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Intfroduccidén

RESUMEN

El patrdn de distribucion de los subgéneros que conforman et género
Procambarus, propuesto hace 20 anos como la Ruta de Procambarus,
sugiere que los acociles de Norteamérica emigraron desde el centfro de
origen del género hacia el sur hasta llegar a Cuba e Isia de Pinos, siendo
la formacién de la Sierra Madre Orental y el Eje Neovolcanico
Transversal las principales causas de diversificacion y generacidén de
nuevas especies y subgéneros. El subgénero Villalobosus es considerado
como vestigio de un lingje inicial que se movid hacia el sur a lo largo de
la costa del Golfo de México. La extraordinaria diversidad de formas de
este subgénero en un area de distribucidn relativamente restringida
despertd el interés de estudiar a fondo su distribucion y relaciones
filogenéticas, poniendo a prueba la hipdtesis previa de dispersidn, con
el fin de elucidar su posible patrén de diversificacion, Para el efecto,
bajo un esquema de cinco capifulos, se efectud una detallada revision
taxondmica y descripcidn de especies, un andlisis filogenético de las
especies del grupo con base en caracteres morfolégicos y moleculares,
un andlisis de la estructura genética de las poblaciones, la
determinacion de fipos de habitats y descripcion de historias de vida y
su vinculacidn con diversas varables ambientales y un  andlisis
biogeogrdafico. La evidencia amojada por los diversos andlisis permitid
construir una nueva hipétesis acerca de la diversificacion del subgénero
Villalobosus, con base en las siguientes conclusiones: a) El subgénero
Villalobosus no es un grupo monofilético; b) La evidencia apoya un
esquema que divide al subgénero en dos grupos, uno sobre la parte
daita de la Sierra Madre Oriental y otro en la parte media baja de la
vertiente, pero con un arreglo de especies diferente al propuesto por
Villalobos y Hobbs; ¢) Los principales eventos geoldgicos que influyeron
en |la distribucién y diversificacion del subgénero Villalobosus fueron el
levantamiento y conformacion final de ia porcién sur de la Sierra Madre
Criental y la conformacion del Eje Neovolcdnico Transversal, d) Las
subcuencas del rio Panuco representan el limite distribucional noroeste
del subgénero Villalobosus, donde la disyuncidn del lingje ancestrai
pudo tomar lugar; el Eje Neovolcdnico Transversal representa el limite
distribucional sur-sureste del subgénero, propiciando una radiacion
adaptativa en direccidn sureste-noroeste; e) La evidencia obtenida con
este estudio qgpoya Ila hipdlesis de especiacidon alopdtrica del
subgénero Villalobosus en esa region de la Sierra Madre Oriental.

Padlabras clave: acociles, Procambarus (Villalobosus). gen 165 ADNm, morfologia, filogenia,
historias de vida, biogeografia.
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INTRODUCCION

La estimacion de fillogenias se considera una herramienta valiosa para
detemninar las relaciones faxondmicas y las clasificaciones (de Queiroz y
Gauthier, 1990), para probar hipdtesis de parentesco y explorar tendencias
evolutivas (Harvey y Pagel, 1991), como un respaldo bdasico en la
descripcion de nuevos taxa y como indicador de hdbitats importantes
para la planeacion de politicas de conservacion (Crandall, 1998). La
agudeza de |as hipodtesis filogenéticas es, por lo tanto, de gran importancia
dada la difusion del enfoque filogenético en estudios sobre diversos
aspectos de la biologia evolutiva (Crandall y Fitzpatrick, 1996; Huelsenbeck
y Crandall, 1997). Tradicionalmente el estudio de Ias relaciones
flogenéticas se ha basado en el andlisis de caracteres morfoldgicos. La
facilidad para reconocer las especies y sus relaciones depende de
marcadas diferencias rapidamente observables. Sin embargo, muchas
especies son cripticas y son descubiertas a fravés del estudio de sistemas
de caracteres cuyos estados no son sencillamente observados, éstos
comprenden afributos fisioldgicos, etologicos, ecoldgicos, citoldgicos,
genéticos y bioguimicos. Los dos Ulfimos son de gran valor para Ia
sistemdtica de cualquier taxdn y pueden ser andlizados mediante diversos
métodos (cladistas y fenetistas); no obstante, en diversos grupos o niveles
jerarquicos, los caracteres morfoldgicos confindan siendo valiosos vy
superiores a otro tipo de caracteres. Cierfamente, debe reconocerse la
importancia de los caracteres tanto moleculares como morfoldgicos para
cada grupo y nivel taxondmico que pemitan comparaciones mas precisas
de los patrones temporales y espaciales de las relaciones entre |os
organismos. El contraste y congruencia de cada conjunto de evidencia
analizado brindard mayor resolucidén a los resultados acercdndonos con

mas precision a la filogenia (Cadle, 1988; Nieto y Uorente, 1994).

Diversficacion de Procarnbarus (Viaiobosus) Hobbos, 1972 2
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Templeton et al. (1992) sugirieron que una combinacién de métodos
fradicionales resulta Ufil para estudios sobre aspectos evolutivos. Estos
autores desarrollaron un NUevo mé’rodo para reconstruir las relaciones
evolutivas con base en un modelo genético de poblacion de evolucion
molecular, el cual, aplicado conjuntamente con otros métodos (por
ejlemplo parsimonia mdaxima), brindan mayor agudeza al inferir las
relaciones evolutivas a parir de pocos caracteres (Crandall, 1994) vy
pueden ser una herramienta poderosa. El uso de secuencias de proteinas y
de acidos nuciéicos en taxonomia como caracteres ‘no morfoldgicos’, ha
tenido un nuevo impulsc como medio para reconocer dfinidades entre
taxa (Wiley, 1981). Por ejemplo, asumiendo un reemplazamiento regular, las
diferencias en la secuencia de aminodcidos © nucledtidos entre dos
especies puede servir como un reloj molecular, indicando el iempo de
divergencia desde un ancesiro comun (Hedrick, 2000). La diferenciacién
genéfica entre las especies, y por lo tanto sus probables relaciones
filogenéticas, puede inferirse a partir del grado de diferenciacion en Ia
estructura pimaria de sus proteinas (Dobzhansky ef al, 1977). Cadle (1988)
senald que los datos moleculares permiten proponer hipdfesis de
relaciones filogenéticas, que pueden desarroliarse independientemente de
aquellas derivadas de 1a morfologia, por lo que es factible una
complementacion de ambos en la filogenia y clasificacidn de los seres

Vivos.

Los acociles son organismos que han servido de modelo en infinidad de
estudios zooldgicos vy, particularmente, juegan un papel central en
investigaciones del dmbito de Ia fisiologia neural, entre ofros (Crandall y
Cronin, 1997; Crandall y Hillis, 1997, Edwards ef al., 1999). En la actualidad,

los acociles son de creciente importancia en estudios de evolucion
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molecular y ecologia, no obstante, sus relaciones filogenéticas adn son
cuestionadas (Crandall et af., 2000). El subgénero Villalobosus es un grupo
endémico de cambarinos que habitan en la regidn sur de la Huasteca, en
los limites de los estados de Hidalgo, Puebla y Veracnuz. La zona que
habitan ios organismos de este subgénero estuvo largo fiempo cubierta por
el mar hasta su emersidn en el Eoceno durante la ocrogénesis hidalguense,
ocasionando principalmente el plegamiento y levantamiento de la Sierra
Madre Oriental. Es muy posible que a esto se deba la distincion del
subgénero Villalobosus del resto de los 16 subgéneros del género
Procambarus, ya que las 10 especies conocidas que 1o conforman son
endémicas en nuestro pais y habitan en un drea aparentemente
restringida de distribucién, en la regidn montanosa de la Siera Madre
Criental, justo al norte del Eje Neovolcanico Transversal (Villalobos, 1955;
Hobbs, 1984), compariendo temitorio con algunos miembros de los
subgéneros Ortmannicus y Paracambarus, remarcando su endemismo en

la zonaq.

Un estudio previo (Lopez-Mejia, 2001) proporciond NUEVOS registros para
tres especies conocidas y seis poblaciones de especies no descritas. Se
presume que las condiciones ecoldgicas y geoldgicas a las que estan
vinculados estos organismos han propiciado la diferenciacion genética y el
incremento de la especiacidn considerando al grupo en una zond
restringida, pero sobre todo en una zona de dispersidn cuyo proceso de
especiacion potenciaimente confinda. En ese mismo estudio se sugiere
que estas especies pueden agruparse con base en la morfologia del
gondpodo de los machos de la forma |, en tres grupos distintos: 1) el
grupo Erichsoni, considerando especies cuyo proceso caudal es en forma
de placa ancha curvada o acampanadaq, localizado en tributarios de las

cuencas de los rios Tuxpan, principalmente, Panuco y Cazones, en la parte

Diversificadion de Procambans (VEialobosus) Hobbs, 1972 4
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norte de la zona; 2) el grupo Riojai, gue incluye especies Cuyo proceso
mesial no rebasa en mdas de dos tercios los demds procesos y el proceso
caudal es espiniforme o en forma de placa espatulada, localizado en la
parte cenfral de la zonq, en fributarios de las cuencas de los fos Cazones y
Tecolutia; y 3) el grupo Tlapacoyanensis, cuyas especies poseen un
proceso mesial que sobrepasa en mds de dos tercios al resto de los
procesos y el proceso cefdlico es espiniforme, locdlizado en la parte sur de
la zonq, en tributarios de las cuencas de los rios Tecolutia y Nautla. La
agrupacion sugerida muestra ia coincidencia que existe entre Ias especies
relacionadas morfoldgicamente y su distribucion geogrdfica, dado que los
grupos ocupan areas geogrdficas que se sobreponen poco o nada,

definiendo un claro patron de distribucion.

Dadas las particularidades del subgénero Villalobosus, en este estudio se
efectuard un andlisis tanto de las relaciones filogenéticas entre las especies
qQue lo integran, como aspectos de la estructura genética de las
poblaciones, evolucidon de historias de vida y pairones biogeograficos, con

objeto de inferir su diversificacion.

PLANTEAMIENTOS

¢, Cémo ocumid la diversificacion de las especies del subgénero Villalobosus

en México?

¢Qué aspectos apoyan la diversificacion de las especies del subgénero
Villalobosus de noroeste a sureste sobre el falud de la Sierra Madre

Oriental?

Diversificacion de Procambarus { VBatobaosus) Hobbs, 1972 5
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HIPOTESIS

1. La diversificacidon del subgénero Villalobosus se llevé a cabo del
noroeste al sureste de México, invadiendo progresivamente el talud
de la Sierra Madre Oriental desde Molango, Hidalgo, hasta Teziuflan,

Puebla.

2. La filogenia, la estructura jerarquica de las poblaciones, 1a evolucion
de historias de vida y los patrones biogeograficos de ias especies del
subgénero Villalobosus apoyan su diversificacion de noroeste a
sureste, con la progresiva invasion del talud de la Sierra Madre

Oriental.

OBJETIVOS PARTICULARES

=  Determminar si el subgénero Villalobosus es un grupo monofilético.

= Determinar si el areglo filogenético basado en la morfologia
coincide con el basado en los caracteres moleculares, o bien, si
combinados tienen mayor resolucion.

= Establecer si el esquema que divide al subgénero en tres grupos es
apoyado por la evidencia molecular.

= Determinar si las poblaciones consideradas como especies nuevas
tienen el mismo grado de diferenciacion entre ellas que con el resto
de especies en el subgénero.

« Establecer si existe correlacion entre el grado de diversificacion
genéfica y la distancia geogrdafica de las especies, de manera que
esto refleje un proceso de invasién o dispersion dado.

= |nferir qué procesos pueden ser responsables para detemminar la

estructura genética de las poblaciones.

Diversificadon de Procambarus (VBdiobosus) Hobbs, 1972 o)
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« Inferir qué caracteristica de la historia de vida estd fungiendo como
mecanismo de especidlizacién de las especies del subgénero.

» Establecer si existe un patrén biogeografico apoyado por la filogenia
gue sugiera una invasidn progresiva del subgénero Villalobosus
desde el sur de los Estados Unidos hasta el sur de México y procesos

de especiacion sucesivos durante la dispersion del grupo hacia el sur.

Para este propdsito, se adopté una estructura de cinco capilulos
subsecuentes que abordaron los diferentes aspectos que permiten inferir Ia
diversificacion del grupo. El primer capitulo abarca la revisidn taxonémica y
descripcidon de especies; el segundo capitulo comprende el andlisis
flogenético con base en caracteres moifolégicos y moleculares; el tercer
capitulo analiza la estructura jerarquica y diferenciacion genética de las
poblaciones; el cuarto capitulo aborda la evolucidon de historias de vida y

el quinto capitulo comprende la bldsqueda de patrones biogeograficos.
AREA DE ESTUDIO

El area de estudio abarca la regidon sur de la Huastecaq, involucrando 1a
colindancia entre los estados de Puebla, Hidalgo y Veracruz, entre los 19° y
21° Ny los 97° y 98° W. Comprende la regidn sur-sureste de la Siera Madre

Oriental, donde ésta se une con el Eje Volcanico Transversal (Fig. 1).
q) Hidrologia
E} territorio estd drenado por una densa red fluvial que vierte al Golfo de

México, pudiendo dividifla en cuatro zonas, de acuerdo con la cuenca

hidroldgica presente:

Civersficacion de Procambarus (Villatobosus) Hobbs, 1972 7
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Zona de la cuenca del rio PGnuco

Incluye las locdalidades desde Tlanchinol hasta Xochicoatidn, Hidalgo, con
un gradiente alfitudinal del orden de los 1,375 m a los 1,495 msnm,
destacando los cernros Teacal, Pinalco, Tecruz, Cuitlanolo, Sosuhuaco vy
Calvario. Los principales rios tributarios de esta zona son el Aflapexco, el
Calabozo, Contzintla, Calnali y el Aroyo Claro, asi como la presa de

Atezca.

Zona de la cuenca del rio Tuxpan

Incluye las locdlidades desde Huayacocotla, Veracruz, hasta San Bartolo
Tutotepec, Hidalgo, con un gradiente altitudinal del orden de los 1,000 m a
los 2,000 msnm, destacando los cencs Alto, El Chato, Viejo Meta y La
Bandera. Los principales rios tributarios de esta zona son El ViRasco,

Zacualpan, El Chiflén, Los Camarones y Pantepec.

Zona de la cuenca del rio Cazones

Comprende desde Pahuatian hasta Xicotepec, en el estado de Puebia, en
altitudes que van de 1,200 m a 2,110 msnm, involucrando los cerros Verde y
La Cumbre. Ei principal ro tributario en esta zona es el San Marcos,
destacando ademdas las presas Santa Ana Tzacuala, Omiltepec vy
Tejocotal.

Zona de la cuenca del rioc Tecolutia

Desde Nuevo Necaxa hasta Cuetzalan del Progreso, Puebla, con altitudes

de los 500 m hasta los 1,300 msnm, sobresdaliendo el cerro de Zihuateutlq, el

Dhversificacion de Procambarus (Vilaiobosus) Hoblos, 1972 8
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San Marcos y el Cozoltepec. Los principales ros tributarios son el Necaxq, el

Lajgjalpan, el Apulco vy el San Pedro.

Zona de la cuenca del rioc Nautia

Comprende las localidades desde Mazatepec hasta Teziutidn, al sureste de
Puebla y desde Tiapacoyan hasta Martinez de la Torre, al noreste de
Veracruz. La altitud oscila entre los 2,550 m y 100 msnm, destacando los
cemos Chignautia, La Ventanilla, Boludo, La Minilla y la Culebra, asi como ia
loma La Bandera. Los rios Maria de la Torre, San Pedro, Arroyo Negro,

Filobobos y Alceseca se cuentan entre los principales tributarios de la zona.
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Fig. 1. Locdlizacién geografica de las especies de los subgéneros Villalobosus
{(grupo en estudio), Orfmannicusy Procambarus (gQrupos externos).
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b) Geologia

De 1a revision de la historia geoldgica se deriva gque la formacion de Ia
zona de estudio, hasta su esfructura actual, data de 280 millones de anos
aproximadamente, conformdndose paulatinamente a lo largo de

diferentes periodos de tres eras geoldgicas.
Zona de la cuenca del rio Panuco

Data del paleozoico, mesozoico y cenozoico: Atezca, Xochicoatldn y
Chalma en Hidalgo del tferciario superor; Caindli, Hgo. del pémico vy
cretdcico inferior; Aflapexco, Hgo. del cretdcico inferior, jurdsico superior y

terciario superior y Tianchinol,-Hgo. del terciario superior (Andnimo, 1984aq).
Zona de las cuencias de los rios Tuxpan, Cazones y Tecolutia

Data del mesozoico y cenozoico: Nexapq, Pue. y Necaxa, Pue. del
cretd@cico inferior; Tenango de las Flores y Huauchinango en Puebla y Santa
Ana Tzacuala, Acaxochiidn y Tenango de Doria en Hidalgo, del ferciario
superior; Santa Ana Hueytlalpan, Hgo. del cuatemario; San Bartolo
Tutotepec, Hgo. en el jurdsico inferior;, Metepec, Agua Blanca vy
Chichicaxtle en Hidalgo, del terciario superior; Los Cubes, Hgo. del terciario

superior y Dejigui, Ver. del tridsico (Andnimo, 1984a).
Zona de la cuenca del rio Nautla
Data del mesozoico y cenozoico: Tlapacoyan, Ver. del terciario superior,

cretacico inferior y jurdsico superor; Teziutldn, Pue. del cuatemario;

Xochitian, Pue. del crétacido inferior, jurdsico superior y jurasico medio;
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Zacatldan, Pue. del terciario superior y cretacico inferior; Hueytamalco, Pue.
del cretdcico inferior y jurdsico superior y Cuetzalan, Pue. del crefdcico

inferior (Andnimo, 1984a).

c) Vegetacion y clima

Zona de la cuenca del rio Panuco

La vegetacion estd distribuida de |a siguiente forma: Atezca, Hgo., pastizal
cultivado rodeado de bosque mesdfilo; Xochicoatian, Hgo., agricultura de
temporal; Chalma y Calnali en Hidalgo, agricultura de temporal y pastizal
inducido; Aflapexco, Hgo., agricultura de temporal y pastizal cultivado y
Tlanchinol, Hgo., pastizal cultivado rodeado de bosque mesofilo (Fig. 5)
(Andnimo, 1984b; Lopez-Mejia, 2001). En la zona el clima vara de templado
humedo (C{m)b(e)g) v templado subhimedo (Cw2)(w)b()g)l a cdlido
humedo (ACEMW bl )g) y semicdlido hdmedo ((AYC({m)a(le))
(Andnimo, 1970).

Zona de las cuencas de fos rios Tuxpan, Cazones y Tecolufia

La vegetacién estd distribuida de la siguiente forma:  Nexapa, Pue.,
pastizal inducido y agricultura de temporal y Necaxa, Pue., bosque de pino
y pino-encino, agricultura de temporal y pastizal inducido; Tenango de las
Fiores, Pue., pastizal inducido y bosque de pino; Huauchinango Pue.,
pastizal cultivado rodeado de bosgue de pino-encino y bosque mesofilo;
Santa Ana Tzacualq, Hgo., agricultura de temporal rodeado de bosque de
pino-encino y pino; Acaxochittan, Hgo., agricultura de temporal y bosque
de pinc-encino; Tenango de Doria, Hgo., agricultura de temporal rodeado

de bosque mesdfilo; Santa Ana Hueylalpan, Hgo., agricultura de tempordl;
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San Bartolo Tutotepec, Hgo., agricultura de temporal rodeado de bosque
mesdfilo y pastizal inducido; Metepec, Agua Blanca, Chichicaxtie y Los
Cubes, en Hidalgo, agricultura de temporal y Dejigui, Ver., bosque de pino-
encino (Fig. 5) (Anénimo, 1984b; Lopez-Mejia, 2001). Predomina un clima
templado subhimedo (C(w2)(W)b()g), con algunas zonas de templado
himedo (Cfm)b(e)g) y semicdlido humedo ((A)YCEm)(w)) (Andnimo, 1970).

Zona de la cuenca del rio Nautia

La vegetacidon estd distribuida de la siguiente forma: Tlapacoyan, Ver.,
agricultura de temporal, rodeado de pastizal cultivado; Teziutldn, Pue.,
agriculfura de temporal y bosgque de pino-encino; Xochitidn, Pue.,
agricultura de temporal; Zacatian, Pue., agricutfura de femporal y partes
de bosque de pino; Hueytamalco, Pue., pastizal cultivado e inducido y
agricultura de temporal y Cuetzalan, Pue., agricultura de temporal y
pastizal cultivado (Fig. §) (Andnimo, 1984b; Lopez-Mejia, 2001). Predoming
un clima semicdlido humedo ((A) Cm)(w’ )a(c)g: (A)C(fm)ale)) v en
algunas zonas templado himedo (C(mw 'bl)g) v templado subhimedo
(Clw2" Y w)b()) (Andnimo, 1970).

Diversificacién de Procambarns (VRatobosus) Hobbs, 1972 12
(Crustaceq: Decapoda: Cambaridoe)




Capfiulo 1. Revision taxondmica y descripddn de especies

CAPITULO 1. REVISION TAXONOMICA Y DESCRIPCION DE ESPECIES
Ubicacion taxondmica

La clasificacion aceptada de los acociles se ubica en el infraorden
Astacideq, incluyendo tres superfamilias: Astacoideqa, Nephropoideqa vy
Parastacoidea. Los Astacoidea son divididos a su vez en dos familias:
Cambaridae y Astacidae. Los miembros de la familia Cambaridae se
distibuyen desde Norfeamérica hacia el sur, pasando por México (Hobbs,
1984 y 1988); este grupo alberga a la subfamilia Cambarinae {Lam. )
conformada por los géneros Barbicambarus, Cambarus, Fallicambarus,
Faxonella, Hobbseus, Orconectes, Troglocambarus y Procambarus;, a este

dltimo pertenece el subgénero Villalobosus (Hoblbs, 1974).

En virud de Ia grdn diversidad de especies asignadas al género
Procambarus, divididas en secciones y grupos de acuerdo con |as
similitudes morfolégicas existentes entre ellas, el subgénero Villalobosus,
inicialmente referido por Vilalobos (1955) como seccidon Riojae, fue
elevado por Hobbs (1972) a un rango subgenérico, jJunto con Ias secciones
Blandingii, Tenuis, Digueti, Advena, Acheronftis, Hinei, Barbatus, Gracilis y
Mexicanus (Tabla 1.1), ubicandolo taxondmicamente de la siguiente

forma:

Phylum: Arthropoda
Clase: Crustacea
Orden: Decapoda
Supetfamilia: Astacoidea
Familia: Cambaridae
Subfamilia: Cambarinae
Género: Procambarus
Subgénero: Villalobosus
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Los rasgos morfolégicos distintivos del subgénero Villalobosus consisten en
ganchos en los isquiopoditos del cuarto par de pereidpodos; el primer par
de pledpodos alcanza la coxa del segundo par de pereidpodos,
terminando en cinco procesos (Fig. 1.1). La diagnosis correspondiente se

presenta a continuacion.

Tabla 1.1. Categorias infragenéricas del género Procambarus (Modificado de
Hobbs, 1972).

Previamente reconocidas (Modificado de Hobbs, 1962) Propuesia

Secciones Grupos Subgénefos Grupos
Blandingii (Orfmann, 1905:98)

Spiculifer {Ortmann, 1905a:100)

Claridi (Orfmann, 1905a:100) Blanding
Blandingh (Ortrmann, “Pictus
1905a: 100} Pictus (Hobbs, Pennides (18)*  Semincice

19421:129) Seminotae (Hobbs, scaptficambans  Lucifugus
19420:142) Lucifugus (Hobbs, (&) Orfmanndcus  Planirostris
19420:134) Plankostris (Penn,  (52) (Fowler, miemoios
1953b:75) miembros disyuntivos 1912:341) cishniivos

Tenuis (Hobbs, 1962:278)
Riciae (Villclobos, 1955:94)

Tarucambans (1)

Riolae (Villalobos, 1955:96) Ricjai
Erdchsoni (Vilkalobaos, 1955:130) vilaiobosus (IO} Erichsond

Procambarus (1)

Digueti (Ortmann, 1905a:98)

{(Orimann,
1905C:437)
Mexdcambans (1)
Advena (Hobbs, 19420:73) Advena (Hobbs, 19420:73) Advena
Rogersi (Hobbs, 19420:88) Haogenides (10} Rogers
Acherontis (Hobbs, 1942b:91) Lonnbergius (1)
Hinei (Penn, 1953Q:67) Capd 3
Alleni (Ortmann, 1905a: 100} Leconticambars Barbatus
meermibros disyuntivos (14) Allen
Gracilis (Ortmann, 1905a:98) Girarciea (14)
Smulans (Penn, 1956:418) {Lyle, 1938:768)
Mexicanus (Villalobos, 1955:15¢) Mexicanus (Vlalobos,
1955:160) Pllosimanus Mexicanus
(Vikatobos, 1955:160) Cubenss Ausfrocambarus  Pilosimanus
(Hobbs, 1962:278) (¢l Cubensis
Miembros nc conocidos en 1962
Acucauda (1)
Remoticambarus (1)
Relegado para separar el género en 1962 Paracambarus (2)
{Ortmann,
1906:1)

* H namero en paréntesis Indica &l nimero de especies y subespecies asgnadas a subgénerc (Hobbs, 1989).
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Capituio 1. Revision taxondmica y descripcion de especies

Fig. 1.1. Rasgos morfologicos distintivos del subgénero Villalobosus, 1. Gancho en
el isquic del cuario par de pereriépodes. 2. Primer pledpodo de Procambarus
erichsoni (@), Procambarus hoffmanni (©) y Procambarus flapacoyanensis (c). A,
procesc mesial; B, proceso cefdlico; C y D, proceso caudal; £, Z proyeccion
central fomado de Villalobos, 1950 y 1985).

Diagnosis del género Procambarus subgénero Villalobosus

Cuerpo y ojos pigmentados, estos uditimos bien desarrollados. Rostro sin
espinas marginales o tubérculos; carna media presente o ausente.
Caparazén sin espinas cervicales. Areola 3 a 37 veces mas larga que
ancha y constituyendo del 29% al 38% de la longitud total del caparazdn.
Primeros fres pares de pereidpodos sin mechones conspicuos de setas
extendiéndose desde el basis hasta el merus. Gancho simple ©
bituberculado sobre el isquio de los cuartos pereidpodos; ocasionalmente
ganchos rudimentarios sobre el isquio del tercer par. Coxa del cuarto
pereidpodo con una protuberancia caudomesial subcilindrica, subaguda,
dirgida distalmente. Primer pledpodo de la forma | del macho asimétrico
dlcanzando la coxa del segundo pereidpodo, con un Iébulo proximo
mediano (algunas veces dispuesto lateralmente); espoldn préximo mesial y

hombro sobre la superficie cefdlica ausente; seta subapical usualmente
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ausente, se ha observado sélo en Procambarus feziutlanensis, P.
flapacoyanenss y muy escasamente en P. zihuateuflensis. Elementos
termindles del primer pledpodo consistiendo en un proceso mesial corto o
largo, de subespiculiforme a masivo; proceso cefdlico espiniforme o en
forma de placa, situado cefalomesialmente o cefdlicamente rudimentario;
procesc caudal dentado a prominente, acampanado; proyeccion central
de tuberculiforme a agudaq, localizada centraimente ¢Fig. 1.1).
Ramificacién mesial del urépodo con espina media algunas veces casi
obsoleta, nunca extendiéndose mds alld del margen de ramificacion
(Hobbs, 1972},

Villalobos, en 1955, sugirid a Procambarus (Villalobosus) riojai Villalobos,
1944 como la especie tipo del subgénero Villalobosus y basdndose en
semejanzas morfolégicas existentes entre los miembros del subgénero
hasta entonces conocidos, decidid agruparos en dos seccicnes, Riojai y
Erichsoni, amreglo ratificado posteriommente  por Hobbs (1972)
denomindndolos grupos (Tabla 1.1). Tales grupos, como se refirié en
apartados antferiores, se susteniaron en las similitudes del proceso caudal,
de manera que el grupo Ricjai agrupa especies cuyo proceso caudal
nunca es en forma de placa ancha, curvada o acampanadaq; el grupo
Erichsoni por su parte, incluye aquelias cuyo proceso caudal se presenta

en forma de placa ancha, curvada o acampanada:

Grupo Erichsoni.— Especies en las que el proceso caudal del primer
pledpodo es en forna de placa anchaq, curvada o acampanada.
Procambarus (Villalobosus) confrerasi Creaser, 1931, Procambarus
(Villalobosus) erichsoni Vildlobos, 1950; Procambarus (Villalobosus)
Zihuateufiensis Villalobos, 1950.

Diversificacion de Procambarus (Villafobosus) Hobbos, 1972 16
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Grupo Riojai.— Especies en las cudles el proceso caudal del primer
pledpodo nunca es en forma de placa ancha curvada o acampanada.
Procambarus (Villalobosus) hoffmanni Villalobos, 1944; Procambarus
(Villalobosus) hortonhobbsi Villalobos, 1950; Procambarus (Villalobosus) riojai
Vilialobos, 1944, Procambarus (Villalobosus) teziutianensis Villalobos, 1947q;
Procambarus (Villalobosus) tlapacoyanensis Villalobos, 1947b; Procambarus
(Villalobosus) cuefzalanae Hobbs, 1982, Procambarus (Villalobosus)
xochiflanae Hobbs, 1975,

Como resultfado de un estudio previo sobre la distribucion de este grupo
(Lopez-Mejia, 2001), al considerar tanfo similitudes morfoldgicas,
principalmente, como aspectos ecoldgicos y de distribucion, se sugirié un
nuevo arreglo del subgénero en ftres grupos. El grupo Erichsoni,
considerando especies cuyo proceso caudal es en forma de placa ancha
curvada o acampanada; habita principalmente la zona norte, en rios y
arroyos fributarios de la cuenca de los rics Tuxpan, principalmente, Panuco
y Cazones, El grupo Rigjai, incluyendo especies cuyo proceso mesial no
rebasa en mds de dos tercios los demds procesos y el proceso caudal es
espiniforme o en forma de placa espatulada; estas especies habitan
principalmente en la parte media de la distribucion del subgénero, en
fributarios de las cuencas de los ros Cazones y Tecolufla. Finaimente, el
grupo Tlapacoyanensis, cuyas especies poseen un proceso mesial que
sobrepasa en mdas de dos tercios al resto de los procesos y el proceso
cefdlico es espiniforme; localizado en la parte sur de la zona, en tfributarios
de las cuencas de los rios Tecolutia y Nautia (Fig. 1.2; Tabla 1.2). Con base
en esta organizacion, se presenta a continuacién la diagnosis de cada

especie,
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Tabla 1.2. Grupos de especies del subgénero Villalobosus propuestos por Lopez-Mejia (2001).

Similitudes
Grupo morfolégicas Distribucion Habitat Especies
Proceso caudal en forma Habitan en rios y arroyos Rios y amoyos de 10 a  Procambarus erichson,
de placaanchacurvadao  itnbutariosde lacuenca 25 om de profundidad  Procambarus contrerasi,

acampanada. de los rios Panuco, temperaturas de 12° a Procambarus achiff,
Tuwxpan, principalments, 26.11°C;  requerimiento  Procambarus chacalf
Erichsoni y Cazones. de oxigenc desde 0.95

hasta 14.64 mg; altitud
desde 855 hasta 1,700

MSTE.
Proceso mesial que no Habitan principaimente  Rios y amoyos de 20 a  Procambarus riofai,
rebasa en mas de dos en tributarios de las 100 cm de profundidad, Procambarus hoffmanmi,
tercios los demds cuencas de los rios temperaturas de 7.2° a Procambarus hortonhobbsi,
Riojai procesos; el proceso Cazones y Tecolutla. 24.7°C; requerimiento de  Procambarus Zhualeutiensis
caudal espiniforme o et oxigeno desde 1.09 a
forma de 13.73 mg; altitud desde
placa espahdada. 600 hasta 2,240 msnm.
Proceso mesial que Habitan en rios y arroyos Rios  y  armoyos  de  Procambarus Hapacoyanensis
sobrepasa sn més de dos  tributarios de las mediana profundidad, en Procambarus teziutianernsis,
. tercios al resto de los cuencas de los rios altitudes desde 500 Procambarus cueizalanas,
Tlapacoyanensis oyoseqos: proceso cefdlico  Tecolutia y Nautia . hasta +2000 msnm. Procambarus xochitlanae

Grupo Ernchsoni

Procambarus (Villalobosus) erichsoni Villalobos, 1951

Procambarus erichsoni Villalobos, 1951.

Diagnosis. Caparazdn alargado. Rostro sin espinas laterdles. Isquiopodios
de los pereidpodos del tercero y cuarto par con ganchos; los del fercer par
muy reducidos. Pledpodos del primer par rectos, desiguales en longitud;
proceso mesial presente; proceso caudat en forma de placa; proyeccion
central y proceso cefdlico presentes. Annulus ventralis con dos crestas en la
regidon antenor (Millalobos, 1955; Lam. 1).

Procambarus (Villalobosus) confrerasi (Creaser, 1931)
Cambarus (Cambarus) contrerasi Creaser, 1931.
Procambarus contrerasi {Creaser) Hobbs, 1942,

Procambarus contrerasi (Creaser) Villalobos, 1951.

Diversificaclon de Procambarus (Vildlobosus) Hobbs, 1972 18
{Crustaceq: Decapoda: Cambaridae)




Copitdo 1. Revisén faxondmica y descripcidn de especies

Diagnosis. Rostro sin espinas. Isquiopoditos de los pereidpodos del tercero y
cuarto par con gancho, los del tercero muy reducidos. Pledpodos del
primer par, rectos, desiguales; proceso mesial* presente, proceso cefdlico
reducido a una pequena esping, proceso caudal en forma de una placa
que asemeja a un casco de cabadllo, Annulus ventralis casi cubierto con

dos iaminas implantadas en las regiones anterolaterales (Lam. 2).

*Observaciones de la autora. Descripcion del proceso mesial: dispuesto
mesialmente, espiniforme, ligeramente curvo en la punitq, exhibiendo una
pequena protuberancia cercana a la punta gque sugiere una espina

vestigial.

Se han incomporado a este grupo Procambarus (Villalobosus) achilli y
Procambarus (Villalobosus) chacalli, nuevas especies, cuya descripcion se

presenta en la segunda parte de este capitulo.
Grupo Riojai

Procambarus (Villalobosus) riojai (Villalobos, 1944)
Paracambarus ricjae Villalobos, 1944,

Procambarus ricjae Villalobos, 1951.

Diagnosis. Rosﬁo sin espinas laterales, con una quilla desvanecida en la
parte anterior de la superficie dorsal. Areola ancha, Ganchos unicamente
en los isquiopoditos del cuarto par de pereidépodos; coxopodios del mismo
par con un fuere tubérculo. Pledpodos del primer par del macho de Ia
forma |, rectos, desigudles en tfamano; regidn apical con cinco procesos,

de los cuales uno es adventicio; procesos mesial y cefdlico espiniformes;
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Fig. 1.2. Las dreas sombreadas hacen referencia a la localizacién geogrdéfica de

los tres grupos de especies del subgénero Villalobosus propuestos por Lopez-Mejia
[2001).

proyeccién central laminar; proceso caudal triangular, el proceso
adventicio implantado en la regién lateral distal. Annulus ventralis con una
cresta apical en el lado derecho; surco dispuesto en forma semejante a P.

blandingii cuevachicae {Villalobos, 1955; Lam. 3}.
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Procambarus (Villalobosus) hoffmanni (Villalobos, 1944)
Paracambarus hoffmanni Villatobos, 1944.

Procambarus hoffmanni Villalobos, 1951.

Diagnosis. Rostro amplio en su base, sin espinas laterales. Macho de la
forma | con los isquiopodios del tercer par de pereiépodos sin tubérculo,
pero con una pequena escotadura cerca de la articulacion proximal del
artejo. Isquiopodios de los pereidpodos del cuarto par con un proceso
tfuberculiforme esbelto. Plebpodos del primer par en el macho de la forma
|, rectos, ligeramente desiguales en longitud; proceso mesial espiniforme,
destacandose claramente de los otros procesos, los cuales son pequenos;
el proceso cefdlico es de contomo friangular y agudo; el proceso cauddal
esta poco diferenciado; la proyeccion central claramente marcada en sus
dos componentes. Annulus ventralis con dos prominencias mameliformes
muy juntas, dispués’ras en la caspide del annulus; de entre ellas nace hacia
atrds el surco. Proceso enfre los quintos pereidpodos de la hembraq,
pequeno (Villalobaos, 1955, Lam.4).

Procambarus (Villalobosus) horfonhobbsi  Villalobos, 1951
Procambarus hortonhobbsi Villalobos, 1951.

Diagnosis. Rostro sin espinas laterales, con una guilla pequena en la regidn
dorsal anterior. Ganchos uUnicamente en los isquiopodios de los
pereidpodos del cuarto par en el macho. Pledpodos del primer par del
macho de |la forma | con cinco esfructuras terminales; proceso cefdlico en
forma de una placa quitinosa; proyeccion central muy desarrollada;
proceso mesial espiniforme. Annulus ventralis con una cresta en la regidon
apical derecha, dispuesta permpendicularmente al eje mayor del cuerpo
(Villalobos, 1955; Lam. 5).
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Procambarus (Villalobosus) zihuateutiensis Villalobos, 1951

Procambarus zihuateutfensis Villalobos, 1951

Diagnosis. Son cambarinos de famano mediano. Rostro sin espinas.
Isquiopodios de los pereidpodos del fercer par con un pequeno fubérculo
esbozado; los del cuarto par presentan un gancho bien desamollado. Los
pledpodos del primer par en el macho de Ia forma |, rectos; el proceso
mesial corto, espiniforme; el proceso cefdlico, pequeno, se encuentia
rematando una cresta que rodea la porcidn cefdlica del apéndice;
proceso caudal en forma de espdtula, acanalado; proyeccion central
presente. Annulus ventralis con dos crestas situadas en la parte anterior
{LAm. 6). '

Grupo Tlapacoyanensis

Procambarus (Villalobosus) tiapacoyanensis (Villalobos, 1947)
Paracambarus tlapacoyanensis Villalobos, 1947.

Procambarus tlapacoyanensis Villalobos, 1951.

Diagnosis. Rostro sin espinas. En el macho de la formal |, los isquiopodios de
los pereidpodos del tercer par con un proceso friangular muy pequeno; los
del cuarto par con un fuerte tubérculo. Pledpodos del primer par en el
macho de la forma |, ligeramente desigudles en longitud; proceso mesial
muy desarrollado, aplanado y ondulado; proceso cefdlico muy pequeno;
proyeccion central perfectamente destacada y con una clara relacion
con el proceso cefdlico; proceso cauddl poco desamollado. Annulus
ventralis muy semejante al de Procambarus teziutianensis, pero aqui, una

de las crestas, la del lado derecho, se desamolla mucho mds que la ofra. La
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hemibra presenta entre los quintos pereidpodos un procesc tuberculiforme
de punta roma (Villalobos, 1955; Lam. 7).

Procambarus (Villalobosus) xochitianae Hobbs, 1975

Procambarus xochitianae Hobbs, 1976

Diagnosis. Pigmentado, ojos bien desarrollados. Rostro sin espinas
marginales o tubérculos, carna media ausente. Caparazdn sin espinas
cervicdles, Areola 4.3 a 7.0 veces mas larga que ancha y constituyendo el
33.3 a 34.7% de la longitud total del caparazon (39.3 a 40.9% de la longitud
postorbital). Angulo suborbital obtuso. Pliegue postorbital sin espinas o
tubérculos. Area hepatica sin espinas. Escama antenal aproximadamente
1.8 veces mds larga que ancha, amplitud distal hasta la longitud media.
Isquio del cuarto pereidpodo del macho de la forma | con gancho
prominente, no sobrepasando la arficulacién basioisquial, tercer
pereidpodo con gancho reducido a pequeno tubérculo; coxa del cuarto
pereidpodo con hombro lateralmente dirgido, redondeado, agudo
distaimente. Primer pleépodo del macho de la forma | alcanzando el
margen caudal de la coxa del segundo pereidpodo, asimétrico, carente
de setas sulbapicales; extremo distal exhibiendo un proceso mesial fuerte,
comeo, caudalmente inclinado, sobrepasando al resto de los elementos
tferminales; proceso cefdlico consistente en una pequena prominencia
redondeada, comprimida, no cdmea sobre el lado distal cefalomesial de
la proyeccidon central, ésta pequena, cémea y en fomna de pico, dirigida
subcaudalmente; proceso caudal comeo, subsespiniforme, sifuado
lateraimente con respecto a la proyeccidn cenfral y dirigido
caudodistaimente. Annulus ventralis convexo cefdlicamente, cdncavo

cauddaimente, con un sinus submedio en forma de S situado en la
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elevacion convexa cefdlicamente. Esternito cefdlico con respecto dl

annutus {Lam. 8).

Procambarus (Villalobosus) teziutianensis (Villalobos, 1947)
Paracambarus teziutianensis Villalobos, 1947.

Procambarus feziutlanensis Villalobos, 1951.

Diagnosis. Rostro sin espinas. En el macho de Ia forma |, los isquiopodios de
los pereidpodos del tercer par sin ganchos, los del cuarto par provistos de
un fuerte tubérculo. Coxopodios de los pereidpodos del cuarto par del
macho, con un fubérculo posterior. Pledpodos del primer par en el macho
de la forma |, desiguales en longitud, proceso mesial muy desarollado,
conico, ligeramente vuelto hacia afuera; proceso cefdlico poco
desarrollado, formando un grupo con 10s demds procesos; proyeccion
central presente; proceso caudal poco desarrollado. Annulus ventralis de
contomo hexagonal, con dos pequenas crestas dispuestas paratelamente
en el centro y en la parte anterior del annulus. Entre los quintos
pereidpodos de la hembra hay un tubérculo conico (Villalobos, 1955; Lam.
N.

