducédo de uma
espécie. Visando conhecer aspectos da reprodugdo em escorpides da Floresta
Atlantica, nesse trabalho analisou-se o dimorfismo sexual na espécie Tityus
pusillus Pocock, 1893, a existencia de morfotipos entre os machos e se as
diferencas influenciam na corte. Avaliou-se também o modo de reconhecimento
das parceiras (quimico e/ou visual) pelos machos. Para a avaliagdo do
dimorfismo sexual, foram mensuradas diferentes estruturas corporais no
prossoma, mesossoma e metassoma de machos e fémeas. A existéncia de
morfotipos foi investigada considerando-se caracteristicas anatémicas da quela
(robusta/esguia) dos machos, sendo também investigado o efeito dessas
diferencas na abordagem a fémea para a corte. As analises de reconhecimento
foram realizadas com base na alteracdo do comportamento do macho diante de
uma fémea, outro macho ou substratos previamente expostos ou ndo a fémeas.
O dimorfismo sexual em T. pusillus foi evidente tanto na comparacéo entre os
caracteres isoladamente como simultaneamente. Foi confirmada a existéncia de
morfotipos entre os machos, mas essa caracteristica ndo influencia na
abordagem e quantidade de cépulas. Os machos alteram o comportamento
quando encontram um local previamente exposto a fémeas, mas nao sao
capazes de reconhecer-las pela visdo. Além disso, tentam desenvolver o
comportamento de corte com outros machos quando em ambiente exposto a
fémeas. Os resultados confirmam a existéncia de morfotipos entre os machos e
o dimorfismo sexual na espécie e sugerem que 0 mecanismo de reconhecimento

de parceiros seja quimico.

Palavras chave: Scorpiones, Buthidae, dimorfismo inter-intrasexual,

reconhecimento de parceiro, ferdbmonio, estratégia reprodutiva

10



ABSTRACT

Recognition of partners is crucial for the reproduction of a species. Aiming
to know aspects of reproduction in scorpions of the Atlantic Forest, this study
analyzed the sexual dimorphism in the species Tityus pusillus Pocock, 1893, the
existece of morphotypes between males and if those differences influence in
courtship. It was also evaluated how the males recognize females (chemicaly
and/or visualy). For the evaluation of sexual dimorphism, several body structures
were measured in the porsome, mesosome and metasome of 634 males and
females. The existence of male morphotypes was investigated per anatomical
characteristics of their chela (robust/slend), also investigating the effect of those
characteristcs on the female approach to courtship. The recognition analisys
were based in the males’ behavior alteration when before a female, another male
or substract with and without previously exposition to females. Sexual
dimorphism in T. pusillus was evident in the comparison between the characters
alone or simultaneously. It was confirmed the existence of males morphotypes,
but this characteristic doesn’t influence the approach and amount of copula.
Males changed behavior when they find a previously exposed to female site, but
were not able to recognize them by sight. Moreover, they attempted to develop
courtship behavior with other males while in females exposed site. The results
confirm the existence of sexual dimorphism in the species and between males

and suggests that the partner recognition engine is chemical.

Keywords: Scorpiones, Buthidae, dimorphism inter-intrasexual, partner

recognition, pheromones, reproductive strategies.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar aspectos morfolégicos e fisioldgicos do escorpido Tityus pusillus que

podem influenciar no comportamento de corte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a existéncia de dimorfismo sexual na espécie;

2. Avaliar a possivel existéncia de morfotipos entre as quelas dos machos;

3. Verificar se a diferenca na forma da quela dos machos interfere no
comportamento de corte;

4. Observar se machos respondem a sinais quimicos e/ou visuais das fémeas

HIPOTESES

1. Ocorre dimorfismo sexual em T. pusillus.

2. Machos de T. pusillus apresentam diferenca na forma da quela do pedipalpo.
3. As diferencas na forma das quelas dos machos interferem no comportamento
de corte, com individuos de quelas robustas tendo mais sucesso na abordagem
as fémeas.

4. Machos de T. pusillus reconhecem as fémeas através de sinais quimicos e

nao visuais.

12



REFERENCIAL TEORICO

ESCORPIOES

A Ordem Scorpiones € 0 mais antigo e basal grupo de Arachnida, tendo
sua primeira aparicdo como organismos aquaticos no Siluriano, entre 450 e 425
milhdes de anos atras, agregando poucas mudangas morfolégicas desde entao
(BROWNELL E POLIS, 2001). Essa baixa quantidade de mudangas morfolégica
€ atribuida, principalmente, a grande plasticidade ecoldgica, fisiolégica, quimica
e comportamental que o grupo apresenta (POLIS, 1990). Isso também causa
uma grande variagdo de ecomorfétipos, fazendo com que o grupo, apesar de
nao ter uma grande variagdo na forma basica, apresente uma grande variagéo
no tamanho e forma das estruturas, como nos pedipalpos e opistossoma, de

acordo com o ambiente onde vivem (BECCALONI, 2010).

Esses aracnideos contam com 16 familias, 155 géneros e
aproximadamente 2200 espécies (REIN, 2016), com ampla distribuicdo,
ocorrendo em todos os continentes com excegao da Antartida (POLIS, 1990).
Sao predadores eficientes e parte disso se deve a serem animais pegonhentos,
com glandulas que produzem uma mistura complexa e especifica de toxinas
inoculadas através do aguilh&o localizado no télson (POLIS, 1990; BROWNELL
E POLIS, 2001). Poucas espécies de escorpides produzem toxinas que séo
letais aos humanos, a maioria causa apenas dor local, mas espécies como
Hottentotta tamulus, Fabrius, 1798, considerada o escorpido mais perigoso do
mundo, podem causar uma morte rapida, esta espécie em particular pode causar

a morte em algumas horas devido problemas cardiovasculares, pulmonares e
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edema, podendo levar a faléncia multipla dos 6rgdos (BAWASKAR, 1977;
ISMAIL E BAWASKAR, 1995; BAWASKAR E BAWASKAR, 2008). A peconha é
uma mistura de neurotoxinas, sais e varios compostos organicos, também pode
conter enzimas que facilitem a penetragado da pegonha no tecido (BECCALONI,
2010). Como defesa, algumas espécies do género Parabuthus conseguem
esguichar a peconha, principalmente quando seguradas pelo metassoma
(BECCALONI, 2010; NISANI E HAYES, 2015). No Brasil, as espécies que mais
causam acidentes sérios sao Tityus serrulatus Lutz & Mello, 1922, Tityus
bahiensis, Perty, 1833, Tityus obscurus, Gervais, 1843 e Tityus stigmurus
Thorell, 1876, sendo T. serrulatus o maior causador de acidentes no pais
(EICKSTEDT, 1983; CUPO et al., 1994; CANDIDO, 1999; FUNDACAO

NACIONAL DE SAUDE, 2001; ALVES et al., 2007; PARDAL et al., 2014).

