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RESUMEN

La parte norte de la peninsula de Yucatan cuenta con un gran niumero de
cenotes y cuevas habitados por diferentes organismos endémicos, principalmente
crustaceos y peces. Entre las familias de crustaceos decapodos con especies
estigobias, esta Palaemonidae, siendo Creaseria morleyi la Unica representante de
la familia en la peninsula de Yucatan, donde al mismo tiempo es el decapodo
estigobio con distribucién mas amplia en la peninsula. Este estudio se realizé con
el objeto de explorar, con base en datos morfologicos, moleculares y de
distribucion, como se ha llevado a cabo la evoluciébn de esta especie en la
peninsula de Yucatan, asi como el estudiar los patrones de invasién al agua dulce
en géneros cercanos a Creaseria en México.

Creaseria morleyi presenta una evidente variacion morfolégica en
caracteres de importancia taxonomica. Para explicar tales cambios se realiz6 un
analisis morfométrico basado en 24 medidas corporales y de los apéndices. Con la
ecuacion Y = ax®, se calculd el grado de isometria en relacion con la longitud del
caparazon. Los machos midieron entre 31.6 y 49.3 mm y las hembras entre 31.8 y
65.6 mm de longitud total. En los machos las regresiones mostraron alometria
negativa. En las hembras, el ancho del caparazon resultd en un crecimiento
alométrico positivo, lo que indica que mientras las hembras aumentan de tamario,
el caparazon se vuelve mas ancho que largo, y en el segundo pereiépodo, las
regresiones relacionadas con la quela mostraron un crecimiento alométrico
positivo. Las regresiones fueron significativamente diferentes entre machos y
hembras, lo que muestra dimorfismo sexual. La representacion grafica de las
tendencias muestra cambios significativos en la morfologia entre los 46 y 60 mm
de longitud total. Respecto a la variacion genética, se obtuvo la secuencia de
nucledtidos de los genes mitocondriales 16S rRNA y COI de 25 individuos
correspondientes a 14 poblaciones, con lo que se hizo un analisis de clados
anidados. En el gen 16S se presentaron cinco haplotipos con una distancia
genética de entre p = 0 y 0.00543, estando uno de ellos ampliamente distribuido.
En la region COI el nimero haplotipos fue de 12 con una distanciade entre p=0y
0.01988, que dieron como resultado una red anidada donde se pueden identificar
tres linajes aislados por distancia, con flujo génico restringido. Con este marcador
genético se pudo estimar un tiempo de divergencia de entre 40,000 y 100,000
afios entre linajes y se puede concluir que las poblaciones de C. morleyi han
pasado por varios cuellos de botella que han tenido como consecuencia una
disminucién en la variacion genética. Ademas se realizdé un analisis filogenético
usando como marcador genético el gen 16S, con 20 especies pertenecientes a
ocho géneros de la subfamilia Palaemoninae, entre los que estan algunos géneros
monotipicos, y especies tanto epigeas como estigobias, asi como algunas de
desarrollo abreviado y extendido. Se utilizaron diferentes métodos filogenéticos y
con las topologias se obtuvo un arbol de consenso de donde se pudo inferir que la
invasion al agua dulce en los géneros de la subfamilia Palaemoninae, ha ocurrido
en cuatro ocasiones diferentes, tras haber divergido en otro tipo de ambiente.



ABSTRACT

The northern portion of the Yucatan Peninsula presents a great number of
submerged cave systems and sinkholes. These environments are inhabited by an
endemic biota composed of crustaceans and teleostean fishes. Among the
crustacean decapods, the family Palaemonidae contains several stygobitic
species, being Creaseria morleyi the only representative of the family in the
Yucatan Peninsula, nevertheless is widely distributed in the region. The aim of this
study was to explore the evolution of this species in the Yucatan Peninsula using
morphological, genetic and distributional data, as well as to study the invasion
patterns of fresh water in closely related genera in Mexico.

A high degree of morphological variation is evident in some taxonomically
important characters of Creaseria morleyi. In order to explain such variation, a
morphometric analysis was undertaken. We measured a total of 24 variables from
the body and appendages. The equation Y = aX®, was used to calculate the
divergence from isometry in relation to carapace length. Males ranged in total
length from 31.6 to 49.3 mm and females from 31.8 to 65.6 mm. For males, all
regressions showed negative allometry. For females, carapace width showed
positive allometry, suggesting that as females increase in size the carapace
becomes wider than longer. Regarding, the second pereiopod, females exhibited
positive allometric growth in chela related dimensions. All regressions for males
and females were significantly different describing a marked sexual dimorphism.
Graphic representations of the tendencies show that significant changes in the
morphology occur in females at sizes ranging between 46 and 60 mm of total
length. Concerning the genetic variation, we obtained the nucleotide sequence of
16S rRNA and COI mitochondrial genes from 25 organisms of 14 populations in
order to make a nested clade analysis. For the 16S there were five haplotypes with
a genetic distance between p = 0 and 0.00543, with one of them widely distributed.
For COI we found 12 haplotypes with genetic distances between p = 0 and
0.01988. The nested clade analysis resulted in three lineages isolated by distance
with restricted gene flow. With the last gene marker, we estimated a time of
divergence between 40,000 and 100,000 years for the three lineages, and we can
conclude that C. morleyi populations had experienced several bottlenecks causing
the loss of genetic variation in the past. Finally, we conducted a phylogenetic study
using the 16S mitochondrial gene of 20 species belonging to eight Palaemoninae
genera, including some monotypic genera including epigean as well as stygobitic
species, and also species with extended and abbreviated development. We used
several phylogenetic methods, and constructed with the obtained topologies a
consensus tree, and we can infer that fresh water invasion in the subfamily
Palaemoninae took place in four different occasions after a previous divergence in
other habitats.



INTRODUCCION GENERAL

PENINSULA DE YUCATAN

La peninsula de Yucatan es la parte expuesta de la placa de Yucatan y esta
compuesta de roca calcarea, producto de la sedimentacién de carbonatos en
diferentes épocas geoldgicas. Los depdsitos de carbonatos mas antiguos de la
peninsula se localizan al sur de ésta y pertenecen a finales del Paleoceno y
principios del Eoceno. Los carbonatos correspondientes a la parte norte y oeste de
la peninsula se depositaron durante el Eoceno y se encuentran rodeados por
depositos de finales del Mioceno y principios del Plioceno, a excepciéon de dos
pequefias regiones al norte que son del Oligoceno y de la sierra de Ticul, que se
depositdé en el Mioceno-Plioceno. La parte marginal de la peninsula es la mas
reciente, ya que esta formada por carbonatos depositados durante el Pleistoceno
(Beddows, 2003).

Adicionalmente existen dos elementos en la constitucion geoldgica de la
peninsula, y que influyen en la distribucién de la fauna anquihalina. Uno es la
presencia de tres fallas geoldgicas formadas a partir de la actividad tectdnica
ocurrida a finales del Mesozoico; la primera corresponde a la sierra de Ticul, la
segunda es la falla de rio Hondo, que va desde el sur del estado de Yucatan hasta
la zona de Tulum vy la tercer es la falla de Holbox, que se ubica en la parte este de
la peninsula en direccién de norte a sur. Estas fallas definen la existencia de tres
cuencas hidrologicas, lo que provoca que el agua de cenotes y rios subterraneos
corran en direccién distinta (Pope et al., 1996). El otro elemento importante
corresponde al anillo de cenotes que se formd en la roca calcarea depositada a
principios del Plioceno, en la zona de fractura del crater de Chicxulub y que

actualmente tiene un flujo de agua en direccién noroeste (Pope et al., 1993).



Gracias a la permeabilidad de la roca caliza, la parte norte de la peninsula
carece de rios, sin embargo existe un gran numero de cenotes (del maya d zonot),
cuevas y aguadas (Schmitter-Soto et al., 2002), que constituyen una serie de
microhdbitats para diferentes organismos endémicos relacionados con especies
marinas ya extintas, que quedaron atrapados al retirarse el mar (Sanz y Platvoet,
1995). Estos lugares presentan diferentes similitudes con el mar profundo, como la
ausencia de luz, la estabilidad en los parametros fisicoquimicos y la manera como

ingresa la materia organica del exterior (Gers, 1998; Alvarez et al., 2000).

CENOTES

Los cenotes se originan gracias a la disolucion de la caliza mediante varios
mecanismos, como el agua que se filtra de la superficie, la circulacién interior, la
actividad microbiana y la reaccion ocurrida en la haloclina, que es la zona de
mezcla del agua dulce y marina (Schmitter-Soto et al., 2002). Estos sistemas
cuentan con diferentes caracteristicas fisicoquimicas y morfologicas, dependiendo
de la edad y su localizacion, pero de manera general se pueden clasificar en
varios tipos (Hall, 1936; Schmitter-Soto et al., 2002) (Figura 1.1):

Tipo caverna. Son los cenotes mas jovenes, ya que el techo de la boveda
aun no se ha derrumbado y generalmente estan comunicados con otros cuerpos
de agua, por lo que forman parte de sistemas Ioticos donde la temperatura y el pH
se mantienen estables. Generalmente tienen aguas pobres en oxigeno disuelto y

en nutrimentos. Suelen contar con un acceso lateral.