Procambarus (Villalobosus) cuefzalanae Hobbs, 1982
Procambarus cuefzalanae Hobbs, 1982

Diagnosis. Cuerpo pigmentado, ojos bien desarrollados. Rostro carente de
espinas marginales, carina media ausente. Espina cervical representada
por pequenc tubérculo. Areola de especimenes con longitud del
caparazén mayor a 19.9 mm, 55 a 8.6 (x= 6.8) veces tan larga como
ancha y constituyendo el 34.1 a 36.9% (x= 34.5%) de la longitud del
caparazéon (39.8 a 42.8%, x= 409% de la longitud postorbital del
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caparazdén). Angulo suborbital subagudo a ampliamente obtuso.
Ondulacién postorbital ferminando anteriomnente con o sin tubérculo
agudo a subagudo. Area hepdtica tuberculada; espina branquiostegal, si
presente, espiniforme o tuberculiforme. Escama antenal aproximadamente
dos veces tan larga como ancha, amplitud distal hasta la longitud media.
Sdlo el isquio del cuarto par de pereidépodos con gancho; gancho simple,
tumescente y rebasando la arficulacién basicisquial, pero no opuesto d
fubérculo sobre el basis; coxa del cuarto par de pereidpodos con
protuberancia aguda prominente sobre el angulo ventral caudomesial.
Primer par de pledpodos del macho de la forma |, alcanzando el margen
cefdlico de la coxa del segundo par de pereiépodos, ligeramente
asimétrico, escaso hombro sobre la superficie cefdlica, sefas subapicales
limitadas a 1 & 2 en la base cefalomesial del proceso cefdlico; proceso
mesial siendo el mds prominente de los elementos ferminales, corneo,
ligeramente sinuoso y dirigido distalmente, su textura cérnea constrastando
sufiimente con la base caicificada; proceso cefdlico también cdmeo,
agudo y dirigido distalmente con la punta un poco dirigida caudalmente;
proyeccién central origindndose desde la regidon media del eje del
apéndice, pareciendo aguda en sus aspectos lateral y mesial, dirgida
distalmente, pero desde los procesos mesial y cefdlico, su naturaleza
compuesta claramente evidente en lIa vista cefalolateral; elemento
caudal consistiendo en una reducida protuberancia situada
caudolateralmente, sutil proceso caudal en forma de pala sobre el flanco
lateral de la proyeccidon cenfral y proceso adventicio redondeado en la
base caudomesial de la proyeccidn centfral. Annulus ventralis
aproximadamente 1.7 veces tan largo como ancho, asimétrico en la linea
distal; superficie ventral fuerfemente esculpida; mitad cefdlica con seno
oblicuo inclindndose Iateralmente desde el margen cefalomedio vy

uniéndose a la depresion ocupando la parte media de la mitad caudal del
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annulus; sinus originndose en el seno siguiendo una curva sigmoide en ta
depresion, terminando sobre la pared caudal del annulus; pared cefdlica
convexq, pared caudal céncava; lengueta ancha y redondeada. Esclerito
postanular largo y muy elevado, ocupando la concavidad scbre |a
superficie caudal del annulus cuando es extendido hacia delante. Primer

pledpodo presente en la hembra (LGdm. 10).

Especies utilizadas como grupos extemos

En este estudio se han incluido tres especies correspondientes a ofros dos
subgéneros del género Procambarus, con el fin de incorporarios como
grupos extemos en el andlisis filogenético del subgénero Villalobosus, a
saber. Procambarus (Procambarus) digueti, debido a que esta especie se
ha considerado la mds evolutivamente distante en México, con base en la
poca similitud que presentan los procesos apicales con respecto al resto
de las especies de Procambarus en nuestro pais y su aislamiento con.
respecto a los grupos genéricos afines de la zona oriental, dadoe que
habita sélo en la zona occidental de la republica, la cuadl coresponde a la
region geogrdafica mdas antigua del pdais. Procambarus (Ortmannicus)
caballeroi y P. (O.) gonopodocristafus, dado que este subgénero es
considerado el grupo primitivo del cual pudo derivarse el subgénero
Villalobosus (ver capitulo 5) y debido a que estas especies comparten
femitorio con el subgénero Viflalobosus al norte de su zona de distribucion.

La diagnosis de estos grupos se presenta a continuacion.

Procambarus (Procambarus) digueti (Bouvier, 1897)
Cambarus digueti Bouvier, 1897
Cambarus carinafus Faxon, 1898
Cambarus (Cambarus) diguefi Bouvier, 1905
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Cambarus (Procambarus) digueti (Bouvier) Ortmann, 1905
Cambarus (Procambarus) digueti (Bouvier) Ortmann, 1906
Cambarus digueti (Bouvier) Faxon, 1914

Procambarus digueti (Bouvier) Hobbs, 1942

Procambarus digueti (Bouvier) Villalobos, 1946

Diagnosis. Cambarinos robustos; rostro con carena media en la superficie
anterior; espinas laterales en el caparazdn; quelas con la porcidn palmar
subcilindrica, Ia dactilar esbelta; ganchos en los isquiopodios del tercer par.
Plebpodos del primer par robustos; hombro angular en la porcidn cefdlica
muy cerca del dpice; proceso mesial espiniforme; procesoc caudal muy
reducido; proceso cefdlico y proyeccion central dentiformes. Annulus
ventralis con una hendidura en forma de S que lo surca fotalmente en

sentido anteroposterior (Villalobos, 1955; Lam. 11).

Procambarus (Orfmannicus) caballeroi Villalobos, 1944
Procambarus caballeroi Villalobos, 1944

Diagnosis. Rostro ancho, ligeramente concavo, sin espinas Iaterales. Aredla
ancha. Caparazdn sin espinas Iaterales. Isquiopodios de los pereidpodos
del segundo y tercer par, con ganchos. Tubérculo en el borde articular
distal del basipodio del cuarto par; coxopodio de los mismos pereidpodos
con un tubérculo en forma de rodilla mas o menos prominente. Plebpodos
del primer par del macho con fubérculos en la porcion caudal infema de
la base; un mechdn de cerdas en la regién subapical extema. Proceso
mesial conico, muy agudo y corto, naciendo de la regidn subapical mesial.
Procesos cefdlico, caudal y proyeccion central, dentiformes, aplanados en
sentido lateral. Esternito del cuarto par de pereidpodos en la hembrq,

hendido en la linea media de la porcién posterior. Annulus veniralis
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pequeno y guarecido parcialmente por las prolongaciones posteriores del
estemito del cuarto par de pereidpodos; sin tubérculo espiniforme entre los

quintos pereidpodos (Villalobos, 1955; Lam. 12).

Procambarus (Orlmannicus) gonopodocrisiatus Villalobos, 1958
Procambarus gonopodocristatus Villalobos, 1958

Diagnosis. Rostro sin espinas laterales. Areola obliterada. Caparazon sin
espinas laterales. Bordes postorbitales sin espina en el extremo anterior.
Macho con ganchos en los iquio'po-dios del tfercero y cuarto par;
pledpodos del primer par terminando en cinco partes distintas; proceso
caudal crestfiforme. Esfernito de la cuarta somita del pereidn en la hembra
con dos prolongaciones en la parte poé’ren'or, provistas de tubérculos y

separadas en la linea media Lam. 13).

Procambarus (Orlmannicus) hidalgoensis
Lopez-Mejiq, Alvarez y Mejia-Ortiz, 2005

Procambarus hidalgoensis Lopez-Mejia, Alvarez y Mejia-Ortiz, 2005

Esta especie se ha considerado también como grupo extemo. Su diagnosis
y descripcion detaliada se presenta en la siguiente seccidn de este

capituio.
DESCRIPCION DE ESPECIES
Como resultado de la revisidn taxondmica de los ejemplares recolectados,

ha sido posible distinguir fres nuevas especies, dos pertenecientes ai

subgénero Villalobosus y una dl subgénero Orfmannicus, cuya diagnosis se
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expone a continuacion. La descripcion detalla puede consultarse al final
de este capitulo.
Procambarus (Villalobosus) achilli
Lopez, Mejia y Alvarez, 2003

Diagnosis. Cuerpo pigmentado. Ojos bien desarrollados. Rostro alcanzando
el primer tercio del tercer segmento del pedunculo antenular,
representando el 15.2 a 20% (x= 17.4%) de la longitud del caparazén, sin
espinas marginales. Areola 4.9 a 6.9 (x= 5.7) veces mds larga que ancha,
32.2 a 42.2% (x= 34.9%) de la longitud del caparazén, 16.8 a 20.1% (x=
18.6%) de la longitud postorbital, con 1 a 3 punfuaciones en ia parte mdas
angosta. Sin espinas cervicales, una espina branquiostegal presente.
Escama antenal 1.7 a 2.3 {x= 1.9) veces mds larga que ancha, con una
profunda ranura longitudinal comendo en toda su longitud. Quelipedos
mds cortos que la longitud total del cuerpo, superficie mesial de la palma
de ia quela con una linea irregular de fubérculos; superficie lateral de la
guela cubierta con peguenas y regularmente distribuidas brochas de setas
cortas, dedos mds largos que la pamaq; ambos dedos con tres
ondulaciones longitudinales sobre las superficies ventral y dorsal. Isquio del
tercer pereidpodo sin gancho, isquio del cuarto pereidpodo con fuerte
gancho sobrepasando la arficulaciéon basicisquial, carente de tubérculo
sobre el basis. Epistoma con mdargenes regulares simétricos ligeramente
rugosos, porcidén cefdlica con extensidon corta, con sefas. Primer par de
pledpodos del macho de la forma | asimétricos, alcanzando la coxa del
segundo par de pereidpodos, con setas sobre las porciones central y
proximal. Proceso mesial ligeramente aplanado, mdas corto que el resto de
los elementos teminales, dirigido anteriomnente; proyeccion central
tiangular, dividida en dos procesos, el primero codmeo, mdas largo que el

resto de los elementos terminales, dirgido caudocefdlicamente, libre,
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separado de los procescs caudal y cefdlico; proceso cefdlico espinifomme,
dirigido distalmente, originGndose sobre el proceso caudal; proceso
caudal en forma de placa ligeramente curva. Annulus veniralis con la
placa preanular dividida, cubierta con setas cortas a lo largo del margen
posterior; annulus semicircular con margenes anteriores convergentes,
formando prominentes paredes; sinus origindndose en la porcidn media del
drea convexda, con una profunda seccion teminando en la regidn media
posterior; placa postanular piramidal, superficie apical convexq, separada
del annulus (Ldm. ). La desciipcion detallada de esta especie puede ser

consultada en su version original en el Anexo 1.1, al final de este capitulo,

Procambarus (Villalobosus) chacalli
L&pez-Mejia, Alvarez y Mejia-Ortiz, 2004

Diagnosis. Cuerpo pigmentado, ojos normalmente desarrollados, facetas
bien definidas. Rostro alcanzando el borde distal de la tercera articulacion
antenal, longitud 15.8 a 20.8% (x= 17.9%, n= 26) la longitud del caparazdn,
sin espinas marginales. Areola 4.9 a 7.2 (x= 5.9, n= 26) veces tan larga
como ancha, longitud 32.3 a 38.6% (x= 35.1%, n= 26) de la longitud del
caparazdn, 39.7 a 46.1% (x = 42.8%, n= 26) de la longitud postorbital, con 2
o 3 puntuaciones a fravés de la parte mds angosta. Espinas cervicales e
infraorbitales ausentes, espina branquiostegal presente. Escama antenal
1.8 a 23 (x= 2.1, n= 26) veces mdas larga que ancha, con la ranura
longitudinal a fravés de toda su longitud, ranura poco profunda
anteriormente, volviéndose mdas profunda posteriormente. Quelipedos mas
cortos que la longitud total del cuerpo; superficie mesial de la palma de la
quela con 7 tubérculos en hilera imegular, segun el macho de la forma |;
todos los tubérculos con pequenas brochas de sefas cortas anteriormente;

dedos tan largos como la palma, ambos dedos con 3 surcos longitudinales
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a lo largo de las superficies ventral y dorsal. Isquio del cuarto pereidpodo
con gancho extendiéndose mds alld de Ia articulacién basioisquial, isquio
del tercer pereidpodo con gancho vestigial. Lobulo cefdlico del epistoma
aproximadamente hexagonal, con margenes ligeramenfte ondulados,
imegular y asimétrico antferiormente; dangulos laterales bien definidos,
carentes de sefas.

Primer par de pledpodos del macho de la forma | asimétricos,
alcanzando la coxa del segundo par de pereidpodos, con 2 hileras de
setas esparcidas a través de toda su longitud, setas mdas abundantes y mas
largas proximalmente. Proceso mesial corto, ligeramente truncado
distaimente, dirigido distoclateralmente; proyeccidn central friangular,
dividida en dos secciones, caudocefdlicamente orientada; proceso
cefdlico espiniforme, dirigido distocefdlicamente, mas largo que el resto de
los elementos ferminales, origindndose sobre el proceso la base del
proceso caudal; proceso caudal en forma de placa en posicidon cefdlica,
cémeo, envolviéndose alrededor de la proyeccidn central, con un fuerte
doblez en el margen caudolateral. Placa preanular de la hembra con 2
fuertes crestas laterales extendiéndose Iateraimente y rodeando el annulus
ventralis, con setas cortas dispersas sobre 1a porcién posterior de la placa.
Placa preanular y annulus con débil contacto. Annulus aproximadamente
circular, con 2 fuertes crestas anteriomnente, formando una depresion
profunda en forma de V; mitad posterior de 1a cresta dexiral Iateralmente
curva, volviendose menos definida; cresta sinistral lateralmente curva
formando una expansion en forma de lengug; proyeccidon rectangular
sobre la seccidn media posterior, formando el margen del sinus. En la vista
ventral, placa postanular ovoide, en la vista caudal aproximadamente
conicq; superficie gpical exhibiendo pequenas puntuaciones son setas
cortas; placa no en contacto con el annulus. Primer par de pledpodos

presentes en las hembras (LAdm. ). La descripcion detallada de esta especie

Diversificocion de Procambarus (Vifaicbosus) Hoblbs, 1972 KY
{Crustacea: Decapoda; Cambaidoe)



Capitulo 1. Revisidn taxondmica y descrpcidn de especies

puede ser consultada en su version original en el Anexo 1.2, al final de este
capitulo.
Procambarus (Ortmannicus) hidalgoensis
Lopez-Meiia, Alvarez y Mejia-Ortiz, 2005

Diagnosis. Cuerpo pigmentado, cjos nomnalmente desamrollados, facetas
bien definidas. Rostro adlcanzando Ila porcidn media de la tercera
arficulacién antenular, 182 a 22.7% (x=19.8%) de la longitud del
cefalotérax, sin espinas marginales. Areola 5.1 a 9 (x= 7.07) veces tan iarga
como ancha, 29.7 a 35.4% (x = 33.83%) de la longitud del caparazén, 36.4 a
44.7% (x= 42.01%) de la longitud postorbital, con 2 a 3 puntuaciones a
fravés de |la parte mds angosta. Espina cervical ausente, con una espind
branquiostegal. Escama antenal 1.4 a 2.6 (x= 1.8) veces mds larga que
ancha, con una ranura longifudinal débilmente marcada a través de toda
su longitud, poco profunda anteriormente, volviéndose mds profunda
posteriormente., Quelipedos mds cortos que la longitud total del cuerpo,
superficie mesial de la palma de la quela con 14 tubérculos en linea
imegular; fodos los tubérculos de la superficie de la quela con pequenos
mechones de setas cortas anteriomente; dedos ligeramente mas largos
que la palma, ambos dedos con 3 ondulaciones longitudinales a lo largo
de las superficies ventral y dorsal.

Isquio del tercero y cuarto pereidpodos con gancho, aquellos sobre
el tercer par de pereidpodos extendiéndose mdas alld de la articulacién
basioisquial.  Epistoma  semitriangular, con la extension cefalomedia
terminando en cuatro espinags, fres de ellas compartiendo la base; porcion
anterior asimétrica, angulos laterales bien definidos, mdargenes ligeramente
ondulados con escasas setas. Primer par de pledpodos del macho de la
forma | asimétrico, alcanzando la cosa del tercer pereidpodo, con una

hilera de setas esparcidas a lo largo de toda su longitud, sefas mds
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abundantes y mds largas sobre la porcion media. Proceso mesial
espiniforme, con la punta plang, didgido caudodistalmente. Proyeccion
central aplanada, dividida en dos elementos desiguales en tfamano, el
externo evidentemente mds large y mds robusto, el intemo dirigido
mesialmente. Proceso cefdlico espiniforme, con la punta aplanadg,
dirigido centraimente. Proceso caudal espatulado, ligeramente guitinoso,
concavo hacia el proceso mesial.

Annulus ventralis con 1a placa preanular tuberculadq, exhibiendo dos
fuertes crestas |aterales extendiéndose lateralmente, rodeando el annulus,
setas cortas dispersas sobre la parte posterior de la placa. Placa preanutar
y annulus con débil contacto, Ia primera sobrepasando la porcién anterior
del annulus. Annulus romboidal, con dos fuertes crestas Iaterales formando
una profunda depresidn en forma de V anteriormente, parcialmente
cubierto por la placa preanular, mitad posterior de la cresta destral
cubierta Iateralmente, volviendose menos definida; cresta sinistral
lateralmente curva formando una expansion en forma de lengua; margen
formado por ambas crestas enmarcando el sinus posteriormente. En la vista
ventral, placa postanular con el margen anterior en forma oval, margen
posterior recto; en Ia vista caudal, aproximadamente coénicq, superficie
apical exhibiendo peqguenas puntuaciones con setas cortas, no en
confacto con el annulus Ldm. ). La descripcidn detallada de esta especie
puede ser consultada en su versién original en el Anexo 1.3, al final de este

capitulo.
Discusion
Inicialmente, la posesidn y disposicion de ganchos en los isquiopoditos fue

suficiente para deteminar la posicion taxondmica de ciertas especies del

subgénero Villalobosus (Procambarus riojai, P. hoffmanni, P. teziutlanensis y
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P. tlapacoyanensisy denfro del género entonces denonimado
Paracambarus (Villalobos, 1944, 1947). No obstante, fue necesaria su
reubicacion debido a las notables diferencias en los procesos apicales,
particularmente la disposicion del proceso mesial dirigido caudalmente en
el género Paracambarus y distalmente en Procambarus, situdndolas
finalmente dentro del género Procambarus (Villalobos, 1951; 1955). La
conformacion de los dos grupos, Ricjai y Erichsoni, dentro del subgénero se
basd en a constitucion de los pledpodos del primer par del macho de la
forma | y la forma del annulus ventralis (Villalobos, 1955). No obstante, la
posterior incorporacion de nuevas especies a este subgénero (P.
cuetzalanae, P. xochitlanae, P. achiliiy P. chacall) sugiere la necesidad de

una reestructuracidn de 1os grupos.

Hasta ahora el grupo Erichsoni ha incormporado especies que poseen un
proceso caudal en forma de placa ancha curvada o acampanada y un
proceso cefdlico espiniforme. Bajo esta descripcion, P. erichsoni vy P.
contrerasi estn debidamente consignados a este grupo y sugiero g
incorporacion de P. achilli y P. chacalli. En contraste, propongo Ila
reubicacion de P. zihuafeutlensis ya que, a pesar de las similitudes en el
annulus ventralis, su proceso caudal es en forma de placa espatuladaq,
carente de un marcado doblez y sobresaliente en talla respecto al resto de
los procesos apicales. El grupo Riojai ha incluido especies cuyo proceso
mesial puede ser cdnico o aplanado, igual en ialla o ligeramente
superando al resto de los procesos apicales. De acuerdo con estas
caracteristicas P. rojai, P. hoffmanni y P. hortonhobbsi estdn bien situados
en esfe grupo y se incorporaria P. zihuateuflensis, adicionando a la
diagnosis de este grupo un proceso caudal en forma de placa espatuladg;
pero es precisamente la talia reducida del proceso mesial y la forma del

proceso caudal la que desde mi punto de vista excluye de este grupo a P.
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teziutlanensis y P. tlapacoyanensis. Asi, fal como he sugerido en pdrrafos

anteriores, P. flapacoyanensis, P. teziutlanensis, P. xochitianae y P.

cueizalanae pueden agruparse en un tercer conjunto denominado Grupo

Tlapacoyanensis, cuyas especies poseen un proceso mesial que sobrepasa

en mas de dos tercios al resto de los procesos y un proceso cefdlico

espiniforme.

Debe considerarse que la descripcion puntual de los procesos no siempre
estuvo disponible, como en el caso de P. confrerasi, cuya diagnosis carece
de una descripcién precisa del proceso mesial y del annulus veniralis,
haciendo dificil su determinacién final. La obtencidén de fotografias a fravés

del microscopio elecitronico de barido permitid hacer una revision mas

defallada de los procesos apicales del gondpodo revelando caracteres
que podrian sugerir una reestructuracion de los grupos, incluso diferente a
la propuesta amiba. Las recientemente descritas Procambarus achilli y P.
chacdlli, colocadas en el grupo Erichsoni, comparten con P. cuetzalanage
un proceso mesial plano distalmente, caracter que podria unirdos
filogenéticamente. Considerando esa caracteristica del proceso mesial y
las diferencias en el annulus ventralis, P. achilli y P. chacallf podrian ser
separados del grupo Erichsoni. Otro caracter, el mas relevante derivado de
esta revision, es la presencia de una espina que nace en la mitad distal del
proceso mesial y que esta presente sélo en P. hoffmanni, separdndola de
cualquiera de los otros grupos, pero que si comparte con algunas especies
del subgénero Orfmannicus. La presencia de una espina sobre el proceso
mesial y ganchos vestigiales sobre el isquio del tercer par de pereidpodos,
son caracteres que habrdn de considerarse al efectuar un andlisis
filogenético del grupo, pues podrian ser deteminantes para establecer

relaciones de ancestria y posibles hipdtesis de diversificacion.
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Lamina |. Esquema de un acocil (Villalobos, 1955).
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Lamina 1. Procambarus (Villalobosus) erichsoni (CNCR). A, vista caudal; B, vista
cefdlica; C, vista mesial; D, vista lateral; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 2. Procambarus (Villalobosus) contrerasi. A, vista caudal; B, vista cefdlica;
C, vista mesial; D, vista lateral; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 3. Procambarus (Villalobosus) riojai. A, vista caudal; B, vista cefdlica; C,
vista mesial; D, vista Iateral; E, vista distal.
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Lamina 4. Procambarus (Villalobosus) hoffmanni. A. vista caudal; B, vista cefdlica;
C, vista mesial; D, vista Iaterdl; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 6. Procambarus (Villalobosus) zihuateutlensis. A, vista caudal; B, vista
cefdlica; C, vista mesial; D, vista Iateral; E, vista distal.
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Lamina 7. Procambarus (Villalobosus) Htapacoyanensis. A, vista cauddi; B, vista
cefdlica; C, vista mesial; D, vista Iateral; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 9. Procambarus (Villalobosus) teziutianensis. A, vista caudal; B, vista
cefdlica: C, vista mesial: D, vista lateral; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 10. Procambarus (Villalobosus) cuetzalanae. A, vista caudal; B, vista
cefdlica; C, vista mesial; D, vista lateral; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 11. Procambarus (Procambarus) digueti. A, vista caudal; B, vista cefdlica;
C., vista mesial; D, vista laterdl; E, vista distal; F, annulus ventralis.
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Lamina 12. Procambarus (Ortmannicus) cabagalleroi. A, vista caudal; B, vista
cefdlica; C, vista mesial; D, vista distal.
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Ladmina 13. Procambarus (Orfmannicus) gonopodocristatus. A, vista caudal; B,
vista cefdlica; C, vista mesidl; D, vista lateral; E, vista distal.
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PROCAMBARUS(VILLALOBOSUSY ACHILLI (DECAPODA, CAMBARIDAE):
A NEW SPECIES OF CRAYFISH FROM MEXICO

BY

MARILE LOPEZ!3), LUIS M. MEJIA!) and FERNANDO ALVAREZ?)

Iy Labaratorio de Fisiologh y Comportamiento Anirnal, Departamento El Hombre y su Ambiente,
Universidad Autdnorna M etropolitara — Xochimilco (UAM-X}, Calzada ded Hueso 1100,
Col. Ville Quictud, Mexico 04960, D.F., Mexico
2y Coleccién Nacional de Crustsceos, Instituto de Biologfa, Univerzidad Nacional Auténorm de
México, Apartado Postal 70-153, Mexico 04510, D.F., Mexico

ABSTRACT

A new speries of crayfish from Atezca, near Molango, Hidalgo, Mexico, is described. Procam-
barwer (Villalobosus) echilli sp. nov., can be placed in the erichsomi-group, being morphologically
gimilar to Procambarus (V) contrerasi snd Procambarus (V.) erickhsoni, from which it can be dis-
tinguizhed by a gonopod with a mesial process shorter than the terminal elerneats, flattened, and
directed anteriorly; & triangular ccetral projection, divided into two processes of different size, in-
dependent from caudal and cephalic processes; a cephalic process directed distally, originating on
the caudal process; and an anaulus ventralis semicireularin shape, with convergentanterior margins,
forming proménent walls.

RESUMEN

S¢ deseribe upa nucva aspecie de ls localidad de Atezca, cerca de Molango, Hidalgo, México.
Procambanes (Villalobosus) achilli sp. mov. puede ser colocada en ¢ grupo erichsoni, sieado
morfolégicamente sirnilar s Procembenes(V.) contrerasi y Procambarus(V.) erichsoni, de lascuales
ge digtingue portener uz gonépodo con un proceso mesial mis corto gae el resto de los clamentos
terrninales, splanado, dirigido anteriormente; una proyeccida central dividida en dos procesos
de diferente taila, independiente de Iog procesos caudal y cefélico; un proceso cefiitico dirigido
distalmente, origindndose sobre la base del procesc candal, y an annulus ventralis semicircularcon
los mérgenes convergentes anteri ores dividid os, formando prominentes paredes.

INTRODUCTION

The subgenus Villalobosus Hobbs, 1972, is of considerable systematic intemst
due to its particular geogmphic digribution, being one of four endemic Mexican

3y ¢-mail: Imejiam@ cucyat] sam.nax
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groups belonging to the genus Procarmbarus Ortmann, 1905 (cf. Villalobos, 1955;
Hobbs, 1972, 1974). To date, ten species belonging to this subgenus have been
described from rivers, streamns, and dam reservoirs m the Tuxpan, Cazones,
Tecolutla, and Nantla river basins, in the southem portion of the Huasteca region,
in the boundaries of the states of Hidalgo, Puebla, and Vermcruz.

The species described herein expands the distmbution of the subgenus to
the northwest of the previously defined geogmphical boundaries proposed by
Villalobos (1955) and Hobbs (1984). The new distribution now includes tributanes
in the Pdnuco River basin, where the crayfishes occur in fivers, streams, ponds,
and the Atezca dam reservoir. This find i the result of a previous study or the
distribution of the subgenus Villzlobosus (cf. Lépez-Mejfa, 2001).

The specimens were preserved in 70% alcohol and deposited in the Colec-
cién Nacional de Crusticeos (CNCR), Institito de Biologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, and in the Coleccién de Crusticeos de Referencia of the
Universidad Auténoma Metropolitana Xochimilco (CCR-UAMX). The abbrevia-
tions used are: TL = total length, and CL = carapace length.

TAXONOMY

Procambarus (Vilalobosus) achilli new species

Material examined. — Holotype: 3 Form I, TL 57.1 mm, CL 28.4 mm; 4 September 2000;
Cazcada del Arroyo de Atezea, 5 km NW from Molango, Hidalgo, Mexico; this stream flows into
the dam reservoir of the same name (20°485''N 98°44/67W), at 1,285 m altitude; collectors M.
Lépez-Mejfa and L. M. Mejia-Ontfz; CNCR 19870. Allotype @, TL 74.3 mm, CL 369 mm; 16
October 2000, same locality as holotype; CNCR 19871. Morphotype & Form II, TL 60 ram, CL
30.1 mom; same locality and date as holotype; CHNCR 19872,

Other paratypes: 29,4 83 FormI, 2 && Form 11, TL 41.0-74.3 mm; CL 19.3-36.9 mm; 17
October 2000; Xochicoatlém, Hidalgo; CHCR 19873, One & Form I and 1 2, 16 October 2000;
locality as holotype; CNCR 19874. Two 92, and ! & Form1, 18 Gatober 2000; Calnali, Hidalgo;
CNCR 19875. Three 3 & Form 1, 14 February 2001; Calnali, Hidalgo; CNCR 19876. Cne &
Form L, 15 February 2001; Xochicoatldn, Hidalgo; CNCR 19877. Three % and 1 & Form I,
4 Novemnber 2002; Arroyo de Atezca, Hidalgo; CCR-UAMX 999. Two 33 Porm L and 1 @: 5
November 2002; Xochicoatldn, Hidalgo; CCR-UAMX 1000. Collectors of paratypes the same as
those of holotype.

Diagnosis. — Body pigmented. Eyes well developed. Rostum reaching first
third of third antennular article, representing 152 to 20% (X = 17.4%) of camapace
length, without marginal spines. Areola 4.9 to 6.9 (X = 5.7) times as long as wide,
322 t0 42.2% (X = 34.9%) of campace length, 16.8% to 20.1% (X = 18.6%)
of postorbital length, with 1 to 3 punctuations across marrowest part. Without
cervical spines, single branchiostegal spines present (fig. 1A, B). Antennal scale
1.7 to 2.3 (x = 1.9) times longer than wide, with deep longitudinal groove
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Fig. 1. Procambarus (Villalobosus) achilli new specics A, dorsal view of carapace, B, dorsal view

of campace; C, dorsal view of cheliped; D, basal podomeres of second through fourth pereiopods;

E, hook of third pereiopod; F, cephalic lobule of the epistome; G, annulus ventraliz and adjacent

fternites; (figures all from holotype, except F, which is taken from allotype). Scale bars, A-C =
dmm,D,B,end G=2mm,F =1 mm.

mnning throughout #s whole length (fig. 2E). Chelipeds shorter than total body
length, mesial surface of palm of chela with irregular row of tubercles; lateral
surface of chela covered with small, regularly distributed tufts of short setae,
fingers longer than palm; both fingers with three longitudinal ridges on ventral
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Fig. 2. Procambarus (Villalobosus) ackilli new species, holotype. A, lateral view of first pleopod of
rmale; B, detail of apex; C, raesial view of first pleopod of male; D, detail of apex; E, antennalecale;
E, caudal view of first pleopods. Scalebars: A-F=1 mm

and dorsal surfaces {fig. 1C). Ischium of third perciopod without hook, ischinm of
fourth pereiopod with strong hook overeaching basi-ischial articulation, devoid
of mbercle on basis (fig. 1D, E). Epistome roughly symmetrical with regular
margins, cephalic portion with short extension, bearing setac (fig. 1F). First
pkopods of make Form I asymmetrical, reaching coxa of second perciopod, with
setae on central and proximal portions. Mesial process slightly flattened, shorter

Diversificacion de Procambarus (Vliatobosus) Hobbs, 1972 51
{Crustacea: Decapoda: Cambanidae)



Capitulo 1. Revisidn taxondmica y gescripcién de especies

PROCAMBARUS (VILLALOBOSUS) ACHILLI NOY. 527
TABLE I
Mecagurements (in mm) of the type specimens of Procambarus (Villalobosus) achilli new species
Holotype Morphotype Allotype
rmale, roale, fermale
Forml FormIT

Total length 57.1 60 74.3
Carapace

Total length 284 30.1 36.9

Postorbital length 23.4 5.6 315
Arcola

Length 10.1 11.0 13.5

Width 3 2.4 2.5
Rostrum

Length 5.2 4.7 6.2

Anterior width EN | 2.8 35

Posterior width 4.9 4.1 5.7

Acumen length 1.2 14 IN)
Cheliped

Length of mesial margin of palm 11.2 13.2 13.7

Width of palm 9.3 10 11.2

Length of dactyt 13.2 15.9 17.1
Abdomen

Width 11.7 12.1 16.4

Length 214 21.1 271

than terminal elements, directed anteriorly; central projection triangular, divided
into two processes, first one comeous, longer than terminal elements, directed
caudocephalically, free, sepamted from caudal and cephalic processes; rostral
process spiniform, directed distally, otiginating on caudal process; caudal process
a slightly curved plate (fig. 2A-D, F). Annulus vertralis with divided preanmilar
plate, covered with short setae along posterior margin; annulos semicircular with
convergent anterior margins, forming prominent walls; groove orginating in
middle portion of convex area, with deep section ending in posterior middle region;
postannular plate pyramidal, apical surface convex, not in contact with annulus
(fig. 1G).

Measurements. — See table L.

Holotype male, Forrn L — Body pigmented. Abdomen narrower than thorax
{11.7 vs. 13.5 mm). Carapace width smaller than height at cervical groove.

Areola approximately 5.7 times longer than wide, with 3 punctnations across
narrowest part. Cephalic section of campace 1.8 times as long as arcola, and
1.3 times longer than wide, constituting 65.1% of carapace length and 35.5% of
postorbital length.

Diversificacion de Procambarus (VBidlobosus) Hobbs, 1972
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Rostrum slightly excavated dorsally with punctations and scattered setae, with-
out marginal spines, convergent margins, acumen reaching first third of third an-
tennular article, tip oriented upwards, shorter than antennal scale (fig. 1A).

Carapace with single branchiostegal spine directed anteriorly, without cervical
spines (fig. 1B).

Epistome roughly syminetrical with regular margins, cephalic portion bearing
short extension, covered with setae, ovemeaching distal margin of epstome
(fig. 1F).

Antennule with prominent ventral spine on basal podomere; antenna shorter
than total body length. Antennal scale 1.8 times longer than wide, lateral margin
ending in acute spine, maximum width at second half of total length (fig. 2E).

Third maxilliped sarpassing distal border of third article of antennular pedunclke;
internal margin of ischium with array of 21 imegular spines; all segments of third
maxilliped with small tufts of short setae.

Chelae shorter than carapace. Both chelae robust, ovate, 2.4 times longer than
wide, with blunt tubercles, each tubercle bearing tufts of setae anteriorly. Palm 1.2
times longer than wide, surface covered with tuberckes, forming imegular row along
mesial surface. Movable finger with subsquamate tobercles along dorsal margin.
Opposable margins of fingers with scattered setae, margin of movable finger with
7 larger tuberckes, fixed finger with 8 teeth and distal anterior spine (fig. 1C).

Carpus of cheliped short, approximately conical, longitudinal groove on dorsal
surface dividing area with small and blunt tubercles from area with snbsquamate
tubercles; ventral surface with small subsquamate tnbercles and single distal spine,
distal margin with sharp spine on internal surface. '

Mermus of cheliped tuberculate; dorsal surface with row of small tubercles, bear-
ing large, subdistal spine on domsal surface; ventral surface with two longitndinal
rows of sharp tubercles, distal margin with strong spine.

Ischimm with dorsal and ventral surfaces not tuberculate, row of five small, blunt
tubercles along ventromesial margin, slightly increasing in size distally.

Ischium of fourth pereio pod with acute hook extending beyond articulation with
basis, scattered setae sumrounding its base; coxa with prominent acute protuberance
on cand ornesial ventml angle.

First pair of pleopods as described in Diagnosis, above.

First four somites of abdomen with two transverse lines of tufts of short setae.

Uropods with protopodite bearing short outer spines and large inner spine;
endopodite with domsal median ridge ending posteriorly in small spine and well
developed distolateral spines.

Telson covered with tufts of short setae dortsally, forming longimdinal rows;
cephalic portion with 3 spines of different length in right posterolateml angle,
middle spine movable, lateral spines fixed; keft side with four spines, second spine
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movable, outer spine largest; tufts of short setaec forming longitudinal rows on
posterior plate.

Allotype female. — Similar to holotype, differing in the following characters.
Areola approximately 5.8 times longer than wide. Antennal scale 2 times as long
as wide. Thirteen teeth on opposable margin of movable finger and 13 teeth and
one spine on fixed finger Left side of anterior portion of telson with four spines,
sirnilar to holotype, but third spine movable; right side with three fixed spines.
Annulus ventralis as described in Diagnosis.

Paratype male, Form IL. — Differing from holotype in the following characters.
First pleopod with central process poody developed; mesial process conical and
robust, not as elongated as in holotype; candal process plate-like, slightly curved;
cephalic process thick, apex blnnt Areola approximately 6 times longer than wide.
Antennal scale 2 times longer than wide. Distinctive tubercles on surface of patm.
Ischium of third pereiopod with reduced border, coxa bearing smmall crest. Ischinm
of fourth pereiopod armed with hook not surpassing basi-ischial articulation, with
short setae on distoventral margin, and basal groove. Domsal surface of rosmm
more concave than in holotype, tip almost surpassing distal border of second article
of antennular peduncle and shorter than antennal scale. Posterior plate of telson
with acute spine just below distal border of anterior portion.

Distribution and ecological aspects. — Procambarus (Villalobosus) achilli was
collected in Atezca, Muricipio de Molango, where water iemperature was 19.4°C;
however, considering nearby sites within the same dminage basin where the
new species was found, the range of tempemtures was 17.6 to 26.1°C (X =
19.3°). Water temperature at all sites where the new species was found showed
considerable variation: Xochicoatldn 17 to 20°C (x = 17.8°), Chalma 19.9 to
26.1°C (x = 21.1°), and Calnali 20 to 22°C. Although all sites are located within
a 20 km radius from the type locality, only Calnali is part of the Claro River sub-
basin, while the rest are part of the Atlapexco River sub-basin, both tributaries of
the Panuco niver (Lépez-Mejia, 2001).

Etymology. — The specific epithet achilli is taken from the nahuatl “Achilli”
(“af” water, “chilli” hot pepper), “chile de agua” in Spanish, from which “achil” or
“achiles” are derived, common names with which the crayfishes are known by the
local people from northem Hidalgo, Mexico. The name thus is a noun in apposition
to the generic name.

Remarks. — Procambarus (Villalobosus) achilli, new species, car be placed in
the erichsoni group and is morphologically similar to Procambarus (Villalobosus)
contrerasi Creaser, 1931, and Procambarus (Villalobosus) erichsoni Villalobos,
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1950. It may be distinguished by a rosttum reaching the first third of the thind
antennular article, whilke in P. confrerasi and P. erichsori the rosttam extends
only to the second antennular article. In P. achilli the antennal scale reaches the
distal border of the third antennular article, while in P. erichsoni it reaches the
distal half of the third amennnlar article, and in P. confreras? it possesses a strong
spine. The epistome in the new species is heptagonal with setae on the anterior
portion, in P. contrerasi and P. erichsomni the epistome is regular and irregular,
respectively, without setae. Procambarus contrerasi and P. erichsoni also have
a poordy developed tnbercle on the ischium of the third pair of pereiopods, the
males of P. achilli have a strong hook only on the ischinm of the fourth pair of
pereiopods. In the new species, the mesial process is flatteped, shorer than the
terminal elements, and anteriorly directed, such in contrast to P. confrerasi and
P. erichsoni, in which the mesal processes are spiniform and conical, respectively.
The central projection in P. achilf is triangular, divided into two processes, the
first one comeous, larger than the terminal elements, directed caudocephalically,
and independent from the caudal and cephalic processes. In P. confrerasi and
P. erichsoni the cephalic process is partially fused to the candal process; the
cephalic process in P. achidli i spiniform, directed distally, emerging from the
caudal process, while in P. confrerasi it is sitnated in the mesial region close to
the caudal process and in P. erichsoni it is inserted at the base of the centml
projection. The females of P. achilf have an apnulus ventralis with a divided
preanmlar plate, covered with shoit setae along the posterior margin. Setae are
absent in related species, and in P. contrerast the plates cover the annulus almost |
compketely. The annuhis is semicircular with anterior mamgins conveigent and ‘
divided, forming prominent walls, and with a deep, sinuous median groove mnning ‘
along the median section. In P. contrerasi it is asymmetrical and the groove is not
evident, and in P. erichsoni ¥ is a regular structure without prominent walls and a
U-shaped groove.

This work is part of the Ph.D. dissertation of the first author at the Posgmdo en
Ciencias del Mar y Limnolog{a, UNAM. She thanks the support received from
the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa (CONACYT-165911). We wish
to thank BiSL M. Nava-Bautista and the students of the undeigradnate Biology
Programme at UAM-X for their assistance in the field work. Thanks are given to
R. Duarte for lending some measurement instruments, and to Rolando Mendoza
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A new species of Procambarus (Crustacea: Decapoda: Cambaridae)
from Veracuz, Mexico

Marild Lipez-Mejia, Femando Alvarez and Luis M. Mejia-Ortiz
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de México, Apartado Postal 70-153, México 04510, D.F, México

Abstract—Procambarus (Villalobosusy chacalli 1s a new species of crayfish
fromn ponds at Manantial de Dejigui, Huayacocotla Comnty, Veracruz, Mexico.
It can be placed i the Erichsoni Growp of the subgenus because the gonopod
{first plecpod) of the first form male has a flared, broadly curved candal pro-
cess. Wathin the Group it is most similar to P. (F.) eichsoni Villalobos and P.
(¥.) contrerasi (Creaser). It can be distinguished from these and other members
of the subgenus by a combination of gonopod characters that includes a short
tesial process with a slightly flattened, caudodistally directed tip; a cephalic
process that criginates on the caudal process and is longer than the other ter-
minal elements, and a platelike caudal process with a strong fold on the can-
dolateral surface. Another distinctive character is the subovate anmaolus ven-

tralis, with two stronger ventral crests that formn a deep stbmedian depression,
and a sinus that extends to the candomedian margin.

The subgenus Fillalobosus Hobbs, 1972,
of the genus Procaebarus Ortmana, 1905,
as defined by Hobbs (1972), includes 10
species with the following characters: pres-
ence of books on the fourth pereicpods, and
rarely vestigial hooks on the third pereio-
pods, of males; and asymmetrical gonopods
that reach the coxae of the second pereio-
pods, with a tuberculiforin or acute central
projection. No mew species has been de-
scribed in this subgenus since Hobbs (1982)
described Procambarus (Villalobosus)
czetzalanae Hobbs, 1982, from a series of
springs, caves and deep holes in the enwi-
rons of Coetzalan, Puebla.

The species of P. (Fillalobosus) inhabit
the southern portion of the Huasteca region,
within the states of Hidalgo, Poebla and Ve-
racruz. This is a very mountainouns region,
with a number of sarrow valleys and can-

vons that play an impottant role in isolating
crayfish populations (Ldpez-Mepia 2001).
The members of this subgenus have been
found in nvers, small steeams, impound-
ents, and springs, and in sthierranean en-
vironments as stygophiles (Villalobos 1955;
Hobbs 1975, 1982, 1984). The new species
described bherein has been found omly in
three ponds at the type locality, Manantal
de Dejigui.

The specimens studied are deposited in
the Coleccidén Nacional de Crusticeos, In-
stitnto de Biologia, Umiversidad Nacional
Auténorma de México (CNCR), and in the
Coleccion & Crusticeos de Referencia
Universidad Auténoma Metropolitana—
Unidad Xochimileo {CCR-UAMX). Other
abbreviation used is: TCL, total carapace
tength.