Escorpides sdao em sua maioria solitarios e pouco tolerantes com
invasores, mesmo da mesma espécie e casos de canibalismo sao frequentes em
varias familias, principalmente no pés-coito (POLIS, 1990). Poucas espécies
apresentam sociabilidade e formacao de colénias, que podem ser de familias,
fémeas com filhotes no segundo instar ou instares mais avangados, auxiliando
na cacga e protec¢ao, ou nao familiares, com individuos de uma mesma espécie,
nao relacionados entre si, dividindo abrigos (POLIS, 1990; BECCALONI, 2010).
A respeito de sua reproducao, os escorpides sao animais viviparos e sexuados,
no entanto, a partenogénese foi registrada em algumas espécies (LOURENCO,
2008). O desenvolvimento embrionario pode ser de dois tipos: apoicogénico,
ocorrendo ao longo de tubulos ovarianos, com odcitos ricos em vitelo e
caitocogénicos, com o desenvolvimento embrionario ocorrendo em diverticulos

e o0s odcitos pobres em vitelo (HJELLE, 1990; POLIS e SISSOM, 1990;
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VOLSCHENK et. al., 2008, WARBURG, 2010). O ciclo de vida é muito variavel
com duracao entre 6 a 83 meses, dependendo da espécie, apds sofrer em média

seis ecdises (POLIS 1990; SISSOM, 1990).

DIMORFISMO SEXUAL E INTRASEXUAL

Dimorfismo sexual € uma ocorréncia frequente entre os animais, podendo
consistir de diferentes variaveis, que vao desde o tamanho e a forma, até
aspectos da fisiologia (CHENG E KUNTNER, 2015). Apesar disso, a maioria das
pesquisas enfatizam o dimorfismo sexual de tamanho devido a sua importancia
relacionada a paréametros ecologicos e reprodutivos, além de ser fundamental
em estudos de taxonomia e para o estabelecimento das relagdes entre tamanho

e forma (CHENG E KUNTNER, 2015).

Segundo o modelo do equilibrio diferencial, o dimorfismo sexual acontece
quando as pressdes de selecao opostas se equilibram diferencialmente nos
diferentes sexos (BLANCKENHORN, 2005), desse modo, o dimorfismo reflete
vantagens adaptativas selecionadas ao longo do tempo. Em artrépodes, é
comum o aparecimento de fémeas maiores que machos, um aspecto importante
no processo reprodutivo que sugere uma maior quantidade e qualidade de prole
(BLANCKENHORN, 2005). O custo e beneficio normalmente diferem em
machos e fémeas para atingir determinado tamanho corporal sob influéncia da
selecao natural ou sexual (CROWLEY, 2000; GAFFIN E BROWNELL, 2001;
KLADT, 2003). Em casos de caracteristicas sexuais secundarias, geralmente
possuem uma alometria positiva, devido a pressdes intrassexuais, individuos

maiores teriam carecteristicas maiores (EBERHARD 1985, 1996). Varias
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estruturas dos animais sao propensas a selecado tanto natural quanto sexual,
como patas, antenas e chifres (EBERHARD, 1996, 2004, 2010). Um grande
numero de machos adultos de varias espécies de aranhas utiliza as patas e
queliceras para a corte e para o deslocamento e a caca, respectivamente
(STRATTON et al. 1996; EBERHARD E HUBER, 1998; BARRANTES, 2008;

AISENBERG E BARRANTES, 2011).

O dimorfismo morfolégico entre machos € menos frequente e,
evolutivamente, pode surgir por intensa competicdo entre eles (ZATZ et al.,
2011). Em alguns escorpides, o dimorfismo geralmente esta associado a defesa
de fémeas, com machos maiores brigando entre si e devorando ou repelindo os
pequenos (BENTON, 1992). Algumas vezes, o dimorfismo entre machos esta
associado a uma estratégia alternativa de reproducéao, cada grupo dimérfico de
macho age de modo diferente para alcangar o sucesso reprodutivo. Em opilides,
por exemplo, machos menores infiltram-se em territérios controlados por machos
maiores para copular com fémeas (BUZATTO E MACHADO, 2014). Em
escorpides, o dimorfismo sexual e alometria € descrito para algumas espécies
das familias Vaejovidae, Scorpionidae e Buthidae (HARADON, 1984; KOVARIK,
2004; OZKAN et al., 2006; BOOMCHAM et al., 2007; SANCHEZ-QUIROS et al.,
2012). As principais diferengas encontradas entre machos e fémeas de
escorpidao sao encontradas no tamanho do prossoma e mesossoma € no
tamanho do metassoma, fémeas usualmente apresentam o prossoma e o
mesossoma maiores que os machos, e estes apresentam o metassoma maiores

que os das fémeas (POLIS E SISSOM, 1990).
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COMPORTAMENTO DE CORTE

A reproducao dos escorpides apresenta um comportamento de corte
peculiar, conhecido como “danca”, um ritual que compreende quatro fases: inicio,
promenade a deux, transferéncia do espermatéforo e término, podendo haver
variagdes em cada fase entre as espécies quanto a duracdo e os movimentos
utilizados para cortejar a fémea (POLIS, 1990). A primeira fase, a “iniciagcao”, é
caracterizada pela aproximagao e reconhecimento do parceiro, geralmente essa
aproximacao é feita pelo macho; a segunda fase é conhecida como “promenade
a déux”, onde apéds ter segurando os dois pedipalpos da fémea, o macho a
conduz até um local adequado para a deposi¢ao do espermatoforo; a terceira
fase, a “transferéncia”, ocorre a transferéncia do espermatoforo, onde o macho
puxa a fémea rapidamente e a posiciona sobre a estrutura; a quarta fase, o
“término”, os individuos se separam, nessa hora pode haver casos de
canibalismo (POLIS E SISSOM, 1990; POLIS, 1990). Apesar dessa "danga" ser
uma caracteristica comum a todas as espécies de escorpides, os estimulos que

levam a esse ritual sdo pouco conhecidos.

Os escorpides apresentam uma grande variagdo comportamental durante
a corte. Alguns machos repetem comportamentos em mais de uma fase, como
exemplo abrir o pente e “varrer’ o chdo, esse movimento pode ser observado em
diferentes fases da corte, e outros comportamentos sio restritos a uma fase
especifica da corte, por exemplo, em algumas espécies os machos batem na
fémea com o metassoma e a ferroam, comportamentos restritos a fase de
iniciacdo (POLIS E SISSOM, 1990). O canibalismo pré-corte € um risco
recorrente na reproducéo dos escorpides, assim, machos normalmente usam de

artificios comportamentais para apaziguar a fémea durante a fase de iniciagao,
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como por exemplo as marteladas com o metassoma e as ferroadas (POLIS E

SISSOM 1990; BENTON 1992; TALLAROVIC et al. 2000).