Tipo cantaro. El techo esta derrumbado, dejando una pequefia abertura en
el centro. Usualmente el material derrumbado se encuentra al centro del cenote y
aun no se interrumpe la comunicacién con otros cenotes, por lo que tienen

caracteristicas fisicoquimicas similares a los que estan dentro de cavernas.



Tipo cilindro. En este tipo de cenotes hay varios grados de derrumbe de la
boveda y de asolve del fondo, por lo que la comunicacién subterranea puede
existir o estar interrumpida. De lo anterior dependen el grado de eutrofizaciéon y la
constitucion de la fauna, ya que suelen tener una mayor variacion en temperatura
dependiendo de la época del afo, y presentan un gradiente vertical en el pH. Son

MAs ricos en nutrimentos y oxigeno disuelto.

Aguada. En estos cenotes abiertos, la cantidad de material acumulado
debido a los derrumbes y al asolve es muy grande, por lo que son cuerpos de
agua someros y sin comunicacioén subterranea. Son cuerpos de agua lénticos y

altamente eutréficos.

caverna cantaro cilindro aguada

Figura I.1. Tipos de cenotes presentes en la peninsula de Yucatan (modificado
de Schmitter- Soto et al., 2002).

PROVINCIAS FISIOGRAFICAS

Aunque cada cenote tiene su propia historia en cuanto a su formacion, sus
caracteristicas se ven influenciadas por las particularidades de la zona donde se
encuentra, pues dependiendo de diferentes factores, la peninsula se encuentra
dividida en 14 provincias fisiograficas, de acuerdo con la clasificacion de Wilson

(1980), de las cuales ocho estan dentro del area de estudio (Figura 1.2):



ONA COSTERA
[

CHICHEN
ITZA

RiO HONDO

RiO BEC .

-

Figura 1.2. Provincias fisiogréficas de la peninsula de Yucatan (modificado de
Wilson, 1980)

Zona costera. Ocupa la costa de la peninsula desde Tulium en el mar Caribe
hasta la ciudad de Campeche en el golfo de México (Wilson, 1980). Es la que
tiene un origen geoldgico mas reciente, ya que los depdsitos de carbonatos son
del Cuaternario (1.5 ma.) (Beddows, 2003). En esta zona se encuentra la mayoria
de los sistemas anquihalinos (Schmitter-Soto et al., 2002), que son aquellos que
tienen una fuerte influencia de las mareas en los niveles de salinidad y
profundidad (Back et al., 1986; Holthuis, 1973), por lo que la cantidad de agua
dulce y la profundidad de la haloclina aumentan con la distancia de la costa (lliffe,
1993; Sanchez et al., 2002).

Mérida. Se encuentra en la parte noroeste de la peninsula, se caracteriza
por tener pequeias colinas y depresiones (Wilson, 1980). Los carbonatos de esta
zona se depositaron durante el Mioceno y Plioceno (20-2 ma.), durante una época
de transgresion marina (Beddows, 2003). En esta zona esta el anillo de cenotes,
con 180 km de diametro, que se formé durante el Pleistoceno alrededor del crater
de Chicxulub. El flujo del agua en esta provincia tiene una direccion sureste-
noroeste (Steinich y Marin, 1996).



Chichén Itza. Esta ubicada al noreste de la peninsula y tiene una altitud
mayor de 25 m en promedio. El nimero de cenotes es mayor, siendo de tipo
cilindrico y aguadas (Wilson, 1980), aunque también existen cavernas y cenotes
tipo cantaro (Redell, 1981). Esta zona también data del Mioceno y Plioceno,
aungue en su parte oeste existen formaciones del Eoceno (55-35 ma.) (Beddows,
2003).

Ticul. Esta en el sur de la provincia de Mérida, sobre la sierrita de Ticul. Es
la parte mas alta de la peninsula con un promedio de 100 m, llegando hasta los
150 m (Wilson, 1980). Esta pequefia sierra que tiene unos 160 km de largo y 15
km de ancho, esta formada por carbonatos del Mioceno-Plioceno, que se
depositaron sobre la placa del Eoceno (Beddows, 2003). Los cenotes de esta zona
se sitian generalmente dentro de cuevas de dificil acceso (Redell, 1981).

Bolonchén. Se encuentra al sur de la sierra de Ticul y se caracteriza por
colinas en forma de cono, con una altura de entre 15y 25 m (Wilson, 1980). Esta
provincia incluye rocas del Eoceno (Beddows, 2003). La cantidad de cenotes es

menor y la mayoria son tipo cueva (Redell, 1981).

Coba. Se ubica al noreste de la peninsula ocupando la mitad norte del
estado de Quintana Roo. Cuenta con pequefias colinas de hasta 25 m de altura,
lagos y algunas depresiones lineales que denotan fallas geoldgicas (Wilson, 1980;
Schmitter-Soto et al., 2002). Esta zona cuenta con formaciones del Mioceno-
Plioceno, y cuenta con pequefias cuevas con pozas interiores, donde el flujo del
agua va en direccion oeste-este (Beddows, 2003).

Rio Bec. Esta al sur de Bolonchén y en su parte norte presenta formaciones
similares a esta region, principalmente en el punto Put (donde convergen Yucatan,
Quintana Roo y Campeche), donde hay una gran cantidad de cenotes. En el sur
cuenta con un relieve de hasta 275 m, con rios y lagos (Wilson, 1980). Las rocas

de esta provincia se formaron en el Eoceno (Beddows, 2003).



Rio Hondo. Al sur de Coba, tiene un relieve bajo y plano con depresiones
donde se ubican algunos lagos (Wilson, 1980). Los carbonatos de esta region se

depositaron durante el Mioceno-Plioceno (Beddows, 2003).

CRUSTACEOS TROGLOBIOS

La fauna acuatica propia de cuevas esta dominada por peces y crustaceos.
Los segundos son mas abundantes y estan mejor representados por el numero de
grupos taxonémicos (Sket, 1999), llegando a representar hasta el 80% de la fauna
presente en algunas cuevas de Norte América (Christman y Culver, 2001). Lo
anterior se debe a diferentes factores como la estabilidad de los ambientes, la
ausencia de depredadores, bajas tasas de extincion, la gran cantidad de
microhabitats y las diferentes adaptaciones previas que ya tenian los ancestros del
mar profundo, como la falta de pigmentacibn en cuerpo y ojos (Martens y
Danielopol, 1999).

En la peninsula de Yucatan se hicieron exploraciones importantes en las
décadas de 1930 y 1970, sin embargo, la mayoria de los estudios se han realizado
durante los ultimos diez afios, gracias al desarrollo del buceo en grutas (lliffe,
1993), debido a lo cual se han descrito crustaceos pertenecientes a diferentes
subclases, como Remipedia, Ostracoda y Malacostraca y de diferentes ordenes,
como Thermosbaenacea, Mysidacea, Amphipoda, Isopoda y Decapoda,
presentando este Ultimo el mayor niumero de familias y especies (Creaser, 1936;
Hobbs et al.,, 1977; lliffe, 1993). En la actualidad se conocen 39 especies de
crustaceos de cuevas y cenotes en la peninsula, de los cuales 13 pertenecen al

orden Decapoda (Alvarez, com. per.).



Creaseria morleyi (Creaser, 1936)

Entre las familias de decapodos con especies presentes en la mayoria de
las cuevas y cenotes esta Palaemonidae, que comprende varias especies de
crustaceos decapodos que se caracterizan por presentar el cuerpo lateralmente
comprimido, con espinas en el margen dorsal del rostro, cinco pares de apéndices
toracicos (pereidopodos) sin exopodos, de los cuales los dos primeros se
encuentran quelados, y tienen cinco pares de apéndices abdominales (ple6podos)

con funcion natatoria (Hobbs et al., 1977).

Los palemonidos presentes en cuevas del continente americano y el Caribe,
pertenecen a seis géneros con 16 especies, de las cuales ocho se encuentran en
México (Chace, 1975; Hobbs et al., 1977; Holthuis, 1977; Redell, 1981; Villalobos-
Figueroa, 1982; Holthuis, 1986; Villalobos et al., 1989; Hobbs y Hobbs, 1995;
Villalobos et al., 1999). La Unica especie presente en la peninsula de Yucatan es
Creaseria morleyi, que morfolégicamente se caracteriza por presentar espina
antenal y branquiostegal, ademas de un palpo mandibular bisegmentado (Hobbs
et al., 1977). Ademas los ojos se encuentran reducidos y al igual que el resto del
cuerpo, carecen de pigmento (Pérez-Aranda, 1983b). Se encuentra siempre en
oscuridad, en pequefias pozas de 50 cm y hasta cenotes de 20 m de profundidad,
en aguas transparentes con un aporte constante de guano de murciélago (Pérez-
Aranda, 1983b).