Diverstficacion de Procambarus (Vikaiobosus) Hoblbs, 1972
(Crustacea: Decopoda: Cambarnidoe)
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Procambarus (Villalobosusy chacalli,
new species
Figs. 1,2

Diagnosis.—Body pigmented, eyes nor-
mally developed, facets well defined. Ros-
trurn reaching distal border of third anten-
nular atticle, length 15.8 to 20.8% (x =
179%, n = 26) of TCL, withount marginal
spines (Fig. 1A). Areolad 9 to 72 (x = 5.9,
n = 26) times as long as wide, length 323
to 38.6% (x = 35.1%, n = 26) of TCL, 39.7
to 46.1% (x = 42.8%, n = 26) of postor-
bital carapace length, with 2 or 3 punctua-
tions across the namowest part Cervical
and infraorbital spines absent, branchioste-
gal spine present Antermal scale 1.8 10 23
{x = 2.1, n = 26) times longer than wide,
with longitudinal groove throunghout whole
length, groove shallow anteriory, becommng
deeper posterorly. Chelipeds shorter than
total body tength; mesial surface of patm of
chela with 7 tubercles in imegular row,
based on hdotypic male form [; all tuber-
cles with small tufis of short setae antexn-
orly; fingers as long as palm, both fingers
with 3 longitndinat ridges along ventral and
domal surfaces (Fig. 10). Ischium of fourth
peteiopod with hook extending beyond bas-
ioischial articulation (Figs. 1D-E), ischium
of third pereiopod with vestigial hook Ce-
phalic lobe of epistome approximately hex-
agonal, with margins undolating slightly, ir-
regular and asyminetrical anteriody; lateral
angles well defined, devoid of setae (Fig.
15).

First pteopods of form I male asyrmmet-
mical, reacking coxae of second pereiopods,
with 2 rows of scatlered setae running
throughout whole length, setae more abun-
dant and longer proximally. Mesial process
short, slightly truncated distally, directed
distolatemally; central projecion triangular
divided mto 2 sectons, caudocephalically
oniented; cephalic process spimform, di-
mcted distocephahcally, longer than rest of
terrminal elements, otiginating on caudal
process; candal process in cephalic position
platelike, comeous, wrapping around oen-

3

tral projection, with strong fold on caudo-
lateral margin (Figs. 2A-D, F-G). Prean-
nular plate of female wath 2 strong lateral
crests extending laterally and surrounding
annualos ventralis, with scattered short satae
on posterior portion of plate (Fg. 1G).
Preannular plate and annufus in loose con-
tact. Annulus approximatly circular, with
2 strong crests anteniorly, forming deep, V-
shaped depression; posterior half of dextral
crest curved laterdlly, becoming less de-
finred; simistral crest curving laterally to
form tonguelike expansion; rectangular pro-
jection on medial posterior section, forming
margin of sirus. In ventral view, postan-
nular plate ovoid, m candal view approxi-
mately comical; apical surface bearing small
punciations with short setae; plate not in
contact with annuolus. First pleopods present
in femnales.

Measurements of ypes.—Provided in Ta-
ble 1.

Holotypic male, form {.—Body and eyes
pigmented. Cephalothorax becoming thick-
er posterior to cervical groove, maximum
width at posterior margin, 0.97 times length
of abdomen. Areola 62 times as long as
wide, 323% of TCL, with 3 punctations
across marrowest part, with slight median
crest; branchiocardiac grooves well defined.
Surface of carapace densely punctate, punc-
tabions increasmg in density laterally. Ros-
trum excavated dorsally, margins conver-
gent, without spipes; anterior width 2.9
mm, posterior width 3.8 mm. Acumen
eaching distal border of third article of an-
tennular peduncle, slightly shorter than an-
tennal scale, Hp oriented dorsally, length of
acamen 287% of rostrum length, ventral
keel without spipmes. Postorbital ridge
straight, moderately strong, with very small
cephalic tbercle. Suboibital angle acute,
brandrosiegal spine present on both sides
of carapace, ditected antericrly. Cervical
groove describing acute angle over hepatic
region, cervical spine absent (Fig. 1B).

Abdomen shghtly longer than carapace.
Surface of somites covered with regutarly
distributed punctations. Urcpods with pro-

Diversificacion de Procanbarus (VBalobosus) Hoblbs, 1972
{Crustacea: Decopoda: Cambaridos)
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Fig. 1. Procambarus (Villaloborus) ckacalll, new speciss, 1 from holotypic male, form I, axcept G from
allotypic famrala. A, carapace, dorsal view, B, carapacs, hiteral view, C, distal podomerss of right cheliped; D,
basal podomearas of left socond, third and Fourth pareopods; E, detail of basis and iachium of left fourth
perslopod, F, splstorms, cephalic lobe; G, annules ventralls. Scels bars represent 3 mim (A, B, C), 2 mm (D, E),

and 1 rn (B G)

Diversficacion de Procambarus (VEicdobosus) Hobbss, 1972 59
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Tatds I} —Meaazsurements (mm) of type spacimene of Procambarus chacall, new specles.
o ing =y - T
Totsl kength 51.2 555 43.7
Carapace
Tokl length A 269 138
Postorbital langth 19.6 22.6 19.3
Width 11 iz 10.2
Heaight 10 12.1 93
Ameola
Length 18 164 8.6
Width 12 1.7 t.7
Rostrom
Langth 45 435 4.2
Width ER-3 42 432
Antanpal scale
Langth 9 4.1 335
Width 2.1 24 2.2
Chelipsd
Length of mesial margia of plm 10.5 95 10.5
Width of patm 7.5 71 71
Length of laleral margln of propodus 18.% is2 19
Langth of dactyle 10.2 95 i1
Lepgth of carpoe 58 66 T3
Lergth of mamus 10.7 10.7 103
Abdorman
Length 211 285 31
Width 104 113 2.8
topodite bearing short spines; eadopodite segments of third maxilliped with small
with dorsal median ridge ending posteriorly tufis of shont setae.
in small spime, and well developed distola- Chelae 12 times shorter tham TCL, ro-
teral spine. Telson covered with tufis of bust, ovate, 2.5 tmes longer than wide.
short setae, 1oosely forming 4 longitudinal Palm 1.4 times longer tham wide, surface
rows; cephalic portion with 4 spines on pos- covered with small, bluat toberces each
terclaieral angle, two lakeral ones larger with small tuft of setae; mregular Tow of
second one articulated. teberdes alomg mesial smface. Movable
Cephalic lobe of epistome imregular, with- fimger with subsquamale wbercles amten-
out cephalomedian extension; distal half orfy. Opposable margins of fingers with
asymmetrical, with central depression. An- small tufts of setae; oppozable surface of
tennule with prominent ventrsl spine or  movable finger with 10 tubercles, that of
basal podomere, with setae on its base; am- fixed finger with 7 tuberdes, third from
tenma shorter than total body length. Anten- base largest; both fingers ending in come-
mal scale 1.8 times longer than wide, lateral ous tp.
margm ending In acute spine, maximum Carpus of cheliped short, approximately
width at distal half (Fig. 2E). Third maxil- conical, dorsal surface with scatiered tuber-
liped reaching distal border of third article cles; lateral and ventral surfaces with small
of antenna! peduncle; internal margim of is- subsquarmaie tubercles, with tufls of short
chium with array of 26 imregular spines; all setae, distal margin with blunt spine on in-
|
|
|
|
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mophotppic male, form IL A, beft gosapod, meslal view, B, detall of spax of kit gonopod, mestal visss, C, ket
gonopod, latersl viewr, D, detzil of apex of 1aft gonopod, lateral view; E, anwanal scale; F, candal view of goscpods;

|
|
|
|
|
Fig. 2. Procamiaruz (ViBdobons) ckacall, maw species, all from hokoippic mals, form I, exceapt H from
G, denall of apex of left gopopod, candal wiew; H, caudal view of gonpoda. Scals bars rpressat | mm.
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temal sarface. Mertus shightly tmberculate;
dorsal surface with large, strong, subdistal
tubercle, and otber smaller tubercles; vea-
tral sarface with 2 lomgitodinal rows of
bimnt tobercles, distal margin with sirong
tubercle. Ischium with dorsal and ventral
surfaces punctate, amd row of 6 blunt -
bercles along ventromesial margin, increas-
ing in size distally.

Ischium of third pereicpod with vestigial
hook, left and right sides different in size.
Ischiom of fourth perziopod with strong,
thick, cylindrical hook, extending beyond
basioischial articulation, reaching mid-
length of basis. Coxa of fourth pereiopod
with promineat acute boss or caudomesial
veniral angle.

Guonopods as described in Diagnosis.

Albbtypic ferale~—Sumilar to holatype,
differing in following characters: telsem
bearing ? movable spines on left candola-
teral angle of cephalic portion and 1 on
tight side. Arecla 6.2 tmes as long as wide.
Antennal scale 1.8 times longer than wide.,
Fight tobercdes on oppozable margim of
movabke finger Rostrom reaching fitst third
of thind articte of antenmular peduncle. Ce-
phalic lobe of epistome asymmettical as in
holotype, distal border with small vanations
with respect to holotype. Annulus ventraliz
as described in Diagnosis.

Morphotypic male form II.—Differiag
from holotype im following characters: first
pleopod with apical elemeats pooly devel-
oped, cephalic process comical and reduoced,
central progection small, candal process ser-
romding ceatral projection, mesial process
undefined. Awola 4.9 tmes as long as
wide. Antetnal scale 1.6 times longer than
wide. Chelae with imegalar row of four -
bercles om surface of palm. Protuberance on
ischium of tinrd pereiopod extremely re-
duced. I[schium of fowrth pereiopod with
small hock, mot swpassing basioischal ar-
ticulation. Rostrem shorter, acumen reach-
jog middle part of third podomere of anten-
nal peduncle.

Twpe Ilocality —Nacimiento de Degigui
{alttede 1675 m), 4 km east of Huayaco-

97

cotla, Municipic de Huayacocotla, Vera-
cruz, Mexico (20°326™N, 98°26'15"W).

Disposition of types.—Heolotypic & form
[, CNCR 20529; allotypic §, CNCR 20530;
and morphotypic ¢ form II, CNCR 20531.
Pamatypes: 2 3§ [ 2 & I, 8 €, CNCR
20532; 5 8 I, 6 § CCR-UAMX 1001.

Material exaprined —All from bype lo-
cality: 1 & form I (CNCR 20529), 14 Nov
1999, coll. M. Lopez-Msjia, L. M. Mejia-
Ortiz; 1 ¢ (CNCR 20530), same date and
coll. as holotype; 1 & form O (CNCR
2053, 2 & form L 2 & form IO, 8 ¢
(CNCR 20532), 5 & form II, 6 2 (CCR-
UAMX 1001), 2 Nov 2001, cofl. M. Lipez-
Mejyia, L. M. Mejia-Ortiz, M. Signoret, J.
A, Viccoa-Pale, J. Cruz-Hemandez, H. So-
kis.

Etymology.—The specific epithet “cha-
calli” is taken from the nahmatl word ““cha-
calli”, coummon name used for the crayfish-
es in northem Hidalgo, Mexico.

Remarks.—Procambarus (Villalobosus)
chacalli, new species, cam be placed in the
Erichsoni Group duoe to the presence of a
platelike candal process on the male gono-
pod (Villalobos 1955). The new species is
morphologically similar to Procambarus
(Villalobosus) contrerasi (Creaser, 1931),
and Procambarus (Villalobosas) erichsoni
Villalobos, 1950, from which it may be dis-
tinguished by the following characters: a
loager rosttum, with tp reachimg the distal
border of the third antennular article; a wid-
er areola with a slight median crest; and an
episiome bezing a cephalic lobe with ar
undnlated sorface. Regarding the gonopod

motphology of the form [ male, P. chacalli

exhibits the followirg umique characters: a
short and shighfly truncated mesial process,
direcied distolaterally; a cephalic process
which is the largest of the termimal ele-
ments, originating on the caudal process;
amd a platelike camdal process witk a sirong
fold on the margin. In P. erichsomi and P.
contrerasi the rostrem teaches the distal
part of the secomd antennular article, the
areola is nammower, and the surface of the
espitome is smooth; their gonopods bear

Diversificacion de Procambarus { VEalobosus) Hobbs, 1972
(Crustaceqa: Decapoda: Combaridae)
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shorter cephalic processes, that onginate
between the central projection and the me-
sial process, amd the candal process is
stighfly folded. The ammulos ventralis of P.
chacalli differs from those of P. erichsoni
and P. contrerasi in the extension of the
lateral projections of the preannular plate,
the shape of the crests amd sinus in the an-
nulas, and the size and shape of the postan-
nular plate.

Procambares (Villalobosws) chacalli has
beer collected only at the type locality,
where specimens were captured in three
small, shallow ponds next to the spring. The
largest pond was 8 m¥, and the deepest cne
was 04 m The recorded waier temmpera-
tures ranged from 18.9 to 20.4°C.
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Procambarus (Ortmannicus) hidalgoensis (Crustacea: Decapoda:
Cambaridae), a new specikes of crayfish from Mexice
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Abstract—A vew species of crayfish from Camine a Olotla, Tlanchinol
County, Hidalgo, Mexico, s descnobed Procambarus (Ortmarviicus) hidal-
goensis is most closely telated to P. (O.) cuevachicae (Hobbs, 1941) and P.
(0.) toltecae Hobbs, 1943, from which it can be distingumished by having a
gonopod with a mesial process shightly flattened distally and directed caudo-
distally; a cephalic process slightty larger than the rest of the terminal elements,
originating on the caudal surface; and a plake-like candal process, exhibiting a
strongly folded external part of the pieopod. The amulus ventralis m the new
species is thomboidal, with two strong crests, fonming a deep Vshaped de-
pression anterionly, ending in a sines in the middle region.

The species of the procammband crayfish
subgenus Ortmaarmicus Fowler, 1912, are
distributed in the southern United States
and central Mexico. In Mexico, six species
of the subgerus have been recorded: Pro-
cambarus ceevachicae (Hobbs, 1541), P.
oltecae Habbs, 1943, P. goropodocrisiatus
Villalobos, 1958, P. caballeroi Villalobos,
1944a, P. villalobosi Hobbs, 1969, ard P.
xilitflze Hobbs and Grubbs, 1982. These
species inhabit rivers, streams, and caves,
with very diverse abictic conditions. Their
distribution i the central portion of the Si-
erra Madre Oriental comprizes localities in
a wide range of alttudes (155-1600 m)
(Fig. 1). In this paper, we describe a new
species, Procambarus (Ortmarmicas) hidal-
poansiz, which has been found only in the
type locality in Camino a Olofla, Tlanchinol
Comnty, Hidalgo, whose streams are tibu-
taries of the Panuco River The specimens
described herein come from a previous
stndy om the distribution of the subgenus
Villalobosus Hobbs, 1972 (Lopez-Meyia
2001).

Fifteen crayfish specimens were captured
by hand using traps baited with chicken,
from clear water streamn ponds with an av-
emge depth of 40 em. All specimens were
preserved i 70% alcohol and deposited in
the Coleccién Naciomal de Crustdceos
(CNCR), Instituto de Bivlogia, Universidad
Nacional Aeténoma de México. The abbre-
viations used are: TL, total length; TCL, to-
tal carapace length; and POCL, postorbital
carapace length.

Procambarus (Ortmannicus)
hAidalgoensis, new species
Figs. 2,3
Disposition of tpes.—Holotypic male
form I TL 573 mm, TCL 27.9% mum; 14
October 2000; Camimo a Olotla stream 2
km east from Tlanchinol, Tlanchinol Coun-
ty, Hidalgo; colls. L. M. Megia-Ortiz and M.
Lépez Mejia; CNCR 22509, Allotypic f-
male: TL 65.0 mm, TCL 32.9 mm; same
date, locality, and collectors as holotype;
CNCR 22519. Momphotypic make form II:

Diversficacion de Procambarnus (Vifalobaosus) Hobbs, 1972
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Fig. 1. Map showing the distribudion of the speciss of the subgemee Orimornicur in Maxico.

TL 45.5 omm, TCL 20.8 mim; 14 November
1999; same locality as bolotype; coll. M.
Lépez-Mejia; CNCR 22511.

Paratypes.—FEight females, 2 males fonm
I, 2 males form H; 2 November 2001 ; samme
locality as holotype; colls. M. Léipez-Mejia,
L. M Mejia-Ortiz & M. Nava; CNCR
22512

TIywe locality—The new species was
collected in a steeam at Camino a THotla,
at 1375 m of altitnde (20°38715°N,
98°38'3"W), 2 km east of Tlanchinol, Hi-
dalgo; the stream is a trbutary of the Pin-
uco River

Diaggnosis. —Body pigmeated, dark
brown to dark green. Eyes normally devel-
oped, facets well defined. Rostrum reaching
middle portion of third antennular artide,
182 to 22.7% (¥ = 19.8%) of TCL., without
marginal spines (Fig. 2A). Areola 5.1 0 9
times (* = 7.07) as long as wide, 29.7
354% (£ = 33.83%) of TCL, 364% o
44.7% (f = 42.01%) of postorbital length,
with 2 or 3 puncinations across marrowest
part. Cervical spine absent, with single
branchiostegal spine (Fig. 2B). Amtennal
scale 1.4 to 2.6 (£ = 1.8) times longer than
wide, witk weakly marked longitmdimal

Diversificocion de Procambarus (Vilalcbosus)y Hobbs, 1972
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Fig. 2. FProcoxbows kifaipoessis (all from holotype, except B, which is wken from zllotype}. A, dorsal
view of carapace; B, lateral view of carapace; C, htaral view of cheliped; D, spistome; E, arrm!us venimalis and
adjacent stamnites; F, basal podomeres of second throagh fourth persopods. Scals bars, A-C = 4 mm, D, E = 2
mm, F = 1 o

Divarsificacion de Procambarus (Villafobosus) Hoblbos, 1972
{Crustacea: Decapoda: Cambaridae)
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groove throughout its whole length, shallow
anteriorly, becomning deeper posteriotly
(Fig. 3G). Chelipeds shorier thar total body
lengih, mesial surface of palm of chela with
14 iebercles in imegular row, all tubercles
of surface of chela with small tfls of short
setae anteriorly; fingers slightly longer than
pahn, both fingers with 3 longitudinal rdg-
es along ventral and doisal surfaces (Fig.
20).

[schium of third and fourth pereopods
with hook, those on third pemopods ex-
tending beyond basicischial articulation
(Fig. 2F). Epistome semitriangutar, with ce-
phalomedian extension emding in four
spines, three of them with shared base; an-
terior portion asymmetrical, lateral angles
well defined, margins stightly undulating,
with scatkered setae (Fig. 2D). First plec-
pods of male form I asymmnetrical, reaching
coxa of third pereopod, with single row of
scattered setse rumning throughout their
whole length, setae more abundant and
larger on middle portion. Mesial process
spimform with flattened tip, directed cau-
dodistally. Ceniral projection flattened, di-
vided tnto two subequal elements, external
one evidently largey, more robust, internal
one directed mesially (Fig. 3A). Cephalic
process spintform, wath flatened tip, d&i-
rected centrally (Fig. 3E, F). Candal process
spatulate, slighfly chitinous, comcave to-
sweards mesial process (Fig. 3B, O).

Amnulus ventralis with tubercalate pream-
nolar plake bearing two strong lateral crests
extendimg laterafly, smmrounding anmnlus,
scatiered short setse on posterior portion of
plate (Fig. ZE) . Preannular plate and an-
nalus ir loose contact, former one overlap-
ping anterior portion of latter one. Annulus
rhorboidal, with two strong lateral crests,
forming deep, V-shaped depressiom anten-
orly, partially covered by preannular plase;
postedor kalf of dextral crest curved later-
ally, becoming less defined; simstral crest
curving laterally to form tongue-like expan-
siom; margin formed by both crests enclos-
ing sinas posieriody. In ventral view, post-
anpular plate with amkerior mmrgie oval-
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shaped, posterior margin straight, in caedal
view, approximately conical, apical surface
bearing small punctnations with short setae,
Bmot iz contact with amnulus.

Measurements of types.—Provided in Ta-
ble 1.

Holotypic male, form I—Body pigment-
ed, eyes well developed. Width of abdomen
narrower than that of thorax. Carapace
slighly higher than its width at cervical
groove. Areola approxmately 52 times
longer than wide, with 3 punctnations
across narrowest part, middle portien
slighfly elevated. Cephalic section of cara-
pace 23 times as long as areola, 1.6 times
longer than wAde, constitnting 70 2% of car-
apace length and 85.9% of postorbital car-
apace length. Rostrum excavated dorsalty,
without marginal spines, with convergent
margins, acumen reaching third article of
amtennular peduncle, slighfly shorter thaa
amtennal scale. Cervical spine absent, single
branchicstegal spine present on each side of
carapace, directed amteriody (Fig. 2B).

Epistome semitmangular, with cephalo-
medias extension ending i four spines,
three of them with common base; asym-
metrical anteriody, lateral angles well de-
fined, margins slightly undulating, with se-
tac (Fig. 2D). Antennule with prominent
ventral spine oa basal article; anteama short-
er tham total body length. Antennal scale 1.8
times longer than wide, lateral margin end-
Ing in spine, maximnm width at second half
of total lemgth (Fig. 3G). Third maxilliped
reaching mmiddle portion of third article of
antennal peduncle; intermal margin of ischi-
um with @ray of 2025 irregular spines on
left and rght sides, respectively; all seg-
ments of third mexilliped witk small mfis
of short setae.

Chelipeds 1.7 times length of carapace.
Chelace long, thim, slightly ovate laterally, 3
times loager than wide, covered with scat-
kered small blont tuberdes, each tnbercle
bearing tuft of setse amteriorly. Palm 1.6
times lomger than wide, sorface covered
with teberdes, fonming nregular row along
mesial surface. Movable finger with sob-

Diversificadon de Procambarus (Viaiobosus) Hoblbos, 1972
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Fig. 3. FProcomborus kidolgrensic (all from holotype, except D, which ie aken from morphotype). A, first
pieopods of male, caudal view; B, left gonopod, latenul view, C, left gonopod, destuil of apex; D, rght gonopod,
candal view; E, boft gonopod, cephalic view, E loft gonopod, cephalic view, detail of apex; G, antsnnal scale.
Scale bate = 1 mm.
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Tatle 1—Measurements (mm) of type speclmens of Procambanwr (O.) Aidalpoensis. TCL, total carapace

langth, POCL, posiorbital carapacs lasgth,

o 1 gy iyl

TCL 219 329 208

Halkght 141 159 11

Width 127 14.9 8.8
POCL 228 26.7 163
Armola

Width 1.6 1.5 1

Length B3 113 71
Eostrum

Width 4.7 5.5 3.8

Length 5.1 63 43
Antannal scals

Length 5 5.2 35

Whdth 2.7 2 1.9
Right chels

Length of mesial margin of palm 13 102 &2

Width of palm 19 &7 3.6

Length of laleral marpin of propodues 24 215 11.2

Lergth of dactyl i3 12 6.8

Length of carpuns 8.1 £.9 4.2

Length of mesus 1.1 1.2 Tt
Abdoman

Width 122 14.4 B85

Length 291 34 231

squamate tubercles anteriody. Opposable
margins of fingers with smnall tofts of setae
next to articulation, that of movable finger
with 11 {left perecpod) and 13 (right pereo-
pod) tecth; that of fixed finger with 11 (eft
pereopod) and 12 (right percopod) short
teeth, third ome largest; tip of fingers ending
in corneous spine.

Ischium of third and fourth perecpods
with hook, that of third perecpod larger
reaching beyond basioischial articulation;
hook of fourth pereopod shorier reacking
articulation with basis. Coxa of fifth pereio-
pod with subangular candomesial baoss.
Each ook with setae on internal margin,
scatiered setae surroanding its base.

Surface of merus of cheliped tuberculate,
large subdistal tubercle on dotsal surface,
ventral surface with two longitndinal rows
of blent tubercles, distal margin with stromg
spine. Carpus short, approximately conical,
dorsal surface with scattered tobercles; lat-
eral and ventral surfaces with small sub-

squamate toberdles bearing tofts of short se-
tae, dista] margin with blunt spiee on inker-
Bnal surface. [schiom with puncinations om
dorsal sorface and scatiered tubercles on
veniral surface; row of two to four blant
tubercles along ventromesial margin.

First pleopods of male form 1 as de-
seribed in Diagnosis.

Uropods with protopodite bearing two
distolateral spines, immer pair shorier, en-
dopodike with dorsal median ridge ending
postedorty in small spine and well dewvel-
oped distolateral spines.

Telson with scatiered short setas anter-
only; cephalic portion with three spines on
right side amd two spines on lefl side; dis-
tolateral spime larger, fixed, second and

Allotypic female —Similar to holotype,
differing in the followimg characters. Two
spines on left side of cephalic portion of
telson, one movable, ome fixed; fixed spine
larger; one movable spime on right side.

Diverdficacion de Procambarus (VEiafobosus) Hoblos, 1972
{Crustacea: Decapoda: Cambxaidae)

69




Capitulo 1. Revisidn taxondmica y descripcidn de espedias

FROC.BIO SCC. WASH.
Wodnesday Jul 06 2005 08:18 AM
Allen Praess

564 PROCEEDINGS OF THE BIOLOGICAL SOCIETY OF WASHINGTON

Areola 7.5 times longer than wide. Anten-
nal scale 2.6 tirmes longer tham wide. Op-
posable margin of movable finger with 10
teeth. Epistorne with cephalomedian exten-
sion ending in 2 spimes, undulating borders
forming a slight groove with 3 and 1 spimes
on tight and left sides, respectively; asym-
metrical as in holotype. Annulus ventralis
as described T Diagnosis.

Morphotypic male, form H—Differing
from holotype in the following characters.
Cephalic process of first pleoped comical,
treduced, slightly flatiened; central projec-
Hon comical, reduced; caudal process re-
dnced to protuberance; mesial process con-
ical, wider, ending in rounded tip (Fig- 3D).
Areola 7.1 times longer than wide. Anten-
mal scale 1.8 mes longer than wide. Irreg-
alar row of 5 tubercles on suxfzce of palm.
Hook on ischinm of fowmth pereopod -
doced to small protuberance. Ischinm of
third perecpod with small protnberance not
reaching basicischial articulation. Rostrum
slightly shorter, acumen reaching beyond
middke part of third podomere of antennal
peduncle.

Etymology—The specific aame is de-
nved from the name of the stale where the
type locality is located.

Remarks—Procambarys (Ortmarmicus)
hidalpoensis 1s a typical species of this sub-
genus, having hooks om the ischium of the
third and fourth pairs of peregpods, and an
amnulus ventralis with a tuberculate prean-
nular plate partially covering the anterior
portion of the annulus. The new species is
morphologically sinitar to P. cuenvachicae
in the size of the mesial process. Howeves,
all Mexican species of the subgenus share
the preseace of apical setae o the first ple-
opods, mainly on the caudal process and the
ceniral projection.

The new species differs from other spe-
cies in the subgenus ia the shape of the ce-
phalic process, which is spiniform, with a
flattened tip, directed cenirally,amd a spat-
ulate candal process, with the concavity ori-
ented mesiafly. In particnlar, it differs from
P. villalobosi and P. caballerei in the size

and shape of the roesial process, winch is
folded against the maim body of the gono-
pod in the new species, and free in the latter
two species; from P. toltecae in the origin
of the cephalic process, which derives from
the cephalolateral region in the latier spe-
cies, and from P. gomopodocristatus i the
shape of the areola, which in that species is
obhiterated.

The preannular plate also can be used to
distinguish the new species, while in P. ca-
balleroi it covers ahmost all of the anrulus,
in P. gonopodocrisiatus and P. xiliflae it
does mot cover any of the amnulus. In the
test of the species, incleding the new spe-
cies, the plate covers it partially; however,
P. hidalgoensis n. . is the only species
exhibiting a deep depression im the anterior
portion of the annulus. Becanse of its ad-
aptations to cave life, P. xilitlae stands apart
from the rest of the species in the subgenus.
(Ortmannicus) are distributed along a 310
km stretch in the central portion of the Si-
erra Madre Onieatal on the Gulf of Mexico
slope; this region is traversed by a number
of canyons and narrow valleys, inclnding
extensive karst areas (Lapez-Mejia 2001).
The new species has been found only in the
type locality, whick is in the central section
of the distribuwion ramge of the subgenus,
even when most of the nvers and streams
in the environs of the town of Tlanchinol
bave been surveyed The species that are
spatially closest are P. cuevachicae, occar-
ng 21 km to the northeast mear the town
of Pujal, and P. &oliecae inhabiting, smmall
streamns north of the town of Tamazanchale
at a distance of 39 Xon (Fig. 1). However,
the new species seems to be closer ecclog-
ically to P. caballeroi, P. foltecae, and P.
villalobosi, as they all inhabit cloud-forest
streamss with tempemtures that seldom nise
above 15°C. In this respect, they resemble
some species of the subgenus Villabobosus
P. (¥) riciad Villalobos, 1544b; P. (V)
achilli Lopez, Mejia & Alvarez, 2003; P.
(V) erichsoni Villalobos, 1950) whose dis-
trbution range is adjacent to the south. In
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contrast, P. gonopedocristatus and P. cue-
wachicae inhabit streamns at low altitudes
with temperatures ranging between 20 and
30°C.

The collections of P. hidalgoensis have
all been made at the end of the fall (October
and November) and early winter (Decem-
ber), when the chances of capturing them
increase. Although no systematic sampling
program has been conducted, no organisms
have been captured in collecting trips dur-
ing the dry seasom {Apnl, May) and early
sumumer {June). Locally, arayfish are only

seen at the end of the rainy season (Novem-

ber through January}.
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CAPITULO 2. ANALISIS FILOGENETICO

La biologia molecular y su uso en filogenia

Por centurias los humanos han estado concientes de que Ias variaciones individuales
existen entre si mismos y que tales variaciones tendian a concentrarse en las familias.
Las diferencias entre las variedades o enfrecruzamientos entre animales y plantas,
por ejemplo, fueron asumidas también como producto de la herencia. No cobstante,
hasta la fusidon en los anos freinta de la genética Mendeliana v la teoria de Darwin
de la seleccion nafural en una sola tecria neodarwiniana de evolucidn, fueron
vislumbrados los primeros esfuerzos para documentar la canfidad de varacion
genética dentro y enfre las poblaciones naturales. Los primeros estudios de
variacién genética sobre poblaciones naturales se concentraron sobre variacion
cuanfificable o facilmente detectable, como el color o variantes morfologicas (Ford,
1940) e inversiones cromosomales o grupos sanguineos (Dobzhansky, 1941). Aunque
estos estudios no carecen de valor, no pemitieron una estimacién de la cantidad
total de varacion genética en el genoma de las poblaciones estudiadas. De alguna
manerq, las varantes mencionadas son atipicas de la mayoria de los loci en el
genoma —en muchos de ellos sélo diversos loci polimdrficos de tipo morfolégico o
de color existen en una poblacién, las inversiones contienen un gran ndmero de
genes y las variantes de grupo sanguineo inicialmente encontradas fueron resuttado
de problemas de transfusion sanguinea—. La carencia de conocimiento definitivo
sobre la existencia de la vanacién genética produjo muy diferentes visiones en |os
anos sesenta (Hedrick, 2000). Et auge de los estudios a nivel molecular y el avance

tecnoldgico han pemitido en la actualidad obtener valiosa informacidn.

Un primer enfoque para obtener una estimacién imparcial de la variacidn genética
fue el propuesto por Lewontin y Hubby (1966) y Harris (1966), quienes estudiaron la
variacion en una sefie de loci de enzimas codificantes, generaimente llamadas

alozimas, mediante la movilidad de sus productos. Muchos estudios de genética de
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poblaciones se han enfocado sobre la variacion en proteinas como una estimacion
de la variacion en la secuencia de ADN que determina la secuencia de
aminodcidos de estas proteinas. La genética evolutiva enconitré un gran marco de
desarrollo en la aplicacidn de la electroforesis de proteinas para resolver problemas
de genética de poblaciones (Lewontin y Hubby, 1966; Harris, 1966; Avise, 1994). En
general, esta técnica hace posible la separacion de diferentes proteinas extraidas
de la sangre, tejidos u organismos completos, mediante el cormrimiento de una carga
eléctrica a través de un medio deteminado, propiciando la migracidn de las
proteinas. Su relativa movilidad estd en funcién de la tallg, la carga y la forma
especifica de la molécula (por ejemplo, proteinas con secuencias de aminodcidos

diferentes).

El uso de técnicas eleciroforéticas adquirié gran auge para investigar problemas de
genética de poblaciones, dado que permite estudiar la varacion genética de
practicamente cualquier especie con relativamente poco equipo y experencia.
Algunos resultados permiten inferir que algunas variantes alélicas son ampliamente
distribuidas en una especie y en especies estrechamente relacionadas; o bien, las
especies o poblaciones pueden diferir en la presencia o frecuencia de diversas
variantes. Asimismo, algunas poblaciones pueden diferir en la canfidad de
heterocigosidad promedio en diversos loci, o bien, ser muy similares (Hedrick, 2000).
Un ejemplo de variacidon espacial es el estudio de Selander y Kaufman (1975),
quienes enconiraron tanto heterocigosidades similares como gran varacién en las
frecuencias de algunos dalelos, en dreas realmente pequenas. Una aportacion
relevante de la técnica de electroforesis es el descubiimientco de una extensa
variacion en diversos genes determinantes de la variacién alozimica sobre todo en

invertebrados y plantas.

Las similitudes y diferencias en |la estructura molecular entre diferentes crganismos es
ufil para entender sus relaciones evolutivas. Presumiblemente, los organismos que

poseen muchas moléculas semejantes estan estrechamente relacionados, mientras
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gue aqueslios gue son diferentes molecularmente estan distantemente relacionados.
Quizd las predicciones serian mdas agudas si fas diferencias en la estructura molecular
entre las especies estuvieran en funcidn del tiempo de divergencia de las especies;
es decir, si la evolucion de estas secuencias fuese gobernada por la neutralidad. La
generacion de datos de secuencias de ADN en muchos organismos proporciona
una base de datos para deteminar las relaciones flogenéticas entre 1as especies u
otros taxa, que no son facimente inferidas a parir de otfras caracteristicas. En la
actualidad se asume que este fipo de informacion refleja mejor las verdaderas
relaciones filogenéticas que a partir de datos, por ejemplo, morfolégicos, ya que los
datos de secuencias son menos influidos por los efectos selectivos y las diferencias
enfre darboles filogenéticos generados desde datos moleculares y ofras
caracteristicas, permiten evaluar los efectos selectivos sobre ofros caracteres
(Hedrick, 2000). Debe considerarse la importancia de confrastar la informacion
derivada tanto de datos moleculares como de datos morfoldgicos, dado que la
informacioén obtenida de uno o varios fragmentos no necesariamente puede reflejar
aquella proporcionada por un caracter morfolégico, cuya expresion puede implicar
una mayor cantidad de genes. El contraste y congruencia de cada conjunto de
evidencia analizado, permitirG una mayor resolucion de los resultados acercandonos

con mds precisidon a la filogenia (Cadle, 1988; Nieto y Liorente, 1994).

Uno de los usos mds importantes de las diferencias genéficas entfre los genes,
poblaciones © especies, s su organizacion de una manera significativa
bioldégicamente. El ameglo de tales grupos, gue generalmente tiene una raiz o fipo
ancestral en un lado y las ramas o fipos derivados evolutivamente en el otro, puede
ilustrar ancestria putativa o tipos derivados recientemente. Una de las metas puede
ser encontrar la topologia correcta de los ameglos de las ramas para una linea dada
de grupos, especialmente a partir de un deferminado ndmerc de grupos. Al
incrementarse éste, el nUmero de diferentes topologias enraizadas se aumenta muy

rapidamente (para 3 grupos hay 3 diferentes topologias, para 4 grupos hay 15, para
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5 grupos hay 105 y para 10 grupos hay mds de 34 millones de diferentes posibles
topologias enraizadas (Felsenstein, 1978).

La variacion molecular fanto alélica como de secuencia de nucledtidos
proporciona la descripcidn fundamental de la variacidén genética en un organismo.
Las fuerzas que influyen la cantidad y patrones de variacidon molecular, es decir, la
seleccidn, la endogamia, la derva génicq, el fiujo génico, la mutacidn y la
recombinacion, son las mismas que influyen otras variaciones genéticas aungue su
eficiencia relativa puede ser diferente. Debido a los avances tecnolégicos en
genética molecular de la ditima década, particularmente para determinar las
secuencias de nucledtidos, una gran cantidad de informacion estd ahora
disponible, El andlisis de estos datos de secuencias desde una perspectiva evolutiva
ha resultado en el rgpido crecimiento del campo de la fillogenética molecular, el
cual tiene como principal enfoque la reconstruccidon de 1as relaciones evolutivas

tanto para genes como para especies (Hedrick, 2000).

En la época de los sesentq, los datos obtenidos a partir de secuencias de
aminodcidos de proteinas parecié indicar que las mutaciones en la evolucién de Ias
profeinas se acumula en una tasa constante. Asumiendo un reemplazamiento
regular, las diferencias en la secuencia de aminoacidos o nucledtidos entre dos
especies puede servir como un reloj molecular, indicando et fiempo de divergencia
de dos especies desde un ancesitro coman (Hedrick, 2000). Kimura (1968) sugirié que
la idea de un reloj molecular es consistente con la hipdtesis de que ias variantes
moleculares pueden ser neutrales con respecto a otras, es decir, si el
reemplazamiento de variantes moleculares en el iempo es una funcidon de Ia deriva
génica y la mutacion, el resultado deberd ser un reemplazamiento reiativamente
regular de ias variantes moleculares en el tfiempo. El reloj molecuiar es un concepto

valioso y ha sido de gran utilidad para entender las relaciones entre genes y

especies.
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Filogenia molecular en crustGceos decapodos

En la actualidad, el estudio de la filogenia de decapodos dificimente escapa de la
consideracion de temas moleculares. Sin embargo, aungue aumenta el niumero de
grupos de investigacion que generan y utilizan datos de secuencias, su uso es aun
relativamente restringido en este campo (Schram, 2001). Kim y Abele (1990) y Abele
(1991), por ejemplo, examinaron las relaciones filogenéticas de diversos ftaxa
utiizando un conjunto limitado de datos de secuencias de los genes de ARNr 18S y
ADNr 18S, apoyados en su mayor parte por resultados derivados de la morfologia. No
obstante, aungue iniciaimente las técnicas moleculares fueron usadas para el
andlisis de genes especificos, para entender la accién del gen, para estructurar
mMmapas genéticos y desarrollar tecnologias de transferencia, desde anos recientes las
técnicas han sido aplicadas a problemas de relevancia directa para entender ia
distribucién y existencia de variacion genética dentro y entre las especies (Hodgkin,
1997). Los estudios de filogenia molecular y evolucion de las especies se efectian en
mayor canfidad, produciendo una considerable canfidad de informacién mds
detallada en diferentes niveles taxondmicos. Los datos de secuencias moleculares
han sido de gran ufilidad para elucidar relaciones filogenéticas aun cuestionadas
(Felsenstein, 1985b; Huelsenbeck y Crandall 1997) en diferentes grupos de
decdpodos. Por ejemplo, el gen de ADN mitocondrial 165 ha sido utilizado para
estudios de poblaciones de cangrejos marinos (Cuesta y Schubart, 1998; Schubart et
al., 2000). En oiros estudios, la filogenia molecular basada en ese gen ha resuelio el
estatus moncfilético a nivel de familias, dando pie a la subdivisibn de grupos
especificos y sugiriendo una reciente separacion o continuo flujo génico para
determinadas especies (Schubart et ai., 2001).

La consideracion de los acociles en estudios de evolucidn molecular y ecologia se
ha incrementado y dado que sus relaciones filogenéticas adn son cuestionadas
(Crandall et al., 2000), su definicion ha motivado el desarrollo de diversos estudios

relacionados en diferentes niveles taxondmicos y el surgimiento de nuevos enfogques
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para su andlisis. El uso de métodos comparativos para probar hipdtesis evolutivas es
cada vez mas comuan a niveles tanto macro como microevolutivos y la combinacion
de métodos ha mejorado la estimacién de relaciones filogenéticas en acociles
(Felsenstein, 1985q, Templeton et al., 1992; Crandall y Fitzpatrick, 1996). Crandall et ai,
(2000a) examinaron la monofiia de los acociles y su posicidn denfro de los
crustGceos decdpodos, a partir de datos de secuencias de nucledtidos de las
regiones 18S y 285 de ADN ribosomal y la regidn 16S de ADN mitocondrial; vy
obtuvieron evidencia de monofilia para los acociles y para la relacidon de grupo
hermano entre éstos y las langostas. La secuenciacidn particularmente de la regidon
165 del ADN mitocondrial ha gpoyado también la monofilia de los géneros de
acociles de Australia y Nueva Zelanda (Crandall ef al, 1999) y la mondfilia de un
género sudamericano estrechamente relacionado a un subgrupc de acociles
australianos (Crandall ef al., 2000b). La filogenia molecular ha sido Util fambién para
. explorar la historia evolutiva y centros de origen en acociles del subgénero
Procericambarus (Crandall, 1993, Crandall y Templeton, 1999} y el género
Orconectes (Crandall y Fitzpatrick, 1996) a partir de secuencias de ADN del gen 16S

mitocondrial.

Ha sido referido en parrafos anteriores el caso del subgénero Villalobosus, objeto de
este estudio. Si bien la hipdtesis de distribucion del grupo involucrando un centro de
origen y una ruta de dispersion sobre la planicie costera del Golfo de México en
direccidn sureste (Villalobos, 1955; Hoblbs, 1984) ha sido ampliamente aceptada, ala
fecha no se han efectuado andlisis formales de indole filogenética o de ofro tipo,
incluso a nivel molecular, que sustenten esa aseveracion. En vitud de las muchas
diferencias en su morfologia y el creciente nimero de especies del subgénero
Villalobosus, se considerd necesario efectuar un andlisis cladistico de las relaciones
filogenéticas entre las especies que lo infegran a partir de caracteres morfolégicos,
basados principalmente en los procesos apicales del gondpodo del macho de Ia
forma I, asi como caracteres moleculares con base en Ia obtencidn de secuencias

de un fragmento del gen 165 de ADN mitocondrial, dada lg eficacia que la

Diversificacion de Procambarus (Viafobosus)y Hobbs, 1972 77
(Crnustacea: Decopoda:; Cambaridae)




Capitulo 2. Andlisis flogenético

combinacién de ambas fuentes de caracteres ha demostrado. Con este andlisis se
pretende obtener argumentos que, en un momento dado, gpoyen o propuesto por
Villalobos (1955), Hobbs (1984) y Lépez-Mejia (2001), pemitan comprender mejor su
distribucion e inferir su diversificacion, conllevando incluso, de ser el caso, a una

reestructuracion del género Procambarus.