O ESCORPIAO TITYUS PUSILLUS POCOCK, 1893

Com cerca de 125 espécies (REIN, 2016), o género Tityus Koch, 1836
representa a maior riqueza de espécies da familia Buthidae e apresenta uma
ampla distribuicdo, sendo encontrados desde a Costa Rica até a Argentina
Central e Republica Dominicana (FRANCKE E STOCKWELL, 1987, ARMAS E
ABUD ANTUN, 2004, OJANGUREN AFFILASTRO, 2005). Espécies desse
género possuem uma ampla distribuicdo pelo Brasil e podem ser encontradas
em quase todos os biomas que ocorrem no territorio (LOURENCO, 2002), tendo

47 espécies descritas (ALMEIDA, 2010).

Tityus pusillus (Figura 1) foi descrita inicialmente, a partir de duas fémeas
coletadas na regido de lgarassu, Pernambuco (LOURENCO, 1982a), levando a
crenga de que a espécie seria endémica da regido do Centro de Endemismo de
Pernambuco. No entanto, estudos posteriores mostraram que essa espécie
possui ampla distribuicdo na regidao nordeste do Brasil, sendo encontrada nos
estados de Sergipe, Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba e o Rio Grande do
Norte (LOURENGCO, 2002; DIAS et al., 2006; PORTO et al., 2010), tendo
registradas ocorréncias tanto para a Floresta Atlantica e quanto para a Caatinga

(DIAS et al., 2006; PORTO et al., 2014; LIRA et al., 2013).
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Figura 1. Vista dorsal de Tityus pusillus Pocock, 1893 (Foto: Autor)

O tamanho do escorpiao T. pusillus varia entre 25-34 mm e a coloragao
desse escorpido € caracterizado por uma cor que varia de amarelada até
marrom-avermelhado, com uma pigmentagao variegada negra por todo o corpo
e tendo os dois ultimos segmentos do metassoma e o télson avermelhados
(LOURENCO, 1982a). Pouco se sabe ainda sobre a biologia da espécie, os
primeiros relatos sobre reprodugao e ecologia foram feitos por Lourengo (1982a)
com um trabalho sobre uma fémea com 10 filhotes obtida em uma coleta na
Estacdo Ecolégica de Tapacura, em Pernambuco, e que a espécie
provavelmente viveria embaixo de pedras, mas atualmente apareceram novas
informacdes acerca do assunto. A espécie € amplamente distribuida na Floresta
Atléantica, correspondendo a cerca de 90% da fauna de escorpides (LIRA E
ALBUQUERQUE, 2014). Pode ser encontrado principalmente no epifolhigco, no
qual apresenta uma correlagao positiva com a massa seca da liteira, e apresenta
um comportamento de cacga do tipo “sit and wait”, onde o escorpido fica parado
e captura as presas que passem em sua frente, comportamento tipico dos

escorpides (POLIS, 1990, LIRA et al., 2013, LIRA E DE SOUZA, 2014, LIRA et
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al. 2015). As fémeas apresentam iteroparidade, tendo até trés ninhadas com
uma meédia de sete filhotes cada durante o ano e esses filhotes levam cerca de
oito meses para atingirem a maturidade, apresentando protandria, com os
machos atingindo a maturidade primeiro que as fémeas (ALBUQUERQUE E
LIRA, 2016). Dentre casos raros de mutagao genética, foi relatado a ocorréncia

de leucismo em uma fémea encontrada em Paudalho (PE) (LIRA et al. 2016).

A sintomatologia do acidente com essa espécie pode ser considerada
moderada, com sintomas caracterizados por calafrios, tontura, cefaleia, vomito,
dor e dorméncia do local, dados obtidos a partir de dois casos ocorridos no

estado de Pernambuco (ALBUQUERQUE et al., 2009).

MATERIAIS E METODOS

Dimorfismo sexual

Para verificar se a espécie apresenta dimorfismo sexual, medidas foram
tiradas numa amostra de 634 T. pusillus (211 machos e 423 fémeas) que se
encontram depositados na Colegado Aracnoldgica da Universidade Federal de
Pernambuco. Estes animais foram coletados em 11 fragmentos de Floresta
Atlantica no municipio de Sirinhaém (08°35°27”S, 35°06’°58”W) (Figura 2), no
Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, entre dezembro de 2012 e janeiro

de 2013.
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Figura 2. Remanescentes de Floresta Atlantica no municipio de Sirinhaém, PE. As areas escuras
representam os fragmentos onde foram realizadas as coletas dos escorpides (Retirado de Lira et al., 2015).

Para este teste foram selecionados sete caracteres meristicos
compartilhados entre machos e fémeas, 1) comprimento do prossoma, 2)
comprimento do mesossoma, 3) comprimento do metassoma, 4) comprimento e
5) espessura da quela, 6) comprimento e 7) espessura do segmento V do
metassoma (Figura 3). As medidas foram tomadas com o auxilio de um

paquimetro digital.
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Comprimento do prossoma

Comprimento do mesossoma

Comprimento do metassoma

Comprimento e espessura do metassoma V
Comprimento e espessura da quela

Figura 3. Estruturas corporais utilizadas na analise do dimorfismo sexual de Tityus pusillus Pococok, 1893

Morfotipos de machos

A existéncia de morfotipos de machos foi avaliada através da morfometria
geométrica, essa técnica apresenta maior sensibilidade para analise de
diferengas mais sutis, ndo detectaveis com a morfometria linear. Os 211 machos
do estudo de dimorfismo sexual, foram classificados de acordo com a
espessuras de suas quelas em duas categorias, sendo < 1,4 mm classificados
como quela esguia e = 1,4 mm classificados como quela robusta. Nesses grupos,
40 machos foram selecionados ao acaso, 20 considerados com a quela robusta
e 20 considerados com a quela esguia. As quelas dos machos foram
fotografadas por camera Canon A620 acoplada a um microscoépio esteroscopico
usando um adaptador.

As fotos foram tratadas no programa TPSutii (ROHLF, 2010) e
transportadas para o programa TPSdig (ROHLF, 2010) para a colocagdo das

marcas (figura 4).
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Figura 4. Quela de Tityus pusillus mostrando o posionamento das sete marcas (pontos vermelhos)
digitalizados no TPSdig.