Esta especie de palemonido fue descrita en 1936 como Palaemon morleyi,
con base en ejemplares de cuatro localidades de la parte norte de la peninsula,
alrededor de Mérida y Chichen Itza (Creaser, 1936). Un par de localidades mas
fueron reportadas por Holthuis en 1950, quien en 1952 describe el género
monotipico Creaseria para incluir a Palaemon morleyi. Se realizaron nuevas
recolectas a principios de la década de 1970, extendiéndose la distribucion
conocida de la especie a 20 localidades del estado de Yucatan, incluyendo a la
sierra de Ticul (Hobbs y Hobbs, 1976), que es la parte mas alta de la peninsula,
con 100 msnm en promedio (Wilson, 1980). Como consecuencia de estas



recolectas se publicaron tres revisiones sobre decapodos de cuevas, incluyendo
algunos datos fisicoquimicos y notas ambientales, ademas de una clave
taxondmica para la identificacion de familias y especies de decapodos troglobios
(Hobbs y Hobbs, 1976; Hobbs et al., 1977; Hobbs, 1979), incluyendo una
actualizacion de la distribucion de algunas especies, donde se listan 32
localidades para C. morleyi, en los estados de Yucatan, Quintana Roo Yy
Campeche, lo que corresponde practicamente a toda la zona centro y norte de la
peninsula de Yucatan (Hobbs, 1979). En 1983 se reportaron nuevas localidades
del norte del estado de Yucatan, para completar un total de 46 para toda la

peninsula (Pérez-Aranda, 1983b).

Respecto al origen de Creaseria morleyi, Wilkens (1982) ha propuesto que
varias especies de peces y crustaceos de origen marino, entre ellos C. morleyi,
invadieron el ambiente anquihalino durante el Plioceno, hace unos seis millones
de afios, en la parte de Yucatan que se encontraba expuesta en ese momento y
gue corresponde a los depdésitos calcareos del Eoceno. La colonizacion ocurriria
en varios puntos, ya que las diferentes poblaciones de C. morleyi presentan el
mismo grado de reduccion en las estructuras oculares. También menciona que la
invasion no pudo haberse llevado a cabo durante el Pleistoceno, ya que en esta
época la linea de costa sufria constantes cambios debido a fluctuaciones en el
nivel del mar. Una de las evidencias que sustentan esta teoria, es la actual
distribucion de las poblaciones de C. morleyi, ya que muchas de estas localidades
se encuentran cerca de la costa del Plioceno, por lo que este autor supone que a
partir de ahi, la especie se dispers6 hacia otras zonas de la peninsula, en épocas

posteriores.

Recientemente (entre julio de 2003 y noviembre de 2006), el personal de la
Coleccidon Nacional de Crustaceos (CNCR) del Instituto de Biologia de la UNAM,
llevd a cabo una serie de expediciones a la peninsula de Yucatan con el objeto de
efectuar muestreos en diferentes cuevas y cenotes y actualizar el conocimiento de

la carcinofauna de ambientes troglobios.
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Como resultado de dichas recolectas se registraron siete nuevas
localidades, lo que hace a Creaseria morleyi el decapodo troglobio de distribucién
méas amplia en la peninsula de Yucatan, al encontrarse en un total de 53 cuevas y
cenotes de practicamente toda la zona calcarea (Figura 1.3), y aunque algunas
localidades de C. morleyi se encuentran alrededor de la costa del Plioceno,
ubicandose al noreste y centro de la peninsula, como las que se encuentran entre
la sierra de Ticul y la ciudad de Mérida, alrededor de Carrillo Puerto en Quintana
Roo y aquellas en Chichén Itz4; otras estan mas cerca de la costa del Pleistoceno,

como las localizadas en Tizimin, Yucatan y en la zona de Coba.

Al efectuar un andlisis preliminar de la distribucion conocida de este
paleménido se encontré una posible relacion con la presencia de las fallas
geoldgicas y del anillo de cenotes que rodea al crater de Chicxulub, pues la
mayoria de las localidades se encuentran entre la falla de Holbox y la sierra de
Ticul al norte de la peninsula, resaltando aquellas ubicadas en el anillo de cenotes.
Por otro lado se diferencian las localizadas al este de Holbox y las que estan al
oeste de la falla de rio Hondo. Cabe mencionar que la mayoria de las recolectas
de fauna troglobia en Yucatan se realizan sobre las carreteras principales y cerca
de las ciudades y debido a la gran cantidad de cenotes que no han sido
estudiados, es posible que las recolectas obtenidas hasta el momento no
representen la distribucion total de C. morleyi.

El escenario descrito entonces plantea varias interrogantes acerca del
origen de esta especie y de los procesos que han moldeado la distribucion que se
ha descrito. Por ejemplo, ¢existe algin patrén que muestre como se extendid su
distribucion a través de la peninsula de Yucatan?, ¢Hay algun grado de variacion
morfolégica entre poblaciones?, ¢Existe variacion entre poblaciones a nivel
genético que indique que hay procesos de diversificacion, o bien si no existe
puede esto deberse a un cuello de botella y una dispersioén reciente?, ¢ La invasion
al ambiente dulceacuicola de este género se dio de manera simultanea a los otros

géneros filogenéticamente cercanos?
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Con este estudio se pretende explorar, basados en datos morfologicos,
moleculares y de distribucion, como se ha llevado a cabo la evolucién de esta
especie en la peninsula de Yucatan.
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Figura I.3. Distribucién de Creaseria morleyi en la peninsula de Yucatan
(costas del Plioceno y Pleistoceno, tomadas de Wilkens, 1982).

OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura genética y explicar la variacion morfolégica en C.
morleyi y relacionarlas con la distribucion geogréfica de la especie en la peninsula

de Yucatan, asi como estudiar los patrones de invasion al agua dulce en géneros
cercanos a Creaseria en México.
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CAPITULO 1

VARIACION MORFOLOGICA EN Creaseria morleyi
INTRODUCCION

La morfometria permite utilizar la variacion existente en ciertos caracteres
de importancia diagnéstica, ecoldgica o reproductiva, dependiendo del objetivo
buscado, del nivel taxondmico al que se este trabajando y del grupo biolégico bajo
estudio, para agrupar estadisticamente a los organismos y poder discriminar entre
diferentes clases de individuos (Bookstein, 1982). Aunque en ciertos grupos es
recomendable incluir caracteres embriolégicos o de diferentes estadios de
desarrollo (Wayne y Hendrickson, 1973), en invertebrados es conveniente obtener
los datos de organismos adultos, especialmente cuando el aparato reproductor es

de importancia diagndstica (Villalobos et al., 1989).

Los estudios morfométricos en crustaceos han sido utilizados
principalmente para diferenciar los estadios reproductivos y para determinar la
talla comercial de diferentes especies de decapodos (Alvarez et al., 1996; Anger y
Moreira 1998; Conan et al., 2001) o para la delimitacibon de especies de
decépodos (Villalobos et al., 1989; Acufa, 2002). En palemonidos se han llevado a
cabo estudios morfométricos para explicar el cambio en la forma y proporcion en
diferentes dimensiones corporales, a lo largo del crecimiento (Hartnoll 1982;
Roman-Contreras y Campos-Lince 1993; Cartaxana 2003; Mossolin y Bueno
2003; Mariappan y Balasundaram, 2004). Esto debido a que en algunas especies
ocurre un cambio abrupto en ciertas proporciones durante una muda, llamada
“muda de pubertad”, que separa el Ultimo estadio juvenil de la primera etapa

sexualmente madura (Hartnoll 1985).

Para Creaseria morleyi se han reportado variaciones morfoldgicas
importantes, desde que la especie fue descrita. El holotipo tiene una longitud total

de 3.5 cm de longitud con la primera quela de 3 mm y la segunda con 8.2 mm de
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largo, sin embargo no se especifica el sexo de ninguno de los tipos. En este

trabajo se menciona cierto polimorfismo en la denticién del rostro (Creaser, 1936).

Posteriormente Hobbs y Hobbs (1976), y Hobbs et al. (1977) hacen una
revision de la morfologia de C. morleyi, en base a un extenso lote de organismos
de ambos sexos y se menciona que la hembra mas grande examinada tiene 4.2
cm de largo. Sin embargo, ambas publicaciones presentan errores evidentes en lo
que se refiere a las dimensiones y proporciones de los dos primeros pereiopodos,
incluyendo las quelas (Hobbs y Hobbs, 1976, fig. 8; Hobbs et al., 1977, fig. 19). En
otro estudio, Hobbs (1979) reporta una serie de variaciones en el apéndice
masculino, asi como en la denticion y forma del rostro de machos y hembras, lo
que concuerda con lo publicado por Pérez-Aranda (1983b), aunque para este

altimo se revisaron organismos de hasta 6 cm de longitud.