Hipotesis

El subgénero Viflalobosus es un grupo monofilético dividido en fres grupos y su amegio
flogenético, basado en su morfologia, coincide con el basado en los caracteres

moleculares.

Método

a) Muestras

Se examinaron los siguientes ejemplares de acociles del subgénero Villalobosus:
Procambarus riojai, P, hoffmanni, P. erichsoni, P. horfonhobbsi, P. tlapacoyanensis, P.
Zhuateuttensis, P. teziuffanensis, P. xochitlanae, P. cuetzalanae, P. contrerasi y
Procambarus spp.. asi como de jos subgéneros Orfmannicus y Procambarus.
Procambarus (Ortmannicus) caballeroi, Procambarus (Ortmannicus)
gonopodocristatus, Procambarus (Orfmannicus) hidalgoensis y Procambarus
(Procambarus) digueti. Los acociles fueron recolectados a mano, con cebo o con
red. Los organismos se conservaron en alcohol 96° al 100% para facilitar la
deshidratacion de! tejido, conservacién y posterior extraccion de ADN, En el
laboratorio, los ejempiares fueron idenfificados de acuerdo con las claves
sugeridas por Villalobos (1955), Hobbs (1972) y Hobbs (1989) y se disectd una
muesira de tejido abdominal y branquial de un minimo de 10 organismos por
poblacién, considerado el nimero minimo adecuado para que los datos a nivel

pablaciondal sean informativos, particularmente cuando se pretende observar la
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variacién entre ellos (Holsinger y Mason-Gamer, 1996). El resto de los organismos se
preservo en aicohol al 70% y se depositd en la Coleccidn Nacional de CrustGceos
(CNCR) del Instituto de Biologia, UNAM. '

b) Extraccidon-secuenciacion de ADN,

El frabdjo de laboratorio dirigido a ia obtencidon de ADN y el proceso hasta su
secuenciacion se redlizdé en dos etapas. La primera fue efectuada en el laboratorio
de Biologia Molecular 3 del Instituto de Biologia de la UNAM, a cargo de la Dra.
Virginia Ledn Regagnon. Se extrgjo el ADN de la fotalidad de las muestras v se
amplificd y secuencié de acuerdo a los métodos descritos a continuacidn. Duranie

esta etapa se obtuvo el 70% de las secuencias de ADN:

El ADN gendmico total fue exfraido del tejido mediante una exiraccion estandar de
proteinasa K, seguido por la adicidn de fenol/cloroformo y la precipitacion con
etanol (Hillis ef al, 1996). Los productos de la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) fueron amplificados utilizando los siguientes ‘primers’ —16S ADNm, 520 bp: 1471
(&' -CCTGTITANCAAAAACAT-3") y 1472 (6'-AGATAGAAACCAACCIGG-3") (Crandall y
Fitzpatrick, 1996). Las reacciones de PCR estandar se efectuaron en un temmociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient. Posteriormente, el ADN fue desnaturalizado
inicialmente a 95°C por 3 min, después se llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacién
bajo 1as siguientes condiciones: 95°C por 1 min para desnaturalizacion, 45°C por 1
min para alineacion y 72°C de extension por 1.5 min (Crandall y Fitzpatrick, 1996).
Algunas variaciones en la temperatura de dlineacion fueron efectuadas con base
en la siguiente férmula, optando usuaimente por el valor mds bagjo resultante o bien

uno intermedio:

((A+D2 + (G+O)4) - 4°C =1m
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Los resultados de la PCR fueron evaluados mediante el método electroforético
cormiendo la totalidad de la muestra en un gel de agarosa conteniendo bromuro de
etfidio, sumergido durante 20 min en liquido amortiguador TAE 10x (Tris-Acetato-EDTA)
en la cdmara de electroforesis, a 97 Volts, Los productos se purificaron
posteriormente cortando las bandas del gel y colocdndolas en tubos de 2 ml para su
procesamiento. En los casos en que se ufilizd el método de purificacion directa (a
partir de la reaccion de PCR), s6lo se colocd una muestra 2 pi de la reaccion de PCR
en el gel, el cual fue desechado en su fotalidad después de observarse en el
fransiluminador de rayos UV vy fotogrdafiarse. Con este dltimo método la pérdida de
ADN durante el proceso de purificacion fue mayor. Las secuencias fueron generadas
mediante el secuenciador automatico ABlI PRISM Modelo 310, del Posgrado en
Ciencias Biclogicas, localizado en el Laboratorio de Biclogia Molecular del Instituto
de Biologia de la UNAM. La reaccion de secuenciacion a base de Big Dye para casi

todas las muestras fue efectuada en ese mismo laboratorio.

Los protocolos de extraccion, amplificacién, purificacion y secuenciacion, asi como
las recetas para la preparacion de geles y ofras substancias aplicados en esta
primera etagpa de trabajo de laboratorio, pueden consultarse en detalle en el Anexo

2.1 dl final de este capitulo.

La segunda efagpa fue efectuada en el laboratorio de Biologia Integrativa,
Microbiologia y Biologia Molecular, del Deparfamento de Biologia Integrativa de la
Universidad Brigham Young, en Provo, Utah, E.U., a cargo del Dr. Keith A. Crandall.
Las acciones redlizadas durante esta estancia académica se centraron
principalmente en la obtencién de aguellas secuencias que mostraron dificuttad
para secuenciarse debido a una ocasionalmente deficiente amplificacion de ADN
durante la PCR, o bien, ia pérdida de ADN durante el proceso de purificacion previo
a la secuenciacion. Tal dificutad se atribuyd a defectos en el kit de purficacion
ufilizado al inicio del frabgjo de laboratorio en México, por un lado y a que los

exfractos de ADN fueron obtenidos a partir de tejido abdominal, siendo el tejido
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branquial una mejor fuente de células mitocondriales. Algunos cambics en a
temperatura de los programas de ampilificacion y modificaciones a la fomula
utiizando HotmasterTag polimerasa, aunado a la implementacion de diferentes

técnicas, permitieron la obtencidn del restante 30% de secuencias opfimas:

El ADN gendmico total fue exiraido del tfejido ufilizando el profocolc de
digestion/extraccion Qiagen Dneasy Kit. Los productos de ia reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) fueron amplificados ufilizando los mismos ‘primers’ disenados por
Crandall y Fitzpatrick (1996) referidos ammiba. Las reacciones de PCR estandar se
efectuaron en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. Posteriormente, el
ADN fue desnaturalizado iniciaimente a 94°C for 3 min, después se llevaron a cabo
30 cicios de amplificacién bagjo las siguientes condiciones: 94°C por 1 min parQ
desnaturalizacion, 47°C por 1 min mdas 70°C por 1 min para alineacion y 70°C de
extension por 5 min. Los resultados de la PCR fueron evaluados mediante el método
electroforético cormriendo 2 ul de la muestra en un gel de agarosa conteniendo
bromuro de efidio, sumergido durante 15 min en liquide amortiguador TAE 10x (Tris-
Acetato-EDTA) en la cdmara de electroforesis, a 103 Volis. Los productos se
purificaron posteriormente mediante el método de Placas Millipore para Limpieza de
PCR. Las reacciones de secuenciacion fueron a base de Big Dye v3.0 y se purificaron
utilizando Placas Millipore a base de Sephadex. Las secuencias fueron generadas en
el Centro de Secuenciacién de ADN, Deparfamento de Biologia Integrativa, de la

Universidad Brigham Young.

Los protocolos de extraccidon, amplificacion, purificacion y secuenciacion, asi como
las recetas para la preparacion de geles y oiras substancias aplicados en esta
segunda etapa de frabqgjo de laboratorio, pueden consultarse a detalle en el Anexo

2.2 al final de este capitulo.
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c) Reconstruccion filogenética

Caracteres morfologicos. Se examinaron los rasgos morfoldgicos de 350 especimenes
de los 16 taxa referidos en el inciso 'a’. Como grupos externos se utilizaron
Procambarus (Procambarus) digueti, debido a que es considerada la especie
mexicana mds evolutivamente distante y las fres especies del subgénero
Ortmannicus por su colindancia geogrdfica con las especies de Villalobosus y
porque derivan del lingje que se cree dio origen a las especies del subgénero
Villalobosus. Los caracteres a considerar fueron |os procesos terminales del
gondpodo de los machos de Ia forma |, el annulus ventralis de la hembra y los
ganchos en el isquic de los pereidpodos (ver listado de caracteres adelante),
generando una mairiz de dafos de 19 caracteres, 3 binarios y 15 multiestado,
utilizando la codificacion numérica estandar para andlisis cladisticos, considerando
"0” como el estado plesiomarfico; la excepcidn es el caracter niumero 3 dado que
en fodos los ejemplares se observd el estado sugerido como plesiomdrfico (Tabla
2.1). E! andlisis de parsimonia (MP) fue efectuado usando los programas NONA ver.
2.0 (para Windows) y WinClada ver. 0.9.99m24 (BETA), utilzando la busqueda
heuristica con adicidon al azar de taxa y la Tree-Bisection-Reconnection (IBR) como
dlgoritmo de permmutacion de ramas. Todos los caracteres fueron fratados como
desordenados e igualmente pesados (Crandalt vy Filzpatrick, 1996; Pohle y Marques,
2000). El soporte en los clados resultantes fue valorado utilizando el procedimiento de
bootsirap, basado en 1000 réplicas (Felsenstein, 1985a; Felsenstein, 1985b; Hillis y Bull,
1993; Crandall y Fitzpatrick, 1996).

Caracteres moleculares. Las secuencias generadas fueron alineadas usando
CLUSTAL X (Thompson et al., 1997: Anexo 2.3). El alineamiento derivado fue ajustado
manualmente e importado al PAUP* (Swofford, 2000) para el andlisis filogenético,
usando MacClade (Maddison y Maddison, 1992) como programa externo. El andlisis
de parsimonia (MP) fue interpretado utilizando la busqueda heuristica con adicién al

azar de taxa y la Tree-Bisection-Reconnection (TBR) como algoritmo de permmutacion
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de ramas. Todos los caracteres fueron tratados como desordenados € igualmente
pesados (Crandall y Fitzpatrick, 1996; Pohle y Marques, 2000). Para la estimacién de
las relaciones filogenéticas entre secuencias debe asumirse un modelo de evolucion
independientemnente del criterio de optimizacidon empleado. Para determinar este
modelo se agplico el enfoque de Huelsenbeck y Crandall (1997) con objeto de probar
los modelos atternativos de evolucion, empleando PAUP* y Modeltest 3.06 (Posada y
Crandall, 1998). El modelo seleccionado fue utilizado para estimar un arbol con el
criterio de optimizacion de mdxima probabilidad (ML). Se valordé el soporte en las
ramas resultantes utilizando el procedimiento de booftstrap, con base en 1000
réplicas (Felsenstein, 1985q; Felsenstein, 1985b; Hillis y Bull, 1993; Crandall y Fitzpatrick,
1996).

Tabla 2.1. Matriz de caracteres morfoldgicos. Listado de caracteres: *primer andndlisis;

**segundo andlisis.

Coracteres « 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 17 18 19 20 26
Taxa *0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 P. digueti 4 0 0 0 1 0 D O 0O 4 4 4 0 5 3 0 1 1 2
2 P. rigjai 3 0 0 1 © 0 0 1 0 ¢ 0 0 1 1 2 0 1 5 4
3 P, erichsoni 3 0 0 1 0o o O 1 3 1 1 0 1 0 1 4 1 2 4
4 p, hoffmanni 3 0 0 0o 0 0 2 6 0 1 31 0O 0O 0 2 1 4 4 O
5 P. hortonhobbsi 0 0 0 1 0o 2 0 1 0 4 2 1 © 2 2 1 1 o 2
6 P. contrerasi 3 0 o1 0 0 2 1 1 1 3 0 0 2 1 1 1 4 4
7 P. xochilanae 0 ? 0 1 2 2 1 1 © 0 4 0 1 1 1 2 ? 7 O
8 P. Hapacoyanensis 0 0 0 0 2 3 1 0 o0 4 2 1] 1 2 1 1 1 3 ©
9 P. zihuateutlensis 3 0 0 1 0 2 0 5 0 1 1 3 0 S 1 o0 1 3 3
10 P, cuetzalanae 3 1 9 1 2 3 2 1 0 5 3 0 1 4 1 0 1 1 14
11 P. teziutlanensis 0 6 0 1 2 2 ¢ 6 O 2 5 0 1 @ 2 2 1 0 0
12 P. achilli 3 0 0 1 0 3 2 4 2 1 © 2 1 4 2 4 1 1 4
13 P. chacalli 6 1 0 1 © 2 2 6 2 1 0 0 1 4 1 4 1 1 4
14 P. hidalgoensis i 0 0 0 1 9o 0 1 2 1 0 4 0 2 0 3 1 2 4
15 P. caballeroi 5 0 0 0O 0 0o 0O O 0O 3 2 1 ©¢ 0 0 2 1 1 7
16P.gonopodocristatus _ 00 0 0O ©0 O 0O O ©O 4 2 0 0 3 0 0 2 1 0
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Listado de caracteres morfoldgicos ufilizados en el primer andlisis flogenético del subgénero
Villalobosus.

1.Posicion proceso cefdlico: G-ceniral; 1-caudal; 3-distal; 4-mesial; 5-caudocentral; 6-cefdlica
(alejado de los otros procesos)

2.Estemito entre los quintos pereidopodos de la hembra separado o no del annulus: 0-cerca
annulus; 1-separado del annulus

3.Simetria del gondpodo del macho: J-asimétrico; 1-simétrico

4.longitud gonépodo del macho: 0-alcanzando coxa del tercer pereidépodo; 1-alcanzando
coxa del segundo pereidépodo

5.Longitud del proceso mesial: 0-no sobrepasando los otros procesos; 1-sobrepasadoe <2/3;
2-sobrepasando >2/3

6.Forma proceso mesial: 0-espiniforme; 2-conico, plano/robusto; 3-espiniforme (punta plana)
7.Proceso mesial: O-recto; 1-sinuoso; 2-ligeramente curvo
8.Posicion proceso mesial: 0- distal; 1-cauddal; 4-mesial; 5-caudocentral; é-caudodistal

9.0rigen proceso cefdlico: O-cefdlico; 1-base de los procesos caudal y central; 2-base del
proceso cauddal; 34oase de la proyeccidon central

10.Forma proceso caudal: O-espiniforme; 1-placa; 2-tubercular; 3-hombro; 4-espatulado; 5-
triangular/piramidal

11.Posicién proceso caudal: O-caudal; 1-distal; 2-central; 3-cefdlica; 4-mesial; 5-céfalocentral

12.Forma proyeccion central: O-espatulada {triangular, curva o terminando en espina); 1-
tubercular; 2-trianguiar; 3-cénica; 4-placa

13.Proyeccion cential dividida o no: 0-no dividida; 1-dividida en dos procesos

14.Posicion proyeccion central: O-cefdlica; 1-central; 2-caudal; 3-caudocentral; 4-
caudocefdlica; 5-mesial

17.Ganchos sobre isquio de pereidpodos: O-sobre 3° y 4° pereidpodos; 1-sobre 4° y 3°
vestigial; 2-sélo sobre €l cuarto; 3-sdlo sobre el tercero

18.Annulus veniralis - ofigen del sinus: O-centroapical; 1-central; 2-subapical; 3-céfaloapical;
4-céfalomedio

19.Annulus veniralis - forma del sinus: O-recto; 1-sinuoso; 2-variable entre Oy 1

20.Estemito entre quintos pereiopodos de la hembra - forma:  O-trapezoidal; 1-oval; 2-
monticular; 3-triangular; 4-frapezoidal y oval; S-friangular y oval

26.Forma proceso cefdlico: O-espatulado; -tubercular; 2-placaq; 3-cdnico; 4-espiniforme; 5-
friangular; 6-hombro Jigeramente tubercularn); 7-espina incurvada lateralmente plana
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Listado de caracteres morfoldgicos utilizados en el segundo andlisis filogenético del
subgénero Villalobosus.

0. Posicion proceso cefdlico: O-central; 1-caudat; 3-cefdlica; 4-distal; 5-mesial; 6- cefdtica
(alejado de los otros procesos)

1. Estemito entre los quintos pereiépodos de la hembra separado o no del

annulus: O-cerca annulus; 1-separado del annulus

2. Simetria del gondpodo del macho: 0-asimétrico; T-simétrico

3. Longitud gondpodo del macho: 0-alcanzando coxa del tercer pereiopodo; 1-alcanzando
coxa det segundo pereidpodo

4. Longitud del proceso mesial: 0-no scbrepasando los otros procesos; 1-sobrepasado <2/3;
2-sobrepasando >2/3

5. Foma proceso mesial: C-espiniforme; 2-conico, plano/robusto; 3-espiniforme (punta plana)
6. Proceso mesial: O+ecto; 1-sinuoso; 2-ligeramente curvo

7. Posicion proceso mesial: 0- distal; 1-caudal; 4-mesial; 5~caudcoceniral; 6-caudodistal

8. Origen proceso cefdlico: O-cefdlico; 1-base de los procesos caudal y central; 2-base del
proceso cauddadl; 3-base de la proyeccidn central

9. Forma proceso caudal: O-espiniforme; 1-placa; 2-tubercular; 3-hombro; 4-espatulado; 5
triangular/piramidal

10. Posicion proceso caudal: Gcaudal; 1-distal; 2-central; 3-cefdlica; 4-mesial; 5-
céfalocentral

11. Forma proyeccién central: O-espatulada (fiangular, curva o teminando en esping); 1-
tubercular; 2-triangular; 3-cdnica; 4-placa

12. Proyeccién central dividida o no: 0-no dividida; 1-dividida en dos procesos

13. Posicion proyeccion central: O-cefdlica; 1-central; 2-caudal; 3-caudocentral; 4-
caudocefdlica; 5-mesial

14. Ganchos sobre isquio de pereidpodos: O-scbre 3° y 4° pereiépodos; 1-sobre 4° y 3°
vestigial; 2-sdlo sobre el cuarto; 3-sélo sobre el tercero

15. Annulus ventralis - ofigen del sinus: O-centroapicdal; 1-central; 2-subapical; 3-céfaloapical;
4-céfalomedio

16. Annulus veniralis - forma del sinus: Orecto; 1-sinuoso; 2-variable enite Oy 1

17. Estemito enfre quintos pereidpodos de la hembra - fomna: O-trapezoidal; 1-oval; 2-
monticular; 3-triangular; 4-trapezoidal y oval; 5-triangular y oval

18. Forma proceso cefdlico: 0-espatulado; 2-placa; 3-cnico; 4-espiniforme; 7-espina
incurvada lateramente plana
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Resultados

Fitogenia con base en caracteres morfologicos

En el primer andlisis efectuado, no incluyendo las tres especies recientemente
descritas, la busqueda de parsimonia resultd en 24 arboles mds parsimoniosos (L=79,
Cl=68, RI=54). Las especies del subgénero Villalobosus aparecen claramente
separadas de los grupos extemos, sugiriendo su monofilia. El arbol de consenso de
mayoria (Fig. 2.1) resalta la ocurrencia de dos clados bien apoyados; todos los
andlisis colocaron a P. xochiflanae, P. tlapacoyanensis y P. feziutianensis juntos en un
clado, con P. hortonhobbsi como grupo hemmano. Este grupo es definido por la
forma conica del proceso mesial y Ia posicion del sinus sobre el annulus ventralis.
Estas especies se distribuyen en |la porcion sur de la distribucién del subgénero, con
excepcion de P. horfonhobbsi, la cual ocurre sobre la porcidn central del rango. El
segundo grupo incluye P. confrerasiy P. hoffmanni en un clado y P. cuefzalanae, P.
Zhuateutlensis, P. erichsoni y P, riojai en otro, como grupos hermmanos. Este segundo
grupo es definido por un proceso cefdlico espiniforme, distalmente orientado. Estas
especies habitan en las zonas norte y central del rango de distribucion geografica

del subgénero, con excepcidn de P. cuefzalanae y P. hoffmanni que habitan al sur.

En el segundo andlisis, al incorporar Ias fres especies nuevas, se obtuvo un total de 5
arpboles igualmente parsimoniosos (=94, Cl=60, RI=54). La topologia de consenso
resultante también agrupa a las especies del subgénero Villalobosus en dos clados

(Fig. 2.2). El primero, presente en todos los arboles, estd nuevamente conformado

por P. xochiflanae, P. tlapacoyanensis y P. feziutianensis juntos en un clado, con P.
horfonhobbsi como grupo hemrmano, siguiendo el mismo patrén de agrupacion del

andlisis anterior.
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P. {P) digueti
P. {O) gonopodocristatus
P. (O} cababaroi

P. hortonhobbsi
P. teziutlanensis
P. xochitlanss

C D

Fig. 2.1. Topologias morfoldégicas alternativas representando las posibles relaciones entre las
especies del subgénero Villalobosus y su potencial estatus monofiléfico. A, arbol de consenso
(=79, Ci=68, RI=54); B, C Y D. hipdtesis altemativas reflejando las dos posibles vias de
diversificacion del subgénero. Los valores en las ramas corresponden en A, a los porcentajes
det nivel de confidencia (bootstrap) y B-D, los caracteres y estados de caracter definiendo
los cladoes. No se incluyeron las especies recientemente descritas.
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El segundo grupo incluye al resto de las especies del subgénero; agrupa
nuevamente a P, hoffmanniy P. contrerasi en un clado, pero ahora con P. erichsoniy
P. zihuateutlensis como grupos hermanos. Las dos especies recientemente descritas,
P. achilli y P. chacalli aparecen en un clado con P. cuefzalange como grupo
hermano; este grupo es definido por poseer un proceso cefdlico dirigido distalmente,
un proceso mesial espiniforme, plano en la punta y ligeramente curvo. Estas especies
habitan en las zonas norte, con excepcidon de P. cuetzalanae que habita al sur. Las
especies incluidas como grupos extemos aparecen claramente separadas del
subgénero Villalobosus, con excepcion de P, (O.) hidalgoensis, la cual se incorpora
como grupo hermano de P. cuefzalanae, P. achifli y P. chacalli en dos de los
arboles resultantes (Fig. 2.3A, C).

100 P. hidalacensis nov. sp.
P. hortonthobbsi

P. tezistianensis

P. tlapacoyanensis

Fig. 2.2. Arbol de consenso de mayoria de las especies del subgénero Villaiobosus L=94,
CI=60, Ri=54. Los vdlores en las ramas corresponden a los porcentgjes del nivel de
confidencia (bootstrap). Se han incluido las especies recientemente descritas.
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Fig. 2.3. Topologias morfolégicas alfemativas dende la presencia de Procambarus (Ortmannicus)
hidalgoensis dentro del clado de las especies del subgénero Viflalobosus (A y C) rechaza la
monofilia de éste. Los ndmeros en las ramas comesponden a los caracteres y estados de caraeter
definiendo los clados.
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La incomporacion de P. (O.) hidalgoensis dentro de ese clado estd definida por
poseer el estemito entre los quintos pereidpodos de Ia hembra separado del annulus
y un proceso mesial espiniforme con punta plana. Parficularmente este dltimo
caracter distingue a P. hidalgoensis del resto de los miembros del subgénero
Ortmannicus y 1o vincula con Villalobosus, permitiéndonos cuestionar su monaofilia.
Efectuar un andilisis que considere la totalidad de las especies de Orfmannicus, no
sélo las mexicanas, seguramente esclarecerd si ese subgénero es 0 no mondfilético.
El arbol que se muestra en la Fig. 2.2 es por lo tanto un arbol de consenso de

mayoria.

Filogenia con base en caracferes moleculares

Se obtuvieron 92 nuevas secuencias del gen 16S de ADN mitocondrial de 520 pares
de bases de 23 pobilaciones comrespondientes a 16 especies de acociles (Tabla 2.3).
Se comieron los andlisis considerando dos tipos de conjuntos de datos: secuencias a
nivel poblacional y secuencias a nivel especifico. Los arboles fueron enraizados
usando Procambarus (Procambarus) digueti. Utilizando Modeltest conclui que el
modelo mas apropiado a ulilizar era el modelo general de tiempo reversible (GIR)
(Tavaré, 1986) con un modelo de heterogeneidad de tasa de distribucion gamma y
proporcion estimada de sitios invariables (Tabla 2.4). Una busqueda heuristica con
(10) réplicas usando adicién de secuencias al azar con ese modelo produjo un arbol
de ML de score -In 959.55 a nivel especifico (Fig. 2.4), un arbol de ML a nivel
poblacional (Fig. 2.7) y un arbol de MP (Fig. 2.5). Implementando un andlisis de
maxima parsimonia se produjeron dos arboles basados en una combinacidn de
ambas matrices, morfolégica y molecular, uno enraizado usando P. (P.) diguetiy otro
utilizando P. (O.) hidalgoensis (Fig. 2.6).
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Tabla 2.3. Ejemplares y secuencias de ADNm asccicdas.

Especies Localidad Secuencka Referencia
Procarmbarus (Procamibarus) diguet! Michoacan Pd1 Este estudio
Chichicaxtle, Hgo. Pr Este estucio
Procambarus (Villatobosus) rofai H Sata, Agua Banca, Hgo.
Tenango de Doriq, Hgo. Este estucko
Procarnbarus (Viltalobosus) erichsoni San comefio, Hgo.
Necaxa, Pue. Ph Este estudio
Tenango de kas Bores, Pue.
Contenedor
Procambarus (Villalobosus) hoffmani ATOYC
Procambarus (Vitalobosus) horfonhobbs CHNCR Phih Este estucko
Procambarus (Viialobosus) confrerast La Unidn, Pue. Pct Este estudio
Procambarus (Villalobosus) xochiftance Xochitian, Pue. Px £ste astudio
Procarnbarus (VEiclobosus) apacoyanensis Porterueto, iapacoyan, Ver. Pt Este estudio
Procambarus (Villaiobosus) Zhucteutiensts CNCR Pz Este estudio
Procarnbarus (Vilaiobosus) cuefzalanae Cuetzdan, Pue. Pc Este estudio
Procambarus (Vilfalobosus) tedutionensis Chignautiq, Pus. Ptz Este estudio
Atezca, Hgo. Pac Este estudio
Chdma, Hgo.
Caindgli, Hgo.
Procarmbarus (Villadobosus) achiff Xochicoatkan, Hgo.
Procambarus (Vitkalobosus) chacalli Dejigul, Huayacocolla, Ver, Pch Este astudio
Procambarus (Ortrannicus) hdatgoernsis Thanchindl, Hgo. Phg Este estudic
Tenango de las Hores Pcb Este estudio
Procambarus (Ortmanndcus) cabaiierod Ammoyo Jardin de Flores
Procambarus (Orfrnannicus) gonopodocrisiatus - Paso Largo 1, Ver, Pg Este sstudio

Tabla 2.4. Pruebas de tasas de probabiidad de modelos de evolucidén molecular (Huelsenbeck y Crandal, 1997;
Posada y Cranddll, 1998).

Abreviaturas: Ti=transicion, Tv=fransversién. Modelos: GTR=general time reversible model, TiN=tasas de substituclén
variables y proporcidn de sifios no variables, TIM=seleccion en ambientes al azar sin componentes balanceantes,
HKY=variacion de frecuencia en sitios finitos y sitlos infinitos, F81=subslitucidn en tasas proporcionales de
frecuencias de nucledtides, JC=frecuencias pesadas generdizadas, +G=con distribucién gamma.

Modelos
Hipdtesis nuka comparados -inLo -inl; of P
Arbol ML poblaciona

Misma frecuencia de bases JC, FB1 5263.9 52655 3 0.000721
Ti=Tv F81, HKY 5255.5 5218.2 1 <0.000001
Mismas tasos de | HKY, TN 52182 5213.8 1 0.002882
Mismas tasas de Ty TN, TR 52138 5213.7 1 0.833955
Mismas tasas entre sitios TN, TN+ G 52138 50524 1 <0.000001
Proporcitn de sitios no varables TN+G, TINH+G 6052 .4 50523 1 0.367131
Modelo selecdonado GIR+G 5047 .7

Arbol ML especifico GTR+G
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P. (P.) dguet

P. (V.) chacalt
100.0

P. (O.) cabaleroi

P. (V.) hoffmanri

P. (V.) Zhuateiutiensis

P. (V.) contrerasi

P. (O.) hidaigoensis

100.0

P. (O.) gonopodocristatus

P. (V.} hortonhobbsi

P. (V.} riofaf

57.3
Psp

w22 P. (V.) achifl

P. (V.) erichsord
Sp204

P. {V.) Hapacoyanensis
P. (V.) teziutianensis

P. {V.) xochitlanae

P. {V.) cuetzalanae

Fig. 2.4. Arbol de mdxima verosimilitud (ML) basado en secuencias del gen 165 ADNm
mostrando las relaciones filogenéticas de las especies del subgénero Villalobosus. Los
numeros mostrados en 1os nodes corresponden a los porcentgjes de confidencia (bootstrap
basado en 1000 réplicas).
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PALP_1

P. (V.} xochitianas

P. (P.} digusti

P. {V.} hoftmanni

P. (V.}) cuelzaianas

F. (V.} dhuatsidiensis

P. (V.) controrasi

F. (0.) hidalgoensis

1000

F. {C.) gonopodocristatus

P. (V.) bortonfrobbsi

P. (V.) riojai

P (Vjach

[ P (V) erichsord

P. (V.} tapacoyanensis

—— P {V.} tozumianansis

— . P.{V)chaca¥

P {0 nabaSam

Fig. 2.5. Arbol de maxma parsimonia (MP) basado en secuencias del gen 165 ADNm
mostrando 1as relaciones fillogenéticas de las especies del subgénero Villalobosus. Los
numeros mostrados en los nodos coresponden a los porcentajes de confidencia (bootstrap
basadc en 1000 réplicas).
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Pdigue Phicial
Phollen Pricia
Prochi Phorto
Pouetz Peantr
Pricia Pgonop
Phorio Pzhim
Peonis Pholies
B0
T
Phidal Peochl
e
Pgonop Peusatz
Pzhum — Perich
£16
— Parich b L Pachi
- E]
e Pachil e Prhaca
7.0
— Prhaca e Peabai
o
Prabal — Pdigue
25
i—Pﬁq:n Plape
Lm ﬁﬂ| _E
. Prazi

Fig. 2.6. Arboles de mdaxima parsimonia (MP) mostrando las relaciones filogenéticas de las
especies del subgénero Villalobosus, basados en una mairiz que conjuga caracteres
moleculares (secuencias del gen 165 ADNm) y caracteres morfoldgicos y enraizados por P,
(P.) diguefi (A) y P. (O.) hidalgoensis (B). Los nUmeros mostrados en los nodos corresponden a
los porcentagjes de confidencia (bootstrap basado en 1000 réplicas).

Se efectud un andlisis de mdaxima parsimonia ufilizando una matriz que combind
caracteres morfolégicos y moleculares esperando observar un arreglo filogenético
mdas resuelto. Los arboles en la figura 2.6 muestran las posibles relaciones
filogenéticas de las especies del subgénero Villalobosus y su comportamiento si el
arbol es enraizado con P. (P.) digueti o P. (O.) hidalgoensis.
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Ambos arboles reflejan relaciones consistentes entre P. erichsoni v P. achilli, P.
chacalliy P. (O.) caballeroi P. apacoyanensis y P. teziutianensis, en concordandia
con el arreglo filogenético molecular. Por ofro lado, aungue la agrupacion de P.
riofai, P. hortonhobbsi, P. contrerasi, P. (O.) gonopodocristafus y P. zihuateutiensis
parece mantenerse, sus relaciones filogenéticas permanecen inciertas con el
enfoque de matrices combinadas. La principal diferencia entre estos dos arboles es
la posicidon de P. hoffmanni, P. xochitlanae y P. cuetzalanae, las cuales se incorporan
en un clado junto con las especies de los clados mds consistentes. Los arboles
resultantes del andlisis de matrices combinadas muestran mayor similitud con
aqguellos obtenidos a partir de sélo caracteres moleculares (Figs. 2.4 y 2.5). De hecho,

las agrupaciones que parecen consistentes en éste Ulfimo son mantenidas en los
arboles de la figura 2.6.

En general no se observan grandes diferencias con respecto a los arboles obtenidos
a partir de sdlo caracteres moleculares, sin embargo el amreglo filogenético discrepa

de aquel obtenido con base en la morfologia de ias especies (Figs. 2.2 y 2.3).
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Fig. 2.7. Arbol mds parsimonioso basado en secuencias del gen 165 ADNm mostrando las
relaciones filogenéticas de las especies del subgénero Vilialobosus. Los valores mostrados en
las ramas comesponden a los valores de bootstrap [basado en 1000 réplicas). El patrdén de

colores comesponde a los tipos de hdbitat sugeridos en el capitulo 4.
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Discusion
Filogenia morfologica

El subgénero Viflalobosus ha sido considerado originalmente como un grupo natural
caracterizado bdsicamente por la ausencia de ganchos en los isquiopoditos de los
pereidpodos del tercer par, los pledépodos del primer par del macho rectos y |
desiguales en longitud y por poseer los procesos apicales dirigidos distalmente
(Villalobos, 1955). El andlisis filogenético amojé resultados distintos a los sugeridos en
estudios previos (Villalobos, 1955; Hobbs, 1984; Lopez-Mejia, 2001). Se identificaron
como estados plesiomorficos el proceso mesial espiniforme, ocasionalmente
ferminado en punta y su disposicion caudal, la forma ligeramente sinuosa del sinus
del annulus ventralis, la disposicion caudocentral del proceso cefdlico, ia forma de
hombro del proceso cauddl, la separacidon del estemito entre los quintos
pereidpodos y el annulus ventralis, el estado no dividido de la proyeccidén central, el
origen subapical o cefaloapical del sinus del annulus ventralis y el origen del proceso
cefdlico en la proyeccidn central. Los estados apomdrficos relevantes son la longitud
del proceso mesial rebasando en mdas de dos tercios al resto de las estructuras
apicales; la proyeccion central dividida en dos procesos y la forma coénicq, robusta,

sinuosa y ocasionalmente plana en la punta del proceso mesial.

Las hipdtesis de relaciones del grupo Riojai se basaron principalmente sobre la forma
conica o aplanada del proceso mesial, de igual longitud que el proceso cefdlico o
rebasando en mdas de dos tercios el resto de las estructuras apicales (Villalobos,
1985); sin embargo, en nuestro andlisis es este Gifimo caracter el que separa
claramente de este grupo a P. flapacoyanensis, P. xochiflanae y P, teziufianensis, tal
como lo sugirnd Lopez-Mejia (2001). En cambio, el caracter aplanado del proceso
mesidl y la disposicion distal del proceso cefdlico incorporan a ias especies del grupo

Riojai y el grupo Erichsont en un sdlo clado, no obstante el proceso caudal en forma

Diversificacion de Procambarus (Vilaiobosus) Hobbs, 1972 Q7
{Crustaceq: Decopoda; Camnbaiickoe)



Capitulo 2. Andlisis filogenéfico

de placa curvada que caracterizaba este dlifimo. Esto fue corroborado en el
presente estudio por la adicidn de nuevos taxa, estados y caracteres, sugiriendo la
existencia de un pafrén diferente donde hay sdlo dos principales grupos: Riojai y
Hortonhobbsi.

El grupo Riojai es el que presenta mayores diferencias. Esto puede deberse a que las
caracteristicas que definen a las especies contemplan mas variacion, es decir, las
especies poseen un proceso mesial no mayor a dos tercios respecto a los demas
procesos, pero el proceso caudal puede ser espiniforme en algunas especies, o bien
en forma de placa espatuladaq, lo que tal vez propicia la separaciéon de los grupos,
especidimente en el caso de P. hoffmanni y P. horfonhobbsi. Procambarus
cuelzalanae comparte con P. achilliy P. chacalli el proceso espiniforne con punia
plana y ligeramente curvo. El resto de Ias especies del grupo Riojai evidencia mayor
retacién, aunque podrian estar en un proceso joven de especiacion; comparten el
estado del proceso cefdlico dirigido distalmente, la posesién del gancho sobre el
cuarto par de pereidépodos y ocasionalmente uno vestigial socbre el tercer par, la
disposicién distal del proceso caudal y exhiben una proyeccidn central no dividida
asumida como un estado plesiomorfico. Algunos de estos caracteres sugieren la
monofilia del subgénero, sin embargo las relaciones de grupo hermano dentro del
grupo Riojai permanecen inciertas. El grupo Hortonhobbsi, presente en todos los
arboles, estd conformado por P. xochittanae, P. Hlapacoyanensis y P, teziutlanensis
junfos en un clado, con P. horfonhobbsi como grupo hemmano. A diferencia del
grupo Riojai, este clado estd muy bien apoyado en todas las topologias obtenidas
por la forma cdnica del proceso mesial v la posicidn del sinus sobre el annulus
ventralis. Es posible que este grupo de especies, particulamente P. horfonhobbsi,
encabezaran el proceso de diversificacion resultado de la divisién poblacional de un

linaje ancestral, dada su posicidon geogrdfica y filogenética.

El andlisis revela una clara divisidn del subgénero Villalobosus en dos grupos,

Hortonhobbsi y Riojai, que parece refiejar eventos histdricos de diversificacion. Las
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relaciones fillogenéticas entre las especies reflejan un pairdn de distribucion y
diversificacion inicialmente desde el noroeste hacia el sureste encabezados por un
lingje que dio origen P. hortonhobbsi sobre la planicie costera del Golfo de México,
con el avance hacia el sureste conformando las poblaciones que actualmente
habitan en el extremo sur de su rango distribucional, como consecuencia
principalmente de la barera geografica que impuso la conformacion final del Eje
Neovolcanico Transversal, Sin embargo, presumo que las condiciones ecoldgicas y
geoldgicas a las que estdn vinculados estos organismos, han propiciado ia
diferenciacion genética en direccion sur a norte, con el consecuente incremento de
la especiacion. Tal puede ser el caso del segundo clado, encabezado por P. riojai,
que conforma un grupo de especies establecidas sobre la vertiente de la Siema
Madre Orental, cuyas poblaciones pudieron asimismo iniciar procesos de
especiacién como consecuencia de los cambios ecolégicos tomando lugar en la
region, propiciando la segregacion espacial que puede ser evidencia de procesos

de especiacidn adlopdtrica.

La inclusién de taxa adicionales y caracteres en la matriz usada en el andilisis sugirid
que la concordancia fenétfica discutida antes y que parciaimente apoya Ias

hipStesis previas, no se mantiene cuando los datos son sometidos a andlisis cladistico.

Filogenia molecular

Las topologias basadas en secuencias del gen 165 ADNm rechazan firmemente al
subgénero Villalobosus como un grupo monofilético, tal como sucede con los dafos
morfoldgicos. El agrupamiento de las especies del subgénero en tres grupos (Lopez-
Mejia, 2001; Tabla 1.2), es apoyado por ambos andlisis, maxima verosimiiitud (Fig. 2.4)
y maxima parsimonia (Fig. 2.5), pero su amegio es parcialmente diferente. La

propuesta de dos grupos (Villalobos, 1955; Hobls, 1972), no se sostiene en este caso.
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El andlisis a nivel de especie apoya fuerfemente (bootstrap 100% en ML y MP) el
clado conformado por P. zihuateutlensis, P. contrerasi, P. horfonhobbsi, P. riojai, P.
hidalgoensis y P. gonopodocristatus, los dos dltimos originatmente grupos externos,
apareciendo como grupos hermanos de P. hoffmanni. Estas especies habitan en la
porcidon centro-este de la zona de distribucidn del subgénero Villalobosus, con
excepcion de P. hidalgoensis, que habita en el extremo norte. Un segundo clado
bien soportado (bootstrap 100% en ML y MP) es aquel sugiriendo a P. chacalliy P.
caballeroci, este Ultimo también un grupo extemo, como especies hermanas. El tercer
clado claramente definido estd conformado por, P. erichsoni (Sp y Psp), como
grupos hemnanos de P. achilli en el andlisis de ML pero excluyendo ésta difima
especie en el andlisis de MP. Estas relaciones de grupo hemnano son de pairticular
interés dado que involucran especies habitando al norte (P. chacalliy P. achill) y en
la regidn central (P. erichsoni (Psp., Sp) y P. cabdalleroiy de ia zona de distribucion del
subgénero Villaiobosus, 1o que involucra una serie de bamrancas pronunciadas que
practicamente han impedido el flujo génico entre estas poblaciones. El arbol de ML
apoya dos clados conformados por las especies hemmanas P. Hfapacoyanensis y P.
teziutianensis, asi como P. xochiflange y P. cuefzalanae. La posicidn de estas
especies, no obstante, parece incierta en el arbol de MP. La corta longitud de Ias
ramas para estos lingjes sugiere la necesidad de mdas informacion de secuencias,

que pemita valorar su estatus filogenético con mayoer agudeza.

El andlisis a nivel poblacional (Fig. 2.7) muestra la existencia de dos principales clados
bien apoyados, que reflejan relativa comrespondencia con respecto a las topologias
presentadas anteriomnente, Primero, a pesar de la agrupacién de poblaciones
representantes de los grupos extemnos, su posicion en la tfopologia rechaza
nuevamente el estatus monofilético del subgénero Villalobosus. Segundo, la division
del subgénero en dos grupos es apoyada por los dos principales clados en Ia
topologia, cuyo arreglo sigue un paftrdn semejante al de las topologias discutidas
anteriormente. El primer clado estd conformado por poblaciones de especies

habitando principalmente sobre la vertiente de la Siera Madre Oriental. El segundo
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clado agrupa aquellas poblaciones de especies que se localizan sobre la planicie
del Golfo de México. Esto pemmnite sugerir eventos de especiacion en direccidon
noroeste-sureste sobre la planicie del Golfo de México, encabezados
probablemente por un lingje gque eventualmente dio origen a P. rigjai. Eventos
subsecuentes de diferenciacion pueden estar forando lugar sobre |a vertiente de la
Sierra Madre Oriental, encabezados por poblaciones de P. erichsoni o P. riojai

localizadas al cenfro del rango de distribucion del subgénero Villalobosus.
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ANEXO 2.1

PROTOCOLOS UTILIZADOS DURANTE LA PRIMERA ETAPA DE TRABAJO DE LABORATORIO,
EFECTUADA EN EL LAB. DE BIOLOGIA MOLECULAR 3, DEL INSTITUTO DE BIOLOGIA DE LA
UNAM, A CARGO DE LA DRA. VIRGINIA LEON REGAGNON

Método bdsico de exiraccion de DNA (Fenol-Cloroformo)
(Tomado de Hillis, et al., 1996, pag. 342)

¢ Limpiar mesa con alcohol 96° y papel.

s Tener A la mano papel secante, pinzas delgadas y cgjas petri con alcohol para
esterilizar las pinzas entre cada muestra.