Influéncia da robustez da quela na corte

Os escorpides usados neste estudo foram coletados ao acaso na zona da
mata sul, norte, no agreste do estado de Pernambuco, Brasil, com lanternas
portateis ultravioletas (Figura 5). Como a espécie costuma ser tolerante com co-
especificos, os machos e fémeas foram separados e mantidos em colbnias para
facilitar a manutencao semanal. Cada colénia foi mantida em recipiente plastico
transparente de 1L e continha no maximo 30 escorpides. Trés a cinco camadas
de caixas de ovos de papelao foram oferecidas como abrigo no interior do
recipiente. Os animais foram alimentados semanalmente com baratas da
espécie Phoetalia circunvagans Burmeister, 1838 e tinham algoddao molhado
como fonte de agua. O ambiente de criagédo foi mantido a um ciclo de 12:12 h
L:D com um temporizador e temperatura ambiente média de 24°C + 2°C e 70%

+ 5% de umidade relativa.
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Figura 5. Escopiao Tityus pusillus observado sob luz ultravioleta. (Foto: Autor)

Todos os testes de comportamento foram realizados sob luz vermelha,
invisivel aos escorpides (MACHAN, 1968), sendo conduzidos entre 19 h e 22 h,
intervalo de maxima atividade, diminuindo, assim, interferéncias em seus

comportamentos.

Para o experimento de corte foi utilizado uma arena de vidro circular (12
cm diametro; 7 cm altura). Essa arena era limpa com alcool 70% antes de cada
teste e como substrato foi usado um papel filtro circular ocupando toda a base
da arena. Machos (n = 20) das coldnias foram separados por robustez das
quelas, quela esguia (n = 10) e quela robusta (n = 10), e pareados com fémeas
(n = 20). Em cada situag&o, um casal proveniente do mesmo ponto de coleta era

colocado simultanteamente na arena, totalizando 20 observacoes.

A abordagem a fémea foi considerada a partir do momento em que o
macho tentou segurar qualquer parte do corpo da parceira, observando-se 1)

agarrar patas, mesossoma, metassoma ou quelas, 2) quais estruturas eram
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agarradas ao mesmo tempo, 3) quantas vezes o macho manipulou entre as
estruturas, 4)se houve desisténcia, considerada quando o macho passa a
ignorar a presenga da fémea depois de tentar segurar, 5) tempo de promenade
a déux, contado a partir do momento que as duas quelas eram seguradas, e 6)
se houve conclusao (copula). O tempo de observagdo variou de acordo com o

tempo levado para desisténcia ou concluséo da corte.

Analise de dados

Para comparar os caracteres morfologicos de machos e fémeas os
caracteres foram comparados por testes de Kruskal-Wallis. A similaridade entre
os machos e fémeas considerando simultaneamente todas as variaveis
morfolégicas (exceto o comprimento total) foi determinada por uma Analise de
Similaridade (ANOSIM) no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015)
A comparagao entre machos e fémeas foi ilustrada por meio de uma Analise de
Componentes Principais (PCA) no programa CANOCO 4.5 (TER BRAAK AND

SMILAUER, 2002).

A comparacgao da forma das quelas dos machos foi realizada a partir das
marcacoes indicadas nas fotos. Esses dados serviram para criagdo de uma
matriz de covariancia, usada para analise de componentes principais (PCA). A
partir da matriz de covariancia também foi realizado uma analise de variancia
(ANOVA) de procrustes e discriminante (DA). As analises estatisticas foram

conduzidas no programa Morphod (KLINGENBERG, 2011).

Para comparar a manipulacao das fémeas e as tentativas de corte entre

os grupos de machos com quelas esguias e robustas, foi utilizado o teste de
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Mann-Whitney no programa Bioestat 5.3 (AYRES et al., 2007). Foi considerado

o nivel de significancia P < 0,005.

RESULTADOS

Dimorfismo sexual

O dimorfismo sexual em T. pusillus foi evidente tanto na comparacéao entre
os caracteres isoladamente (Figura 6; Tabela 1) como simultaneamente
(ANOSIM: R = 0.4195; P = 0.001, N = 634; Figura. 7). Apenas o comprimento
das quelas ndo apresentou diferencas quanto ao tamanho entre os sexos. Por
outro lado, as fémeas de T. pusillus sd0 maiores, com 0 prossoma € mesossoma
maiores que os machos, que por sua vez possuem o metassoma mais longo
(Tabela 1, Figuras 6 e 7). O comprimento destes caracteres foram os que mais
contribuiram para a distingdo entre os sexos no primeiro componente principal
que somado ao segundo expressaram 96% da variagao dos dados (Eixo 1 =

53.1%:; Eixo 2 = 42.9%) (Tabela 1; Figura 7).
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Figura 6. Analise de Componentes Principais (PCA) dos individuos, fémeas e machos, de Tityus pusillus
segundo caracteres morfolégicos examinados. PCA eigenvalues: Axis 1 = 0.513; Axis 2 = 0.446.

27



"(9%G6) BSUBILUOD Bp OJEAJBIUI O SIBOILIOA SE © BUBIpaW
B S|Bju0ZioY Seyul| Se ‘sialino SI9Ajssod wedlpul S0OsUd)se sQ snjjisnd SnAj; ap SOydew o Seawd} Sep SOILISWOoHOW Salajoeled so ajus oedesedwo) -/ einbi

ajew ajeway ajews ajeway ajew 8jews) ajew ajeway
1 ! o1 1 1 € 1 | S0 L ! 5
L * L a
o - 21 =3 L
3 T 3 * T 3 3
o 3
N o 3 - * -0l - L@
T . g -8 g o8
- 3 3 i o -8 o
[ 2 e z 3
_ um_M - < * nm_m ,.mm
L 3 [~ 8
! o . -2 “ 3 oS
- w il 3 ° - 02 - I:W
S 3
- 02 | = A L =
4 ! - -zl
=TT -9 -G7 o gL
L 1 L s L : ol . ! T4 L : 4
T ° * i
) v - - W\ “-.. L
*
p 3 W * -0€3
% | o8 * L TF @ g
wm = m_% | m rRm.h
3 1 3 - g
= P = —SED L 3
T 3 { ! :
| L2 2 | : o3
- 3 3 S
* B ¥ 3 -0v3
S i I - | . H v
.
Lg - T -SV - oy

28



Tabela 1. Caracteres morfoldgicos dos machos e fémeas de Tityus pusillus, sumario da comparagao entre
os caracteres de ambos os sexos padronizados pelo comprimento total do corpo (mm) e autovalores da
ordenagdo segundo os dois primeiros eixos da PCA. O teste de Kruskal-Wallis apontou que comprimento
total das fémeas foi maior que o dos machos (H1 = 20.575; P < 0.001; N = 634).

Relagao
estrutura/
Sexo Comprimento PCA
(Média*DP) total (mm) Eigenvalues
Estrutura (mm) Fémea (N = 423) Macho (N = 211) H1 P Axis 1 Axis 2
Comprimento Prossoma 36+0.2 3.3+0.2 137.13 <0.001 0611 -0.056
Comprimento Mesossoma 10.1+1.2 86+0.9 276.03 <0.001 0836 -0.549
Comprimento Metassoma 18.7 0.9 19.8+15 342.942 <0.001 o584 0.810
Comprimento Metasoma V 43+02 45+03 169.066 <0.001 0448 0.607
Largura Metasoma V 1.6 £0.09 1.7 £0.1 210.84 <0.001 0490 0.653
Comprimento Quela 6.5+0.3 6.4+04 3.256  0.071 0.692 0.351
Largura Quela 1.2+0.08 1.3+0.2 141.325 <0.001 0428 0.625
325+1.8 31.8+23

Comprimento total

Morfotipos de machos

O grafico encontrado na PCA (Figura 8) mostra que os machos se

separam em dois grupos, quelas esguias e quelas robustas. Houve o registro da

ocorréncia de um outlayer. O resultado da PCA é confirmado pela ANOVA

(Tabela 2 e 3) e DA (Figura 9).