En las recolectas hechas recientemente se encontraron machos de hasta
4.9 cm y hembras de hasta 7.7 cm y ademas de las variaciones observadas en
otros trabajos, se detectaron importantes diferencias en la forma del caparazon y

en la longitud relativa de los artejos en los dos primeros pereidpodos (Figura 1.1).

Figura 1.1 Hembras de Creaseria morleyi: A, hembra con segundo pereiépodo
corto; B, hembra con segundo pereiépodo largo. Ambas provienen
de la cueva de San Dimas, en Francisco Uh May, Quintana Roo.
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HIPOTESIS

Debido a la variacion morfolégica observada en Creaseria morleyi en la
forma del caparazon y en las proporciones de los artejos de los dos primeros
pereidpodos, entre los organismos mas pequefios y los mas grandes, tal diferencia
debe ser ocasionada por un crecimiento de tipo alométrico a lo largo de las

diferentes mudas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Explicar la variacibn morfoldégica encontrada en las poblaciones de C.

morleyi en la peninsula de Yucatan.

e Estudiar el tipo de crecimiento en C. morleyi para explicar la presencia de
diferentes morfologias.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron 59 individuos de Creaseria morleyi (20 machos y 39 hembras),
depositados en la Coleccion Nacional de Crustaceos (CNCR) del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, pertenecientes a 17
localidades de la peninsula de Yucatan: 1, Pozo Chaak (20°21'36”N, 89°45’36"W;
1 macho, CNCR 1640; ago 27, 1992); 2, Cenote de Sihunchen (20°41'40"N,
89°40'44"W; 6 machos, 2 hembras, CNCR 22733, 22734, 22738; may 3, 2004); 3,
Cenote de San Isidro (20°7°64”N, 89°37'18"W; 3 hembras, CNCR 318, 320; jun 15,
1938); 4, Cenote Cuxtal (20°47'19”N, 89°35'26"W; 1 macho, 6 hembras, CNCR
22720; jul 21, 2003); 5, Cenote Nohchen (20°29'51"N, 89°35'20"W; 2 hembras,
CNCR 22722, 24621; may 1, 2004); 6, Grutas de Tzab-Nah (20°43'49"N,
890°28'28"W; 3 machos, 4 hembras, CNCR 12579, 22717, 22725, 22726, 22736; jul
29, 2003); 7, Cenote Tza-ltza (20°43'49”N, 89°27’57"W; 1 macho, 2 hembras,
CNCR 22724, 22729; dic 4, 2003); 8, Cenote Kabahchen (20°23'14"N,
89°23'43"W; 2 hembras, CNCR 22718, 24620; jul 29, 2003); 9, Cenote de Hoctun
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(20°51'23"N, 89°11'44"W; 1 macho, 3 hembras, CNCR 22716, 22721, 22723,
22732; may 5, 2004); 10, Cenote de Santo Domingo (19°46'07”N, 88°40'04"W; 3
machos, 6 hembras, CNCR 22735; ago 7, 2004); 11, Cenote de Las Ruinas
(19°37°46"N, 88°33'07"W; 2 machos, 2 hembras, CNCR 22728, 24611, 24612; ago
7, 2004); 12, Grutas de Balancanche (20°39'31"N, 88°32’05"W; 1 hembra, CNCR
319; jun 15, 1938); 13, Cueva Chac Mol (20°38'47"N, 88°24'53"W; 1 hembra,
CNCR 330; jun 15, 1938); 14, Cueva de Punta Laguna (20°38'47”"N, 87°38'23"W; 1
hembra, CNCR 24616; dic 9, 2003); 15, Noh Aktun (20°23'36”N, 87°37'01"W,; 2
machos, CNCR 24617; dic 7, 2003); 16, Cueva de San Dimas (20°22'13"N,
87°35'17"W; 3 hembras, CNCR 22727, 24618, 24619; dic 7, 2003); 17, Cenote
Hoil (20°21'24”N, 87°19'70"W; 1 macho, CNCR 22725; feb 12, 2004) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Mapa de la peninsula de Yucatan, México, con las localidades de
Creaseria morleyi para el estudio morfométrico.

Las medidas registradas fueron: longitud total (TL), longitud del cefalotorax
(CFL), longitud del rostro (RL), longitud del caparazon (CL), ancho del caparazén

(CW), longitud del abdomen (AL), ancho del abdomen (AW), longitud del telson
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(TE), longitud total del primer y segundo pereiépodos, asi como de cada uno de
los artejos que los integran, y longitud del apéndice masculino (GL) en el caso de
los machos. Las estructuras somaticas se midieron con un calibrador Vernier con
una precision de 0.01 mm o con un ocular milimétrico para microscopio

estereoscopico (Figura 1.3).

Debido al dimorfismo sexual presente en los adultos de C. morleyi, y que
consiste principalmente en la longitud total y en las diferentes medidas
relacionadas con el segundo pereiopodo, machos y hembras fueron analizados
independientemente. Ya que la forma y longitud del rostro puede ser inconstante,
la variable que se eligi6 como independiente en los analisis de regresion fue la

longitud del caparazon (CL, Figura 1.3) (Mariappan y Balasundaram 2004).

CFL AL

SRl I __J

MY

J,
N N /4

Figura 1.3. Creaseria morleyi, dibujos esquematicos de las partes corporales medidas
A, cefalotorax: CFL, longitud del cefalotérax; CL, longitud del caparazon; CW, ancho
del caparazon; RL, longitud del rostro. B, abdomen y telson: AL, longitud del
abdomen; AW, ancho del abdomen; TE, longitud del telson. C y D, primer y
segundo pereidpodos: IS, longitud del isquio; MR, longitud del mero; CP, longitud
del carpo; PR, longitud del propodio; PRW, ancho del propodio; PRH, alto del
propodio; DL, longitud del dactilo. E, segundo pleépodo: GL, longitud del gonépodo.
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Para obtener las relaciones entre CL y el resto de las variables se utilizo la
ecuacion Y = aX®, que en su forma lineal se expresa como log y = log a + b X,
donde si la pendiente = 1 indica un crecimiento de tipo isométrico, si es > 1 el
crecimiento alométrico es positivo, y si la pendiente es < 1 entonces el crecimiento
es alométrico negativo (Hartnoll, 1982). Los datos fueron transformados
logaritmicamente antes de calcular las ecuaciones de regresion (Sokal y Rohilf,
1995). La divergencia de la isometria en cada pendiente fue probada utilizando
una prueba de t de Student (o = 0.05) y para probar si las pendientes entre sexos
fueron significativamente diferentes se realizé un analisis de covarianza (Zar,
1999).

Con el propésito de describir el crecimiento relativo en los dos primeros
pares de pereiépodos y determinar si existe una talla a la que se den los cambios
observados en las proporciones, las hembras de C. morleyi fueron clasificadas en
aquellas que tenian pereiépodos esbeltos o robustos, como se muestra en la
figura 1 del presente capitulo. Para analizar de manera grafica la tendencia, se
graficé la longitud total contra el largo de los diferentes artejos de los pereidpodos,
con lo que se calcularon los minimos cuadrados para ilustrar tales relaciones. Los

datos fueron calculados con el programa NCSS (Hintze, 2004).

RESULTADOS

Se incluyeron en el andlisis 20 machos y 39 hembras, donde los machos
presentaron una longitud total de entre 31.6 y 49.3 mm (x =39.9 £ 1.2 mm) y las
hembras entre 31.8 y 65.6 mm (x = 44.3 + 1.6 mm). El resultado de las
regresiones se muestra en la Tabla 1.1, donde se utiliza CL como variable
independiente en todos los casos. Las regresiones estan divididas en tres
secciones: la que incluye cefalotérax, abdomen, telson y la longitud del apéndice
masculino en los machos, la correspondiente al primer perei6podo y la del

segundo pereidpodo.
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TABLA 1.1 Resultados de los analisis de regresion de los datos morfométricos de Creaseria morleyi transformados

logaritmicamente. La longitud del caparazon CL fue usada como variable independiente. TL, longitud total; CFL, longitud

del cefalotérax; RL, longitud del rostro; CW, ancho del caparazén; AL, longitud del abdomen; AW, ancho del abdomen;

TE, longitud del telson; GL, longitud del gonépodo; TP, longitud total del pereidpodo; IS, longitud del isquio; MR, mero;

CR, carpo; PR, propodio; PRW, ancho del propodio; PRH, altura del propodio; DL, dactilo; 0, isometria;

-, alometria

negativa; +, alometria positiva; *, estadisticamente significativo a p < 0.05; ns, *, estadisticamente no significativo a p >