¢ Preparar un tubo eppendorf de 2.0 ml por cada muestra y etiquetar.

En la mesa de laboratorio:

1. Fragmentar el fejido y colocaro en un tubo eppendorf de 2.0 ml,
2. Adicionar al tubo:

500 ul de Buffer STE
25 ul de 10 mg/ml de Proteinasa K (mantenida en el refrigerador a 4°C)
75 W de SDS 10%

3. Agitar bien e incubar por 24 hr a 50°C (incubadora). Agitar
ocasionalmente durante el tiempo de incubacion.

* Marcar fres tubos eppendorf nuevos para cada muestra (para los
cambios a continuacién).

CONTINUA EN LA CAMPANA DE EXTRACCION
En la campana de extraccion:

4. Agregar 600ut de Fenol (aimacenado en el refrigerador a 4°C). Mezclar
suavemente e incubar a temperatura ambiente durante 5 min. Mezclar
cada vez que las fases se separen.

Cenfrifugar a velecidad alta por 5 min.

Cuidadosamente, remover Ia capda superior (acuosa) con una
micropipefa y fransferir un tubo limpio. Cuidar de no alterar la interfase.
Repetir los pasos 4-6.

Agregar 600ul de cloroformo (Cl) (almacenado en el refrigerador a 4°C),
mezclar suavemente e incubar a temperatura ambiente por 2 min.
Mezclar cada minuto para evitar que las fases se separen.
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9. Cenirifugar a vetocidad alta por 3 min.

10. Cuidadosamente, remover la capa superior {acuosa) con una
micropipeta y transferir a un tubo limpio. Tener cuidado de no alterar la
inferfase.

CONTINUA EN LA MESA DE LABORATORIO
De regreso en la mesa de laboratorio:

11. Agregar 1/10 de la muesira (aproximadamente 45ul) de ZMNaCly 2.5
veces el volumen de la muestra de alcohol 96% helado - al tope del

tubo sin derramar (atmacenado en el congelador a -20°C).

12. Precipitar el DNA a -20°C por dos horas como minimo; de preferencia
por 24 horas (cuandoc es poco DNA).

13. Centrifugar el precipitado por 10 min a velocidad alta. Lavar el botdn
de ADN una vez con alcohol al 70% (refrigerador; 100 i) y secar en una
centrifuga de vacio o en su defecto, dejar secando por 24 hr con la
tapa del tubo abierta y cubierto con una toalla de papel.

14. Suspender en 100pl de ddH20 (bombeando cuidadosamente con
una micropipeta, o bien suavemente con el vortex).

15. Almacenar el exiracto (templado) a -20°C (dura anos).

PROTOCOLO PARA PCRs (vol. Rx. 25 pl)

1. Preparar una “mezcla maestra® con las siguientes proporciones:

Primer 1 1.0 x # muestras + control)
Primer 2 1.0W  x @ muestras + control)
Buffer 25w x (# muestras + control)
dNTPs 2.5ul  x (# muestras + control)
MgCl 0.8ul  x (# muestras + control)

Taq Polimerasa* 0.4yl x (# muesiras + control)

* Sacar del congelador (-20°C) el tiempo minimo necesario.

2. Dividir el volumen resultante entre el namero de muesiras + 1 confrol y
repartir en tubos de 0.2 mi previamente marcados.

3. Agregar a cada tubo (excepto al control):

1.0 ul de tempiado de ADN
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4. Agregar a cada tubo (incluyendo control):
Agua destilada y esterilizada para completar un volumen total de 25 pl.

5. Cerrar perfectamente los tubos para evitar evaporacion de la muestra y
colocar en el termociclador,

El programa de amplificacién utilizado para la desnaturalizacion (separacion de
hebras), alineacion (de primer y ADN) y replicacion de ADN, comrresponde al descrito
en el apartado de métodos.

Eiemplo del cdlculo para preparacién de la mezcla maestra (ul):

Muesiras ADN Prmer1 Primer 2 dNTPs Buffer MgCl TagPolimerasa H:0

1 20 2.0 20 2.5 2.5 0.8 04 128
2
control no
8.0 8.0 10 10 3.2 1.6

Total=43.8ml / 4 muestras = 10.2 ul de mezcla maesira por cada tubo de muestra. El ADN se agrega al
final a cada tubo. Lo Gitimo en agregarse es ei agua hasta completar 25 pl.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE LA PCR

Coner el total de la muestra de reaccion en un gel de agarosa.

ldentificar las bandas en el fransimulador.

Fotogrdfiar.

Cortar las bandas y transferirlas a tubos de 2.0 ml para purificacion. En

caso de utilizar el método de purificacion directo de PCR, correr solamente 2 ul
de muestra en el gel y reservar el resto.

O whN

Electroforesis:

a) Cortar un gel con el nimero de pozos nhecesarnos (segun cantidad de muestras).

b) colocar en la cGmara de electroforesis conteniendo liquido amortiguador TAE (el
gel debe sumergirse casi completamente).

) Marcar las muestras de PCR (2 pl) mezcldndolas con colorante azut oromofenol)
(1 gota de colorante por muestra, previamente colocada en parafim).

d) Agregar marcador azul en uno de los pozos del gel para calcular el peso
molecular de la muestra (nimero de pares de bases).

e) Tapar ta cdmara electroforética y correr a 97 volts, durante 20 min méximo.
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Preparacién de geles de agarosa:

Agarosa 0.75g
Buffer TAE 1x 75 ml
Bromuro de etidio 6 ul

Preparacion de geles de agarosa (para pozos mas profundos):

Agarosa 10g
Buffer TAE 1x 100 mi
Bromuro de etidio 6 ul

PROTOCOLO DE PURIFICACION DIRECTO DE PCR QIiAquick

1) Agregar 5 volamenes de buffer PB a 1 volumen del producto de PCR y
mezclar.

2) Colocar una columna en un tubo de 2 ml.

3) Aplicar la muesira a la columna QIAquick y centrifugar por 30-60s a 13 rom.

4y Desechar liquido filtrado. Colocar la columna en el mismo tubo.

5) Para lavar, adicione 0.75 ml (750 ul) de buffer PE a la columna y centrifugue
por 30-60s a 13 rpm.

6) Eliminar el sobrenadante y colocar la columna en el mismo tubo. Centrifugar la
columna durante un minuto mas a velocidad alta (14 rom).

IMPORTANTE: El residuo de etanol del buffer PE no se removerd completamente a
menos que el sobrenadante sea desechado antes de la centrifugacién adicional.

7) Colocar la columna en un tubo limpio de 2.0 m.

8) Agregar 50 ul de agua destilada y esterilizada (para evitar perder DNA) al
centro de la membrana y centrifugar ia columna durante 1 min. Para
incrementar la concentracion de DNA agregar 30 ul de buffer de elusidon al
centro de la membrana, dejar reposar 1 min y centrifugar.

Nota: £l volumen promedio de recuperacion de DNA es de 48 il a partir de 40
de volumen de buffer y de 28ul a partir de 30 ul de buffer de recuperacion.

La eficiencia de la elusidon depende del pH. La maxima se alcanza enfre pHde 7 y
8.5. Cuando se use agua bidestilada, asegurarse de que el valor de pH estd entre
este rango y almacenar el DNA a -20°C, dado que el DNA puede degradarse en
ausencia de un agente amortiguador (buffer). La concentraciéon de DNA purificado
también puede elevarse con TE (10 mM Tris C1 TmM EDTA pH8), pero el Edta puede
inhibir las reacciones enzimdticas subsecuentes.
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PROTOCOLO DE SECUENCIACIéN

Limpieza (Cleaning DNA)
1) Después de PCR: agregar cada tubo 25 il de HoOga, pasar la muestra a la
placa y filtrar en bomba de vacio por 15 a 20 min

Nota: No tapar al filtrar porque hace vacio; colocar en columna (no filas) las
muestras y registrar en una planilla.

2) Resuspender el DNA ¢/25 pl H2Ogq ¥ poner 20 min en un removedor.

3) Trasladar las muesitas a una placa para reaccion de secuenciacion.

4) La placa de filtrado se sella en lo usado y el resto gueda disponible para usar
otra vez (hasta que dejamos todo, asegurar c/sello de scotfch (dimexacdal) en
la superficie. _

5 Para hacer la columna de sephadex se usa placa negra pesada y placas
receptoras de sephadex de tipo MAHVS4S

{no confundir con las de retencidn en el filtrado; puede reusarse).

6) Agregar 300 ul de HXO de sephadex a cada sitio (hueco). Esperar de 20 a 25
min a gue seque. _

7 Sacar exceso de agua con centrifuga especial por 4 min,

8) Agregar 25 ml de HxOaa a la reaccidon de seq (PCR con muestras), se mezclan
y frasladan a las placas c/sephadex

@ Cenftrifugar por 4 min para filtrar ADN

10)Deshidratar (secar muestras en centrifuga de vacio p/placas por 35 minutos,
ya secas se sellan con diurex y estd listo para secuenciacion.,
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ANEXO 2.2

Estancia académica
integrative Biology. Microbiclogy & Molecular Biology.
Keith A. Crandall Lab, Integrative Biology Depariment
Brigham Young University
3 de enero - 30 abril 2005

Plan de frabgjo redlizado durante la estancia

Q) Instruccidn formal sobre el andlisis de datos en materia de Genética de
poblaciones, cursando la materia:

Nombre del curso:  InBio 560 - Population Genetics
Instructor: Dr. Keith A. Crandall
Nivel del curso: Posgrado

b) Aprendizaje de nuevas técnicas en biclogia molecular y especializacion de ias
técnicas previamente aprendidas.

¢c) Andlisis de datos moleculares de la tesis doctoral, para la conformacion del
capitulo comrespondiente y estructuracion final de la tesis doctoral.

PROTOCOLOS UTILZADOS DURANTE LA SEGUNDA ETAPA DE TRABAJO DE
LABORATORIO, EFECTUADA EN EL LAB. DE BIOLOGIA INTEGRATIVA, MICROBIOLOGIA Y
BIOLOGIA MOLECULAR, DEL DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA INTEGRATIVA DE LA
UNIVERSIDAD BRIGHAM YOUNG, A CARGO DEL DR. KEITH A. CRANDALL

Mezcla maesira para PCR utilizando Hotmaster Taq polimerasa (Vol. Rx. 25ul).

25 ul 10x Hot Buffer
40 dNTPs
25 pl Primer 1

25 Primer 2

0.15 pl Hotmaster Tag

3.0 ul ADN (para muestras con baja concentracion de ADN).

- H2O (a diferencia hasta alcanzar un volumen total de 25 pl)

El programa de amplificacidn utilizado para la desnaturalizacidén (separacion de
hebras), alineacién (de primer y ADN) y replicacion de ADN, comesponde al descrito
en el gpartado de métodos comespondiente a la segunda etapa.

Diversificacion de Procambarus { Villcfobosus) Hobbs, 1972 107
{Crustaceqa: Decapoda: Cambaridoe)



Capitule 2. Andlids filogenético

Hot Hotmaster
Muestras ADN Primer1 Primer 2 dNTPs Buffer 10x TagPdlimerasa  H20
1 20 2.0 20 4 25 0.15 12.35
2
A A I
control no
8.0 8.0 16.0 10.0 0.6

Total=42.6ul / 4 muestras = 10.65 W de mezclka maesira por cada fubo de muesira. El ADN se agrega al
final a cada tubo. Lo dltimo en agregarse es el agua hasta completar 25 pl.

Preparacion de geles de agarosa 1.5%:

Agarosa 09g
Buffer TAE 1x 60 ml
Bromuro de Etidio 2l

Preparacion de geles de agarosa (para pozos mdas profundos):

Agarosa 149
Buffer TAE 1x 100 ml
Bromuro de etidioc 2 ul

TISSUE DIGESTION/EXTRACTION: CELL LYSIS PROTOCOL

Cut up fissue (25mg) into small pieces.

Blot tissue to remove excess ethanol. Place in labelled 2.0 ml tubes.

Add 800 l Cell Lysis buffer.

Add Qul Proteinase K (20mg/mi).

Vortex samples 15 seconds to mix,

Incubate at 55° until fissue is completely lysed (over night if needed) vortexing

samples occasionally.

7. Vortex samples then spin tubes at 13,000 rom for 1 minute. Undigested deboris will
be pellleted.

8. Transfer supematant to new 2.0 ml fube without disturbing pellet.

9. Add 180 ut of 5SM NaCl and vortex well. Solution will become frothy.

10.Spin tubes at 13,000 rom for 5 minutes. Salted out debris will pelleft.

11. Transfer supematant to cryotubes (screw-cap).

12. Add 420 ul ice-cold isopropanol (Z-propanaol) to supematant. Mix slowly by
inversion 5-10 fimes DO NOT VORTEX, DNA fibers may be seen at this time.

13.Spin tube at 13,000 rpm for 10 minutes. DNA pellet should be visible.

14. Pour out supematant.

15. Add 400ul 70% ethanol o wash DNA peliet. Wash 20 minutes on cell rotator at

room temp.

AN
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16.Spin tubes at 13,000 rpm for 5 minutes and pour out ethanol carefully! Pellet may
be loose. If peliet is loose pipette ethanol out being careful to not disturb the
pellet.

17.Dry DNA peliet in speed vac on High for 10 minutes.

18.Resuspend pellet in TLE, TE or purified H2O. if small pellet add 50 yl; if large pellet
add 100 pl.

19.Let tubes stand at room temp overnight then place in -20° freezer.

DNA DIGESTION/EXTRACTION: QIAGEN DNeasy kit protocol

Cut up tissue (26mg) into small pieces.

Blot tissue to remove excess ethanol. Place in labeled 2.0 ml fubes.

Add 180 pl buffer ATL.

Add 20 ul Proteinase K.

Mix by vortexing.

Incubate at 55° on cell rotator until tissue is completely lysed (over night if needed)

vortexing samples occasiondlly.

7. Vortex samples 15 seconds.

8. Add 200 pul buffer AL, mixing thoroughly by vortex.

@. Incubdate at 70°C for 10 minutes.

10. Add 200 pl ethanol (96-100%), mixing thoroughly by vortex.

11.Pipette the mixture into DNeasy spin columns placed in 2 ml collection tube.

12. Centrifuge at 8,000 rom for 1 min.

13. Discard flow-through from collection tube.

14. Place spin column in new collection tube (old collection tubes can be reused if
needed).

15. Add 500 pl buffer AWT,

16. Centrifuge at 8,000 rom for 1 minute.

17. Discard flow-through from collection tube.

18. Place spin column in new collection tube.

19. Add 500 ul buffer AW?2,

20. Centrifuge al full speed for 3 minutes.

21. Discard flow-through and collection tube (make sure not to have the spin column
fouch the fiow-through, the membrane needs to be dry for the next step.

22.Place spin column in clean 2.0 ml fube,

23. Pipette 200 pl buffer AE onto membrane.

24.Incubate at room temp for 1T minute.

25.Centrifuge at 8,000 rom for 1 minute.

AW~

PCR CLEANUP MILLIPORE PLATES

1. Bring total PCR volume up to 100 pt (80 pt HoOdaa cuando hay poco DNA).
2. Transfer all 100 ul of diluted PCR reaction to a Millipore 96 well clean up pitate.
3. Tape up wells no being used.
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®NOoo

Put plate on vacuum manifold for 10 minutes until wells are empty, making sure
pressure gauge is at -24 inHg. Wells will appear shiny, so they will look slightly wet
all the time.

Blot bottom of plate on paper towel to remove excess water,

Resuspend DNA with 30 pl water (H2Oaq).

Place plate on shaker/mixer for 10 minutes.

Pipefte product out of wells and fransfer to labeled tube or plate,

Reaccidn de secuenciacion Big Dye v3.0

Y4 Xn 1/8 XN 1/16 XN
Big Dye 2.0 ul 1.0 0.50 pl
5x buffer 0.0 ul 1.5 1.75 pl
Primer 1.0u 1.0 ul 1.0
DNA 2.0 ul 2.0ul 20 W
H.O 0.0 ul 4.5 i 4.75 ul
Vol. Total 5.0 ul 10.0 10.0 ul

Usar tanto 178 & 1716 tallas de reaccion
Usar 7-10 pmoles de primer por reaccion
Usar 30-50 ng de productos de PCR

SEPHADEX CLEANUP OF SEQUENCING REACTION

. Obtain Millipore multiscreen filter plates (96 well). Add a used v-bottom 96 well

plafe to the bottom of filter plate making sure rows. A-H are aligned on both
plates.

Obtain Sephadex plate loader from DNASC.,

Pour Sephadex on plate loader and fill all holes. Place left over sephadex back
into bottle.

Turn filter plate upside down and slide onto plate loader. Tap plate loader to get
the sephadex to fall into the welis.

Add 300 ul dH20 to each well (make sure the wells are full).

Let plate stand for 10-15 minutes.

Spin plate in centrifuge (using balance plate with water) for 2 minutes at 2,500
mom. Rotate plate 180° and spin for another 4 minutes.

8. Empty 96 well plate and place back in cupboard.
Q.

Add a new (abeled) v-bottom 96 well plate to filter plate making sure rows A-H
are aligned on both plates.

10. Add 10-20 pl dH20O to sequencing reaction.
11. Transfer all sequencing samples to filter plate.
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12.Spin plate for 2 minutes at 2,500 rom. Rotate plate 180° and spin for ancther 2
minutes.

13. Dry samples in Vacufuge at 60° for 30 minutes (15 min). Make sure to use balance
plate.

14.Cover plate and mark off all unused wells.

15. Write DNA sequence submission number on plate and cover.

16. Place plate in DNASC fridge.

*En caso de hacer uso de estas técnicas, favor de citar esta tesis como fuente.
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ANEXO 2.3

AEneamiento de secuencias del gen 165 ADN mitocondrial

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421

70 80 S0 100 110 i2¢

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PaCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchlg2, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421

130 140 150 160 170 180

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421
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150 200 210 220 230 240
|

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421

250 260 270 280 250 300

PxCon, 421
PzCon, 421
Pctlon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
Pcblon, 42
PcCon, 421

310 320 330 340 350 360

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
Phhlon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421
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PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421

PxCon, 421
PzCon, 421
PctCon, 42
PhgCon, 42
PgCon, 421
PhhCon, 42
PrCon, 421
PacCon, 42
PtCon, 421
PtzCon, 42
PeCon, 421
PdCon, 421
PhCon, 421
Pchl02, 42
PcbCon, 42
PcCon, 421
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CAPITULO 3. ESTRUCTURA JERARQUICA Y DIFERENCIACION GENETICA

La capacidad de reconstruir los eventos histéricos que han dado lugar a la

estructura actual de las poblaciones naturales, es una de las principales

metas de los bidlogos de poblaciones. La situacion geogrdfica actuat de
una poblacion puede atribuirse a una colonizacién o expansion de rango
a partir de ofra poblacién, después de o cual su estructura genética
puede ser afectada por diversos factores, tales como una subsecuente
disminucion de rango, subdivision, dispersion, migracion, seleccion y el
sistferna de apareamiento. Aungue es posible predecir el pattdn de
diferenciacion genética consecuencia de cada uno de estos procesos, Nno
siempre es posible identificar aquellos procesos que han contribuido a la
estructura genética actual, dado que es mds de un proceso el que puede
estar involucrado (Good et al, 1997). Durante largo fiempo se ha
reconocido que la diversidad genétfica presente en una especie esta |
esfructurada jerarquicamente. Asi, ademds de las diferencias entre los \
individuos de una poblacion, pueden existir fambién diferencias entre
poblaciones dentro de una region geogrdfica dada, entre poblaciones de
diferentes regiones geogrdficas y entre regiones geogrdficas enteras

(Holsinger y Mason-Gamer, 1996). La F estadistica de Wright (o sus

derivaciones), fue infroducida como una manera de valorar la
diferenciacion genética en cada uno de estos niveles, al igual que el
método descrito por Excoffier et al. (1992). Sin embargo, aunque valiosos,
estos y otros métodos pueden tener ciertas limitantes. Muchos modelos que
examinan diferentes aspectos de la estructura de poblacidn asumen que
las poblaciones estadn en equilibrio con respecto a la deriva génica, la
migracioén y fa mutacion, pero esta condicion puede no mantenerse si las
poblaciones se han subdividido recientemente o si la tfasa de mutacién es

alta (Good et al., 1997). Asimismo, como con cudlquier andlisis de varianzaq,
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el investigador debe especificar la estructura jerarquica de los datos antes
de comenzar el andlisis, es decir, se requiere imponer una estructura
jerarquica predeterminada sobre los datos, en lugar de inferirla. Esto hace
gue estos métodos sean poco adecuados para identificar la estructura
jerarquica que mejor refleje el patrdn de diferenciacion genética entre las

poblaciones (Holsinger y Mason-Gamer, 1996).

Una alfemativa es la estimacion de un arbol de haplotipos a partir de la
variacion en el conjunto de datos de secuencias y su fransformacion en
una serie de clados (ramas) anidados (Templeton et al, 1987, 1992
Templeton y Sing, 1993) que consfituyan un amreglo estadistico evolutivo.
Este diseno anidado puede ser ufilizado para buscar asociaciones
geogrdaficas y el procedimiento simple para hacerlo es mediante el andiisis
de contingencia anidada, en el cual, cada localizacidn geografica es'
considerada una variable categdrica. Mientras la Fg estadistica puede no
detfectar ninguna asociacidn geogrdficq, ésta es revelable cuando el
arbol de haplotipos es usado para generar un diseno estadistico anidado
(Templeton, 1998), permitiendo separar la estructura poblacional de la
historia poblacional. Este método ha sido ampliamente implementado
(Abbott y Double, 2003; Contreras-Dias et al., 2003; Cuenca et al., 2003; de
Brito et al., 2002; Mun et al, 2003) y ha pemitido esclarecer patrones y
procesos histéricos concemientes a diversas especies de acociles (Fefzner y
Crandall, 2003; Buhay y Crandall, en prensa).

Como se ha mencionado previamente, el subgénero de acociles
Villalobosus se distingue por reflejar un patrén geografico particular que
limita la distribucién de sus especies a una regidon relativamente pequena
en comparacion con ofros subgéneros de acociles mexicanos. En este

estudio, se efectud el andlisis de clados anidados con objeto de establecer
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si existe cormelacion enfre el grado de diversificacion genética vy la
distancia geogrdafica de las especies, de manera que esto refleje un

proceso de invasién o dispersion dado.

Hipotesis

La estructura jerarquica refleja un pafrdn de variabilidad genética que
agrupa a las especies del subgénero Villalobosus en tres grupos dentro de

fres regiones geograficas distintas.

Método

a) Muestras

Se recolectaron muestras de tejido abdominal y branquial de 95
ejemplares de acociles de los subgéneros Villalobosus, Orfmannicus vy
Procambarus, provenientes de 27 locdlidades (Tabla 3.1). Todos los
ejemplares fueron recolectados en campo, ufilizando frampas con cebo o
bien manualmente (ver detdlles en la seccidn de método del Capitulo 4),
con excepcidon de las especies Procambarus (Procambarus) diguet,
Procambarus (Villalobosus) horfonhobbsi y Procambarus (Villalobosus)
Zihuateutlensis, cuyas muestras de tejido fueron tomadas de ejemplares
inventariados en la Coleccidn Nacional de Crustdceos (CNCR). EI ADN
gendmico total fue extraido y un fragmento de 540 pares de bases del gen
168 ADNm fue amplificado y secuenciado usando los iniciadores (primers) y
protocolos previamente descritos en el Capitulo 2. Como ahi se ha referido,
el frabajo de laboratorio se llevé a cabo en dos etapas, 1a primera en el
Laboratorio de Biologia Molecular 3, del Instituto de Biologia de 1a UNAM, a
cargo de la Dra. Virginia Ledn Régagnon y la segunda eftapa en el

laboratorio de Biologia Integrativa, Microbiologia y Biotogia Molecular, del
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Deparfamento de Biologia integrativa de la Universidad Brigham Young, en
Provo, Utah, E.U., a cargo del Dr. Keith A. Crandall.

b) Andlisis filogeografico

Se implementd un Andlisis de Clados Anidados para probar la hipdtesis
nula de no diferenciacion genética entre los sitios muestreados y
proporcionar una luz sobre los procesos historicos. El programa TCS
(Clement et al., 2000) fue utilizado para construir las redes de haplotipos de
secuencias {(parsimonia estadistica) y el programa GeoDIS (Posada et al.,
2000) se empled para probar las asociaciones significativas entre |os sitios
de locdlizacidon geogrdfica de las especies (secuencias) y las distancias
genéticas entre ellas, con base en 5000 permutaciones al azar (un miMino
de 1000 pemutaciones es recomendado para un andlisis con un 95% de
nivel de confianza). Para el andlisis geogrdfico se ufilizaron Ias
coordenadas 'geogréﬁcos (lafitud vy longitud) de las localidades donde
habitan las especies de los tres subgéneros involucrados en el estudio
(Villalobosus, Ortmannicus y Procambarus). Los haplotfipos con la mayoria
de Conexidnes y las mas altas frecuencias son considerados 1os mMAs
antiguos, mientras que los haplotipos en las puntas de los clados son 10s
mas recientes. Las distancias de los clados (Dc) representan los rangos
geograficos de los clados en cada paso-nivel. Las distancias de clados
anidados (Dn) representan las distancias promedio de las muestras con un
haplotfipo particular, con respecto al cenfro geogrdfico del clado. La
inferencia sobre procesos histéricos que han dado origen al patrdn
genétfico actual se obtuvo ufilizando la Clave de Inferencia 2006
(fempleton et al, 1995; Anexo 3.1).
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Tabla 3.1. Llsta de taxa de los subgéneros Villalobosus, Orfmannicus vy
Procambarus, localidades muestreadas, haplotipo del gen 16S de ADNm con el
namero de individuos en paréntesis, clados anidados de 34asos en que se
agrupa y cuenca a la que pertenece. (*) representa la localidad tipo.

Especlos Localidad Hoplotipo Clado de 3 pasos Cuenca
(# incliv/sec)
P. achil Xochicoatian, Hgo. 54(1) 316 Rio Pé&nuco
P. achulf Chalma, Hgo. 65(1) . ind Rfo Panuco
P. cabaferol Armoyo Tenango de ks Flores, 64010 73(1) ind Ric Teccilutia
P. conireras ﬁmﬁn Pue. 613, B{1). 51} 34 35, 318 Rio Cazones
P. contrerasi La Unidn, Pue. (pocitas) 251127 () b Rio Cazones
P. custzatonoe Cuetzaion, Pue. (fangue) 221}, 3601, 42(1) 34, 39, 3-10 R0 Tecolutia
F. custzatonas Cuetzalan, Pue. (poza) 37010, 381 3% Rio Tecoutia
P. chocaff Dejigu, Ver.* 42(1), 671} 310, ind Rc Tuxpan
P. chgueti Hidalgo (CNCR) 53(1) EXT) Rio Cazones
P. digueti! B Patanal, Mich. (CNCR) &&(1) ind Rio Lerma
P. efichsory Tenongo de Dora, Hgo.* 42(1) 48(1), 49(1), 50(1). 51(1), 310,314,316, ind Rfo Tuxpan
P. erichsony San Comedio, Hgo. ﬁ),)?m) 36 Ind Rio Tuxpan
P. gonopodoctistats Paso Largo 1, Ver.* 51 %D 36 Ric Nautia
P. gonopodocrstatus  Paso Largo 1, Ver. {CHCR) 29(1). &30 3. ind Rio Nautia
P. hidadgosnsis Tionchinal, Hgo.* 59013 7201 nd Rio Pdnuce
P. hoffmanni Necaxa, Pus.* ¢, 13010, 14(1), 1500), 1801), 32,33, 34, 37, 310, 315 Rio Tecoltio
2X(1). 33(1). 4203, 5601). 57(1)

P. hoffmanni Presa Tenango de las Fores. Hgo. 12(1) 17(1) 32,33 Rio Tecolutia
P. horfonhobbsi H Coyukar, Pue.* {CNCR) 3D Rio Cazones
F. nofoi Chichlcaxtle, Hgo. 2012 2001 2300 340D, 41(1), 42(4) 3-7, 34, 36 3-10 Rfo Tuxpan
P. ricicH 8 Satto, Agua Bianca, Hgo. 1), 3001} 42(8) 31, 37.310 Rfo Tuxpan
P. fogH Sta. Ana Tzocuaka, Hgo. 700, 1901 2040), 22010, 26010, 31(1) 31, 36, 34, 35 Ric Cazones
P. riciof La Béveda, Ver. 26(1), 28(1) 35
P. teztulianensis Chignautia, Pue. A201), 4300, 44010, 45(1), 62(1) 310 ind Rio Nautia
P. flapacoyonerss  Porfezusto, Ver, 46C1), 470 311,312 Rio Nauta
P. xochittance Yochian, Pue. &2 3-8 Rio Nautia
P. zhwcateutiensss La Mogddena, Pus. 1@ 36 Ric Cazones
P. zZihuateutionsss La Urisdn, Pue. (CNCR) 32y 31 Rio Cazones

ind= haplotipo indspendiente. CHNCR = Coleccitn Naclonat de Crustaceos (muesta provendente de sjeimplares  Inveniariados).
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Resultados

La red de haplotipos de parsimonia estadistica resulté en 73 haplotipos
Unicos geograficamente divididos a lo largo del rango de distribucion del
subgénero Villalobosus (Fig. 3.1, Tabla 3.1). El conjunto de datos fue
subdividido en 4 redes. La primera subred conecta los haplotipos 42 al 47,
involucrando 8 de las 23 localidades muestreadas (Chignautia, Necaxa y
Cuetzalan (fanque) en Pueblq, Chichicaxtie, El Salto y Tenango de Doria en
Hidalgo, Dejigui y Portezuelo en Veracruz). El haplotipo 42 es el mdas grande
en el arbol de redes, involucrando 18 secuencias de 6 especies de 7
diferentes localidades. La segunda subred conecta los haplotipos 48 al 55,
comespondientes a 4 localidades (Tenango de Doriq, Hgo., Xochicoatlan,
Hgo., La Unién, Pue. y una localidad referida en la efiqueta dnicamente
como “estado de Hidalgo” para el caso de los ejemplares inventariados
de Procambarus (Procambarus) diguetl). la ftercera subred esta
conformada por los haplotipos 56 y 57, situados geogrdficamente en
Necaxq, Pue. La cuarta subred, la mas grande, conecta los haplofipos 1 al
41 distribuidos a lo largo de 16 localidades dentro del rango de distribucion
del subgénero Villalobosus. El andlisis de clados anidados generd un diseno
estadistico de 4 clados de 5 pasos, sugirendo como inferencia significativa
el “flujo génico restringido con aislamiento por distancia” (clado 5-4; Figs.
3.3, 3.4). No obstante, ciertos valores muy bdqjos pero diferentes de
P>=0.0000 (Anexo 3.2), podian sugerir fragmentacion alopatrica dados los
clados restringidos por distribuciones parcialmente sin
sobreposicionamiento conectados por un mayor nimero de pasos. En el

resto de los casos, los resulfados no son  concluyentes.
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LA BN

Fig. 3.1. Red de haplotipos de parsimonia estadistica,

Divarsificacldn de Procambarus (Villalobosus) Hoblbs, 1972 121
(Crustaceq: Decapoda: Cambaridae)




Capiltulo 3. Estructura Jer@rquica y diferenclaclén genétfica

E

— o & L

4218} - }

57| pasod

1sesesesssl

234 pasos _-';mpa:um
[ orpom | [ napovoss | [ nepososw | | S |
| Hopiotpo # I I oo b I l@mwﬁa I | Hopotpa T2 I
| wooteots | | wworeosr | [ mmeroon | [ moporioons |

30 pascs

| - Lot L I

Fig. 3.2. Red de haplotipos del gen 165 de ADNm mostrando 1os niveles de anidacidn utilizados para inferir procesos

histéricos.
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[ 5-4 } Cladograma
Total

Fig. 3.3. Cladograma total mostrando los clados anidados de 5y 6 pasos.
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Fig. 3.4. Resultados del andlisis de clados anidados de los haplotipos del gen 165
ADNm de los subgéneros Villalobosus, Ortmannicus y Procambarus, basado en
5000 permutaciones. Las distancias de clados y clados anidados son
proporcionadas. La "S” indica que la distancia es significativamente pequena dl
nivel del 5% vy la "L” indica que la distancia es significativamente larga. En los
casos de clados conteniendo clados anidados interiores © de puntq, se
proporciona la distancia promedio I-T (inferior-fip). Las regiones sombreadas
indican agrupaciones interiores. IBD = Flujo génico resfringido con aislamiento por
distancia.

Clados de 2 pasos | Clodos de 3 posos | Clodos de 4 pasos |  Clados de 5 pasos

1-24 2188 2754

I-T 2672 22141 21 2823 3774

37 17.9 444
I-T 3842 5641

4-8 55 2161
I-T 3831 17441

FT 393.0L 174.1

1-2-3-4MN0:IBD

Discusion

Los métodos de reconstruccidn empleados en este estudio resuelven
parcialmente las relaciones dentro de los clados identificados, sugiiendo

en algunos casos la necesidad de un muestreo poblacional mdas amplio
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y/o una insuficiente divergencia de caracteres que pemitan delinear los

eventos de separacion,

No obstante, la restriccion del flujo génico con dislamiento por distancia
parece ser el principal mecanismo para la variacion dentro de las especies
de acociles del subgénero Villalobosus. De manera andloga a un modelo
de islas, es presumible que grandes poblaciones fueron separadas en
muchas subpoblaciones dispersadas geograficamente COomo
consecuencia de la conformacion final de la regidn sur de la Sierra Madre
Criental, previc a lo cual las conexiones hidrolégicas fueron mayores, Cada
subpoblacién, todavia asumida grande, pudo ignorar inicialmente la
deriva génica al azar. Sin embargo, la migracién en las poblaciones
actuales es mds compleja de o que supone el modelo de islas. En la
naturaleza se esperara que los migrantes provengan iniciadimente de
poblaciones cercanas. Debido a los efectos de la migracion sobre la
diferenciacion genética de poblaciones, altas densidades de poblacién
propiciarian una tasa de migracién baja y una substancial diferenciacion
genética entre las poblaciones (Harfl y Clark, 1997). La relativamente
reciente orogenia Hidalguense, es el evento geolégico que debid propiciar
una nueva subdivisidon de las poblaciones y propiciar la separacion de las

especies conformando el subgénero Villalobosus.

Resalta como poca migracidn ha sido requerda para prevenir una
divergencia genétfica importante entre algunas poblaciones de alta
densidad, particulamente Procambarus (Villalobosus) riojai. Sin embargo,
las diferencias genéticas reflejadas entre las poblaciones representan los
primeros pasos hacia la especiacion y son importantes para la evolucidn
de las especies dado que proveen una posible base para la seleccion

intergrupal de sistemas genéticos, proporcionando un mecanismo mas
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efectivo para el avance adaptativo de las especies bajo entrecruzamiento
al azar. El andlisis pone en evidencia que los procesos de especiacion
contindan sucediendo como consecuencia de eventos que propiciaron la
subdivisidn de las poblaciones y la restriccion del flujo génico, propiciando
entrecruzamiento al azar. El hecho de que las poblaciones de las diferentes
especies en estudio comparten uno o mas haplotipos ancestrales, es
evidencia de posible endogamia sucediendo al interior de las

subpoblaciones, disminuyendo la heterozigosidad.
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ANEXO 3.1

Inference Key for the Nested Haplotype Tree Analysis of Geographical
Distances, 11 November 2005.

Start with haplotypes nested within a 1-step clade and work up to clades
nested within the fotal free. If the free is not rooted through an ocutgroup or
if none of the clades nested at the tfotal tree level have the sum of the
oufgroup probabilities of their haplotypes greater than or equal to 0.95,
regard all clades nested at the total tree level as tips. When roofting is
deemed reliable, interiors should also refer to the older clades in a nesting
category, and tips to their evolutionary descendants.

This key is applied only if there are some significant values for Dc, Dn, or |-T
within the nesting clade. If there are no statfistically significant distances
within the clade, the null hypothesis of no geographical association of
haplotypes cannot be rejected (either panmixia in sexual populations,
extensive dispersal in non-sexudal populations, small sample size, or
Inadequate geographical sampling). In that case, move on to another
clade at the same or higher level.

1. Are all clades within the nesting clade found in separate areas with no
overlgp?

e NO -Go tostep 2.

e YES-Go tostep 19.

2. Is at least one of the following conditions satisfied?
a. The Dc’s for one or more tips are significantly small and the Dc's for one
or more
of the inferiors are significanily large or non-significant.
b. The Dc’s for one or more tips are significantly small or non-significant and
the
Dc's for some but not all of the interiors are significantly small.
c. The Dc’s for one or more interiors are significantly large and the Dc’s for
the tips
are either significantly small or non-significant
d. The I-T Dc is significantly large.
e NO-Gotostep11.
e YES-Gotostep 3.
o Tip/interior Status Cannot be Determined - Inconclusive Outcome.

3. Is at least one of the following conditions satisfied?
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a. Some Dn and/or I-T Dn values are significantly reversed from the Dc
values.
. One or more tip clades show significantly large Dn's.
c. One or more interior clades show significantly small Dn’s.
d. I-T has a significantly small Dn with the comesponding Dc value non-
significant.

¢ NOC-Gotostep 4.

e YES-Gotostep s,

4. Are both of the following conditions satisfied?

a. The clades {or 2 or more subsets of them) with significantly small Dc or Dn
values

have ranges that are completely or mostly non-overlapping with the other
clades o

in the nested group (particularly interiors).

b. The pattem of completely or mostly non-overapping ranges in the above
condition represents a break or reversal from lower level trends within the
nested

clade series (applicable to higher-level clades only).

e NO - Restricted Gene Flow with Isolation by Distance (Restricied
Dispersal by Distance in Non-sexual species). This inference is
strengthened if the clades with restricted distributions are found in
diverse locations, if the union of their ranges roughly cofmresponds to
the range of one or more clades (usudlly interiors) within the same
nested group (applicable only to nesting clades with many clade
members or to the highest level clades regardless of number), and if
the Dc values increase and become more geographically
widespread with increasing clade level within a nested series
{applicable to lower level clades only).

e YES-Gotostep 9.

5. Are both of the following conditions satisfied?
a. The clades (or 2 or more subsets of them) with significantly small Dc
values have ranges that are completely or mostly non-overlapping with the
other clades in the nested group (particularly interiors).
b. The pattem of completely or mostly non-overapping ranges in the above
condifion represents a break or reversal from lower level frends within the
nested clade series (applicable to higher-level clades only).

o NO - Go 1o step 6.

e YES-Gotostep 15.

6. Do cades (or haplotypes within them) with significant reversals or
significant Dn
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values without significant Dc values define two or more geographically
concordant subsets.

s No-Gotostep?7.

e YES-Go tostep 13.

o TOO FEW CLADES (< 2) TO DETERMINE CONCORDANCE - Insufficient
Genelic Resolution to Discriminate between Range
Expansion/Colonization and Restricted Dispersal/Gene Flow -
Proceed to step 7 to detemnine if the geographical sampling is
sufficient to discriminate between short wversus long distance
movement,

7. Are the clades with significantly large Dn's (or Tip clades in general when
Dn for I-T is significantly small) separated from the other clades by
intermediate geographical areas that were sampled?
e NO-Gotostep 8,
e YES - Restricted Gene Flow/Dispersal but with some Long Distance
Dispersal.

8. Is the species absent in the non-sampled areas?
¢ NO - Sampling Design Inadequate to Discriminate between Isolation
by Distance (Short Distance Movements) versus long Distance
Dispersal
e YES - Restricted Gene Flow/Dispersal but with some Long Distance
Dispersal over Intermediate Areas not Occupied by the Species; or
Past Gene Flow Followed by Extinclion of Intermediate Populations.

9. Are the different geographical clade ranges identified in step 4 }
separated by areas that have not been sampled? \
¢ NO - Allopatric Fragmentation. (If infered aft a high clade level, |
additional confirnation occurs if the clades displaying restricted by at |
least partially non-overapping distributions are mutationally
connected to one another by a larger than average number of
steps.). |
e YES-Go fostep 10. |

10. Is the species absent in the non-sampled areas?

o NO - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate |
Between Fragmenfation and Isolation By Distance. |

e YES - Allopatric Fragmentation. (If inferred at a high clade level, |
additional confirnation occurs if the clades displaying restricted by at
least parially non-overlgpping distributions are mutationally
connected to one another by a larger than average number of
steps.)

Diversificacion de Procambarnus (VRiaiobosus) Hobbs, 1972 12¢
({Crustaceq: Decapoda: Cambaridos)



Capitdo 3. Estruchara jerarquica y diferenciacion genética |

11. Is at least one of the following conditions satisfied?
a. The Dc value(s) for some tip clade(s) is/are significantly large.
b. The Dc value(s) for all interior(s) is/are significantly small.
c. The I-T Dc is significantly small.
e NO-Gotostep 17
* YES - Range Expansion, go to step 12,

12. Are the Dn and/or |-T Dn values significantly reversed from the Dc
values?

» NO - Contiguous Range Expansion.

e YES-Gotostep 13.

13. Are the clades with significantly large Dn’s (or tip clades in general when
Dn for I-T is significantly small) separated from the geographical center of
the other clades by infermediate geographical areas that were sampled?
e NO-Gotostep 14.
¢ YES - Long Distance Colonization Possibly Coupled with Subsequent
Fragmentation (subsequent fragmentation is indicated if the clades
displaying restricted but at least partially non-overlapping distributions
are mutationally connected to one another by a larger than average
number of steps) or Past Fragmentation Followed by Range
Expansion. To see if secondary contact is involved, perform the
supplementary tests given in Templeton, Molecular Ecology 10; 779-
791, 2001. To discriminate the fype of movement leading to this
pattem, go to step 21.

14. Is the species present in the infermediate geographical areas that were
not sampled?

e YES - Sampling Design Inadequate to Discriminatle beiween
Contiguous Range Expansion, Long Distance Colonization, and Past
Fragmentation.

¢ NO - long Distance Colonization and/or Past Fragmentation (not
necessarily mutually exclusive). If infered at a high clade level,
fragmentation rather than colonization is inferred if the clades
displaying restricted but at least partially non-overlapping distributions
are mutationally connected to one another by a larger than average
number of steps. If the branch lengths are short, a colonization event
is infered, perhgps associated with recent fragmentation. To
discriminate the type of movement leading fo this patfem, go to step
21.