Principal component 2

QR
QE

-0.08

-0,03

0,00

003

Principal component 1

]

Figura 8. Grafico da PCA. QR: Machos com quela robusta, QE: machos com quela esguia.
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Tabela 2. Variagdo de tamanho centréide, ANOVA dimorfismos dos machos. Soma hierarquica de
quadrados ANOVA: SS, MS e DF referem-se respectivamente a soma dos quadrados, média da soma dos
quadrados (ou seja, SS dividido por df) e graus de liberdade.

Effect SS MS df F P
Individuo 1,343055 0,070687 19 1,35 0,2604
Tamanho 6,338275 6,338275 1 120,92 <.0001

Inviduo*Tamanho 0,995953 0,052419 19

Tabela 3. Variagao da forma, ANOVA dimorfismos dos machos. Soma hierarquica de Procrustes quadrados
ANOVA: SS, MS e DF referem-se respectivamente a soma dos quadrados, média da soma dos quadrados
(ou seja, SS dividido por df) e graus de liberdade.

Effect SS MS df F P
Individuo 0,02999779 0,0001127737 266 0,90 0,8110
Tamanho 0,05587119 0,0039907992 14 31,76 <.0001

Inviduo*Tamanho 0,03342665 0,0001256641 266

Frequency

QR -- QF

Figura 9. Analise discriminante da robustez da quela apés uma média das categorias. Freqiiéncias dos
escores discriminantes previstos por um jacknife (leave-one-out) de validagdo cruzada sdo mostrados
usando barras do histograma; QR: Machos com quela robusta, QE: Machos com Quela esguia.

Influéncia da robustez da quela na corte

A robustez da quela n&o influenciou na abordagem a fémea pelo macho,
nem o numero de copulas (Tabela 4). O numero de tentativas de aproximagéo
(Z = 0,4536; P = 0,3251) e de quantidade de movimentos feitos durante as

tentativas (Z = 0,7559; P = 0,2248) foi similar entre os grupos. Tanto nos machos
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com quelas esguias quanto nos machos com quelas robustas houveram seis
desisténcias, estes machos passaram a ignorar a fémea apos algumas
tentativas, e quatro cépulas, mostrando que o tamanho das quelas nao

influenciou na quantidade de cépulas.

Tabela 4. Efeito da robustez da quela de machos de Tityus pusillus sobre o comportamento de abordagem
da fémea. Tentativas: Vezes que o macho abordou a fémea; Manipulagéo: Trocas de posi¢gdo de uma ou
as duas quelas do macho sem soltar a fémea; NR: Macho com quela esguia; R: Macho com quela robusta.

Individuos MT M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Tentativas NR 1 1 3 7 4 2 8 3 4 3

R 4 1 1 5 1 2 1 1 3 S}
Manipulagdo NR 9 1 3 9 3 4 14 4 3 7
R 11 6 23 5 1 7 1 19 21 8

DISCUSSAO

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que o dimorfismo
sexual da espécie é caracterizado por diferengas no tamanho geral, sendo as
fémeas maiores e mais robustas que os machos, tendo o prossoma e o
mesossoma maiores que os machos. Os machos, por sua vez, apresentam o
metassoma mais comprido que o das fémeas. Os machos apresentaram
diferengas na forma da quela, sendo estes podendo ser classificados em dois
grupos, quela robusta e quela esguia, mas a robustez dessas quelas n&o

interfere no comportamento de corte.

A diferenga no tamanho do prossoma e mesossoma entre machos e

fémeas, com estas tendo essas estruturas maiores, € uma caracteristica que
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ocorre em outros escorpides (CARLSON et al., 2014; SANCHEZ-QUIROS et al.,
2012), assim como a presenga de metassoma maior nos machos (SANCHEZ-
QUIROS et al., 2012). Essas diferengas corporais entre machos e fémeas
encontradas em T. pusillius € o esperado para os escorpides (POLIS E SISSOM,
1990). O maior tamanho corporal das fémeas € esperado pela relagdo de maior
sucesso reprodutivo, onde fémeas maiores conseguem carregar uma maior
quantidade de filhotes ou filhotes de maior tamanho, interferindo diretamente na
quantidade e qualidade da prole (ANDERSSON, 1994, BLANCKENHORN,
2005). Diferengas morfolégicas entre machos e fémeas s&o esperadas devido
aos diferentes papeis reprodutivos desempenhados por eles, mas essas
diferengcas muitas vezes estdo submetidas a influéncias tanto naturais quanto
sexuais (CROWLEY, 2000; GAFFIN E BROWNELL, 2001; KLADT, 2003).
Machos de Centruroides margaritatus Gervais, 1841 e de Centruroides gracilis
Latreille, 1804 amadurecem mais cedo, uma muda antes das fémeas, podendo
ser a principal causa do tamanho reduzido dos machos contrastando com o
tamanho do metassoma (FRANKE E JONES, 1982, SANCHEZ-QUIROS et al.,
2012). Os machos de T. pusillus apresentam uma maturagéo mais rapida do que
as fémeas, chegando ao estagio adulto cerca de um més antes, mas ambos,
machos e fémeas, apresentam muda extra praticamente na mesma proporcao
de ocorréncia (ALBUQUERQUE E LIRA, 2016). Ainda assim, o tamanho do
metassoma talvez possa ser explicado pelo rapido crescimento dos machos

(REILLY et al. 1997).

Na literatura é possivel encontrar varios casos de dimorfismos de
maturacao em diferentes instares ocorrendo entre machos, fémeas ou ambos

nos escorpides (FRANKE E SISSOM, 1984). Mas nao esta claro se a muda extra
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em T. pusillus (ALBUQUERQUE E LIRA, 2016) pode ser a consequéncia do
dimorfismo entre a forma das quelas dos machos da espécie. Caso do
Euscorpios flavicaudis DeGeer, 1778 que apresenta duas classes de tamanho
de machos, um menor, maduro sexto instar, e um maior, maduro no sétimo instar
(BENTON, 1991). A largura e a espessura da quela dos escorpides estédo
relacionadas com a forga exercida no fechamento da pinga, onde a maior largura
e espessura apresenta mais forca (MEIJDEN et al., 2010). Sendo a quela a
principal estrutura na condugé&o da corte dos escorpides (POLIS E SISSOM,
1990), era de se esperar que 0os machos com a quela robusta teriam mais forga
e melhor desempenho na corte, tendo mais cortes finalizadas, mas nao foi o caso
encontrado nos testes comparativos da corte, onde nao foi encontrada
diferencas na quantidade de copulas entre os dois grupos de machos, que foi
igual, tendo cada grupo concluido quatro cépulas. Em alguns aracnideos,
machos dimérficos estdo associados a estratégias alternativas de reproducéo.
Em opilides, por exemplo, machos maiores defendem o territério para a
deposi¢ao dos ovos e as fémeas e machos menores invadem o territério dos
maiores e realizam copula furtiva (ZATZ et al., 2010), mas nao foram observadas
diferencas na tentativas e movimentos de manipulagdo na abordagem a fémea

em T. pusillus.