0.05; =+, estadisticamente significativo a p < 0.05: F1, 56 = 4.013

Variable Ecuacion de regresion r t Alometria Comparacion
Machos Hembras Macho | Hembra [Macho| Hembra | Macho |Hembra Sindientes
Crecimiento en relacion al la longitud del caparazén (CL)
TL 0.760+0.796 log CL 0.768+ 0.788 log CL 0.895 0.909 12.371+« 18.997= - - 392.90s%:*
CFL 0.377+0.817 log CL 0.307+0.873logCL ~ 0.891 0.824 12.098+ 13.001% - - 149.08xx
RL 0.124+0.699 log CL 0.148+0.673 log CL 0.623 0.840 5.458+« 13.171= - - 115.28#:*x
Ccw -0.127+0.902 log CL -0.313+1.0721log CL  0.896 0.932 12.441% 22.171+ - + 350.94
AL 0.368+0.797 log CL 0.387+0.777 log CL 0.767 0.828 7.701+ 13.169% - - 139.97 %=
AW -0.192+0.912 log CL -0.180+0.907 log CL  0.739 0.923 7.143+ 20.752% - - 237.80%*x
TE 0.041+0.790 log CL 0.043+0.714 log CL 0.644 0.868 5.546% 15.369% - - 131.98s:x
GL -1.596+1.492 log CL 0.671 6.064% +
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Primer pereiépodo

TP 0.187+0.864 log CL 0.223+0.830logCL  0.879 0.938 11.117*x 22.394% 377.67 %
IS -0.419+0.686 log CL -0.548+0.806 log CL  0.521 0.759 4.296+ 10.335%* 66.92:xx
MR -0.426+0.952 log CL -0.341+0.874log CL  0.859 0.923 10.471% 20.184* 321.88xxx
CR -0.670+1.165 log CL -0.507+1.014logCL  0.831 0.902 9.416+ 17.460% 253.09s
PR -0.135+0.582 log CL -0.091+0.545log CL  0.813 0.850 8.841* 13.670% 167.15%**
PRW -1.080+0.683 log CL -0.937+0.533logCL  0.282 0.395 2.656% 4.640%* 19.44 5%
PRH -1.664+1.371log CL  -0.911+0.579log CL  0.117 0.578 1.545™  6.729% 10.41 %%
DL -0.401+0.660 log CL -0.379+0.6151log CL  0.367 0.684 3.232x 8.451x 43.87 %
Segundo pereidpodo

TP 0.484+0.789 log CL 0.356+0.954log CL  0.588 0.744 3.777+  8.697* 39.62xxx
IS -0.287+0.724 log CL -0.426+0.8721log CL  0.734 0.781 5.255% 9.642:x 52.34#xx
MR -0.033+0.749 log CL -0.168+0.918log CL  0.512 0.748 3.237+*  8.796% 37.60%xx
CR -0.262+0.711 log CL -0.319+0.7771og CL  0.532 0.883 3.369* 14.062# 73.19#x%x
PR 0.038+0.865 log CL -0.101+1.057logCL  0.546 0.630 3.466%* 6.782+ 24 .86%#x**
PRW -0.723+0.675 log CL -1.188+1.211log CL  0.260 0.688 1.876™  4.830% 9.67xxx
PRH -0.671+0.665 log CL -1.216+1.277logCL  0.375 0.521 2.451% 5.423x 11.88x#:x*
DL -0.331+1.002 log CL -0.335+1.066 log CL  0.528 0.606 3.346%  6.447+ 24.69%*x*
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En los machos, las regresiones concernientes a las partes corporales
presentaron alometria negativa, excepto por GL donde se obtuvo un crecimiento
de tipo alométrico positivo (Tabla 1.1). En las hembras los resultados fueron
similares, excepto por CW que presenté alometria positiva, lo que indica que a
medida que las hembras aumentan de tamafo, el caparazon se vuelve mas ancho

que largo (prueba de t, p < 0.05) (Figura 1.4).

1.2 ® Hembraslog CW = - 0.313 + 1.072 log CL

o Machos log CW =-0.127 + 0.902 log CL

141
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Figura 1.4 Relacién entre la longitud del caparazon y el ancho del caparazon de
machos y hembras de Creaseria morleyi (datos transformados
logaritmicamente).
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En relacion con el primer pereidépodo, en los machos todas las variables
mostraron un crecimiento de tipo alométrico negativo, excepto por el largo del
carpo que presentd alometria positiva y la altura del propodio con un crecimiento
isométrico. Las hembras muestran un patrén similar, ya que todas las medidas
presentan alometria negativa, excepto por el largo del carpo, que es positiva. De
manera general, no se muestra una variacion importante en el primer pereidopodo
de machos y hembras, pero existe una diferencia evidente en el crecimiento de
propodio y dactilo en las hembras.

En el segundo pereidépodo de los machos, la longitud del dactilo mostro
alometria positiva y la altura del propodio crece isométricamente, mientras que el
resto de las variables presentd una alometria negativa. En las hembras, las
medidas relacionadas con la quela, como longitud, largo y ancho del propodio, y
largo del dactilo tuvieron un crecimiento de tipo alométrico positivo, lo que es
consistente con la variacion morfolégica observada en las hembras mas grandes
(Figura 1.1). Una revision detallada de los datos permitié separar a las hembras en
aquellas con quelas pequefias y las que tienen quelas grandes, lo que mostré una
clara diferencia en el nivel de alometria (Figura 1.5). Se puede observar que el
cambio en la proporcion relativa de la quela ocurre en un intervalo de talla de entre
46.9 y 59.2 mm de longitud total.

Todas las regresiones fueron diferentes de manera significativa entre

machos y hembras (prueba de Fisher, analisis de covarianza; Tabla 1.1), lo que

indica un marcado dimorfismo sexual.
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Figura 1.5 Relacion entre la longitud total y la longitud de diferentes artejos del
primer y segundo pereiépodos en hembras de Creaseria morleyi. A,
longitud total vs. longitud del mero del primer pereiépodo; B, longitud
total vs. ancho del propodio del segundo pereiépodo; C, longitud total vs.
longitud del carpo del primer pereiépodo; D, longitud total vs. altura del
segundo propodio; E, comportamiento tedrico del crecimiento del primer
pereiopodo; F, comportamiento tedrico del crecimiento del segundo
pereiopodo. E y F calculado con el método de minimos cuadrados.
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DISCUSION

Aunque Creaseria morleyi se distribuye ampliamente en todas las areas
karsticas de la peninsula de Yucatan y puede estar presente en localidades
remotas y de dificil acceso, algunas de las poblaciones mencionadas en estudios
previos no fueron encontradas y algunas probablemente han desaparecido, como
ha sucedido con varias localidades ubicadas alrededor de la ciudad de Mérida
(Pérez-Aranda, 1983a). Aparte de la reduccién del habitat, los ambientes
cavernicolas de Yucatan generalmente soportan poblaciones pequefias de
animales acuéticos, debido a su naturaleza oligotréfica (Pérez-Aranda, 1983b).
Debido a lo anterior C. morleyi se ha vuelto una especie rara, por lo que el nimero
de organismos usados en este analisis representa una muestra especialmente

grande.

El dimorfismo sexual visto en C. morleyi se vuelve mas evidente cuando se
compara a los individuos mas grandes. El mismo patron se ha observado en
varias especies de Palaemon, género relacionado cercanamente con Creaseria
(Holthuis, 1952), ya que las hembras de Palaemon northropi y P. ritteri tienen
guelas mas grandes y robustas que los machos (Guerao et al., 1994; Cartaxana,
2003; Kim, 2005). En contraste, en el género Macrobrachium, los machos adultos
son mas grandes que las hembras, y el segundo pereidpodo, que tradicionalmente
es utilizado como caracter diagnostico, se encuentra mas desarrollado (Anger y

Moreira, 1998; Mossolin y Bueno, 2003; Mariappan y Balasundaram, 2004).

El tipo de crecimiento observado en C. morleyi en relacion con la longitud
total, indica alometria negativa, lo que significa que el caparazén crece a una tasa
mas alta que la longitud total. Un patrén similar se presenta en otros palemaonidos,
como Palaemon northropi, P. pandaliformis, Macrobrachium acanthurus y M.
olfersii (Anger y Moreira, 1998); sin embargo los machos de P. longirostris,

presentan un crecimiento de tipo alométrico positivo (Cartaxana, 2003).
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De manera particular, el caparazon de las hembras de C. morleyi tiende a
crecer mas a lo ancho que a lo largo, lo que es evidente en las hembras mas
grandes (Figura 1.1). Otra caracteristica importante en las hembras mas grandes
es el segundo pereidépodo, pues cambia dramaticamente, durante lo que podria
llamarse muda de pubertad (Figura 1.5).Tal incremento en el tamafio de la quela
es similar al reportado en aquellas especies de decapodos con una marcada
heteroquelia (Negreiros-Fransozo y Fransozo, 2003; Mariappan y Balasundaram,
2004).