15. Are the different geographical clade ranges identified in step &
separated by areas that have not been sampled?
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e NO - Past Fragmentation and/or Long Distance Colonization (not
necessarlly mutually exclusive). If infemed aft a high clade level,
fragmentation rather than colonization is inferred if the clades
displaying restricted but at least partially non-overapping distributions
are mutationally connected to one ancther by a larger than average
number of steps. If the branch lengths are short, a colonization event
is infered, perhaps associated with recent fragmentation. To
discriminate the type of movement leading to this pafttemn, go to step
21.

o YES-Go tostep 16.

16. Is the species present in the intermediate geographical areas that were
not sampled? -
¢ YES-Go tostep 18.

NO - Allopatric Fragmentation. If infered at a high clade level,
additional confirmation occurs if the clades displaying restricted by at
least particlly non-overlgpping distributions are mutationally
connected to one another by a larger than average number of
steps.

17. Are either of the following conditions satisfied?
a. The Dn values for tip or some (but not dll) interior clades are significantty
small.
b. The Dn for one or more interior clades is/are significantly large.
c. The I-T Dn value is significantly large.
¢ NO - Inconclusive Outcome.
o YES - Go to step 4.

18. Are the clades found in the different geographical locations separafted
by a branch length with a larger than average number of mutational steps.
« NO - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate
Between Fragmentation, Range Expansion, and Isolation By Distance.
+ YES - Geographical Sampling Scheme Inadequate to Discriminate
Between Fragmentation and Isolation By Distance.

19. Is the species present in the areas between the separated clades?

+ NO - Allopafric Fragmentation. If infered at a high clade level,
additional confirmation occurs if the clades displaying restricted by at
least partially non-overapping distributions are  mutationally
connected to one another by a larger than average number of
steps.

s YES- Go tostep 20.

20. Was the species sampled in the areas between the separated clades?
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¢ NO - Inadequate Geographical Sampling.
e YES - Gotostep 2.

21. Are all of the following frue?
a. Is it biclogically redlistic that the organism could have undergone long-
distance movement?
b. Are the nested haplotypes that mark a potential long-distance
colonization event within a clade that shows evidence of population
growth by other methods (such as mismatch distributions)?
c. At the level of the entire cladogram, doses the clade noft inferred to have
produced long-distance colonization nof show evidence of past population
growth with other methods?
+ YES - Long-distance movement.
¢ NO - Insufficient evidence to discriminate between long-distance
movements of the organism and the combined effects of gradual
movement during a past range expansion and fragmentation. If the
case qgainst long-distance movement is compelling. then the
inference is past gradual range expansion followed by fragmentation.
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ANEXO 3.2

Differentiating population structure from history - Geodis 2.4
{c) Copyright, 1999%-2005 David Posada and Alan Templeton
Contact: David Pcsada, University of Vigo, Spain {(dposadaguvigo.es)

Input file: C:\Documents and
Settings\Marilu\Escritorio\Marila\Doctorado\Biologia Molecular\Andlisis
TCS y Geodis\VillalgeodisUx.doc

Villalgeodis

Wed Jan 04 22:09:53 GMT 2006

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 1-20
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE COBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GECGRAPHIC DISTANCE AMNALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 1-20 18 004" -92 04'1s6"

41 20 21'0an" -98 1s8'11"

24 17 52'60" -91 43'30"

CLADE 41 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITEIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 703.4579 1.0000 0.3318

CL2DE 24 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 132.7692 0.6580 0.6738
NESTED CLADE 136.9860 0.3318 1.0000

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB . <= PROB. >=

WITHIN CLADE 132.7692 0.6580 0.6738

NESTED CLADE -566.4719 0.3318 1.0000
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PERMUTATICN ANALYSIS OF Clade 1-24
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 2.0000

THE PROBABILITY OF A RANDCOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 1-24 17 57'33" -93 29r704"

S 20 08'12" -96 56'15"

10 17 14007 -92 19°760"

CLADE 9 {Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PRCB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 435.8544 1.0000 0.5058

CLADE 10 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PRCB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 146.1418 0.5058 1.0000

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE -289.7125 0.5058 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 1-26
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 2.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE CBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
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CLADE
TYPE

CLADE
TYPE

PART III.

TYPE

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 1-32

Clade 1-26
3
2

3 (Tip)

OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

2 {Interior)
QOF DISTANCE

WITHIN CLADE
NESTED CLADE

TEST OF
OF DISTANCE

WITHIN CLADE
NESTED CLADE

INTERICR

20 20'35"
20 20'02"
20 21'04"

DISTANCE
0.0000
3.7617

DISTANCE
0.0000
3.3853

I-T DISTANCE
0.0000
-0.3763

BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I.

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC =

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE =

PART II.

GEOGRAPHICAL CENTERS

CLADE
TYPE

CLADE
TYPE

CLADE
TYPE

Clade 1-32
5
1
34
40

S (Interior)
COF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

1 (Interior}
QF DISTANCE
WITHIN CLADE

NESTED CLADE

34 (Tip)
OF DISTANCE

LATITUDE
19 25'1e"
20 0s8'12"
20 26'01"
20 21'04"
18 00'60"

DISTANCE
0.0000
292.1114

DISTANCE
0.0000
445.9357

DISTANCE

-98 20'04"
-98 22'09"
-98 18'11"

PROB.<=
1.0000
1.0000

PROB.<=
1.0000
0.5058

VS. TIP CLADES:

PRCB. <=
1.0000
0.5058

PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

15.0000

GECGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

PROB.>=
1.0000
0.5058

PROB.>=
1.0000
1.0000

PRCB. >=
1.0000
1.0000

0.0988

LONGITUDE

-54 14'55"
-96 56'15"
-98 22'01"
-58 18'11"
-88 46'60"

PROB. <= PROB.>=
1.0000 1.0000
0.2034 1.0000

PROB. <= PROB. >=
0.0988 1.0000
0.589%6 0.5092

PROB. <= PROB. >=
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WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 435.9584 0.4118 0.7976

’

CLADE 40 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 585.7631 1.0000 0.1976

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 0.0588 1.0000
NESTED CLADE 8.9781 0.4172 0.614¢C

PERMUTATICN ANALYSIS OF Clade 2-1
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 4.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE AMNALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-1 18 29'11" -93 o08'57"

1-20 18 00'48" -92 04'1le"

1-21 20 29'01" -97 42'01"

CLADE 1-20 (Tip)

TYPE CF DISTANCE DISTANCE PROB . <= PROB. >=
WITHIN CLADE 166.8003 0.2438 1.0000
NESTED CLADE 224 .7258 0.2438 1.0000

CLADE 1-21 ({Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB . <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 525.7037 0.7532 0.4506

PART ITII. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE -166.8003 1.0000 0.2438
NESTED CLADE 300.9778 0.7532 0.4906

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 2-2
BASED ON 5000 RESAMPLES
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PART I. PERMUTATIOHAL CONTINGENCY TEST:

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSBERVED CHI-SQUARE = 0.3318
PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-2 20 29r02" -98 08'42"

1-18 20 2801 -97 42'01"

1-19 20 28f02" -98 22'02"

CLADE 1-18 {Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 46.2706 1.0000 0.3318

CLADE 1-195 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 0.3318 1.0000
NESTED CLADE 23.1353 0.3318 1.0000

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000
PART III. TBST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.3318 1.0000
NESTED CLADE -23.1353 0.3318 1.0000

PERMUTATION AHALYSIS OF Clade 2-3
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 4.5500

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.8052

PART II. GECGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-3 18 54'18" -93 58'44"

1-32 19 25'1e" -94 14°'55"

1-24 17 57'33" -93 29'04"

CLADE 1-32 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DPISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 485.7992 1.0000 0.1000
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NESTED CLADE 456 .5443 1.0000 0.1000

CLADE 1-24 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 218.5700 0.7118 0.3882
NESTED CLADE 275.4140 0.1000 1.0000

PART III. TEST CF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 267.2292 0.4798 0.6202
NESTED CLADE 221.1303 1.0000 0.1000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 2-4
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGEHNCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000

THE PROBABILITY COF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-4 18 24'49" -88 10'11"

1-16 20 29'00" -87 42'00"

1-17 17 38'15" -58 20'45"

CLADE 1-16 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 235.1263 0.6738 0.6580

CLADE 1-17 {Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PRCB. >=
WITHIN CLADE 413.1577 0.6580 0.6738
NESTED CLADE 371.0017 0.6580 0.6738

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE -413.15%77 0.6738 0.6580
NESTED CLADE -135.8754 Cc.6738 0.6580

PERMUTATION AMALYSIS OF Clade 2-5
BASED ON 5000 RESAMPLES
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PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC =

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

2.0000

OR BEQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CEMTERS
Clade 2-5
1-22
1-23

CLADE 1-22 (Interior

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
HESTED CLADE

CLADE 1-23 (Tip)

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

LATITUDE
le 22'12"
20 29'00"
10 11'e0C"

)
DISTANCE
0.0000
457.5009

DISTANCE
0.0000
686.2942

LONGITUDE
-57 54'48"
-97 42'00"
-98 14'00"

PROB. <=
1.0000
0.5058

PROB. <=
1.0000
1.0000

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLRADES:

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

PERMUTATION ANALYSIS

I-T DISTANCE
0.0000
-228.7933

OF Clade 2-7

BASED ON 5000 RESAMPLES

PROB. <=
1.0000
0.5058

PART I. PERMUTATICHAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUAR

THE PROBAEILITY COF A RANDCM CHI-SQUARE BEING GREATER THA&N

E STATISTIC =

2.0000

PROB. >=
1.0000
1.0000

PROB. >=
1.0000
0.5058

PROB.>=
1.0000
1.0000

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS
Clagde 2-7
1-13
1-14

LATITUDE
17 38'15"
20 07'00"
10 11's0"

LONGITUDE

-98 20'45"
-98 23'00"
-98 14'00"

Diversificacidn de Procarmbarnus (Vilalobosus) Hobbs, 1972
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CLADE 1-13 (Tip!}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB . <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 275.4377 0.5058 1.0000

CLADE 1-14 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE B26.3175 1.0000 0.5058

PART III. TEST CF INTERICR ¥S. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PRCOB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 550.8798 1.0000 0.5058

PERMUTATION AMALYSIS OF Clade 2-15
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATICHAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 2.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE AMALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-15 20 17707" -g7 15'51"

1-2 20 08r12" -96 56'15"

1-3 20 25700" -97 42'00"

CLADE 1-2 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PRCB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 37.8547 0.5058 1.0000

CLADE 1-3 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB . <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 50.4273 1.0000 0.5058

PART III. TEST OF INTERICR ¥S. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PRCB. <= PROB. >=

WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000

NESTED CLADE -12.5725 00,5058 1.0000
Diversificackon de Procambans (Vilaiobosus) Hobbs, 1972 140

{Crustaceq: Decapoda: Cambaridae)




Capitulo 3. Estructura jer&rguica y diferenciacion genética

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 2-39
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATICHAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

CR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.3318

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 2-39 16 oc'oz" -98 1s61'23"

1-11 10 11'e0™ -98 14'00"

1-12 20 21'04nm -8 18'11"

CLADE 1-11 {Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB . <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 644 .4044 1.0000 0.3318

CLADE 1-12 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.3318 1.0000
NESTED CLADE 483.3028 0.3318 1.0000

PART III. TEST OF INTERICR ¥S. TIP CLADES:

TYPE OF DISTAMCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.3318 1.0000
NESTED CLADE -161.1016 0.3318 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-1
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:
OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 0.0000
OR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0000

|
THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN ‘

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANATYSIS:

GECOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LOHGITUDE
Clade 3-1 17 24'34" -97 32'190"
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2-13 10 11*'s0" -98 14'00"
2-14 20 20'o02" -58 22'09"
2-15 20 oB'iz2* -96 56'15"

CLADE 2-13 (Tip}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 804.4031 1.0000 0.3318

CLADE 2-14 (Tip}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 336.4782 0.6582 0.6722

CLADE 2-15 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PRCB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 305.4465 0.3302 1.00600

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PRCB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE -260.59941 0.3302 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-2
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

CBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 8.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.1602

PART IXI. GECGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-2 20 14'58" -97 50027

2-12 20 17'03" -97 44'00"

2-11 20 11'e0" -97 58'00"

2-8 20 12'15" -97 59'15"

CLADE 2-12 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 11.1661 0.2500 1.0000

CLADE 2-11 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
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NESTED CLADE 14.8911 0.5048 0.7462

CLADE 2-8 {Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PRCB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 0.15602 1.0000
NESTED CLADE 16.7843 1.0000 0.1602

PART IIXI. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.1602 1.0000
NESTED CLADE 4.5871 1.0000 0.0822

PERMUTATION AMALYSIS CF Clade 3-3
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARFE STATISTIC = 2.0000

THE PROBABILITY OF A RANDCOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GECGRAPHIC DISTANCE AMALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-3 20 12'03" -97 58'14"

2-10 20 12'15" -97 59'15"

2-9 20 11'60" -97 58'00"

CLADE 2-10 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 1.8170 1.0000 0.5058

CLADE 2-9 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 0.4038 0.5058 1.0000

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PRCB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE -1.4132 0.5058 1.0000

PERMUTATION AMNALYSIS OF Clade 3-4
BASED ON 5000 RESAMPLES
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PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 2.4000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR BQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART 1II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-4 16 50'07" -97 58'58™"

2-39 18 05'45" -97 55'58"

2-6 i0 11'se0" -98 14'00"

CLADE 2-39 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 356.6053 0.3286 1.0000
NESTED CLADE 444 .1179 0.328B6 1.0000

CLADE 2-6 ({Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
KNESTED CLADE 737.6128 1.0000 0.3286

PART III. TEST OF INTERIOR V5. TIP CLADES:

TYPE CF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE -356.6053 1.0000 0.3286
NESTED CLADE 283 .495¢0 1.0000 0.3286

PERMUTATICN AMALYSIS OF Clade 3-5
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 0.8333

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANATLYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-S5 18 05'13" -S8 14'38"
2-7 17 38'15" -88 20'45"
2-4 18 24'49" -8 10°'11"
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CLADE 2-7 (Tip)

TYPE CF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB . >=
WITHIN CLADE 413.1577 0.8054 0.5888
NESTED CLADE 388.5119 0.7068 0.6514

CLADE 2-4 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 333.9448 0.6914 0.7068
NESTED CLADE 356.8077 0.6914 0.7068

PART III. TBST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE -79.2128 0.5888 0.8094
NESTED CLADE -31.7042 0.6914 0.7068

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 2-6
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATICHAL CONTINGENCY TEST:
OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 59.7024
THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0158

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANATLYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-6 15 05'15" -85 03'30"

2-16 20 23'05" -98 18'11"

2-3 18 54'is8" -93 58'44"

2-5 16 22'1i2" -97 54'48"

2-2 20 29'02" -98 08'4z2"

2-1 18 29'11*" -93 08'57"

CLADE 2-16 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 © 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 368.5916 0.5852 0.4734

CLADE 2-3 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PRCB.>=
WITHIN CLADE 418.4983 0.7774 0.2226
NESTED CLADE 422.8467 0.6768 0.3232

CLADE 2-5 {(Tip}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=

WITHIN CLADE 549.0182 1.0000 0.0064

NESTED CLADE 607.7987 0.9628 0.0436
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CLADE 2-2 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 30.8471 0.1334 0.871s6
NESTED CLADE 358.2702 0.4188 0.5826

CLADE 2-1 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 282.359% 0.3438 0.6572
KNESTED CLADE 377.0945 0.4620 0.5390

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 186.4566 0.6368 0.3632
NESTED CLADE 6.1088 0.5380 0.4620

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-7
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATICONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000

THE PRCBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-7 20 17420 -98 12'53"

2-17 20 20'35" -98 20704"~

2-18 20 12'15" -97 59°'15*

CLADE 2-17 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 3.5636 0.3302 1.0000
NESTED CLADE 13.7333 0.3302 1.0000

CLADE 2-18 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 25.749% 1.0000 0.3302

NO INTERIOR/TIP CLADES EXIST IN THIS GROUP

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-9
BASED ON 5000 RESAMPLES
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PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC =

3.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.3318
PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS
Clade 3-9

CLADE 2-22 (Interior

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

CLADE 2-23 (Tip)

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

LATITUDE
20 0o0r11"
20 00*14"
20 00f10"

)
DISTANCE
0.0000
0.1133

DISTANCE
0.0000
0.0378

LONGITUDE
-97 31'04"
-97 31°02"
-97 31'05"

PROB. <=
1.0000
1.0000

PROB . <=
0.3318
0.3318

PART IIT. TEST OF INTERIOR ¥S. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-10

I-T DISTANCE
0.0000
0.0755

BASED ON 5000 RESAMPLES

PROB. <=
1.0000
1.0000

PART I. PERMUTATIOHAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUAR

E STATISTIC =

14.8750

PROB.>=
1.0000
0.3318

PROB.>=
1.0000
1.0000

PROB. >=
0.3318
0.3318

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.4364

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS
Clade 3-10C
2-27
2-28
2-26

CLADE 2-27 (Tip)
TYPE OF DISTANCE

LATITUDE
20 17'42"
19 45'02"
is 45'02"
20 22'54"

DISTANCE

LONGITUDE
-38 06'55"
-97 23'04"
-97 23'04°"
-98 14'51"

PROB. <=

PROB. >=
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WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
KESTED CLADE 92.9113 1.0000 0.1974

CLADE 2-28 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.1880 1.0000
NESTED CLADE 92.9113 1.0000 0.0300

CLADE 2-26 {(Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 30.8837 0.008B2 0.9946
NESTED CLADE 40.9275 0.0028 1.0000

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 30.8837 0.3832 0.61596
NESTED CLADE -51.9837 0.0028 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-14
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 4.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

CR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 3-14 20 32'23”" -58 23'1le"

2-32 20 32'01" -88 24'01"

2-33 20 33'00" -98 21's0"

2-34 20 33'00" -98 21'é60"

2-31 20 33'00" -98 21'se0"

CLADE 2-32 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 1.4783 0.2500 1.0000

CLADE 2-33 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 2.,4637 1.0000 0.7462

CLADE 2-34 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.00800
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NESTED CLADE

CLADE 2-31 (Tip}

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

PART III. TEST OF
TYPE OF DISTANCE

WITHIN CLADE
NESTED CLADE

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 3-18

2.4637

DISTANCE
0.0000
2.4637

1.0000

PROB.<=
1.0000
1.0000

INTERIOR VS. TIP CLADES:

I-T DISTANCE
0.0000
0.3285

BASED ON 5000 RESAMPLES

PROB.<=
1.0000
1.0000

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC

2.0000

0.7506

PROB. >=
1.0000
0.7532

PRCB. >=
1.0000
0.7462

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE
Clade 3-18 20 11’247

2-37 20 07'00"

2-38 20 2%'00"

CLADE 2-37 (Tip)
TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

CLADR 2-38 (Tip)
TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

NO INTERIOR/TIP CLADES EXIST IN THIS

PERMUTATION AMNALYSIS OF Clade 4-1

DISTANCE
0.0000
l6.4166

DISTANCE
0.0000C
65.6081

BASED ON 5000 RESAMPLES

LONGITUDE
-98 14°748"
-98 23'G60O"
-97 42'00"

PROB. <=
i.0000
0.5058

PROB. <=
1.0000
1.0000

GROUP

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC

17.0250

PROB. >=
1.0000
1.0000

PROB. >=
1.0000
0.5058

Diversificacion de Procambarus (VRialobosus) Hoblos, 1972
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THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.2466

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 4-1 17 46%42" -58 00'le"

3-1 18 18'48" -57 35'03"

3-4 16 50707" -97 58'58"7

3-5 18 05'13" -58 14'38"

CLADE 3-1 (Tip}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 360.1334 0.5068 0.4598
NESTED CLADE 355.4685 0.4506 0.5160

CLADE 3-4 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITEIN CLADE 493.0337 0.7174 0.2844
NESTED CLADE 458.7400 0.7034 0.2584

CLADE 3-5 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROE.>=
WITHIN CLADE 370.1569 0.4358 0.5720
NESTED CLADE 390.9567 0.4154 0.5924

PART III. TBST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PRCB.>=
WITHIN CLADE -69.7167 0.3672 0.6330
NESTED CLADE -44.0347 0.4110 0.5852

PERMUTATION AMALYSIS OF Clade 4-2
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 0.7500

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE AMALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 4-2 20 14'12" -97 harlin
3-2 20 14'58" -97 50020
3-3 20 12'03n" -97 58'14"
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CLADE 3-2 (Tip)
TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

CLADE 3-3 (Interior}
TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

DISTANCE
12.9725
13.6170

DISTANCE
0.6607
11.2454

PROB.<=
0.8014
0.39358

PRCOB.<=
0.6656
0.4670

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

PERMUTATION ANALYSIS

I-T DISTANCE
-12.3118
-2.3676

OF Clade 4-3

BASED ON 5000 RESAMPLES

PROB. <=
0.6014
0.4670

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUAR

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

E STATISTIC =

14.7712

PROB. >=
0.6014
0.467%0

PROB. >=
0.7372
0.9358

PROB. >=
0.8014
0.9358

OR BQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.4970

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANATYSIS:

GECGRAPHICAIL CENTERS
Clade 4-3
3-6
3-7

CLADE 3-6 {Interior)

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

CLADE 3-7 (Tip)
TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

LATITUDE
19 07'41"
19 05'15"
20 17'42"

DISTANCE
402 .0506
400.,4477

DISTANCE
17.8769
344.,3711

LONGITUDE
-95 05'51"
-95 03'30"
-88 12'53"

PROB. <=
0.4636
0.3928

PROB.<=
0.1260
0.3486

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE
WITHIN CLADE
NESTED CLADE

I-T DISTANCE
384.1737
56.0766

PROB. <=
0.8626
0.5620

PROB.>=
0.5406
0.6114

PROB. >=
0.8782
0.6556

PROB.>=
0.1416
0.4422

Biversficacion de Procambarus (Vilaiobasus) Hobbs, 1972
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PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 4-6
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGEMNCY TEST:

OCESERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 0.3125

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE COBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 4-5 20 32*29" -98 23'07"

3-14 20 32723" -98 23'1s6"

3-16 20 33'00" -98 217e0"

CLADE 3-14 (Tip}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 1.8478 1.0000 0.8008
NESTED CLADE 1.9163 0.8008 1.0000

CLADE 3-16 {Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
NESTED CLADE 2.1900 1.0000 0.8008

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE -1.8478 0.8008 1.0000
NESTED CLADE 0.2737 1.0000 0.8008

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 4-7
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 3.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

CR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 1.0000

PART II. GECGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 4-7 20 26'48" -98 25'38"
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3-17 20 46'03" -98 39'11"
3-18 20 11'24a" -98 14'48"

CLADE 3-17 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 1.0000 1.0000
KESTED CLADE 42.6781 0.6580 0.6738

CLADE 3-18 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 26,2549 0.3318 1.0000
NESTED CLADE 44 .7164 0.6738 0.6580

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE -26.2549 1.0000 0.3318
NESTED CLADE -2.0383 0.6580 0.6738

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 4-8
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATICNAL CONTINGENCY TEST:
OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 5.0000
THE PROBABILITY CF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.1522

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE AMNALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 4-8 19 55'18" -97 33'41"

3-8 19 5g'o8" -7 37'09"

3-9 20 00'11" -97 31'04"

CLADE 3-8 (Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PROB. >=
WITHIN CLADE 0.0000 0.1922 1.0000
NESTED CLADE 6.4220 1.0000 0.098%

CLADE 3-9 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0566 0.0986 1.0000
NESTED CLADE 4.8162 0.0986 1.0000

PART IXII. TEST CF INTERIOR V5. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PRCB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE -0.0566 0.3918 0.7068
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NESTED CLADE 1.6058 1.0000 0.0586

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 5-1
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:
OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 16.4286
THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0132

PART II. GECGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 5-1 18 41'44" -97 57'41*"

4-2 20 141'12" -97 52'11"

4-1 17 33'58" -98 01'42"

CLADE 4-2 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 12.9%969 0.0008 0.5952
NESTED CLADE 171.8899 0.0516 0.9484

CLADE 4-1 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 432 .4464 0.8780 0.0220
NESTED CLADE 375.3834 0.9776 0.0224

PART III. TEST OF INTERIOR V5. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PRCB. >=
WITHIN CLADE 419.448S5 0.5886 0.0114
NESTED CLADE 203.4935 0.8776 0.0224

PERMUTATION AMAILYSIS OF Clade 5-2
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIOHAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 0.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE CBSERVED CHI-SQUARE = 0.0000

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE AMALYSIS:
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GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 5-2 20 13'22" -97 57'45".

4-4 19 52'09" -97 13'01™

4-5 20 17'42" -98 06755"

CLADE 4-4 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 0.1652 1.0000
NESTED CLADE 87.1715 1.0000 0.0034

CLADE 4-5 {Interior;}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PRCB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 48.9023 0.0034 1.0000
NESTED CLADE 56.0682 0.0034 1.0000

PART III. TBST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 48.9023 0.5494 0.4540
NESTED CLADE -31.1033 0.0034 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 5-3
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 8.0000

THE PROBABILITY OF & RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0750

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 5-3 20 25719" -%8 24'31"

4-6 20 32*'27" -58 23r'07"

4-7 20 26'48" -58 253"

CLADE 4-6 ({Interior)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 1.5467 0.0210 1.0000
NESTED CLADE 6.4249 0.0210 1.0000

CLADE 4-7 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 43 .8105 1.0000 0.0210
NESTED CLADE 44,4035 1.0000 0.0210

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:
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TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE -41.8638 0.0210 1.0000
NESTED CLADE -37.9786 0.0210 1.0000

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 5-4
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 25.0000

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0244

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 5-4 15 17'45" -85 37'54"

4-3 1% 07'41°" -55 09'51"

4-8 1% 59718" -97 33'41"

CLADE 4-3 {Interior)

TYPE CF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PRCB. >=
WITHIN CLADE 368.5709 0.8992 0.0008
NESTED CLADE 350.2239 0.9954 0.00086

CLADE 4-8 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB.<= PRCB. >=
WITHIN CLADE 5.5044 0.0012 0.5988
NESTED CLADE 216.0739 0.0106 0.9854

PART III. TEST OF INTERIOR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 393.0665 1.0000 0.0000
NESTED CLADE 174.1500 0.9962 0.0038

PERMUTATICN ANALYSIS OF Clade 6-1
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 25.8975

THE PROBABILITY OF A RANDCM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN
OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0578
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PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 6-1 19 07'05" -96 22725"

5-1 18 44'32" -97 56'35"

5-4 1% 17'45" -95 37'54"

CLADE 5-1 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 283.8258 G.3000 0.7000
NESTED CLADE 321.6040 0.4136 0.5864

CLADE 5-4 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 356.2513 0.6094 0.390e6
NESTED CLADE 342.0576 0.5402 0.4598

NO INTERIOR/TIP CLADES EXIST IN THIS GROUP

PERMUTATION ANALYSIS OF Clade 6-2
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 23.1632

THE PROBABILITY OF A RANDCM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TC THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.0022

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GECGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Clade 6-2 20 15'51" -98 08'06"

5-2 20 12753" -97 55*59"

5-3 20 28°'1%"* -98 24'31"

CLADE 5-2 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PRCB. >=
WITHIN CLADE 63.0464 0.9598 0.0402
NESTED CLADE 60.3698 0.5274 0.0726

CLADE 5-3 (Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 27.5241 0.0792 0.9208
NESTED CLADE 45.1366 0.1564 0.B036

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:
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TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB. <= PRCOB. >=
WITHIN CLADE -35.5223 0.0718 0.9282
NESTED CLADE -15.2332 0.1558 0.8442

PERMUTATION ANATLYSIS OF Total Cladcgram
BASED ON 5000 RESAMPLES

PART I. PERMUTATIONAL CONTINGENCY TEST:

OBSERVED CHI-SQUARE STATISTIC = 70.5521

THE PROBABILITY OF A RANDOM CHI-SQUARE BEING GREATER THAN

OR EQUAL TO THE OBSERVED CHI-SQUARE = 0.1800

PART II. GEOGRAPHIC DISTANCE ANALYSIS:

GEOGRAPHICAL CENTERS LATITUDE LONGITUDE
Total Cladogram 19 33'50" -97 01'31"
6-1 19 07'33" -96 23'09"

6-2 20 19'52" -98 Q0g'40Q"

6-3 20 12'15" -97 59'15"

CLADE 6-1 {Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB. >=
WITHIN CLADE 334.1911 0.9816 0.0184
NESTED CLADE 295.8%45 0.9734 0.0266

CLADE 6-2 {Interior}

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 52.3723 0.0028 0.59972
NESTED CLADE 145.5842 0.0128 0.8872

CLADE 6-3 (Tip)

TYPE OF DISTANCE DISTANCE PROB. <= PROB.>=
WITHIN CLADE 0.0000 0.0450 1.0000
NESTED CLADE 123.1383 0.3082 0.7010

PART III. TEST OF INTERICR VS. TIP CLADES:

TYPE OF DISTANCE I-T DISTANCE PROB.<= PROB.>=
WITHIN CLADE -267.8942 0.0066 0.9934
NESTED CLADE -143.1122 0.01%0 0.9810

** ANALYSIS FINISHED **
It took 6.2190 seconds.
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CAPITULO 4. DESCRIPCION DE HISTORIAS DE VIDA

La teoria de historia de vida esta directamente vinculada con la seleccion
natural, la adecuacién, la adaptacion y la coaccion, Contribuye al
pensamiento evolutivo con el andlisis de las causas fenofipicas de
variacion en la adecuacidn y expone la marcada tensidén entre la
adaptacion y la coaccidn. Esta feoria se considera necesaria para
entender la accién de la seleccion natural, un elemento central de la
evolucidn y comprender cdmo otros elemenfos centrales, como Ia
variacion genética, seran expresados. La evolucion de las caracteristicas
de historia de vida y sus plasticidades, detemmina la dindmica de Ia
poblacion de especies interactuantes; su andlisis se centra en la variacion
fenotipica que produce la seleccidn, la expresidn de la variacion genética
que capdacita una respuesta a la seleccidon y la coaccidn de lingjes
especificos con los cudles interactGa la seleccidn para producir la
diversidad observada de historias de vida (Steams, 1992).

Para que ocurra la seleccidn natural se requieren dos condiciones: una
genotipica y una fenolipica. La primera implica que la varabilidad
heredable para la caracteristica en cuestion determina si habrd una
respuesta a la seleccidon. La segundaq, que los individuos deben variar en la
adecuacién, dado que esa varacion enfre los individuos es la seleccion
natural, Estas condiciones se complementan entre si. La teoria de historia
de vida analiza qué causa las diferencias en la adecuacion enfre
diferentes historias de vida, mientras que la genética de poblaciones
anadliza las consecuencias que esas diferencias en adecuacion tienen

sobre las frecuencias de genes (Stearns, 1992).

Debido a que los acociles son poiguilotérmicos, es probable que la

tfemperatura sea el factor primario de influencia sobre algunos eventos de
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su historia de vida (Richards et al, 1996; Whitmore y Huryn, 1999). Se ha
observado, por ejemplo, que la temperatura del agua puede explicar
bajas tasas de crecimiento (Belchier et al, 1998) o las diferencias
estacionales en el fiempo de la primera muda del macho, fiempo que
varia también geograficamente y de acuerdo al habitat (Richards et al.,
1996). Momot (1984) observd que los acociles de altas latifudes o alfitudes
en regiones templadas generalmente viven mas tiempo y maduran mas
tarde que aquellos en climas cdlidos, debido a los largos periodos en que
la femperatura es bagja incluso para el crecimiento y desamollo. Se ha
documentado que la plasticidad de las historias de vida existe
bdsicamente por las caracteristicas ambientales de los sitios en donde
viven los diferentes animales, lo cual no excluye a los acociles y como éste
es un rasgo gque permite conocer el papel de |a seleccidn natural sobre las
historias de vida, en el presente capitulo se muestra cdmo las condiciones
ambientales de cada amoyo y rio, ademdas de ser especificas para el
subgénero e influir en la dindmica poblacional de tas diferentes especies,
también detemmina la variacion de algunas caracteristicas de historia de

vida como la talla y el nUmero de los huevos de las diferentes especies.
Hipotesis

o FEl pairdn de la variacidn de ia historia de vida en el subgénero
Villalobosus puede ser interpretado en términos de diferencias en la
talla y nimero de huevos, asi como la talla en la madurez.

e La tdlla y el nUmero de huevos asi como fa talla en la madurez son
caracteristicas que actian como mecanismo de especializacion vy
adaptacién de las especies a un cierto régimen de temperaturq,

deteminando su diversificacion.
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Método

Se redlizaron recolectas de las diferentes especies de acociles del
subgénero Villalobosus en 23 localidades (Ver tabla 4.1), durante los meses
de noviembre—diciembre de 2002; y febrero-marzo, mayo-junio y agosto-
sepfiiembre de 2003, con la findlidad de obtener registros de la presencia
de hembras ovigeras. Los organismos fueron capturados utilizando redes
de acuario, pequenas frampas con pollo o pescade como cebo, o bien,
manualimente. Algunos ejemplares se mantuvieron vivos en condiciones de
laboratorio y otros fueron conservados en alcohol al 70% y sexados. La
identificacion se basé en las claves sugeridas por Villalobos (1955), Hobbs
(1972) y Hobbs (1989). Durante cada recolecta se consideraron las

siguientes caracteristicas de historia de vida:

o Talla total y talla del caparazdn de los machos
o Tdlla total y talla del caparazdén de las hembras
« Numero y tamano de los huevos

¢ Tempordlidad de eventos reproductivos

Con el objeto de relacionaro con las caracteristicas referidas, durante
cada periodo se cuantificaron los valores de oxigeno disueito, salinidad y
tfemperatura del agua al momento de la recolecta con un oximetro YSI
modelo 5100 (+0.01 mg/l; +0.01%; +0.01°C); e pH se midid con papel
indicador marca Whatman; la profundidad con una sondaleza y la
velocidad de la corriente con un correntimetro General Oceanics Modelo
2035-MK Il (+0.2 m/s). La altitud se midié con un aliimetro de pulso marca
Casio con precision de +5 m y se ulilizaron dos geoposicionadores, Garmin
GPS 45XL y Magellan GPS 315 (+0.0017), para ubicar la iatitud y longitud de
los sitios de colecta. La busqueda de relaciones entre las variables se
efectud aplicando el andlisis estadistico de regresién lineal simple con los

datos como lo sugieren Sokal y RohlIf (1981). Mediante un andlisis de
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regresion mdltiple utilizando el método de paso a paso de acuerdo con
Sokal y RohlIf (1981), se estimaron las relaciones entre las caracteristicas de
historia de vida y las propiedades de los adultos y la relacion de éstos con
respecio a las variables ambientales. Adicionalmente se midieron los
valores de dlcalinidad a fravés de la conceniracion de CaCOs y se estimd
la canfidad de materia orgdnica en sedimento para cada sitio de
muestreo, con la finalidad de readlizar un andilisis de la estructura del habitat
de estas especies y su relacidn con las historias de vida. Un andlisis de
cluster (k-means clustering) se Vefec’rué con objeto de visudlizar los sitios
conformando los diferentes tipos de habitat posibles para las especies del
subgénero Villalobosus y aquéllos para las especies del subgénero
Ortmannicus como grupo externo. Ambos andlisis se implementaron
mediante el programa Statistica (StatSoft, inc., 1998)

Resultados

a) Se efectuaron recolectas durante los meses de noviembre y diciembre
de 2002; y en febrero, marzo, mayo, junio, agosto y septiembre de 2003 en
los diversos sifios en que habitan las especies involucradas en este estudio,
obteniendo datos de las variables abidticas y morfométricas (Ver detalles
en Tabla 4.1). Los valores de estas dltimas son ilustrados mediante
histogramas de frecuencia (Fig. 4.1 — 4.5), sdlo con el objeto de mostrar en
qué etapa de crecimiento se encueniran los organismos capturados vy
suponer la temporada del ano en que se esperara encontrar hembras
ovadas. Esto es, en el periodo de noviembre-diciembre se observd el
mayor numero de copulas in situ; en febrero-marzo se enconifraron
hembras ovadas para la mayorna de las especies y se observaron cépulas y
obtuvieron hembras ovadas en condiciones de laboratorio; durante
agosto-septiembre la incidencia de hembras con juveniles adheridos a los
pledpodos o en vida libre aumentd (Tabla 4.2).
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Fig. 4.5. Histogramas de frecuencla de peso, talla total y talla del cefalotérax de acoclles de las localldades de
A, Tenango de las Flores, Pue. (Bosque) y B, Xochltldn, Pue.
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Tabla 4.2. Eventos reproductivos e incidencia de hembras ovadas de las especies

en estudio.
Especie Nov-Dic 2002 Febb-Mar 2003 Ago-Sep 2003
No se encontraren Primeros indicics de Se encontraron las
hembras ovadas ovopcsicion en primeras hembras
condicicnes de ovadas y hembras con
laboratoro crios rectén eclostonados.
P. (O.) hidalgoensis Cdépulas Copulas
cbservadas observadas en
Insitu; 4 laboraterio
en cautiveric 1
P. (V.) rojai Copulas Total: 128 huevos
cbservadas en Diametro del
cautiverio 2 huevo:
Promedio: 2.37 mm
M&ximo: 2.60 mm
Minimo: 2.20 mm
P. erichsoni Total: 86 huevos
Diametro del
huevo:
Promedio:2.58 mm
Mé&dmo:2.80 mm
Minimo: 2.40 mm
P. hoffmanni Longitud total del

juvenil:

Promedio: 2.12 mm
Maximo: ¢.50 mm
Minimo: 2.00 mm
Longitud cefalotdrax
del juvenil:
Promedio: 4.08 mm
Maximo: 4.50 mm
Minimo: 3.20 mm

Asimismo, en el andlisis de fos huevos registrados para estas especies se
encontré que existen diferencias significativas entre Ias tallas y el ndmero
de huevos entre las diferentes especies y que los huevos son mds grandes y
en menor numero en las especies que habitan los rios y amoyos con mayor
altitud en comparacién con las que habitan sitios mas bajos. Lo anterior, de
acuerdo con el andlisis de varianza en la comparacion de medias (ANOVA
F= 197.66 P=<0.05), como se puede ver al cotejar el dimetro de los huevos

para ias especies graficadas en las figs. 4.6y 4.7,
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Fig. 4.6 Comparacion de promedio del di@dmetro de los huevos de las
especies mencionadas.
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Fig. 4.7 Grafica de comparacion de los valores del didmetro de los huevos
de los acociles.

De acuerdo con el andlisis de Fisher y el procedimiento de la diferencia
significativa minima, las especies que habitan en altitudes similares no son
estadisticamente diferentes como ocurre con especies de subgéneros
distintos, es decir P. (O.) hidalgoensis (n= 76 x= 2.62mm) y P. (V.) erichsoni
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(n= 86 x= 2.58 mm), pero cabe senalar que P. hidalgoensis habita arroyos
muy similares en caracteristicas ambientales a los registrados para las
especies del subgénero Villalobosus. Sin embargo, conforme los acociles
habitan en sitios con alfitudes menores el tamano de los huevos disminuye
y aumenta su ndmero, como sucede con P. riojai (n= 123 x=2.37 mm) y P.
hoffmanni (n= 137 x=2.36 mm).

) Con base en los datos ambientales y biométricos de los cuatro periodos,
se redlizd un andlisis de regresion mdlfiple para encontrar las variables
ambientales que estdn determinando el incremento del peso, la talla total
o talla del caparazén. En los tres casos, talla del cefalotérax, peso vy talla
total, los resultados sugieren a la temperatura del agua como la funcidén

comun que predice las variaciones morfométricas.

Para la variable peso de los acociles andlizados en este trabajo, las
principales variables ambientales son: oxigeno disuelfo, salinidad (por sus
valores baqjos), temperatura y profundidad, existiendo una influencia
aungue no significativa del resto de las variables (Peso = -3.0252+ 0.666*0OD
+ 0.560*Sdlinidad + 0.145*Temperatura + 0.042*Profundidad + 0.38*Vel.
Corfiente - 0.01*CaCOs - 0.01%*OD - 0.16*pH - 0.31*MO, 2= 0.9927), fig.
4.8.

Obgarvacion

Fig. 4.8. Regresion multiple entre el peso vy las variables ambientales.
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Asimismo, para la variable talla total, el andlisis demostrd que las variables
ambientales con mayor relacién son: oxigeno disuelto, profundidad vy
temperatura; en este andlisis la variable menos significativa fue la
velocidad de Ila cormiente (Idlla fotal = 97822 + 287*CD +
0.330*Profundidad + 0.311*Temperatura + 0.138*%0D -0.14*CaCOs; -
0.21*"MC - 0.24*pH -5.20*Salinidad - 5.5*Vel. Comente, 12 = 0.82299%), fig.
49,

Observacién

Prediccidn

Fig. 4.9. Regresion multiple entre Ia talla total y las varables ambientales.