O escorpiao T. pusillus apresenta um dimorfismo sexual tipico da ordem
Scorpiones, com fémeas com prossoma € mesossoma maiores € machos com
metassoma maiores. O dimorfismo entre as quelas dos machos embora
evidente, ndo tem influéncia no comportamento durante a abordagem na corte.
Os motivos de “como” e o “porqué” da presenca dos dois morfotipos entre os

machos da espécie ainda é incerta. E necessario o acompanhamento do
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desenvolvimento dos filhotes para comprovar ou descartar a teoria do dimorfismo
devido a muda extra na espécie. Assim como nos besouros do género
Onthophagus, que apresentam plasticidade fenotipica influenciada pelo
ambiente e pela qualidade e quantidade de alimento durante o desenvolvimento
das larvas (MOCZEK, 1998, EMLEN, 1994, 1998), é possivel que o
aparecimento dos morfotipos de machos de T. pusillus seja influenciado pelo

ambiente ou pela alimentacdo nas fases dos instares.

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que existe dimorfismo
sexual na espécie T. pusillus, definido pelo tamanho do prossoma e mesossoma
maiores na fémea e o metassoma maior no macho. A existéncia de quelas com
diferente robustez indicam morfotipos de machos na populagdo, embora essa
caracteristica ndo tenha se mostrado relevante para a corte. Novos estudos
sobre a fungdo desses morfotipos, assim como as influéncias que regem as
frequéncias desses morfotipos nas populacdes de T. pusillus da espécie, sao
encorajados para melhor entendimento sobre a funcionalidade dessa

caracteristica.
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Pretty or smelly? Trigging the courtship behavior in the scorpion

Tityus pusillus Pocock, 1893 (Scorpiones: Buthidae)

Lais M. Pordeus, André F.A. Lira and Cleide M.R. Albuquerque

ABSTRACT

Recognition of conspecific individuals from other community members has great
importance to many interactive behaviors, especially those involved with partner
selection for reproduction. Thus, in this study, we investigated how forest
scorpions identify (visual or chemical) their potential partner for reproduction. The
experiments were conducted with the sedentary litter-dwelling scorpion Tityus
pusillus Pocock, 1893, a small common species broadly distributed in the
Northeast Atlantic Forest in Brazil. Two sets of experiments were to test whether
males recognize females by detecting females’ chemicals on the substrate or by
visual cues. Males changed their behavior when exposed to females’ chemicals
substrate, but the presence of the female with clean substrate did not changed
the male behavior. When a male was placed together with another male and the
clean substrate, no male changed his behavior, when using the same male pairs
with an exposed to a female substrate, all the males seemed to be interested in
each other and one of the males finished the courtship depositing the
spermatophore on the paper. The results show that the males recognize the

females by chemicals cues left on the substrate by females and not visually.

Key words: Scorpion, courtship behavior, partner recognition, pheromones,

reproductive strategies.
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INTRODUCTION

Recognition of conspecific individuals from other community members has
great importance to many interactive behaviors, especially those involved with
partner selection for reproduction (GREENFIELD, 2002). Many arachnids are
solitary and to a small extent tolerant with others, even conspecifics. Few of them
live in groups, so recognition of a reproductive partner is necessary (TRABALON
AND BAGNERES, 2010). In the Order Scorpiones, most species are solitary and
aggressive towards conspecifics, even feeding on them (POLIS, 1990), which
may difficult the interactions for reproduction. These animals are the basal group
on the Arachnida class; therefore, understanding the scorpion reproductive
processes may elucidate many topics, providing information about the stimuli
involved in partner recognition and reproductive behavior in arachnids

(STOCKMANN AND YTHIER, 2010, TRABALON AND BAGNERES, 2010).

Scorpion partner recognition is a hot topic, despite this, how these animals
recognize potentials partners remains unclear. Initially, it was proposed that
males recognized their partners by anatomic differences between them, after the
first contact (ALEXANDER, 1959, POLIS AND FARLEY, 1979). Anatomic
differences in the metasoma would be critical to recognition, because the males
would start contact preferably grasping this structure (ALEXANDER, 1959).
However, observations of a higher concentration (2-8 individuals) of
Paruroctonus luteolus Gertsch and Soleglad, 1966 males around females’
burrows are an indicative that existence of pheromones (Polis 1990). Further

studies on scorpion partner recognition showed that males can detect chemical
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signals left on the substrate by the females (GAFFIN AND BROWNELL, 1992,
BROWNELL AND GAFFIN, 2001, MELVILLE et al., 2003, STEINMETZ et al.,
2004, TRABALON AND BAGNERES, 2010, TAYLOR et al. 2012). Scorpions
males uses the structure called pecten, located ventrally, to detect those
compounds and begin the courtship behavior (GAFFIN AND BROWNELL, 1992,

TRABALON AND BAGNERES, 2010, TAYLOR et al. 2012).

Strikingly, most information about sexual recognition in scorpions come
from species inhabiting deserts (GAFFIN AND BROWNELL, 1992, MELVILLE et
al., 2003, STEINMETZ et al., 2004, TAYLOR et al. 2012). Few attention was
addressed to partners recognition of scorpions occurring in tropical forests. This
lack of previous studies is particularly surprising in view of the high biodiversity of
such environments and the evidence that environmental change is transforming
the ecology of tropical forests (LEWIS et al., 2009). Thus, in this study, we
investigated how forest scorpions identify (visual or chemical) their potential
partner for reproduction. The experiments were conducted with the sedentary
litter-dwelling scorpion Tityus pusillus Pocock, 1893, a small (25 to 35 mm)
common species broadly distributed in the Northeast Atlantic Forest in Brazil
(LOURENGCO, 2002, LIRA et al., 2013, LIRA et al., 2015). We tested the
hypotheses that due to sedentary behavior and microhabitat complexity (leaf
litter) inhabiting by T. pusillus, these scorpion males recognize their potential

partners for reproduction chemically and not visually.
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MATERIALS AND E METHODS

Animal care

Adult scorpions were collected through nocturnal active search with UV

lamps in remnants of the Atlantic Forest from the state of Pernambuco, Brazil

(Table 1). Living animals were separated by sex and housing on a circular plastic

terrarium (9,5 cm height, 12 cm diameter) with cardboard and moist cotton as

shelter and water source, respectively. The scorpions were fed once a week with

nymphs of cockroach Phoetalia circunvagans Burmeister, 1838. Females that

showed pregnancy signals (distended mesosome and embryos in development

visualized through the membrane) were excluded from the trials. Scorpions were

reared at a temperature of 27°C+5°C, a relative humidity of 60-70% and a 12:12h

(L:D) photoperiod.