La muda de pubertad, como la describe Hartnoll (1982, 1985), consiste en
un cambio en el nivel de alometria durante un intervalo de talla durante el cual
ocurre la muda de pubertad y se adquiere una morfologia asociada a la
reproduccién. En el caso de C. morleyi, se observan dichos elementos al graficar
la longitud de los artejos de los primeros dos periopodos contra la longitud total
(Figuras 1.5 a-d). Sin embargo, ya que no hay reportes de hembras ovigeras en C.
morleyi, sigue siendo una especulacion llamarle muda de pubertad. Este
fenomeno ha sido poco estudiado en palemoénidos, no obstante la muda de
pubertad ha sido observada en el cefalotorax de Macrobrachium borellii (Collins y
Petriella, 1999).

Con la descripcién del cambio en la morfologia del segundo pereiépodo de
C. morleyi a través del crecimiento alométrico, podemos concluir que todos los
especimenes pertenecen a la misma especie. La representacion grafica de las
tendencias (Figuras 1.5 e-f), muestran que se presentan cambios significativos en
la morfologia de las hembras en un intervalo de crecimiento de entre 46 y 60 mm

de longitud total.
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CAPITULO 2

VARIACION GENETICA EN Creaseria morleyi

INTRODUCCION

Las especies que colonizaron ambientes subterrdneos han tenido que pasar
por fuertes presiones selectivas, con el fin de adaptarse a las condiciones
extremas caracteristicas de estos ambientes. No obstante, dichos sistemas tienen
una alta diversidad de especies de crustaceos, lo que se explica debido al
aislamiento geografico de las poblaciones fundadoras (Barr y Holsinger, 1985). La
historia geoldgica de la peninsula de Yucatan provoco la formacion de diferentes
regiones fisiograficas y tres cuencas hidroldégicas compuestas cada una por rios
subterraneos con diferentes sitios de comunicacion al exterior (Wilson, 1980), por
donde ingresa la poca materia organica de la que disponen los organismos
presentes (Gers, 1998). Estas caracteristicas tan particulares hacen que las
poblaciones cuenten con una estructura genética similar a lo que se conoce como
“teoria de islas” (Verovnik et al., 2003, 2004), lo que significa que suelen presentar
una clara fragmentacion genética, reflejada en diferentes haplotipos propios de
cada poblacién y donde de manera periddica se dan algunos eventos de
dispersion (Hedrick, 2000). Esto se debe a que las especies acuaticas propias de
cuevas tienen una distribucion discontinua y sus individuos tienen poca habilidad
para dispersarse, ademas de que en estos ambientes suele presentarse una alta
fragmentacion del hébitat y por lo tanto un limitado flujo génico (Verovnik et al.,
2004).

Adicionalmente, las poblaciones acuaticas de cuevas se encuentran
aisladas debido a factores geoldgicos e hidrolégicos propios de la placa calcarea.
En el caso de los ambientes anquihalinos, la zona de mezcla de agua dulce y
salada (haloclina), crea una barrera fisiolégica para los organismos, que
interrumpe la comunicacion con otros sistemas (Back et al., 1986). Esto se ha

encontrado en astacidos del género Austropotamobius, que tienen una diversidad
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genética intrapoblacional muy baja con haplotipos exclusivos de cada poblacion;
con una mayor cantidad de diferencias pareadas al comparar secuencias de

nucledtidos de diferentes cuevas (Trontelj et al., 2005).

Los genes mitocondriales son marcadores genéticos ampliamente usados
debido a que tienen caracteristicas utiles para estudios inter e intraespecificos.
Entre tales caracteristicas estan, que son genes haploides de herencia materna, lo
que disminuye el numero efectivo y nos permite obtener la secuencia de
nucledtidos de manera directa. Ademas estos genes cuentan mecanismos de
reparacion poco eficientes, por lo que tienen una alta tasa de mutacion (Hillis et
al., 1996).

Dentro de los marcadores mitocondriales utilizados en crustaceos a nivel
poblacional, se encuentra la region 16S rRNA (France y Kocher, 1996; Shubart et
al., 2000), que tiene una tasa de cambio de 0.9% por millbn de afios (Murphy y
Austin, 2005) y la subunidad | de la citocromo oxidasa (COI) (Chu et al., 1999;
Meyran y Taberlet, 1998), que varia alrededor de 3% cada millén de afios (Trontel]
et al.,, 2005). Al conocer la diferencia genética entre las poblaciones de una
especie, es posible calcular el flujo génico entre ellas (Hedrick, 2000; Silva y

Russo, 2000), e inferir la existencia de dispersion (Weber y Levy, 2000).

HIPOTESIS

Tomando en cuenta la existencia de varias provincias fisiograficas en la
peninsula de Yucatan, la presencia de varias cuencas hidrolégicas dentro de estas
provincias, y la barrera que constituye la haloclina, las posibilidades de dispersion
y de flujo génico entre poblaciones, deben ser muy reducidas, por lo que las
poblaciones de Creaseria morleyi con una amplia distribucion en el sector norte de

la peninsula deben estar fragmentadas genéticamente.
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Estimar la variacion genética en los genes mitocondriales 16S rRNA y COI

entre las poblaciones de Creaseria morleyi en la peninsula de Yucatan.

e Estudiar la relacién existente entre la variacidon genética y la distancia

geografica en C. morleyi.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LOS EJEMPLARES

Se realizaron 4 colectas en la peninsula de Yucatan entre julio de 2003 y
junio de 2004. Se colectaron 49 individuos de Creaseria morleyi, depositados en la
Coleccion Nacional de Crustaceos (CNCR) del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, correspondientes a 14 cuevas y
cenotes. Los organismos se preservaron en alcohol al 95% para ser transportados
al laboratorio (Dessauer et al., 1984; 1996).

Las localidades de C. morleyi fueron: 1, Cenote de Sihunchen (20°41'40"N,
89°40'44"W; 2 hembras, CNCR 22734, 22738; may 3, 2004); 2, Cenote Cuxtal
(20°47°19”N, 89°35'26"W; 2 hembras, CNCR 22720; jul 21, 2003); 3, Cenote
Nohchen (20°29'51"N, 89°35'20"W; 2 hembras, CNCR 22722, 24621; may 1,
2004); 4, Grutas de Tzab-Nah (20°43'49"N, 89°28'28"W; 2 hembras, CNCR 22726,
22736; jul 29, 2003); 5, Cenote Tza-ltza (20°43'49”N, 89°27'57"W; 2 hembras,
CNCR 22724, 22729; dic 4, 2003); 6, Cenote de Telchaquillo (20°38'47"N,
89°27'51"W; 1 juvenil, CNCR 22731; may 4, 2004); 7, Cenote Kabahchen
(20°23'14”"N, 89°23'43"W; 2 hembras, CNCR 22718, 24620; jul 29, 2003); 8,
Cenote de Hoctun (20°51'23"N, 89°11'44"W; 2 hembras, CNCR 22723, 22732;
may 5, 2004); 9, Cenote Chihuan (20°45’36”N, 88°55'56"W; 1 juvenil, CNCR
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22739; may 7, 2004); 10, Cenote de Santo Domingo (19°46'07”N, 88°40'04"W; 2
hembras, CNCR 22735; ago 7, 2004); 11, Cenote de Las Ruinas (19°37'46"N,
88°33'07"W; 2 hembras, CNCR 24611, 24612; ago 7, 2004); 12, Cueva de Punta
Laguna (20°38'47"N, 87°38'23"W; 1 hembra, CNCR 24616; dic 9, 2003); 13, Noh
Aktun (20°23'36”N, 87°37°01"W; 2 machos, CNCR 24617; dic 7, 2003); 14, Cueva
de San Dimas (20°22'13"N, 87°35'17"W; 2 hembras, CNCR 24618, 24619; dic 7,

2003) (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Mapa de la peninsula de Yucatan, México, con las localidades de
Creaseria morleyi para el estudio genético.
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EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL ADN

El ADN total se extrajo del tejido muscular del abdomen, mediante el
método estandar de extraccion fenol-cloroformo usando etanol para precipitar el
ADN en la solucién acuosa (Hillis et al., 1996). Con la reaccidon en cadena de la

polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988), se amplificaron dos regiones mitocondriales.

La primera region fue un fragmento del 16S rRNA, que es un gen
estructural con una tasa de cambio de 0.9% por millon de afios (4-6 pb) (Murphy y
Austin, 2005). Los promotores utilizados fueron el 16Sar (5-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") y el 16Sbr (5-CCGGTTTGAACTCAGATCATG-
3") (Schubart et al., 2000). El programa de amplificacién se determiné a partir de
pruebas con diferentes temperaturas de alineacion y fue: desnaturalizacion de la
doble cadena a 92 °C por 60 seg, alineacion de los promotores a 50 °C por 60 seg

y extension del DNA a 72 °C por 90 seg, esto durante 35 ciclos.