En el andlisis de la talla del caparazdn, se encontrd que las principales
variables ambientales son el oxigeno disuelto, la temperatura y la
profundidad; sin embargo, en este andilisis el coeficiente de correlacion fue
menor al enconfrado en los anteriores resultados (Talla del caparazdn
165457 + 652*0OD + 0.635*Temperatura  + 0.191*Profundidad +
1.63*salinidad + 0.113*CaCOs - 0.16*'MO - 0.39*pH - 4.0*Vel. Coriente
4.2%*0OD, r2= 0.5818 %), fig. 4.10.
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Observacién

Fig. 4.10. Regresidn multiple entre la talla del caparazén y las variables

ambientales.

c) La figura 4.1 1A ilustra resultados del primer pericdo de recolecta, donde
se observan fres grupos: el primero conformado por las localidades donde
habitan las especies del subgénero Villalobosus (Atezca, Calndl,
Xochicoatidn, Chalma, Atlapexco, San Cormnelio, Tenango de Doriq, El Salto
y Chichicaxtle, en Hidalgo; Necaxa, Tenango de las Flores, Cuetzalan,
Chignautla y Xochitidn, en Puebla; La Unién, Paso Largo 1, Tlapacoyan y
Dejigui, en Veracruz) y dos mas incluyendo aquelios sitios donde habitan
dos especies del subgénero Orfmannicus (Aflapexco y Tlanchinol). La
figura 4.11B muestra los resultados del segundo periodo de recolectq,
donde se observan tres grupos: el primero conformado por las localidades
donde habitan las especies del subgénero Villalobosus (Atezca, Calnali,
Xochicoatldn, Chalma, Allapexco, San Comelio, Tenango de Doriq, E! Salto
y Chichicaxtle, en Hidalgo;, Necaxa, Tenango de las Flores, Cuetzalan,
Chignaufla y Xochitian, en Puebla; La Unidn, Paso Largo 1, Tlapacoyan y
Dejigui, en Veracruz) y dos mas incluyendo aquellos sitios donde habitan
dos especies del subgénero Ortmannicus (Atlapexco y Paso Largo 1) y una
locdlidad para el subgénero Viflaiobosus (Chignautla). En este caso, el
grupo conformado por 1os sitios de Villalobosus incluye una localidad del

grupo externo, Tlanchinol, Hgo. En |a figura 4.11C se agprecia la agrupacion

Diversificacion de Procambarus (Vilatobosus)y Hobbs, 1972 172
(Crustacea: Decapoda: Cambaidae)



Capitulo 4. Bescripdidn de historias de vida

de locdlidades para el tercer pernodo de recolectq, donde se observan
tres grupos conformados por las localidades donde habitan las especies
del subgénero Villalobosus y asociados a ellas aquellos sitios donde habitan
especies del subgénero Ortmannicus (Aflapexco, Tlanchinol y Paso Largo
D. La figura 4110 muestra la agrupacién de localidades para el cuarto
periodo de recolecta, donde se observan cuatro grupos: dos grupos
conformados por las localidades donde habitan las especies del
subgénero Villalobosus (Chignautia, Pue., Atezca, Calnadli, Xochicoatian y
Chalma en Hidalgo; Atlapexco, San Comelio, Tenango de Doria, El Salto y
Chichicaxtle, Hgo.. Necaxa, Tenango de las Flores, Cuetzalan, y Xochitidn,
Pue., La Unién, Tlapacoyan y Dejigui, en Veracruz. Aquellos sitios donde
habitan especies del subgénero Orfmannicus (Aflapexco, Tlanchinol y Paso
Largo 1) nuevamente gparecen en distintas asociaciones dentro de uno

de los grupos del subgénero Villalobosus.
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Fig. 4.11. Andlisis de cluster de localidades con base en datos de variables
ambientales, de los cuatro periodos de muestreo. A, noviembre-diciembre de
2002; B, febrero-marzo; C, mayo-junio; D; agosto septiembre [B-D, 2003).
Locdlidades para Villalobosus s locadlidades para Crtmannicus s

Partiendo de los resuliados del andlisis anterior, se efectud un andlisis de
cluster usando la técnica de agrupamiento con base en valores promedio
(K-means clustering), con objeto de producir un nimero de clusters
diferentes con la mayor distincidn posible, permitiendo inferir los posibles
tipos de hdbitat para las especies del subgénero Villalobosus. De acuerdo
con la figura 4.12, podemos definir que existen 2 tipos de hdbitat
especificos para el subgénero Villalobosus: uno que comprende los sitios
Atezca, Chalma, Cainali, Xochicoatlan y San Cornelio, en Hidalgo (Figs.
4.12A y 4.13} y otro agregando a El Saito, Chichicaxtle y Tenango de Doriq,
en Hidalgo; a Necaxa, la Presa de Tenango de las Flores, La Unidén,

Xochitldn, Cuefzalan y Chichicazapan, en Puebla y finaimente al
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Manantial de Dejigui y Portezuelo, en Veracruz ({Figs. 4.12B y 4.13). El tercer
habitat incluye al arroyo de Tenango de las Flores, Pue., Atlapexco, Hgo. v
Paso Largo 1, Ver., donde habitan especies del subgénero Orfmannicus
(Figs. 4.12C vy 4.13). Los dos puntos no agrupados en la grafica y en el
mapa comresponden a las locdlidades de Tlanchinol, Hgo. y Chignautia,

Pue.

160
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m L
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40
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3 6 9 12 15 18 21 24

Localidades

Fig. 4.12. Resultados del andiisis “"k-means clustering” mostrando los dos tipos de
hdbitat estimados para el subgénero Villalobosus {A y B) y uno para el subgénero
Ortmannicus (C).

La posicidon de Tlanchinol, Hgo. y Chignautla, Pue. en algun tipo de hdbitat
es aun estadisticamente incierta. Aungue para el primero se esperarna su
agrupacidon en el hdbitat C, sus caracteristicas tienden a incorporarlo en el
hdbitat A, dado que se frata de un armroyo en medio de bosque de niebla,
muy similar al del resto de locdlidades de ese tipo de hdbitat del
subgénero Villalobosus y diferente a las caracteristicas del tipo de hdbitat

C, temperaturas cdlidas y rios de mayor caudal, donde habitan las
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especies del subgénero Ortmannicus. Chignautia, Pue. seria colocado en

el habitat B, pero su posicion es aun incierta.
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Fig. 4.13. Mapa mostrando los dos tipos de hdbitat para el subgénero Villalobosus y el hdbitat representativo del

subgénero Ortmannicus.
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Discusion

El territorio donde habitan los acociles del subgénero Villalobosus estd
drenado por una densa red fluvial que vierte al Golfo de México y puede
dividirse en cinco zonas de acuerdo con la cuenca hidrolégica de que se
frate. Se identifican dos épocas al ano, la tfemporada de lluvias y la de
secas. La dindmica ambiental que presentan los fios est@ en funcién del
régimen hidrologico que ocure en Ilas respectivas cuencas, Las
discrepancias en las agrupaciones de las localidades observadas en los
andlisis se afribuyen a los cambios en la dindmica de estos cuerpos de
agua provocados por el mayor afluente en Ia temporada de lluvias y la
desecacion en temporada de secas. Esto fue evidente en el periodo de
mayo-junio, durante el cuadl algunos amoyos y pozas se encontraban
tfotalmente secos, razén por la gue fueron excluidos del andlisis Fig. 4.11C).
La figura 4.14 muestra ejemplos de los sitios donde habitan las especies del
subgénero Villalobosus, que son mds confrastantes durante la época de
lluvias y secas. Sin embargo, ha sido evidente que existen dos tipos de
hdabitat para las especiles del subgénero Villalobosus y que las diferencias
entre ellos estdn marcadas por la dltifud, ia temperatura y la cantidad de
oxigeno disuelto en el aguq, pero aun estas variables presentan diferencias
reamente pequenas en comparacidon con las caracteristicas de los
hdabitats de ias especies del subgénero Ortmannicus que habitan en rios
con mayor corriente y temperatura y menor cantidad de oxigeno; o bien
hasta del subgénero Austrocambarus que habitan en sitios mas calidos con

temperaturas mayores, por armba de los 20°C (Mejia-Ortiz ef al.,, 2003).

Considero que las particulares condiciones ambientales han influido
fundamentalmente en la especidlizaciéon de los taxa del subgénero

Villalobosus. De acuerdo con las relaciones existentes entre las variaciones
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de los valores morfométricos vy las variables ambientales estudiadas aqui,
este subgénero tiene preferencia por un cierto tipo de habitat; las variables
gue determinan ese tipo de hdbitaf son el oxigeno disuelfo, 1a femperatura
y la profundidad del cuerpo de agua. En generdl, estos organismos habitan
en los nacimientos y las zonas de los rios en donde las corientes son de
poca intensidad, la temperatura es baja y Ias aguas son ricas en oxigeno
disuelto; asimismo, prefieren las zonas profundas mdas que someras, pues en
su constante buasqueda de alimento, se desplazan caminando por el lecho
del ro. Ha sido documentado para ofros grupos y 1o he observado para las
especies de este subgénero, que en sitios en donde 1a profundidad de los
cuerpos de agua se incrementa (mdas de 1.5 metros), estos animales
prefieren habitar la zona mads profunda, refugiGndose debagjo de las
piedras, entre la vegetacion o cavando refugios en el sedimenfo para
evitar la depredacion principalmente por peces (Stein y Magnuson, 1976;
Englund, 1999; Englund y Krupaq, 2000; Nysttdm, 2002). Debido a las
diferenfes pendientes y geomorfologia de la cuencaq, el flujo del agua es
bdsicamente turbulento, pero se toma laminar en las orillas de {os rios y
pequenos remansos, to que permite una menor inversion de energia por
parte de los acociles y ofros organismos acudticos relacionada con la
pemanencia o desplazamiento alrededor de su Gmbito hogareno. Esto
explicara la importancia, aunque en menor grado, de la velocidad de la
comiente mostrada por el andlisis. Sin embargo, como se ha mencionado,
el régimen hidrolégico (época de sequia v lluvias) es el principal regulador
de las diferentes actividades y procesos que estos organismaos presentan en
la regidén. Debido a que en su mayoria los acociles estudiados habitan en
las regiones mas altas, basicamente en los nacimientos de los rios, el efecto
de las cormientes gue se incrementan durante la época de lluvias afecta
primordialmente a los acociles juveniles, debido a su menor tallay peso y a

la ausencia en muchos casos de refugios, propiciando su dispersidn a lo
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largo del rio (Foster, 1993; Foster, 1995; Kutka et al., 1996; McMahon, 2002).
Razén por la cual no me ha sorprendido encontrar la mayor incidencia de
juveniles hacia el final de la época de lluvias, tiempo en que la
disponibilidad de dalimento consecuencia de la remocidn del sedimento

por el agua fambién asegura la sobrevivencia de |a prole.

Los acociles se han adaptado en diversas formas de acuerdo a las
condiciones ambientales gue ocurren en los lugares que han logrado
colonizar. Una primera adaptacion es su capacidad de pasar mucho
tiempo, incluso meses ante escasez de agua y respirar oxigeno atmosférico
(Huner y Lindqgvist, 1995). en algunos ambientes cavernicolas se ha
registrado que estos organismos presentan una disminucidon en su fasa
respiratoria efectiva como una respuesta a Ila disminucidn en Ia
concentracion de oxigeno y la escasez de dlimento, caracteristica de
estos ambientes (Mejia-Ortiz, 2003; Mejia-Ortiz vy Lopez-Mejia, 2005). Otra
adaptacion es su capacidad de soportar una amplia gama de
temperaturas (McMahon, 2002; Nystrom, 2002). Los habitos omnivoros de
los acociles les pemiten sobrevivir en lugares donde el dlimento llega a
escasear por tiempos prolongados, donde el detritus se convierte en su
principal fuente de energia. Por otro lado, su fuerte exocesqueleto y los
mecanismos infemos de regulacidon idnica que éstos y ofros decdpodos
han desamollado, les pemite sobrevivir a cambios bruscos en la
concentracion de sales; aunque se ha documentado que algunas
especies de acociles pueden habitar temporalmente ambientes estuarinos
con fines adlimenticios (Nysirdm, 2002), adn no hay evidencia de su
capacidad para reproducirse en tales condiciones. Los acociles que
habitan en dltitudes menores, no en zonas estuarinas pero cercanas a la
costa estdn expuestos probablemente a mayores cambios en la

composicién quimica del agua, varacion en la intensidad de la comiente v
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mayor depredacion. Una respuesta de estas poblaciones a tales
condiciones es la ovoposicion de un numero mayor de huevos de menor

tamano que garantice su sobrevivencia.

He visto en este estudio que los acociles habitando en zonas mas altas
donde las condiciones ecolégicas son distintas, el nimero de huevos
disminuye aumentando su densidad. Esto es interesante si consideramaos
que la clave para el éxito adaptativo en cambdridos, particulamente en
lingjes ancestrales durante la fransicién desde ambientes salinos y cdlidos
hacia ambientes de agua dulce mds frescos, pudo muy probablemente
haber sucedido con la naturaleza del huevo vy los primeros estadios larvales
mdas que con cambios en la morfologia adulta. Esta idea ha sido reforzada
al notar que los huevos, los estadios larvales y los primeros instars son
generalmente mas suscepfibles a variaciones dentro del ambiente tales
como fluctuaciones en el pH, la tfermperatura y la salinidad. Por o fanto, el
amplio rango en adaptaciones para la produccidon de huevos en

cambdridos provee una base para el éxito adaptativo (Payne, 1997).

En el caso del subgénero Villalobosus, pude deteminar dos tipos de
habitat para sus especies, uno que involucra localidades en la parte mas
alta sobre la vertiente de la Siera Madre Oriental y ofro de sitios de
altitudes menores, algunas cercanas a la costa. Aquellas especies que
habitan en las cabeceras de los rios, en climas frios, tienden a producir un
menor namero de huevos de mayor densidad, en comparacion con las
que habitan en sitios mdas cdlidos de dlfitudes menores. Lo que coincide
con la idea de que ante condiciones tales como la variacidon en los valores
ambientales o nufrimentales entre habitafs, densidad, depredacién o
estrés por contaminacidn, algunas especies pueden compensar 1as

fluctuaciones poblacionales gjustando su fecundidad (Momot, et al, 1978).
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Observé también variacion en la talla y nidmero de huevos entre especies
habitando un mismo tipo de hdbitat (entre altitudes altas), influida por
diferencias en la talla individual de los huevos producidos por cada
especie. Sin embargo, esta variaciéon es minima enire hembras de la misma
especie, como ha sido reportado para otros grupos de cambdridos (Corey,
1987). Asimismo, datos limitados sugieren que la talla de cada huevo varia
poco enfre ejemplares de hdbitats de ‘buena calidad’, principalmente
libres de confaminacién (Payne, 1997), como es el caso de los rios en
dltiftudes mayores donde habita la mayor parte de |las especies del
subgénero Villalobosus.

Oftfra idea que apovya la variaciéon en talla y numero de huevos como
respuesta adaptativa es que aparentemente los ambientes de agua dulce
propician la seleccién en conifra de los estados larvales, es decir, gue los
inverfebrados de agua dulce muestran cierta pausa en los estados
larvales. Conforme a este diseno, los acociles dirigen mayor inversion
parental hacia la talla individual de los huevos, fraducida en un mayor
tamano e incrementada incorporacion de material nufrimental (Pennak,
1985). Los huevos de mavyor talla poseen un porcentaje mayor de lipidos, lo
gue proporciona un almacén de energia adicional, que a su vez adapta a
las especies a vivir en climas mas frios, como en el caso de las especies del
subgénero Viflalobosus, los huevos mds grandes, asimismo, producen
primeros instars mdas grandes, lo que significa una ventgja compsetitiva
sobre estadios mdas pequenos que los preparan para sobrevivir condiciones
ambientales especificas (Payne, 1997). La talla mds pequena de huevos
conocida para cambdaridos (1 mm) es considerada de hecho dos veces Ia
talla necesaria para el desamollo directo (Wray and Raff, 1991 Payne,

1997). lo que se tfraduce en especies mas adaptadas.

Diversificacion de Procambarus (VBobaosus) Hobbs, 1972 182
{Crustacea: Decapoda: Cambaridoe)



Capituko 4. Descripcién de historas de vida

La detemninacién de dos tipos de habitat para las especies del subgénero |
Villalobosus claramente diferenciados, el hdbitat de la parte alta y el ‘
habitat de la parte media bagja y las adagptaciones que estas especies
muestran, es una evidencia de |la especidlizacion de estos organismos a |
tan particulares condiciones, propiciadas por las mudlfiples bamrancas
existentes y los consecuentes microclimas, en esa regiéon de Ila Sierra Madre

Criental.
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Capituko 4. Descripcicn de historias de vida

-~

Peortezuelo, Veracruz

Fig. 4.14. Ejemplos del confraste en sitios donde habitan ias especies de los
subgéneros Villalobosus (Afezca, Hgo. y Portezuelo, Ver) y Ortmannicus,

(Atlapexco, Hgo.) durante A, la época de secas (may-jun) y B, la época de lluvias
(ago-sep).
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{Crustocea: Decapoda: Cambaridae)



Varlables fisico-quimicas
Diversificacién de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Nov/Dic 2002 1/3
Tempere-
0x[g°r|o disuelito tura velocidad Cacoa materla
sitio de salini- | . rente | Profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad mg/l g spp.
04-Nov-02 | 16:56 |Atezca Poza 1 8.16 83.4 19.1 7.08 0 0.14 52.50
20°48'10" 98°44'
17:36 4" Poza 2 8.16 73.8 18.1 7.06 0 0.35 71.50 P. achilli
18:00 1,495 menm Cascada 8.21 91.1 19 7.18 0 0.42 65.50
promedio 8.18 82.77 | 19.07 7.11 0] 0.30 63.17 | 0.84184
TTUL G TAT, 3U
06-Nov-02 | 11:51 |Chalma Poza 1* 6.63 80,7 20.6 7.51 0.1 0.40 |2420 480 | 143.00
20°52' 0" 98°41' |Poza 2 Cascada 70,38.14,10
13:48 11" grande 7.63 88 21.1 7.77 0.1 0.36 |G 280.00 P. achilli
1,480" y 1,525 manm promedio 713 84,35 | 20.85 7.64 0.1 0.38 42 211.50
06-Nov-02 | 17:35 |Calnali Poza 1 7.85 86.3 203 7.9 0 0.20 60.00
20°53'7"
17:43 98°36'0" Poza 2 8.01 106.3 20.3 7.66 0.1 0.35 58.00 P. achilll
17:50 855 menm Poza 3 7.99 81.6 20.2 7.69 0.1 0.20 37.00
17:67 Poza 4* 7.32 96.2 20.1 6.68 0 0.30 63 35.50
promedio 7.79 92,60 | 20.23 7.48 0.05 0.26 63 47.63 | 1.04883
Xochicoatlén
08-Nov-02 | 9:00 |CeminoaTiangulstenge  |Poza 1 8.1 82.1 16.4 7.37 0.1 0.33 30 208.50
20°46'3"  98°38'11" |Poza 2 8.36 86.9 16.6 8 0 0.2 45 34.05 P. achlli
1,538 msnm promedio 8.23 84.5 16.5 7.685 0.05 0.265 37.5 121.28
06-Nov-02 | 14:30 Atlapoxcoﬂgo. Poza 1 6.32 72 24.1 7.31 0.3 0.2 45 2.97
16:42 | 21°00'15" 98°20'10" | Desagiie 4,52 58.9 24 4 7.25 0 0.425 20 0.00 P. cusvachicas
17:00 236 menm Poza 2 6.15 95.9 24 7.3 0.3 0.24 45 295,50
17:18 Poza 3 5.83 63.1 23.9 7.68 0.3 0.13 72 285.50
promedio 5.71 72.48 24,1 7.39 0.23 0.25 45,5 145,99 | 0.38128
07-Nov-02 | 10:30 |Rfo Atlapexco Remanso 1 10.37 | 150.4 26.8 7.32 0.2 15 267.20
21°002" 98°20'11" |Remanso 2 10.29 164 28 7.11 0.1 15 271.00 P. cuavachicae
166 manm Remanso 3 53 186.1 271 7.36 0.2 20, 150 (xa5) | 276.50
promedio 8.65 | 166.83| 27.3 7.26 017 50 271.57 | 0.58362 } |

MLM




Varlables fislco-quimicas

Diversificacién de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Nov/Dic 2002 2/3
Tempers-
Oxigeno disuslto tura velooidad CaCQ,| materia
sitio de salini- | _orrente | profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad mg/l g spp.
07-Nov-02 | 17:56 |Tlanchinol, Hgo. Poza 1 6.29 65.3 17.3 8.33 0 30.00 P. (0.) sp.
20°58'14"
18:04 98°38'5" Poza 2 7.19 74.5 17 8.12 0 25.00 P. (0.) sp.
18:17 1,555 mgnm Poza 3 2.42 24.5 16.1 7.48 0 35.50 no
promedio 5.30 54.77 | 16.80 7.98 0.00 30.17 | 2.48569
07-Dic-02 | 13:15 |San Cornelio, Hgo. Poza 1 5.83 61.8 15.8 7 0.03
20°23'5" 98°18'11"|Poza 2 7.25 72.6 15.4 7 53 P. srichsoni
1,800 manm (1,385 7) promedio 6.54 67.2 15.6 7 0.03 63
Rio El Salto, Agua Blanca,
08-Dic-02 9:35 Hgo. Poza 1 claro 6.77 63.3 12.6 6 0.02 2903032310
9:63 20°20'2" 98°22'9" |Poza 2 6.92 65.1 12.6 6 0.125 127,28,27 o27.78) P. riojai
10:24 2095 msnm Poza 3 cascada 6.3 74.3 12.8 6 0.125 30 )
promedio 6.66 67.57 | 12.67 6 0.09 29.1
08-Dic-02 | 12;30 |Chichicaxtle, Hgo. remansos 1-2 6 59.2 13.8 6 42,80,37 (x43)
20°21'4"
98°18'g" remanso 3 7.58 73.70 | 13.60 6 0.14 | 32408 P. rojal
2,110 msnm promedio 6.79 | 66.45 13.7 6 0.14 40.2
Tenango de Dorla, |camino al Goaco;
08-Dic-02 | 15:53 Hgo. contenedor del aroyo 7.17 66.1 13.9 0.16 10, 66
1400580472
2248220 promedio 7.17 66.1 13.9 0.16, 38
1,880 manm '
09-Dic-02 | 13:54 Necaxa, Pue. Vertedor Saito Chico 6.47 68.5 18.5 6 0.03 58
20°12'15"
97°59'15" promedio 6.47 68.5 18.5 6 0.03 58 P. hoffmanni
1,390 msnhm
Tenango de las Flores, | Arroyo del Jardin de
08-Dic-02 | 16:26 |Pus. Flores 5.20 56.80 19.5 6.00 0.00 49.5 P. caballarof
promedio 5.20 56.80 | 19.50 6.00 0.00 49.5
1,465 manm
Presa Tenango de las
10-Dic-02 7:30 Flores Contenedor 3.83 42.9 18.5 6 53
Arroyo 4.27 45.1 17.9 6 53 P. hoffmannl
promedio 4.05 44 18.2 6 53

MLM




Varlables fisico-quimicas

Diversificacién de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Nov/Dic 2002 3/3
Tempera-
Oxigeno disusito tura velocidad CaCO, materla
sitlo de sallnl- corrients | Profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad ms didad mg/l 9 spp.
11-Dic-02 La Unién, Pue. Pocltas carretera 7.82 72.8 16.9 0.00 10
850 msnm
Manantial de 050505
16-Dic-02 | 12:44 Dejigul, Ver. Poza 1 pabadero 249 | 2790 | 19.3 6 0 0.00 . I(T*?;)u l P. chacalil
12:66 | 20°32'6" 98°26'16" |Poza 2 4.44 48.4 19.9 6 0 0.00 6 (x12.6)
13:01 1,915 menm Poza 3 4.31 458 | 18.1 6 0.00 38
promedio 3.75 40.7 19.1 6 0.00 14.5
27-Dic-02 8:21 |Paso Largo 1, Ver.
P. gonopodocris-
20°08'12"  96°56'15" |Poza carretera 21.4 19 7 0.04 16 1.82023 |tatus
250 menm
27-Dic-02 | 11:43 |Portezuelo, Tlapacoyan, Ver.
19°62'9"  97°13'1"  [Nacimiento 6.17 63.60 | 17.20 6 0.04 | 36,2330 (x33) 0.92414
1,070 msnm promedio 6.17 63.60 | 17.20 6.00 0.04 33 0.92414
27-Dic-02 | 14:49 |Chignautla, Pue.
19°49'2"
g97°23'4" Manantiales 6.46 65.7 16.3 6 0.14  [23.z6.22 p23.8) 14.34481
2,080 msnm
28-Dic-02 10:00 Cuetzalan, Pue. |Camino "La Conchita”
20°0"10" 97°31'5" |Poza nacimiento 4.88 51.4 16.4 6 0.00 22
10:54 | 20°0'14" 97°31'2" | Tanque 5.31 55.1 17.7 6 0.00 63
1,045 msnm promedio 510 | 53.25 | 17.05 6 0.00 42.5 1.46310
28-Dic-02 | 14:23 [Xochitldn, Pue. Arroyo Cueva Sta. Elena
15:00 | 19°68'8" g7°a37'9" |Nacimiento 1 3.12 33.7 17.3 6.5 0.00 | 4736 x5
15:57 Nacimiento 2 6.96 74 18.5 6.5 0.00 4
promadio 5.04 53.85 | 17.90 6.50 0.00 4.4 0.82214




Variables fisico-quimicas
Diversificaclén de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Feb/Mar 2003 1/3
' -
Oxigeno disueito turn valooidad cm CaCO, materia
gitio de salini- | .orriente | profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad mg/l g spp.
10-Feb-03 Atezca Poza 1 7.67 76.7 14.4 6.0 0.1 13.00
20°48'10" 98°44'
4" Poza 2 7.76 76.0 14.7 6.0 0.1 12.00 P. achilli
1,495 msnm Cascada 8.72 60.0 14.5 6.0 0.1 10.00
promedio 8.05 | 70.90 | 14.53 6.0 0.1 11.67 | 0.58872
11-Feb-03 Chalma Poza 1* 8.18 82.1 15.1 7.0 0.2 34.00
Cascada chlca 8.17 81.1 15.1 6.0 0.2 33.00
20°52' 0" 98°41' |Poza 2 Cascada
11" grande 8.21 82.4 15.1 6.0 0.1 21.00 P. achilli
1,480" y 1,525 msnm promedio 8.19 | 819 | 151 6.3 0.2 29.33 | 0.76809
11-Feb-03 Calnali Pozai 7.44 77.2 17.2 6.0 0.1 10.00 5
20°53'7"
98°36'0" Poza 2 7.01 70.9 16.9 6.0 0.1 11.00 P. achilli
866 menm Poza 3 7.86 81.0 16.6 6.0 0.1 11.00
Poza 4* 7.98 70.5 16.7 6.0 0.1 12.00
promedio 757 | 7490 | 16.85 | 6.00 0.10 11.00
XOCHICOATAN
12-Faeb-03 Camino a Tlangulstengo | Poza 1 8.05 75.4 13.2 7.0 0.2 28.00
20°46'3"  98°39'11" |Poza 2 8.17 77.7 13.2 7.0 0.2 55.00 P. achilli
Poza 3 7.95 75.0 13.1 7.0 0.2 30.00
1,535 manm promedio 8.06 | 76.03 | 13.17 7.0 0.2 37.67 | 0.36562
11-Feb-03 Atlapexco, Hgo. Poza 1 5.39 65.6 25.0 7.0 03 48.00
21°00'"15" 868°2010" |Desagle P. ouevachicae
236 msnm Poza 2 B.72 65.9 25.1 7.0 03 50.00
Poza 3 4,78 60.6 249 7.0 0.3 49.00
promadio 5.30 64.0 25.0 7.0 0.3 49.00
11-Fab-03 Rio Atlapexco Remanso 1 8.92 | 1029 | 228 7.0 0.2 28.00
21°00'2" 98°20'11" |Remanso 2 9.02 104.9 22.8 7.0 0.2 30.00 P. cuevachicae
155 manm promedio 8.97 | 103.9 | 22.8 7 0.2 29
]
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Variables fisico-quimicas

Diverslificaclén de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Feb/Mar 2003 2/3
Oxigeno disuelto tura velocidad Cac()3 materia
sitio de salini- corrlente profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad | mg/l g spp.
13-Feb-03 Tlanchinol, Hgo. Poza 1 6.81 68.6 16.1 6.0 0 70.00 P. (O.) sp.
20°68'14"
98°38'5" Poza 2 6.63 | 67.0 | 161 6.0 0 100.00 P. {0.) sp.
1,555 msnm promedio 6.72 | 67.8 | 1641 6 0 85.00 no
Tlanchinol, Hgo.
13-Febh-03 (Bomba) Remanso 1 7.42 77.7 15.4 6.0 0.00 60.00
Remanso 2 7.61 73.3 15.3 6.0 0.00 100.00
Bomba 6.78 71.3 15.3 6.0 0.00 80.00
Remanso 3 7.70 76.2 15.2 6.0 0.00 90.00
promeadio 7.38 746 | 15.30 6.0 0.00 82.50
02-Mar-03 | 15:63 |San Cornello, Hgo.  |Poza 1 581 | 681 | 202 | 7.0 0.2 | 0.07 |363457 66.00
20°23'5" 98°18'11"|Poza 2 6.31 69.2 19.3 7.0 0.2 0.07 25,43 281 64.00 P. arichsoni
1,600 msnm promedio 6.06 | 68.65 | 19.75 7 0.2 0.07 34.6 65.00 | 0.82149
IO &7 SEI0, RgUw BTETCE,
01-Mar-03 | 17:58 Hgo. Poza 1 claro 6.96 75.6 17.1 6.0 0 0.05 12.2 8.00
18:26 | 20°202" 98°22'9" |Poza 2 6.6 71.8 16.8 6.0 0 0.11 10.5 12.00 P. riojai
18:42 2096 menm Poza 3 cascada 6.82 77.0 17.4 6.0 0 0.04 30 9.00
promadio 6.79 | 74.80 | 17.10 | 6.00 0.00 0.07 | 17.57 9.67
02-Mar-03 | 18:18 |Chlchicaxtle, Hgo.
20°21'4"
98°18'g" remanso 5.50 64.1 18.3 6.0 0.00 0.05 16, 13.6 5.00 1.06133 P. riojai
2,110 msnm
04-Mar-03 | 14:31 Necaxa, Pus. Vertedor Salto Chico 6.42 68.6 18.9 7.0 0.1 0.11 | 23,2324 34.00
20°12156"
15:00 97°59'15" Poza (ecloslén) 5.82 68.4 20.2 7.0 0.1 0.00 |208, 18,19 33.00 P. hoffmanni
1,390 msnm promadio 6.12 68,5 | 19.55 7 0.1 0.055 | 21.3 33.50 | 1.54015
Tenango de las Flores,
04-Mar-03 | 12:35 |Pue. ]
Arroyo del Jardin de
Floras 5.79 71.8 19.3 6.0 0.00 0.04 | 39544 | 6.00 2.43336 | P. caballeroi
1,465 menm
Presa Tenango de las
04-Mar-03 | 10:36 Flores
Contenedor 4.66 54.4 18.3 7.0 0.1 0.00| 65, 83 0.00 0.97364 P. hoftmanni
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Variables fisico-quimicas
Diversificacién de Procambarus (Villalobosus) Hobbs, 1972

Fab/Mar 2003 3/3
TOMPBSTATI
Oxigeno dlsusito a velooidad| ©m CaCO, materia
sltio de salini= | .. ente | Profun- orgénlca
Fecha Hora Localldad muestreo mg/l % °C pH dad m/a didad | mg/l g spp.
La Unlén, Pue. Pocitas carretera
850 mshm
Manantial de
01-Mar-03 | 12:42 Dejigul, Ver. Poza 1 pebsdsro 269 | 348 | 265 6.0 0 0.00 4.00 10.00 P. chacalll
20°32'6"  98°26'15" [Pozg 2 595 | 628 | 188 | 6.0 0 0.00 | 355 | 13.00
1,915 manm promedio 4,32 | 48,80 | 22.65 | 6.00 0.00 0.00 | 19.75 | 11,50 | 0.80020

29-Mar-03 | 8:20 |Paso Large 1, Ver.

P. gonopodocris-
20°08'12"  96°56'15" |Poza carretera 0.83 8.2 23.0 8.0 0.2 0.00 19 136.00 | 1.24197 |tats

250 menm

29-Mar-03 | 10:30 |Portezuelo, Tlapacoyan, Ver.

19°52'9"  97°13'1" |Nacimiento 5.50 57.0 16.9 6.0 0.00 0.01 | 1s,27,18 6.00

1,070 msnm

29-Mar-03 | 14:35 (Chignautla, Pue.

19°49'2"
97°23'4" Manantiales 7.64 771 16.2 6.0 0.1 0.60 | 324015 | 24.00 | 0.57110

2,060 msnm

30-Mar-03 | 11:36 Cuetzalan, Pue. |Camino "La Conchita”

20°0'10" 97°31'6" |Poza nacimiento 4,96 48.9 14.0 6.0 0.1 0.00 | 18,18, 11

12:09 | 20°0'14" 97°312" |Tanque 592 | 61.2 17.8 6.0 0.1 0.00 |a7.5, 48, 46
1,045 msnm promedio 5.44 | 55.05 | 1590 | 6.00 | 0.10 | 0.00 | 30.50 0.89307
30-Mar-03 | 14:45 |Xochitlén, Pue. Arroyo Cueva Sta. Elena
19°58'9" 97°37'9" |Nacimlento 2 7.46 | 7641 16.5 6.0 0 0.04 ss3250f 41.00
16:40 Arroyo Santa Elena 28.00
promedio 7.46 | 76.10 | 16,50 | 6.00 | 0.00 | 0.04 2.8 34.50 | 0.36562
Mesa del Crucero, Pue. (La
04-Mar-03 | 15:39 |Unién) Poza 1 5083 | 628 | 23.1 6.0 0.00 | 0.05 |1612,13] 7.00
Poza 2 (tunel) 582 | 738 | 273 6.0 0.00 | 0.05 ms 77,96 12.00
15:46 715 mshm promedio 5.88 | 68.35 | 25.20 | 6.00 | 0.00 | 0.05 | 11.60 9.50 1.22638
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Variables fisico-quimicas
Diversificacién de Procambarus (Villalobosus)

May/Jun 2003 1/4
Tompera- profun;
Oxigeno disuelto tura velocidad | didad Cacoa materia
sitio de salinl- | .. riente orgénica
Fecha Hora Localldad muestreo mg/l % s cm mg/l g 8pp.
2-Jun-2003 17:37 |Atezca Poza 1 (alslada) | 415 | 51.5 1 | 001 | 50
20°48'10" 98°44' T REN N
4" Poza2(seca) | = L i ' P. achilli
18:10 1,495 menm Cascada (estancado) 1.01 8.1 23.7 6.0 0.1 0.00 26 .
19:07 Poza azul (arriba cascad], 1.29 | 136.5 | 20.6 7.0 0.1 57
19:15 Pocitas gemelas 063 | 1241 20.7 7.0 0.1 0.007 25
promedio 0.98 | 52.23 | 21.67 | 6.67 0.10 0.00 | 36.00
3-Jun-2003 12;29 |Chalma Poza 1 592 | 66.8 | 20.6 7.0 01 [ 0002 | 23
12:44 . |Poza 2 cascacacion | 6,46 | 72.8 | 20.7 7.0 0.2 0.04 54
20°52' 0" 98°41" [Poza 3 Cascada
14:17 11" grande 7.06 | 81.3 | 207 7.0 0.2 0.00 | 60.23 P. achilli
1,480* y 1,525 manm promedio 6.48 | 73.633 | 20.667 7 0.1667 | 0.014 40
3-Jun-2003 18:07 |Calnali Poza 1 526 | 621 | 229 | 6.0 0.1 36
20°53'7"
18:16 98°36'0" Poza 2 5.45 62.4 22.7 6.0 0.1 P. achilli
18:23 866 manm Poza 3 5.40 61.3 22.6 6.0 0.1
18:30 Poza 4 5.38 59.6 22.4 6.0 0.0
promedio 5.37 61.4 22.7 6.0 0.08
XOCHICOATAN
4-Jun-2003 8:45 |Caminoa Tianguistengo  |Poza 1 5.49 58.0 17.8 7.0 0.2
8:60 20°46'3" 98°30"11" |Poza 2 4,04 43.3 17.6 7.0 0.2 P. achilli
8:55 1,535 manim Poza 3 4.29 47.5 17.6 7.0 0.2
9:06 Poza 4 4.88 59.8 17.5 7.0 0.2
2:13 Poza 5 5.35 66.8 17.5 7.0 0.2
promedio 4.81 55.1 17.6 7 0.2
4-Jun-2003 Atlapexco, Hgo. Poza 1 junto desague
21°00'15" 98°20'10" |Poza 2 P. cusvachicae
236 menm promedio
4-Jun-2003 18:37 |Rio Atlapexco Remanso 1 6.56 | B854 | 304 7.0 0.2
Remanso 2 com
18:63 21°00'2" 98°20'11" -|de Zoma 3.04 434 30.7 7.0 0.1 P. cusvachicae
19:07 155 msnm Pocitas 1.88 | 256.2 | 29.3 7.0 0.1
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Variables fisico-quimicas
Diversiticacién de Procambarus (Villalobosus)

May/Jun 2003 2/4
TMESTE:
Oxigeno disuelto tura velocidad CaCQ;| materla
sitio de salini~ | . iante | Profun- orgénica
Fecha Hora Localldad muestreo mg/l % °c pH dad m/s didad | mg/l g spp.
4-Jun-2003 19:10 |Rlo Atlapexco Remanso 3 4.91 675 | 31.3 7.0 0.1
Remanso 4 rpidos.
19:15 oola da rorra 1.86 26.3 294 7.0 0.2
promedio 3.65 | 49.6 | 30.22.| 7.0 0.1
5-Jun-2003 19:15 |Tianchinol, Hgo. Poza 1 1.41 9.3 20.5 6.0 0.0 13 P.(Q.) sp.
20°58'14"
19:24 98°38'5" Poza 2 4.76 52,7 18.7 6.0 0.0 | P.(O)sp.
1,555 msnm promedio 3.09 | 31.0 | 196 | 6.0 0 13 no
20-Jun-2003 17:40 |San Cornello, Hgo. Poza 1 22 7.0 0.025 [33.29.31
17.45 |20°23'5" 98°18'11"|Poza 2 22 7.0 0.01 [25,43.6,45 P. arichsoni
1,600 msnm (1,385 7) promedio 22 | 70 0.0175| 344
() , Agua Blahca,
22-Jun-2003 14:30 Hgo. Poza 1 claro 20 6.0 0.04 81522626
20°20'2"  98°22'9" |Poza 2 21 6.0 0.01 | 11,1210 P. riojal
2085 msnm Poza 3 cascada 19 6.0 0.06 | 3851568
promedio 25.6
22-Jun-2003 17:00 |Chichicaxtle, Hgo.
20°21'4"
98°18'8" Remanso 20.0 6.0 0.02 | 171810 P. riojai
2,110 msnm promadio 18
Tenango de Dorla, |camino al Gosco;
Hgo. contenedor del armoyo
14Q580472
2248229 promedio
1,880 msnm
21-Jun-2003 19:00 Necaxa, Pue, Vartedor Salto Chico 23 7.0 0.05 8,9,10
20°12'15"
97°59"15" promedio 9 P. hoffmanni
1,390 msnm
Presa Tenango de las
22-Jun-2003 8:30 |Flores, Pus. Contenedor 18 6.0 0 27,30,57 P. caballeroi
1,465 manm promedio 38
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Variables fisico-quimicas
Diversificacion de Procambarus (Villalobosus)

May/Jun 2003 3/4
OB
Oxigeno disuelto tura velooldad CaCO,[ materia
sltlo de salini- corriants profun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad | mg/l g spp.
+ 22-Jun-2003 10:30 | Tenango de las Flores |Poza 1 manantial 19 6.0 0 33,35,31
Arroyo del Jardin de
10:35 |Flores Poza 2 21 6.0 0 23,37.5,32
10:45 Poza 3 amoyo puente 20 6.0 0.04 0,8,0.808
promedio 9.25
Manantial de
20-Jun-2003 Dejigul, Ver. P. chacalll
20°32'6" 98°26'15" |Poza 1 4.34 | 46.1 18.0 6.0 0.0 0.00 /1 bzllul ,llul |
1,916 msnm Poza 2 vevedero 253 | 28.4 19.0 6.0 0.0 0.00 | o&117
promedio 344 | 37.25 | 1850 | 6.00 | 0.00 | 0.00 10
15-May-2003 19:17 |Paso Largo 1, Ver.
20°0812"  96°56'15" |Poza carretera 0.23 3.5 28.6 7.0 0.5 0.00 100 164 P. gonopodocris-tatus
260 manm
15-May-2003 17:00 |Portezuelo, Tlapacoyan, Ver.
19°52'9"  97°131"  |Nacimiento . AteC (alre) T Poza seca
1,070 msnm
18-May-2003 9:16 |Chignautla, Pue.
19°49'2" :
97°23'4" Manantiales 6.96 70 16.8 6.0 0.1 0.50 |az,3s30| 36
2,050 msnm
16-May-2003 13:38 Cuetzalan, Pue. |Camino “La Conchita* P. custzalanae
20°0'10" 97°31'5" |Poza nacimiento | 3.11 | 29.9 | 22.6 6.0 0.1 0.00 |1614,12] 43 N
10:54 |20°0'14" 97°31'2" | Tanque 5.6 636 | 21.4 6.0 0.1 0.00 |b9,68,57| 65
1,046 msnm promedio 4.36 | 46.75 | 22.00 | 6.0 0.1 0.00 | 36.1 54
18-May-2003 18:16 |Xochltidn, Pue. Arroyo Cueva Sta. Elena P. xochitlanas
15:00 | 19°68'8" 97°37'9" |Nacimiento 1 ’
15:57 Nacimianto 2 5.12 | 56.9 214 6.0 0.1 0.00 |5,525| 49
promedio
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Variables fisico-quimicas
Diversificaclon de Procambarus (Villalobosus)

May/Jun 2003 4/4
Temperatu profun;
Oxigeno disuelto ra velooldnd | didad Cacoa materla
sitlo de salinl- | . ionte orgénica
Fecha Hora Localldad muestreo mg/I % °C pH dad m/s cm mg/l g spp.-
16-May-2003 14:55 |Chlchlcazapan, Pue.
20°0'8" 97°31'2" |Pozas arroyo 8.16 | 1111 | 257 6.0 0.0 0.00 7,6,6 5 P. custzslanae ?
20°0'8" 97°31'4" |Rio potrero 6.06 | 834 | 27.7 0.0 0.18 |6, 20,142 21
promedio 7.61 | 97.25 | 26.70 | 6.00 | 0.00 | 0.09 | 21.30 | 13.00
21-Jyn-2003 Mesa de Crucero, Hgo.
20°17'3"  97°44'0" |Poza 1 26 6.0 0.00 |37.38,26 P. (V.) sp.
20°17'0"  97°4314" |Poza 2 27 6.0 0.10 |26,31,16
promedio 26.5 6 0.05 | 28.6




Vérlables fisico-quimicas
Diverslificaclén de Procambarus (Villalobosus)