Table 1. Remnants of the Atlantic Forest from the state of Pernambuco, Brazil, collect locations and the

guantity of animals used in experiments.

Locations Coordinates Quantity
Paudalho 7°54’48”S, 35°02’36"W 2
Jaqueira 8°43"03"S, 35°50'21.6"W 10
Ipojuca 8°31°48”S, 35°01°05"W 16
Recife 8°00°00"S, 34°56’00"W 8
Moreno 8°06’38.1"S, 35°06°56.4"W 6
Buique 8°35’08.2"S, 37°14°29.3"W 34
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Two sets of experiments were conducted between 19-22 h under red light,
which is invisible for the scorpions (MACHAN, 1968) to test whether males
recognize females by detecting females’ chemicals on the substrate or by visual
cues. In all essays was used a clear glass round arena (12 cm in diameter; 7 cm
height) with a filter paper as substrate. After each essay the arena was cleaned

with alcohol 70% and the substrate was changed.

Chemical recognition

Chemical recognition experiments were based on GAFFIN AND
BROWNNEL (1992) and TAYLOR et al. (2012). A total of 28 animals (14 females
and 14 males) were used, totalizing 14 essays. In each essay, a female was
trapped for 24h in a quadrant marked in the arena’s bottom and walls, the
substrate placed at the bottom of the arena. After this period, the female was
removed from the arena and a male was placed on the opposite quadrant (Figure
1) right after. The male was trapped to acclimate for 5 min and then free to walk
for 20 min. A control group was performed using 11 different males, where these
animals were released on the arena with substrate no-exposed to females. The
walking time in both groups were taped with a DSLR Nikon D5500 camera
positioned above the arena. The videos were considered legitimated for analysis
whether males crossed the opposite quadrant, where the female was before.
Chemical recognition was considered whether male showed behavior alteration

compared to control.
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Figure 1. Diagram of the chemical recognition experiments. A — Female isolated in the quadrant for 24h. B
— Male acclimating for 5 min. C — Invalid test. D — Valid test.

The videos were analyzed by a pair of researchers and scored 1-5 adapted
from TAYLOR (2012) according to the following criteria: 1) no change in behavior,
2) slight change in behavior, such as, from erratic running and climbing, to
walking after sudden stop, 3) back-up (an abrupt stop of forward motion followed
by one or two steps backwards or slow move backwards and frontwards), 4) two
three-score responses in the same quadrant, 5) three three-score responses in
the same quadrant or pedipalp shaking (the pedipalp looks like vibrating in the
air). The Wilcoxon signed-rank test was used to determinate if the treatments

presented different behavior. Behavior alterations were based in comparison with
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males' behavior placed in the arena containing clean substrates (without previous

contact with females).

Visual recognition

To test if the males could recognize the female by sight, were used 30
animals (20 males and 10 females). Two types of experiments were conducted;
the first consisted in monitoring males’ behavior when placed in the presence of
a female, couples (n = 10) were formed and placed, individually, in the arena,
with a clean substrate. The interactions between each couple were monitored by
sight for 20 min. Second, to verify whether the behavior was associated to female
recognition or it was random, 10 paired males (five pairs) were marked and tested
in two different conditions. Firstly, the paired males were individually placed in
arenas with clean substrate and had their interactions monitored for 20 min.
Secondly, substrates were previously prepared positioning two females in each
for 24h. The males used in the first condition were placed in the arena containing
the exposed substrate with the same male they have been exposed before. Their
interactions were monitored for 20 min. No quadrants were used in the visual

recognition experiments.
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RESULTS

Chemical recognition

Males changed their behavior when in contact with the quadrant exposed
to females. From 14 trials with exposed substrates, 10 were considerate valid
and nine out of 11 control videos were considered valid tests. The Wicoxon
signed-rank test showed that the males showed different behavior when with the

exposed to female substrate (Z = 2.8031, p = 0.0025, one-tailed).

Changes in the behavior was characterized by stopping of climbing and
running behavior, which was present in all control videos. The males with the
exposed filter changed their behavior when trespassed the quadrant previously
exposed to a female one to three times. The males stopped the climbing behavior
and started to explore the arena for a while, apparently searching for the female;
some of them seemed to quit the searching after some time and restarted the
running and climbing behavior. Most of the males presented the score 5 (three
three-score responses in the same quadrant or pedipalp shaking), which three
presented the pedipalp shaking, and score 3 (abrupt stop, backwards steps or

slow backwards and frontwards moves) (Table 2).
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Table 2. Chemical recognition of females by Tityus pusillus males. Scores based on Taylor et al., 2012.
With chemical sign Control

Male Scores Male Scores

N
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Visual recognition

Under the conditions of the second experiment, males of T. pusillus
showed no sign of female visual identification. In this set of experiments, the
behavior of T. pusillus males was observed when facing females and other males.
In the first situation analyzed, when a male was placed together with a female in
the arena (n = 10 replicates), the presence of the did not make the male change
their behavior in six out of 10 trials. Out of these six trials, in four both stayed still
during the observation time, in one observation the male stayed still while the
female dislocated and in one the female stayed still while the male dislocated.
Dislocating or still, the female did not catch the male interest in these trials. In the
other four out of 10 observations, in three observations the male only changed
they behavior when the male stepped onto the female and in one case, the male
stepped the path the female just did, thus changing his behavior and
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demonstrated sexual interest. After stepping the female or her path, the males

did the backup behavior and tried to engage the promenade a déux (Table 3).

Table 3. Behavior evaluation of visual female recognition by Tityus pusillus males

Couple Initial behavior Courtship behavior
1 Male running behavior Yes, after male stepped on the female
2 No move No, no encounter
3 Male running behavior Yes, after male stepped on the female (copula)
4 Male running behavior No, no encounter
5 Female running behavior No, no encounter
6 Female running behavior Yes, after male stepped on female trail
7 No move No, no encounter
8 No move No, no encounter
9 No move No, no encounter
10 Female and male running behavior Yes, after male stepped on the female (copula)

In the second situation, when a male was placed together with another
male and the clean substrate (n = 5 replicates, 10 males observed), no male
changed his behavior. In all the trials, the males encountered each other several
times, but both males ignored each other in all observations. All males stayed still
or running and climbing the arena walls for the 20 min observation (Table 4).
When using the same male pairs with the exposed to a female substrate, on the
third situation, the males started to show the behavior alterations observed in the
chemical recognition test as soon as they were put on the arena. All the males
seemed to be interested in each other after a first encounter. In this situation, in
two observations the males gave up mutually to try to engage the promenade a
déux after some dispute over the control of the courtship. In others two
observations, one of the males gave up the courtship and the other did not,

resulting in violent refuses. In the last observation, the males insisted with the
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courtship, engaged the promenade a déux and one of the males finished the

courtship depositing the spermatophore on the paper (Figure 2).