La segunda fue un fragmento de la subunidad | de citocromo oxidasa (COl),
gue es un gen funcional con tasa de cambio de 3% por millon de afios (15-20 pb)
(Trontelj et al., 2005). Esto se realizé con los promotores COla-H (5"-AGT ATA
AGC GTC TGG GTA GTC-3") y COIf-L (5"-CCT GCA GGA GGA GGA GAY CC-3")
(Palumbi et al., 1991). ElI programa de amplificacion empleado fue:
desnaturalizacion a 92 °C por 60 seg, alineacién a 48 °C por 60 seg y extension a

72 °C por 90 seg, durante 42 ciclos.

En ambos casos la amplificacion se realiz6 en un volumen de 25 ul, de los
cuales 1 pl consistié en el DNA total, 1.25 ul (10 uM) de cada promotor, 2.5 ul de
deoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) como catalizador de la reaccion (0.8 mM), 2.5
pl de amortiguador de PCR 10X, 1.25 pl de cloruro de magnesio (MgCl,) como
cofactor, 0.125 pl de la polimerasa DNA Amplificasa (5 U/ pl) y 15 pl de H,O. La
amplificacion fue confirmada en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio

como marcador de &cidos nucleicos. Los productos de la amplificaciéon fueron
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purificados usando el kit de purificacion QIAquick Spin PCR (Qiagen), para ser
secuenciados en ambas direcciones mediante secuenciacion ciclica. Se efectuo
una reaccioén de secuencia de la region amplificada para cada direccion de la
cadena, lo que se llevo a cabo en un volumen de 10 ul, de los cuales 3 pl
correspondieron al producto de PCR, 2 ul al interruptor de dideoxinucle6tido
(BigDye Terminator v3.1 de Applied Biosystems), 2 ul al amortiguador 2.5X, 0.5 pl
(5 uM) del promotor correspondiente a la cadena y 2.5 pl de H,O. Los productos
obtenidos fueron purificados utilizando columnas con el polisacarido dextran
(Sephadex) para ser procesados en un secuenciador capilar automatico de ADN
(ABI Prism 3100) (Hillis et al., 1996).

VARIACION GENETICA

Cada gen mitocondrial fue tratado de manera independiente. Se tomé al
menos una secuencia de cada poblacion (Baverstock y Moritz, 1996) y se
alinearon visualmente con la ayuda del programa BioEdit 7.0 (Hall, 1999). Una vez
teniando los alineamientos se identificaron los sitios variables, la naturaleza de las
sustituciones y se calcul6 la frecuencia de cada nucledtido con el programa PAUP
4.0b10 (Swofford, 2002).

Para determinar el grado la variacién entre las diferentes secuencias se

calcularon la diversidad nucleotidica (1) (Nei, 1987),

=) pipjTij donde: pi=frecuencia de la secuencia i
pj = frecuencia de la secuencia |
TTij = proporcidn de nucleotidos diferentes entre

la secuencia iy j

y la distancia p, que consiste en la proporcion de sitios variables (Hedrick, 2000),
con el programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004).
p=S donde: S =numero de sitios diferentes

N N = nGmero total de nucleotidos.
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Posteriormente se determinaron los haplotipos propios de cada poblacion y
se obtuvo la diversidad de haplotipos (Nei y Tajima, 1981) con el programa
DNASP 4.10.9 (Rozas et al., 2003),

h=(1-3x% _n donde: xi =_frecuencia del haplotipo i
(n-1) n = namero de muestra.

RELACION GEOGRAFICA

Debido a que entre el alineamiento correspondiente al gen COI se observo
una mayor variacion y un mayor numero de haplotipos, se usaron dos
aproximaciones para estimar el grado de diferenciacion entre poblaciones. Una fue
el uso del coeficiente de diferenciacién entre haplotipos Fst, mediante el calculo de
la varianza molecular con el programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005),

siendo la formula,

Fst = kb — kw
kb

donde: kb =numero promedio de diferencias pareadas entre individuos
de diferentes poblaciones

kw = nimero promedio de diferencias pareadas entre individuos
de la misma poblacién (Hudson et al., 1992).

La otra aproximacion fue mediante la construccion de una red de haplotipos
utilizando el método de parsimonia estadistica, donde se estiman los niveles de
divergencia y se conectan aquellos haplotipos que tengan una probabilidad igual o
mayor a 0.95 de estar libres de homoplasias. La red fue polarizada utilizando
como grupo externo un fragmento del gen COI del langostino de la especie
Macrobrachium malayanum obtenida del GenBank (AB235281) con el objeto de
conocer cual es el haplotipo con una edad relativa mas antigua. Lo anterior
utilizando el programa TCS 1.21 (Clement et al., 1992).
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Una vez obtenida dicha red los hapotipos fueron anidados manualmente en

clados de acuerdo a los criterios propuestos por Templeton et al. (1987).

Con los clados anidados se calcularon dos distancias. Distancia al clado
(D), que mide la distancia media de los miembros de un haplotipo al centro de
distribucion de dicho haplotipo, y la distancia al clado anidado (D), que
corresponde a la distancia media de los haplotipos de un nivel respecto al clado
donde se anidan. Con estas distancias se probo la existencia de una asociacién
geografica estadisticamente significativa mediante la permutacion al azar de los
clados anidados contra la localizacion geografica durante 10,000 réplicas
(Templeton et al.,, 1995). Lo anterior se realiz6 con el programa GEODIS 2.5
(Posada et al.,, 2000). Las distancias y sus valores de significancia fueron
comparados entre los diferentes clados y se buscaron los diferentes patrones de
los haplotipos (fragmentacion, expansion de distribucion o aislamiento por
distancia), empleando la clave de inferencia revisada por Posada y Templeton

(2005) (disponible en: http://darwin.uvigo.es/).

TIEMPO DE DIVERGENCIA

Con el alineamiento del gen COI se calcul6 el tiempo aproximado de
divergencia entre el clado que presentoé la edad relativa mas antigua y los grupos
de haplotipos que resultaron significativamente diferentes en el analisis de clados
anidados, considerando que se trata de linajes diferentes. Primero se realizé una
prueba de tasa relativa para saber si la tasa de sustitucion nucleotidica entre las
diferentes secuencias es homogénea, ya que de serlo significaria que evolucionan

a una tasa similar (Tajima, 1993).
Se calculé la distancia genética promedio de cada linaje y entre linajes,

corregida segun el modelo de dos parametros donde la probabilidad de una

transicion es mayor al de una transversion (Kimura, 1980).
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Debido a la aparente diferencia entre las distancias de los diferentes linajes,

estas se ajustaron con la siguiente formula:

d=dxy—% (dx + dy)

donde: dxy = distancia promedio entre los linajes Xy Y

dx v = distancia promedio dentro de cada linaje (Edwards, 1997).

Posteriormente se emplearon tasas de cambio conocidas para el gen COI
en crustaceos y que van de 2% de sustituciones por millon de afios en cangrejos
ermitafios (Schubart et al., 1998) a 3.5% por millén de afios en camarones alfeidos
(Knowlton y Weigt, 1998) y se calculo el tiempo aproximado de divergencia entre
linajes (Trontelj et al., 2005; Verovnik et al., 2004).

RESULTADOS

16S rRNA

Se obtuvieron 25 secuencias de la regibn mitocondrial 16S
correspondientes a 14 poblaciones, con una longitud de 552 pb (Apéndice l1a),
correspondiendo a la parte ubicada entre la posicion 652 y 1203 del gen completo
(1305 pb) de Macrobrachium rosenbergii (GenBank numero de acceso
AY659990). De todos los sitios, solo cuatro resultaron polimérficos y dos fueron
informativos (sitios 213 y 521) (Tabla 1). El alineamiento mostré una diversidad
nucleotidica de Pi = 0.00117. La frecuencia de cada nucleétido fue de A =
0.27174, C = 0.13442, G = 0.25362, T = 0.34022, no encontrandose diferencias
significativas en la composicion de nucledtidos entre las diferentes secuencias
(x* = 0.112811, g.l. = 72, p = 1.00). El nimero de diferencias entre las secuencias
fue de entre 0 y 3, tratandose Unicamente de transiciones entre pirimidinas. Lo

anterior equivale a una distancia genética de entre p = 0 y 0.00543.
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En las 14 poblaciones se presentaron 5 haplotipos del fragmento
secuenciado (Tabla 2.1), con una diversidad de haplotipos de Hd = 0.5233,
pudiéndose observar que el haplotipo denominado como “A” presenta una amplia
distribucién (Figura 2.2).

Tabla 2.1 Numero de secuencias y haplotipos del gen mitocondrial 16S rRNA, por
poblacién de Creaseria morleyi. Los nucledtidos marcados en gris
corresponden a las bases que difieren del comun.