Ago / Sep 2003 1/3
uW
Oxigeno disusito tura velocidad CaCQg| materla
sitio de salinl- [, 4 | profun- orgénicn
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad mis didad mg/l g spp.
22-Ago-2003 7:55 |Atezca Poza 1 7.53 80.6 18.3 6 0.0 0.2 38,38,15
20°48'10" 98°44'
8:07 4" Poza 2 7.38 78.9 18.3 6 0.0 0.19 18,28,45 P. achilli
8:23 1,406 menm Cascada 7.43 797 18.3 6 0.0 0.175 40, 70
promedio 7.45 79.73 18.30 6 0.0 0.19 36.5
22-Ago-2003 | 11:46 [Chalma Poza 1 6.94 64.8 19.5 7 0.1 0.2 30,3434
20752 Q" 98%4 1"
1" Poza 2 7.00 77 19.6 7 al 0.1 0.1 30,36 P. achilli
1,480" y 1,626 msnm promedio 6.97 70.90 19.55 7 0.1 0.17 328
22-Ago-2003 | 14:20 |Calnall, Hgo. Poza 1 7.07 75.1 20 6 0.0 0.22 | 30,6165
20°53'7"
98°36'0" Poza 2 6.87 77.5 20 6 0.0 0.16 28,30,34 P, achilli
855 manm Poza 4" 7.33 81.4 9.9 6 0.0 0.15 32,30,44
promadio 7.09 78.00 16.63 6 0.0 0.18 39.3
Xochicoatlén, Hgo.
24-Ago-2003 8:03 |Camino a Tlanguistengo Poza 1 6.92 73.8 18.1 7 0.2 0.1 21,26
8:24 | 20°46'3" 98°3911" |Poza 2 7.07 77.3 18.2 7 0.2 0.18 |23531,24 P. achilli
1,535 msnm promedio 7.00 75.55 18.15 7 0.2 0.14 25.1
23-Ago-29_03 14:49 |Atlapexco, Hgo. Poza 1 5.63 68 26.86 7 0.3 25
14:55 | 21°00'15" 98°2010" |Poza 2 3.38 48.8 26.4 7 0.3 25,20 P. cuevachicae
235 menm promedio 4.51 58.40 26.50 7 0.3 23.3
23-Ago-2003 Rio Atlapexco Remanso 1 s
21°00'2"  98°20"11" |Remanso 2 creclante| P, cuevachicae
155 msnm Remanso 3 1w
promadio e L -
23-Ago-2003 | 8:02 Tlanchinol, Hgo. Poza 1 5.43 29,13,35 P. (0.) sp.
20°68'14"
8:21 §8°38'5" Poza 2 5.71 48.1 17.5 6 0.0 0.04 |51,57.544 P. (0.) sp.
1,565 msnm Poza 3 5.57 54.05 17.50 6.0 0.0 0.05 38.25
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Variables fisico-quimicas
Diversificaclon de Procambarus (Villalobosus)

Ago / Sep 2003 2/3
uw_
Oxigeno disuelto tura velocldad CaCO; | materla
sltio de salini- | . ente | profun- orgénica
Fecha Hora Locallidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad mg/l g spp.
20-Ago-2003 15:15 |Mesa de Cruoero, Pus,  |POZA Arroyo 0.85 10.9 23.9 6 0.0 0.00 23,27
ro 1.37 12.7 254 6 0.0 0.05 | 30,29,25
promadio 1.11 11.80 24.65 6.00 0.00 0.03 26.8
21-Ago-2003 8an Cornslio, Hgo.
20°23'6" 98°18'11"|Poza 1 2.06 24.3 19 7 0.2 006 | 29,3435 P. erichsoni
1,800 menm (1,386 7) promeadio 32.6
Rio El Salto, Agun Blanca,
Hgo. Poza 1 claro
20°20'2" 88°22'9" |Poza 2 P. riojal
2085 msnm Poza 3 cascada
prormeadio
21-Ago-2003 14:35 |Chichicaxtle, Hgo.
20°21'4"
98°18'8" Remanso 5.24 58.3 18.1 6 0.0 0.06 38,38,16 P. riojai
2,110 manm promedio 30.3
‘Tenango de Dorla, icamino al Gosco;
Hgo. contanador dal arroyo
14QQ580472
2248229 promedio
1,880 manm
20-Ago-2003 13:00 Necaxa, Pue.
20°12"15"
97°50'16" Vertedor Salto Chico;  6.20 31.5 22.2 7 0.1 0.80 10,13,14 P. hoffmanni
1,390 manm 12.3
Tenango de las Flores,
20-Ago-2003 15:00 |Pue. oza 1 4.84 54.7 20.3 6 0.0 0.04 | 68,68,62 P, caballeroi
Arroyo del Jardin de
15:20 |Flores poza 2 4.51 51.8 20.50 6 0.0 0.00 50
1,465 msnm promadio 4.68 53.15 | 20.40 6 0.00 0.02 62
Presa Tenango de las
20-Ago-2003 16:46 Flores
Contenedor 3.40 41.2 19.4 6 0.1 0| 77,30 P. hoffmanni
promedio 53.5
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Variables fisico-quimicas
Diverslificacién de Procambarus (Villalobosus)

Ago / Sep 2003 3/3
uW
Oxigeno diguelto tura velocidad CaCO;| materia
gitio de salini= | .. ente | protun- orgénica
Fecha Hora Localidad muestreo mg/l % °C pH dad m/s didad mg/l g spp.
La Unién, Pue, Pocltas carretera
850 menm
Manantial de
De]igul, Ver. Poza 1 P. chacalll
20°32'¢"  08°26'15" |Poza 2
1,915 msnm Foza 3
promedio
17-Ago-2003 3:55 |Paso Largo 1, Ver. j
P. gonopodocris-
20°08'12" 96°56'15" |Poza carretera 0.71 11.6 26.7 8 0.5 17,30,22 tatus
250 msnm 23
17-Ago-2003 13:56 |Portezuelo, Tlapacoyan, Ver.
19°62'9"  87°131" |Nacimiento 5.54 65.40 19.40 6 0.0 0.03 12, 20,23
1,070 msnm 18.3
18-Ago-2003 8:45 |Chignautla, Pue.
19°49'2"
97°23'4" Manantiales 6.88 72.6 16.5 6 0.1 0.05 20,27,33
2,060 msnm 26.6
18-Ago-2003 Cuetzalan, Pue. |Camino "La Conchita”
13:08 | 20°010" 87°31'6" |Poza nacimiento 3.82 43.3 20.2 7 0.1 0.01 9.5,11,12
13:30 [20°0"14" 87°31'2" Tanque 4.15 46.8 19.9 7 0.1 0.00 70
1,045 ms&nm promedio 3.99 45.05 20.05 7.00 0.1 0.01 25.6
18-Ago-2003 Xochitlén, Pue. Tributarlo al Arroyo Cueva Sta. Elena
16:05 | 19°68'8" 97°37'9" |Nacimiento 1 5.75 67 20.5 7 0.1 0.02 4558
17:06 Santa Elena 6.77 75.6 21.2 0.1
promedio 6.26 71.30 20.85 7.00 0.1 0.02 51

MLM
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CAPITULO 5. BIOGEOGRAFIA

Los cambarinos (Cambaridae: Cambaringe) constituyen un  grupo
altamente especialzado de la superfamilia Astacoidea y al parecer
provienen de un tipo inferior muy parecido al género Asfacus, cuyd
relacion morfoldgica es la supresidon de la Gnica pleurobranguia y la
especializacion del primer par de pledpodos en el macho (Villalobos,
1955). Los rasgos morfolégicos distintivos de Cambarinae consisten en la
posesion de ganchos sobre el isquiopodito del tercero o cuarto par de
pereidpodos, o bien sobre ambos pares, el primer pledpodo con la porcion
distal compleja y estrechamente recogida y el conducto espermdtico
abierto sobre uno de dos & mads elementos terminales, en los machos; en
las hembras el annulus venftralis es fijo o movible, si es movible, pocas veces
en un arco mayor a 40 grados. Los géneros incluidos en esta subfamilia son
Barbicambarus, Cambarus,  Falficambarus,  Faxonella,  Hobbseus,
Orconectes, Troglocambarus y Procambarus; a este Uitimo pertenece el
subgénero Viflalobosus (Hoblos, 1974).

Fig. 5.1. Distribucion de los acociles del género Procambarus en América
(Hobbs, 1984).
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Caopitulc 5. Biogeografia

El género Procambarus es particulamente importante por contener
agproximadamente la mitad de las especies y subespecies de acociles
descritas en Américq, distribuyéndose desde el sureste de los Estados
Unidos, pasando por México sobre la vertiente del Atlantico y del Goifo de
México, con dos especies aisladas sobre |la vertiente del Pacifico, hasta et
sur de Belice y Guatemala (Fig. 5.1). No obstante, se ha sugerido un rango
de distribucidon mdas amplio durante el Mesozeico tardio y el Cenozoico
temprano, debido a la evidencia fosil del Eoceno encontrada en la
formacion de Rio Verde de Wyoming (Packard, 1880; Feldmann ef al, 1981;
Hobbs, 1984). La diversidad demostrada por los variados y dispares vestigios
de subgéneros monotipicos apoyan ta creencia de que los ahora casi
extintos lingjes estuvieron mas ampliamente distribuidos de lo que muesiran

las poblaciones existentes (Hobbs, 1984).

Fig. 5.2. Patrén bdsico de distribucidn de Procambarus (Hobbs, 1984).
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Migracién o dispersion del género Procambarus

Hobbs (1984) considerd que el patrén de distribucion de los subgéneros de
Procamibarus podria ser llamado el patrdn general de la ruta de dispersion
de Procambarus (Fig. 5.2). Asimismo, suginid qgue los acociles de
Norteamérica emigraron desde el centro de origen del género hacia el sur,
hasta llegar a la Isla de Cuba y la Isla de Pinos. Este autor consideraba que
los acociles habian tenido un centro de origen, concepto que es
totalmente dispersionista. La diversificacién y la generacion de nuevas
especies y subgéneros en México pudieron deberse principalmente a ia
formacién de la Sierra Madre Oriental y del Eje Neovolcanico Transversal.
No obstante debe considerarse que, si bien esta hipdtesis de distribucion
ha sido ampliamente aceptada, no se han efectuado andlisis de indole
filogenética o de ofro tipo, incluso a nivel molecular, que sustenten esa

aseveracion.
Migracion de las especies del subgénero Villalobosus

El subgénero Villalobosus, establecido en la regidn nororiental de la
Republica Mexicana, pudo derivarse del mismo linaje ancestral del cual
proviene el subgénero Ortrmannicus, con el que mantiene ciertos rasgos de
correspondencia y comparte el teritorio geogrdfico. Esta diversificacion
pudo ser consecuencia de la posible emigracion de ese lingje desde el
noreste de Norfeamérica a fravés de la planicie costera del Goifo de
México, a finales del Plioceno, la cual por su reciente emersion, pudo
brindar condiciones ecolégicas més favorables que propiciaron la gran
variedad de formas de cambarnnos en la zona. Estos eventos concuerdan
con el principio del periodo glacial del Cuatemario, en que quizd el
cambio de temperatura y otros cambios climdticos influyeron en el

desplazamiento y ayudaron a los procesos de dispersion de los cambarinos
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del subgénero Ortmannicus hacia el sur de la Republica Mexicana
(Villalobos, 1955). De acuerdo con Hobbs (1971), las especies del
subgénero Villalobosus conforman uno de los fres lingjes adicionales que
siguieron al ‘stock’ inicial que se movid hacia el sur a lo largo de la costa
del Golfo de México (Fig. 5.3), propiciando muchas de las especies que
actualmente habitan en la pendiente del Golfo, el Grea mds densamente

poblada en México en téminos de nimero de especies.

El subgénero Villalobosus, junto con algunos miembros de Orfmannicus y
Paracambarus, habita en la Sierra Madre Oriental, al norte de Ia region
montanosa del Eje Volcanico Transversal —-regidn especialmente diversa
faunisticamente debido a su amplio gradiente altitudinal—. El endemismo

del subgénero Villalobosus en el sur de la Siema Madre Oriental es muy

marcado. Geograficamente comparte el territoric con algunos miembros
de los subgéneros Orfmannicus y Paracambarus. Procambarus
(Villalobosus)  hoffmanni  comparte  temitorioc con  Procambarus
(Ortmannicus) caballeroi en Villa Judrez, Puebla —este dltimo subgénero se
extiende ampliamente desde Florida, E.U.A., hasta el norte de Puebla
(Hobbs, 1984)-- y aunque los sitios que habitan ambas especies pueden
estar separados por tan sélo algunos metros, nc se han encontrado
reunidas. Procambarus (Villalobosus) hoffmanni vy Procambarus
(Villalobosus) zihuateutliensis comparten femtorio con Procambarus
(Paracambarus) ortmanni en Zihuateutla, Puebla --aparentemente el
unico caso en que se han colectado fres especies en el mismo sitio—,
mientras que Procambarus (Paracambarus) paradoxus se locdliza en Tetela
de Ocampo, Puebla, marcando el limite de lo que Villalobos (1955)
consideré la zona geogrdfica de Villalobosus y coincidiendo con
Procambarus (Villalobosus) feziutianensis. El primer registro de extension de

Villalobosus sobre el considerado territorio de Orfmannicus y Paracambarus

Diversificodon de Procombarus (Y#aiobosus) Hobbs, 1972 188
{Cnustaceq: Decapoda: Cambaridae)




Capitulo 5. Biogeografia

fue hasta la descripcidon de Procambarus (Villalobosus) xochitlanae (Hobbs,
1975) y Procambarus (Villalobosus) cuefzalanae (Hobbs, 1982).
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Fig. 5.3. Migracién de acocciles durante el Plioceno. Namero 5, stock primitive del

cual se postula que se derivaron las especies del subgénero Villalobosus (Hobbs,
1971).

\

Este subgénero es uno de los considerados como vestigio de un lingje que
tuvo una frayectoria de dispersion desde el norte de Florida hasta el este ‘
del Eje Neovolcdanico Transversal (Hobbs, 1984). Desde un punto de vista 1
ecoldgico y geografico, es posible que el Eje Neovolcanico Transversal, |

-como barrera naturdl, detuviera la migracién de los cambarinos hacia el 3
sur, siendo éstos objeto de procesos de especiacidbn que pudieron

propiciar la diversificacion del subgénero Villalobosus, manteniéndolo en

esa regidn de la Sierra Madre Oriental, considerada por Villalobos (1955)

como zona de dispersion. Estas teorias sobre la dispersidn de los acociles
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del subgénero Villalobosus propuestas por Hobbs y Villalobos son altamente
dispersionistas; sin embargo, no se debe olvidar que otros procesos, como
los vicariantes, pudieron de manera regional y local haber provocado la
distribucidn actual de estas especies. La falta de andlisis cladisticos ©
biogeograficos formales que respalden la hipdtesis dispersionista es 1o gue

nos motiva a ponerla a prueba en este estudio.

Hipotesis

Existe un patrén biogeografico apoyado por la filogenia que sugiere una
invasion progresiva del subgénero Villalobosus desde el sur de los Estados
Unidos hasta el sur de México y procesos de especiacion sucesivos durante

la dispersion del grupo hacia el sur.

Método

A partir de las topologias obtenidas con base en caracteres morfoldgicos vy
moleculares representando Ias posibles fas relaciones filogenéticas entre |as
especies del subgénero Villalobosus y la informacion sobre su distribucion
geogrdfica, se construyeron cladogramas taxondmicos de dreas,
cladogramas resueltos de dareas y cladogramas generales de dreas, 1o que
permitié inferir 1as relaciones entre dreas de endemismo. Los cladogramas
de dreas se obtuvieron aplicando el método de andlisis de componentes
{Nelson, 1984; Page, 1988; Momrrone y Crisci, 1995), mediante el programa
Component 20 (Page, 1993). Este método consiste en maximizar Ia
codivergencia, es decir, la historia compartida entre los taxa y de minimizar
las pérdidas (debidas a extfinciones o taxones no coleccionados) v
duplicaciones (resuifado de eventos de especiacidon simpdirida o de

especiacién antes del surgimiento de las bamreras), reconciliando los
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cladogramas taxonémicos de areqas entre si.

Resultados

El andlisis de componentes dio por resultado dos cladogramas generales
de dareas. En orden de elegir el mejor de ellos, los cladogramas alternativos
fueron evaluados mediante el cdlculo manual de sus items de error (Nelson
y Plainick, 1981; Morrone y Carpenter, 1994; Morone, 2001), que consistié en
determinar el ndmero de nodos interiores y areas terminales que era
necesanc agregar a los cladogramas taxondmicos de areas para lograr su |
concordancia con uno general de dreas. El arbol mostrado en la figura
(Fig. 5.4) fue el mdas congruente debido al minimo numero de nodos y
terminales requeridos para adicionar. De acuerdo con el cladograma, Ias

localidades analizadas se agruparon de la forma siguiente:

s Paso Largo 1, Ver.

¢ Tlanchinol, Hgo.

s El Salto, Agua Blanca, Hgo., Chichicaxtie, Hgo., Cuetzalan, Pue., Dejigui,
Huayacocoftia, Ver., Calnali, Hgo., Atezca, Hgo, Xochicoalidn, Hgo y
Chalma, Hgo. Asimismo, Tenango de Doria, Hgo., San Comelio, Hgo,
Tenango de las Flores y Necaxa, Pue., La Unién, Pue. y Zihuateutlq, Pue.

e La Unidn, Pue., Teziutldn, Pue., Portezuelo, Tlapacoyan, Ver. y Xochitian,
Pue.

Tenango de las Flores, Hgo. y Zamora, Mich. aparecen en la parte basal

del arbdl pero sin agruparse.

La tabla 5.1 describe estos clados desde el punto de vista de la cuenca a

la que pertenece cada localidad,
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Tabla 5.1. Arreglo de localidades visto desde un nivel de cuencas.

Cuenca Localidades Especies

Rio Panuco Calnali P. achilii
Xochicoafldn P. hidalgoensis
Atezca
Chalma
Tlanchinol

Rio Tuxpan El Salto P. ricjai
Chichicaxtle P. chacalli
Dejigui P. erichsoni
Tenango de Doria
San Comelio

Rio Cazones La Unidn P. hortonhobbsi
Zihuateutia P. zihuateutlensis

P. contrerasi

Rio Tecolutia Tenango de las Flores P. cabdlleroi
(contenedor) P. cuetzalanae
Cuetzalan P. hoffmanni
Necaxa P. xochitlanae
Tenango de las Flores
(arroyo)
Xochitflan

Rio Naufla Paso Largo 1 P. gonopodocristatus
Teziulan P. teziutlanensis
Portezuelo P. flapacoyanensis
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‘ ™
Xochitlan Tecolutla
Nautla
Portezuelo
Teziutlan Nautla
Cazones
Launion

Chignautia \ Cazones

[ LaUnion

Cazones

NecaxaTenangofio Tecolutla

Tenangodorialom TUXpan

XochicoatlanCaln Panuco
Dejigui Tuxpan
Cuetzalan
Tecolutla
EtSaltoChichicax } Tuxpan
L
Tanchinol -
Panuco
—
PasalLargo = Nautla
—
Zamora
TenangoFiores Tecolutla

Fig. 5.4. Cladograma general de dreas resultante del andlisis de componentes
que muestra las relaciones de las iocalidades donde habitan acociles. Las lineas
indican el tipo de hdabitat reportado en el capitulo 4. Las lineas rojas y amarillas
cormresponden a especies del subgénero Villalobosus y las verdes a las especies

del subgénero Ortmannicus.
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Localidades de los grupos externos

. Tenango de las Flores, Hgo. y
Zamora, Mich.

(O Paso Largo, Ver.
. Tlanchinol, Hgo.

Méxic

q.
Océano
Pacifico

Guanajuato

Zamora

T
®

San Luls Potos(

Quarétaro

® Morelia
Uruapan
IDB“ 43']
0 127 254 Km
$
ocalldades de Villalobosus
Golfo de El Salto, Agua Blanca, Hgo,, Chichicaxtle, Hgo.,
: Cuetzalan, Pue., Dejigul, Huayacocotla, Ver,,
México 0 @ Calnali, Hgo., Atezca, Hgo, Xochicoatldn, Hgo y

Chalma, Hgo. Tenango de Dorig, Hgo., San
Comello, Hgo, Tenango de las Flores y Necaxa,
Pue,, La Unidn, Pue. y Zihuateutia, Pue

La Unidn, Pue., Teziutldn, Pue., Portezuelo,
Tlapacoyan, Ver, y Xochitlén, Pus,

Fig. 5.5. Mapa ilustrando las agrupaciones del cladograma general de areas resultante del andlisis de componentes, de

las localidades donde habitan los acociles en estudio. Los colores representan los diferentes clados resultantes con sus

respectivas localidades.
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Discusion

De acuerdo con los resultados, algunas de las regiones habitadas por
acociles del subgénero Villalobosus no parecen representar unidades
naturales cuando se consideran los taxones que los habitan, tal es el caso
de la cuenca del Tecolutla que se divide en 3 clados diferentes, mostrando
que sus distintos componentes estaGn mads estrechamente relacionados con

aquellos al sur de los rios Tuxpan y Cazones.

La cuenca del Panuco se divide en dos clados (3 y 4), cuyas localidades
son relativamente cercanas geogrdficamente, pero cietramente
involucran especies distintas, una del subgénero Villalobosus y ofra de
Orfmannicus. Ha sido documentada la posible existencia de una antigua
fragmentacidon de las zonas montanosas de México gue separd una biota
tropical de una exiratropicai, ésta ditima fragmentadndose posteriomnente
en dos areas, la Siera Madre Criental y la Siera Madre Occidental,
incluyendo parte del altiplano (Liebherr, 1991). Debe recordarse la posicion
en el clado 1 de Zamora, Mich. La Siema Madre Oriental puede asimismo
dividirse en dos partes, una sur y otra norte (Smith, 1941; Luna et al,, 1994).
De acuerdo con Liebhem, existe gran nimero de especies endémicas
compartidas entre las partes norte de las Sierras Madre Oriental vy
Occidental y también entre las partes surenas, por o que no pueden
considerarse como unidades biogeogrdficas naturales. Los canones de la
cuenca del rio Panuco son la barrera que separa en dos a la Siera Madre
Orientdl, lo que concordarna con la esirecha relacién observada entre
Tlanchinol, localidad para una especie del subgénero Orfmannicus
ubicada al norte del drea de estudio y aquellas de Villalobosus, asi como

la afinidad entre sus especies.
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Resulta interesante resaltar que el ameglo dicotdmico de los clados parece
reflejar una separacion en tres grandes regiones, que se sobreponen en sus
limites, a fravés de las diferentes cuencas donde habitan los acociles def
subgénero Villalobosus. Esto, por un lado, coincide parcialmente con la
agrupacion en tres conjuntos de las especies en estudio, por el otro
muestra también cercana coincidencia con los resultados derivados del
andlisis de distribucidon ecoldgica, reflejando tres regiones que se
sobreponen conformando los fres tipos de hdbitat determinados: uno para
las especies del subgénero Orfmannicus y dos mdas para las especies de
Villalobosus.

Considerando que la dispersidon del lingje ancestral pudo suceder hacia el
sureste, el sitio geografico de la disyuncidn que daria origen a las especies
del subgénero Villalobosus se situaria en el limite distribucional noreste de
éste ultimo, dando lugar a subpoblaciones que pudieron establecerse, por
un lado, en sitios sobre la parte bgja de la vertiente de la Sierra Madre
Oriental y por otro en la parte alta. A partir de esto podriamos inferir que la
diversificacion del subgénero Villalobosus pudo suceder inicialmente en
direccidn noreste-sureste, pero con dos eventos claros de divergencia que
pudieron partir, uno de la regidn cenfro-sur y otro en direccidn sur a norte,
lo que explicarna la dfinidad de especies habitando en las zonas de
sobreposicion. No obstante, la relacion observada entre localidades
ubicadas al extremo sur (Cuetzalan) y al extremo norte (Dejigui, Cainali,
Xochicoatldn, Atezca, Chalma) de la zona de estudio es adn incierta. La
dispersion inicial debid verse favorecida por las conexiones entre cuerpos
de agua propiciadas por los continuos cambios fisicos en la regidn. La
subsecuente fragmentacion de esas poblaciones tomaria lugar debido a
la conformacién orografica final de esa regidn de la Siera Madre vy

marcaria al sureste los limites distribucionales de esas poblaciones como
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resulfado de la emergencia del Eje Neovolcanico Transversal. Por lo tanto,
si bien la dispersidon de |os linajes ancestrales pudo verse favorecida por las
nuevas condiciones ecoldgicas, la orografia de esa regién culminando en
la conformacion final de las cuencas y mdltiples bamrancas, sugiere que
eventos de vicarianza debieron propiciar la subdivision de |las poblacionss,
su adaptacion a los diferentes microclimas en conformacién y por o tanto

procesos de especiacion alopdatrica.
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CAPITULO 6. DISCUSION GENERAL

En 1984, Hobbs propuso que el patrdn de distribucidn de los subgéneros de
Procambarus podria ser Hlamado el Patrdn General de la Ruta de
Procambarus. Sugirid que los acociles de Norteamérica emigraron desde el
centro de origen del género, en el sureste de los Estados Unidos, hacia el
sur pasando por México sobre la vertiente del Aflantico y del Golfo de
México, hasta llegar a la Isla de Cuba y la Isla de Pinos (dispersion de las
formas ancestrales, desde un posible centro de origen). La diversificacion y
la generacidn de nuevas especies y subgéneros pudieron deberse
principalmente a la fomrmacién de la Sierra Madre Oriental y el Eje
Neovolcanico Transversal (por procesos de vicarianza). Villalobos (1955)
sugirid que el subgénero Viflalobosus, en aquel momento referidc como

seccidon Riojae, establecido en la regidn nororiental de la Republica

Mexicana, pudo derivarse del subgénero Orfrmannicus, con €l que
mantiene ciertos rasgos de correspondencia vy compor’ré el temitorio
geogrdafico. Esta diversificacion pudo ser consecuencia de la posible
emigracién de Ortmannicus desde el noreste de Norteamérica a fravés de
la planicie costera del Golfo de México a finales del Plioceno, |a cual, por
su reciente emergencia y por los procesos orogénicos que ocurrieron

durante esa época geoldgica, brindaron las condiciones ecoldgicas y de

aislamiento geogrdfico que propiciaron la gran diversificacion de formas
que se observa en la actualidad en los cambarinos en la zona. Después de
estos eventos geoldgicos, con el principio del periodo giacial durante el
Cuatemario, el cambio de temperatura y ofros cambios climaticos |
influyeron en la fragmentacion y desaparicion de varias poblaciones de
cambarinos relacionados con el subgénero Orfrmannicus, que ya se habian
establecido en territorio de México. Las poblaciones que sobrevivieron d

estos sucesos, quedaron de esta forma aqisladas del grupo ancestral
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norfeamericano. De acuerdo con Hobbs (1971), las especies del subgénero
Villalobosus conforman uno de 10s fres lingjes adicionales que siguieron al
‘'stock’ inicial que se movid hacia el sur desde el norte de Florida a lo largo
de la costa del Golfo de México, hasta el este del Eje Neovolcdnico
Transversal, propiciando la formacion de muchas de las especies que
habitan en la pendiente del golfo, el drea mdas densamente poblada en
México en téminos de ndmeros de especies, Desde un punto de vista
ecoldgico, es posible que el Eje Neovolcdnico Transversal, como barrera
natural, detuviera la migracién de los cambarinos hacia el sur, siendo éstos
objeto de un proceso de especiacion que pudo propiciar la diversificacion
de las especies del subgénero Villalobosus, manteniéndolas en esa region
de la Sierra Madre Oriental, considerada por Villalobos (1955) como zona

(QuizG centro) de dispersion.

Considero que a diferencia de otros grupos de acociles que habitan en la
parte baja de la vertiente del Golfo de México y sobre la planicie costera,
como por gjemplo el subgénero Ausfrocambarus al sureste del pdais, la
adaptacion y subsiguiente especiacion de las formas que integran el
subgénero Villalobosus, no estd sucediendo en un continuo con direccion
al sureste, como inicialmente pudo suceder con los grupos ancestrales
(Villalobos, 1955 y Hobbs, 1989), sinc que estd ocumriendo en un sentido
opuesto, motivado iniciaimente por la barrera geogrdfica gue significd el
Eje Neovolcanico Transversal. Debe considerarse que la distribucion del

subgénero Villalobosus ocurre sobre la subprovincia fisiografica del Carso

Huasteco, cuyos limites son las cuencas de los rics Panuco y Nautlg; por fo
tanto, si bien la dispersion pudo ocumrir de norte a sur, son las subcuencas
del Panuco las que podrian significar el limite geografico para la disyuncidn
del lingje ancestral en dos vias, sobre la vertiente media baja de |la siera y

sobre altitudes mayores y el Eje Neovolcanico, a su vez, el limite geografico
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gue propicid la radiacidn adaptativa en direccion sureste-noroeste del
subgénero (Fig. 6.1).

En estudios previos sobre el subgénero Villalobosus, la morfologia de las
especies y su distribucion geogrdfica fueron usadas como un argumento
para apoyar la ereccidon de tres grupos morfoldgicos (Lopez-Mejia, 2001),
que concordaban con la progresion noroeste-sureste propuesta por Hobbs.
Los resultados derivados del andlisis filogenético de las especies del
subgénero, con base en caracteres morfoldgicos, sugieren fa existencia de
un pairén diferente donde hay sélo dos principales grupos: Hortonhoblosi y
Riojai. El primero agrupa fres especies distribuidas en la porcidon sureste de
la distribucion del subgénero. El segundo grupo incluye seis especies, de |as
cuales cuatro se distribuyen en la parte norte y ia parte central del rango
de distribucion geogrdfica del subgénero y dos de ellas ocurren en el
sureste. Desde el punto de vista de la biogeografia de ia vicarianza, cuyo
eje central es la busqueda de relaciones histéricas de biotas endémicas
con las dreas en que habitan (Espinosa y Liorente, 1993), con base en |as
posibles relaciones de origen © de parentesco y su expresidn en
cladogramas, el primer grupo apoya ia diversificacion de las especies en
una progresion de noroeste a sureste, mientras que el segundo grupo,
sugiere inicialmente una progresion de norte a sur y una posterior radiacion
de sureste a noroeste, con el Eje Neovolcanico Transversal fungiendo como
la principal barrera geografica que propicia todo este movimientfo. Lo
anterior apoyara preliminamente |la hipdtesis de radiacidon sureste-

noroeste ya mencionada.

Esta interpretacion difiere de aquellas basadas en la panbiogeografia y la
dispersionista. Si bien la panbiogeografia comparte con la biogeografia de

la vicarianza el principio de que la biota muestra dreas de distribucidn
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recunentes no explicables por dispersion aleaftoria, una diferencia
fundamental entre ellas es que el método panbiogeografico no exige
como requisito previo el andlisis cladista de los taxa. Esto puede ser una
limitante, porque si bien Ia inferencia de las relaciones filogenéticas puede
ayudar a comprender la distibucidn actual de los taxa, el andlisis de sdto la
distribucidon geografica no es necesariamente un reflejo de las relaciones

flogenéticas.

Por su parte, la biogeografia dispersionista se basa en la idea de que la
distribucion de la biota es el resultado de eventos de dispersidn azarosos y
a grandes distancias, a partir de un centro de origen particular para cada
taxdn y a fravés de bamreras geograficas infranqueables. Esto parcialmente
apovya la propuesta de Hoblbs (1984) acerca de la existencia de un centro
de origen para los acociles de Norteamérica; sin embargo, él si considera
los eventos geoldgicos ocunmidos y a las bareras geogrdficas que limitaron
la dispersidn, para explicar ios posibles patrones de diversificacion vy
distribucién de los grupos. Por ofra parte, la existencia de un unico centro
de origen como lo sugiere Hobbs es aun incierta para el caso de los
cambarinos mexicanos, dado que hasta ahora se carecia de evidencia
basada en andlisis flogenéticos morfoldgicos y moleculares, que
sustentaran esa aseveracion. De hecho la cuenca del rio Panuco vy el Eje
Neovolcanico Transversal, limites de la subprovincia fisiografica del Carso
Huasteco, podrian significar no sdlo una zona de radiacién adaptativa
como lo muestra 1a evidencia generada en este estudio para el caso de
las especies del subgénero Villalobosus, sino un posible centro de origen de

los cambarinos mexicanos.

Presumiblemente, los organismos que poseen muchas moléculas

semejantes estdn estrechamente relacionados, mientras que aquellos que
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son diferentes moleculammente, estan sdlo distantemente relacionados.
Quiz& las predicciones serian mds agudas si las diferencias en la estructura
molecular entre las especies estuvieran en funcién del fiempo de
divergencia de las especies; es decir, si la evolucion de estas secuencias
fuese gobemada por [a neutralidad. La generacidn de dafos de
secuencias de ADN en muchos organismos proporciona una base de
datos para deteminar las relaciones filogenéticas enire las especies u otros
taxa, que no son faciimente inferidas a partir de ofras caracteristicas. En la
actualidad este tipo de informacidn ha reflejado mejor las relaciones
flogenéticas en ciertos casos que a partir de datos, por ejemplo,
rmorfolégicos, ya que los datos de secuencias son menos influidos por los
efectos selectivos y dado que las diferencias entre arboles filogenéticos
generados desde datos moleculares y ofras caracteristicas, pemniten

evaluar los efectos selectivos sobre otros caracteres.

A diferencia del andlisis morfoldgico, el andlisis filogenético con base en
caracteres moleculares efectuado en este estudio, apoya la agrupacion
de las especies del subgénero Viflalobosus en tres grupos. Los datos de
secuencias del gen 165 colocan a cinco especies del subgénero
Villalobosus (P. chacdalli, P. hoffmanni, P. zihuateutlensis, P. confrerasi, P.
horfonhobbsi y P. riojal) como grnupos hemmanos de tres especies del
subgénero  Orfmannicus  (P. caballeroi, P. hidalgoensis, P.
gonopodocristatus) y proporcionan una evidencia mds fuerte de las
relaciones a nivel especifico. Esto apoya parcialimente la hipdtesis de que
el subgénero Villalobosus pudo derivarse del stock inicial que se dispersd
hacia el sur (un evenfo reciente de transferencia horizontal podria explicar
el que las especies del grupo extemo pertenezcan de hecho al grupo

intfemo), pero rechaza firmemente su estatus monofiléfico.
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Fig. 6.1. Mapa reflejando el patrén de diversificacion sugerido por este estudio para el subgénero Villalobosus. La linea

Indica el sltio geografico de disyuncldn de las poblaciones ancestrales ( T ).
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La variacion en talla y nimero de huevos entre Ias especies es evidencia
de su respuesta adaptativa al ambiente que habitan. Los huevos de mayor
talla poseen un porcentgje mayor de lipidos, 1o Que proporciona un
almacén de energia adicional, que a su vez adapta a las especies a vivir
en climas mdas frics, como en el caso de las especies del subgénero
Villalobosus; 1os huevos m@s grandes, asimismo, producen primeros instars
mdas grandes, [0 que significa una ventaja competitiva sobre estadios mas
pequenos que los preparan para sobrevivir condiciones ambientales
especificas (Payne, 1997). Asimismo, la determinacion de dos fipos de
habitat para las especies del subgénero Villalobosus claramente
diferenciados, el hdbitat de Ia parte alta y el habitat de la parte media
baja y las adaptaciones que estas especies muestran, es una evidencia de
la especializacidon de estos organismos a tan particulares condiciones,
propiciadas por las mdifiples bamrancas existentes y los consecuentes

microclimas, en esa regidon de la Sierra Madre Criental.

Pero las condiciones ambientales no son, directamente, el dnico factor
regulador de la distribucidn de los organismos; el conocimiento de la
historia geoldégica —o parte de ella— pemmite visualizar los posibles
cambios ocurridos en diferentes aspectos de los organismos, incluyendo la
distribucidn, estrechamente vinculada con las barreras geogrdficas

producto de diversos eventos geoldgicos.

En términos de alopatria, una especie politipica se dispersa a través de un
drea de distribucidn continua, donde las poblaciones intercambian sus
genes libremente, hasta que una barrera geografica emerge separando
dos conjuntos de poblaciones (Salomon, 2001). Asi, las dreas de distribucidn

de taxa vicariantes pueden ser inconexas, O ser adyacentes con una
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minima coincidencia o sin ella a lo largo de un frente, o bien, coincidir
ampliamente. Cada uno de estos casos se vincula con un grado particular
de diferenciaciéon taxondmica Bemardi, 1980; Salomon, 2001), los cuales,
de acuerdo con Salomon (2001), pueden ser interpretados como estados
de especiacidon. Procambarus hoffmanni, por ejemplo, habita en
localidades cuyo registro geoldgico data del cretdcico inferior Necaxa) vy
del fterciario superior (Tenango de las Fores). Posiblemente, estos
organismos encontraron las condiciones optimas que les permitieron
colonizar esa region, propiciar su diferenciacion y mantener un libre flujo
genético, el cual pudo no verse afectado por los eventos del cenozoico, o
bien, ser afectado pero brindando condiciones que permifieran una
recolonizacion de la mismna especie. Quizd, como refiere Salomon (2001),

en algunos casos los aislkamientos fueron pocos para permitir una demrama

genética y/o endogamia, que generara una fuerte diferenciacion

genética entre las poblaciones separadas.

Procambarus riojai y Procambarus erichsoni, en cambio, habitan en lugares
no adyacentes cuya formacion data del terciario superior y, aungque no
son los unicos sitios de la zona originados en ese periodo, pudieron emerger
en diferentes momentos durante el curso de éste, brindando condiciones
ambientales que influyeron su patrdn de dispersion. Caso similar se
presenta para otras especies del grupo, con excepcidon de Procambarus
chacalli, cuya localidad data del fridsico y Procambarus achilli que habita
en sitios que datan del pémmico y el terciario superior. Procambarus
Hapacoyanensis, Procambarus cuefzalanae y Procambarus xochiflanae,

habitan zonas originadas en tres distintos momentos geoldgicos.

Lo anterior agpoya la idea de una emigracion continua de norte a sur, que

tuvo lugar a medida que las condiciones del medio ambiente favorecian
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la distribucion (Villalobos, 1955), siguiendo, por un lado, la planicie costera
del Golfo de México (Hobbs, 1984) y por el ofro el limite oeste de la
vertiente de la sierrq, en altitudes mayores. Debido a que |la elevacion del
eje neovolcanico transversal debid suceder antes de que terminara el
mioceno (Hobbs, 1984) —-aunque sus elevaciones mds importantes datan
del pliloceno y del pleistoceno (Rzedowski, 1981)—, los ancestros del
subgénero Villalobosus debieron situarse en esta zona de la Siera Madre sin
que el evento geoldgico les pemitiera dispersarse, sobreviniendo la
diferenciacién, la cual pudo ser reforzada por eventos fallidos posteriores,
sobre todo en el caso de las poblaciones aisladas mas pequenas (Mayr,
1942).

En vitud de la presencia de regiones montanosas y de zonas dridas
durante todo el cenozoico (Rzedowski, 1962), es probable que, a grandes
rasgos, las condiciones climdticas no difirieran mucho de las actuales.
Aunque la distribucién de las zonas calientes, templadas, frias, hiumedas vy
secas debid variar a lo largo del tiempo, las glaciaciones del pleistoceno
pudieron ser suficientes para desplazar hacia el sur y a dltitudes inferiores
algunas zonas térmicas (Rzedowski, 1981), proplciando la diferenciacién de
los organismos. Ciertfamente, la diferenciacion genética puede ser
inducida cuando el ambiente del habitat invadido difiere, incluso en un
menor grado, del habitat orginal de la especie o© especies
infroduciéndose; esta diferencia ecoldgica es probablemente frecuente
en muchas poblaciones naturales y conduce comelativamente a la
modificacidn de caracteres fenotfipicos mediante Ia adaptacion,
capacitando a los porfadores de éstos a sobrevivir (Salomon, 2001 y Lodé,
2001). Los egjemplos quizd mds evidentes de esto son Procambarus
cuefzalanae y Procambarus xochiflanae, especies estigdfilas del

subgénero, o bien, una de las poblaciones de Procambarus hoffmanni en
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la que se observan cierfas dierencias morfoldgicas con respecio a Ia
poblacidon de la localidad tipo, que habita hasta el momento sélo dentro
de la compuerta de distibucidn del vertedor de la presa de Tenango de
las Flores; un ejemplo mds es Procambarus chacalli encontrada solamente
en fres pozas cuyo suministro de agua es aparentemente sélo por filiracion
en época de seca. Pero no debe perderse de vista que tales diferencias
ecologicas se debieron a los diversos eventos geoldgicos ocurriendo en la
region, produciendo cambios fisicos importantes que propiciaron el
aislamiento por distancia de las subpoblaciones y la consecuente

restriccidn del flujo génico.

Este estudio pone en evidencia la posibilidad de que |la diversificacion del
subgénero sucediera como una radiacion en direccién sureste-noroeste e
incluso que sostenga estrechas relaciones con el lingje que dio origen a las
especies que actuaimente habitan en el alfiplano cenfral y sureste de la
Siera Madre Oriental. Considero que una combinacién de genes, por
gjemplo 165 y COIl, aunado a un ndmero mayor de secuencias, puede
proveer un espectro mds amplio de inferencia y proporcionar mayor luz en
la hisforia evolutiva de los acociles de éste y el resto de los subgéneros y

géneros mexicanos.
CONCLUSIONES
* Elsubgénero Villalobosus no es un grupo monofilético
e La evidencia apoya un esquema que divide al subgénero en dos
grupos, uno sobre la parte alta de la Siera Madre Oriental y ofro en

la parte media bagja de la vertiente, pero con un amreglo de especies

diferente al propuesto por Villalobos y Hobbs.
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Los principales eventos geoldgicos que influyeron en la distribucion vy

diversificacion del subgénero Villalobosus fueron el levantamiento y
conformacion final de la porcion sur de la Sierra Madre Oriental,
particularmente la subprovincia fisiografica del Carso Huasteco y la
conformacion del Eje Neovolcdanico Transversal, gque propiciaron las

multiples barrancas existentes y los consecuentes microclimas.

Los canones del Ao Pdanuco representan el limite distribucional
noroeste del subgénero Villalobosus, donde la disyuncién del lingje
ancestral pudo tomar tugar, el Eje Neovolcanico Transversal
representa el limite distribucional sur-sureste del subgénero,

propiciando una radiacion adaptativa en direccidn sureste-noroeste.

La determinacién de dos tipos de hdbitat, el habitat de la parte alta
y el de la parte media bagja, la variacion interespecifica en téminos
de fecundidad como evidencia de adaptacién a estos ambientes,
la evidente restriccion del flujo génico entre las poblaciones, el
hallazgo de nuevas formnas y la concordancia de todo esto con €l
armeglo filogenético de las especies, apoyan la hipdtesis de
especiacion alopdatrica y pemiten determinar un patrén de
diversificacion del subgénero Villalobosus en esa region de Id Sierra
Madre Oriental.

Se sugiere continuar con una revision detallada de los caracteres
morfoldgicos que permita reconsiderar su uso o adicién en andlisis
flogenéticos y/o claves de identificacidn de especies de
cambaridos.
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Capitulo 6. Discuston generd

¢ Una combinacidn de genes, aunado a un ndmero mayor de
secuencias, puede proveer un espectro mas amplio de inferencia y
proporcionar mayor Juz en la historia evolutiva de los acociles de éste

y el resto de los subgéneros y géneros mexicanos.
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