Table 4. Behavior of Tityus pusillus males in substrate with and without previous exposure to females

Male With female . Without female .
. Behavior Behavior
pair exposure exposure

1 Mutual interest.  Mutual dropout. They ignored each Several encounters and no

other. behavior alteration.

2 Mutual interest.  PMD with They ignored each Occasional encounters and no
spermatophore other. behavior alteration.
deposition.

3 Mutual interest.  Mutual dropout. They ignored each One still and one walking,

other. occasional encounters and no
behavior alteration.

4 Mutual interest.  One male dropout They ignored each One still and one walking,
with violent fights as other. occasional encounters and no
result. behavior alteration.

5 Mutual interest.  One male dropout They ignored each Several encounters and no

with violent fights as
result.

other.

behavior alteration.

Figure 2. Tityus pusillus males mistaking one another for a female and trying to copulate after exposition to
a substrate previously exposed to females. Setae indicates the spermatophore deposited by one of them.
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DISCUSSION

The fact that the female is present does not seems to trigger the courtship
behavior, unless the male feel the chemical sign on the ground or in the female
herself, suggests that T. pusillus males recognize the females using chemical
signs left by them on the ground. Our findings are in agreement with some others
scorpion species findings, in which chemical and behavioral evidence also
suggests that courtship behavior seems to be mediated by chemical cues
(GAFFIN AND BROWNELL, 1992, MELVILLE et al., 2003, STEINMETZ et al.,

2004, TAYLOR et al. 2012).

The T. pusillus males weren’t attracted directly to the exposed quadrant
and did not showed direction preferences dislocating in the arena. T. pusillus
demonstrated a similar behavior described by TAYLOR et al. (2012), where
Paruroctonus utahensis Williams, 1968, was not attracted directly to the quadrant
containing the female cuticle extract, nor demonstrated preference for any
directions when dislocating, suggesting that the chemical signs leaved from the
female wasn’t volatile. This suggests that cuticle chemical signs form the T.
pusillus females are not volatile also. STEINMETZ et al. (2004) also reports that
Centruroides vittatus Say, 1863, cannot perceive air borne females chemical
signs, the males perceive the chemicals only when laying on the ground.
Although the way how T. pusillus recognizes the chemicals in the ground is
unknown, it is possible that males are reacting to a compound from the female
cuticle, identified by the pecten as in others scorpion species like Smerigurus

mesaensis Stahnke, 1957, P. utahensis, H. arizonensis and C. vittatus males
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would detect the females’ chemicals signs with the pecten (GAFFIN AND
BROWNELL, 1992, MELVILLE et al., 2003, STEINMETZ et al., 2004, TAYLOR
et al. 2012). The pecten is a structure located ventrally on the scorpions, in the
mesosoma. (HJELLE, 1990). This structure contains a great quantity of
quemoreceptors and is constantly sweeping the ground (GAFFIN AND
BROWNELL, 1997). In literature, there are registry of the increase of the pecten
activity in the presence of females’ chemical cues in the scorpion S. mesaensis
(GAFFIN AND BROWNELL, 1992). POLIS AND SISSOM (1990) suggests that
the presence of court initiation with the presence of chemicals mediators would
be linked to scorpion species with low density population, but that’s not the case
with T. pusillus, as it is the most abundant species in Brazilian northeast Atlantic
forest (LIRA et al., 2015). In addition, was observed that the T. pusillus females’
chemicals can be stable, as it was observed males demonstrating the courtship
behavior when contained in old females’ habitats. Those habitats had been
washed, cleaned and stored weeks before; therefore, males would still react to
them. TAYLOR et al. (2012) also observed that the compounds could be stable,
as it was observed that the males of P. utahensis would still react to the female

compounds even after the chemicals been stored for three months.

Concerning the visual recognition, although ALEXANDER (1959) has
suggested that some scorpion species, like Tityus ftrinitatis Pocock, 1897,
recognize their sexual partners through morphologic differences and contact, it is
not the case for most literature records (GAFFIN AND BROWNELL, 1992,
MELVILLE et al., 2003, STEINMETZ et al., 2004, TAYLOR et al. 2012). The
results found in the trials to detect males’ ability to detect females by seeing,

shows that the males can’t recognize females by seeing or touching them. Males
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T. pusillus did not show any interest in females walking around the arena or
standing still. The only situation where the male demonstrated interest in the
female was when the male stepped upon the female, which the occurrence
seemed to be random. Experiments with Centruroides margaritatus Gervais,
1841 during courtship only detected subtract vibrations coming from the male,
probably used to communicate to the female the intention of courtship (BRICENO
AND BONILLA, 2009). Although the males haven’t showed interest for each other
when placed in the clean substrate, it does mistake another male as a female
when in the substrate with female’s chemical signs. As soon as deposited in the
substrate exposed to female’s, the males started the behavior pattern found in
the chemical detection trials after detecting the female chemical in the quadrant.
They pursued the courtship even after contact, culminating on the spermatophore
deposition in one observation. The cuticle fluorescent properties have been
suggested as a recognition mechanism, mainly for mating season (BROWNELL,
2001), but males and females probably do not have differences in the
fluorescence specter, as demonstrated by KLOOCK, (2008) for two scorpion
species. The fact that males cannot recognize females by seeing them are
reinforced by the register that scorpions have low visual perception, differentiating

mostly the presence and absence of light (LOCKET, 2001).

In conclusion, our findings show that T. pusillus males courtship behavior
is mediated by chemical cues left on the ground by females. Also, that males
cannot distinguish another male from females visually. This work represents the
first record of chemical signs for female recognition in T. pusillus, as well the first
record of chemical signs for tropical forest scorpions. In addition, it also refers to

the second record of chemical signaling for the Buthidae family, along with C.
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vittatus (STEINMETZ et al., 2004). Furthermore, contributes to the knowledge of
conspecifics mate recognition in scorpions. Studies on the chemical recognition
in scorpions are still few, especially for forest species. This path is a wide area to
be explored and needed to the understanding and expansion of the order

Scorpiones knowledge.
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CONCLUSOES

Apesar do dimorfismo sexual e entre os machos, este fator nao interfere no
comportamento de corte de T. pusillus. Corroborando com os dados mais atuais
sobre os escorpides, o comportamento de corte em T. pusillus € motivado por
sinais quimicos, nao tendo os sinais visuais sido relacionados a esse

comportamento.
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