Poblacion y Haplotipos
ejemplares Haplotipo 213 253 297 521

Ruinas

1 A T C C T

2 A T C C T
Sto. Domingo

1 A T C C T

2 B C C C T
Punta Laguna

1 A T C C T
Noh Aktun

1 B C C C T

2 B C C C T
San Dimas

1 B C C C T

2 C C T C T
Sihunchen

1 A T C C T

2 D T C C C
Hoctln

1 A T C C T

2 A T C C T
Chihuan

1 A T C C T
Kabahchen

1 A T C C T

2 D T C C C
Cuxtal

1 A T C C T

2 A T C C T
Nohchen

1 A T C C T

2 A T C C T
Tzaltza

1 A T C C T

2 A T C C T
Tzab Nah

1 A T C C T

2 E T C T T
Telchaquillo

1 A T C C T
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Figura 2.2 Mapa de las localidades de Creaseria morleyi incluidas en el estudio
de variacion genética con los haplotipos del gen 16S propios de cada
poblacién en de la peninsula de Yucatan, México. La numeracion
corresponde a las localidades como aparecen en la figura 2.1, y las
letras a los haplotipos mencionados en la tabla 2.1

CITOCROMO OXIDASA SUBUNIDAD |

Se trabajo con 24 secuencias de 14 poblaciones, que tuvieron una longitud
de 654 pb, correspondiendo a la regién ubicada entre la posicion 671 y 1324 del
gen completo (1534 pb) de la jaiba Callinectes sapidus (GenBank numero de
acceso AY682075). De todos los sitios, 17 fueron polimérficos y 11 informativos
(Apéndice 1b). La diversidad nucleotidica de la poblacion con este gen fue de Pi =
0.0017, y el contenido de G+C = 0.444. La frecuencia de cada nucleétido fue de A
= 0.28676, C = 0.28287, G = 0.16151, T = 0.26886, no siendo significativamente
diferente la composicién de nucleétidos entre secuencias (x* = 0.339513, g.l. = 69,
p = 1.00). Respecto al niumero de diferencias entre las secuencias, fue de 0 a 13
siendo en todos los casos transiciones en la tercera posicion de cada codon. Lo
anterior equivale a una distancia de entre p = 0 y 0.01988. haplotipos, fue de 12
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con una diversidad de Hd = 0.859 (Tabla 2.2), siendo la distribucion de estos la

mostrada en la figura 2.3

Tabla 2.2 Numero de secuencias y haplotipos del gen mitocondrial COI, por
poblacion de Creaseria morleyi. Los nucleétidos marcados en gris
corresponden a las bases que difieren del mas comun.

Haploti
Poblacion y aplotipos

ejemplares  Haplotipo  5q 41 156 224 266 299 308 311 314 323 479 494 518 569 587 620 635

Ruinas

1 A C A A T C T T T G A C C A A A T T

2 B C A G T C T T C A A C C A A A T T
Sto.
Domingo

1 B C A G T C T T C A A C C A A A T T

2 C C A G T C T T C G A C C A A A T T
Punta
Laguna

1 D C A G C C A C C G A C C A A A T T
Noh Aktun

1 E C T G T C T T C G A C C G A A T T

2 F C A G T C T T C G A C C A A A A T
San Dimas

1 C C A G T C T T C G A C C A A A T T

2 C C A G T C T T C G A C C A A A T T
Sihunchen

1 B C A G T C T T C A A C C A A A T T

2 B C A G T C T T C A A C C A A A T T
Hoctln

1 B C A G T C T T C A A C C A A A T T

2 B C A G T C T T C A A C C A A A T T
Chihuan

1 G C A G T C T C C G A C C A A A T A
Kabahchen

1 H T A G T C T T C G A C T A C G T A

2 | T A G € T C C C A A T T A C G T A
Cuxtal

1 B C A G T C T T C A A C C A A A T T
Nohchen

1 B C A G T C T T C A A C C A A A T T

2 C C A G T C T T C G A C C A A A T T
Tzaltza

1 J C A G T T C T C A A T C A A A T A

2 J C A G T T C T C A A T C A A A T A
Tzab Nah

1 C C A G T C T T C G A C C A A A T T

2 K C A G T C T T C A G C C A A A T T
Telchaquillo

1 L C A G C T C T C G A C C A A A T T
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Figura 2.3 Mapa de las localidades de Creaseria morleyi incluidas en el estudio
de variacion genética con los haplotipos del gen COI propios de cada
poblacién en de la peninsula de Yucatan, México La numeracion
corresponde a las localidades como aparecen en la figura 2.1, y las
letras a los haplotipos mencionados en la tabla 2.2

RELACION GEOGRAFICA

Como se menciono anteriormente, solo se utilizé el alineamiento del gen
COl para estudiar la relacion entre la variacion genética y la localizacién
geografica. En relacion al calculo del Fst entre haplotipos, en todos los casos el
resultado fue falta de diferenciacion genética (p = 0.081 — 0.99, o = 0.05). Por otro
lado el analisis de parsimonia estadistica di6 como resultado una red de haplotipos
Cuyo centro se encuentra representado por una de las poblaciones con el
haplotipo mas ampliamente distribuido y donde se enraiza la secuencia
correspondiente al grupo externo, lo que indica una edad relativa mayor (Figura
2.4).
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Figura 2.4 Red de haplotipos para las secuencias del gen COIl en Creaseria
morleyi de la peninsula de Yucatan, México. Los rombos grises
representan las transiciones y los negros las transversiones. Los
circulos corresponden a haplotipos intermedios no encontrados en la
muestra. Macrobrachium malayanum corresponde al grupo externo.
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Al anidarse los clados usando los haplotipos muestreados, resultan cuatro
clados de primer nivel y dos de segundo nivel, ademas del clado total (Figura 2.5).
Después de realizar el andlisis de clados anidados, solo dos de los clados de
primer nivel mostraron diferencias significativas del resto del cladograma,
correspondiendo a las areas geogréaficas donde se presentan haplotipos con
mayor numero de diferencias. Dichas poblaciones se ubican en la parte centro y
sur-este de la distribucion de C. morleyi (Figura 2.3). Finalmente las distancias de
los clados mencionados indican que existe flujo genético restringido, con
aislamiento por distancia entre ellos y el resto del cladograma, segun la clave de

inferencia (Tabla 2.3).

Tabla 2.3. Tabla de contingencia del analisis de relacion geogréfica de la red
de haplotipos del gen COI en Creaseria morleyi, e interpretacion
de resultados segun la clave de Posada y Templeton (2005).

CLADOS CHI-CUADRADA P CADENA DE INFERENCIAS

1-1 0.000 0.000+  1-2-11-17-4 S , ,
flujo génico restringido con aislamiento por distancia

1-2 2.000 1.000

1-3 8.000 0.150

1-4 0.000 0.000+  1-2-11-17-4 o , ,
flujo génico restringido con aislamiento por distancia

2-1 4.000 1.000

2-2 6.000 0.418

3-3 13.000 0.074
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Figura 2.5. Clados anidados de la red de haplotipos mostrada en la figura 2.3
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TIEMPO DE DIVERGENCIA

La prueba de tasa relativa mostré que los cambios entre las diferentes
secuencias se dan de manera homogénea (valores de P de entre 0.317 y 1.000).
La distancia genética promedio de cada linaje fue de entre 0.0038 y 0.0102, y una
vez corregidas las distancias entre linajes, fueron de entre 0.0015 y 0.0041, lo que
equivale a un tiempo de divergencia que va de 40 a 120 mil afios entre el linaje
con una edad relativa mas antigua y aquellos con una variacion significativa de
acuerdo al analisis de clados anidados (Tabla 2.4). Lo anterior considerando una

tasa de cambio del 2% al 3.5% por millén de afios.

Tabla 2.4. Matriz de distancia genética dentro de cada linaje y entre linajes
segun la red de haplotipos del gen COl, y distancias corregidas.

Distancia B,J,K GH,((1-1) AC,EF (1-4)
promedio
Distancia entre linajes
B,J,K 0.005124 .002584 .001546
G,H,I(1-1) 0.010296 0.010294 .004148
A,C.E,F (1-4) 0.003836 0.006026 0.011214
Tiempo de divergencia
B,J,K
G,H,l (1-1) 74 -129 mil
A,C.EF (1-4) 44 — 77 mil
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DISCUSION

A pesar de que la region 16S ha sido mas utilizada en trabajos filogenéticos
a nivel de especies y géneros (Ahyong y O"Meally, 2004: Murphy y Austin, 2005)
debido a que su tasa de cambio es lenta en comparacidbn con otros genes
mitocondriales, también se ha empleado a nivel intraespecifico en poblaciones de
crustaceos dulceacuicolas, siendo util para estudiar la estructura genética entre
poblaciones. Tal es el caso del paleménido de la especie Macrobrachium
australiense (Murphy y Austin, 2004), donde se encontrdé una variacion de entre
0.2 y 1.5%, siendo similar a la encontrada en Creaseria morleyi, cuya maxima
divergencia fue del 0.5%. En el caso de especies estigobias, este marcador ha
revelado una marcada estructura genética con un gran numero de haplotipos y
flujo génico entre poblaciones cercanas, especialmente entre poblaciones de
crustaceos de la familia Cambaridae en cuevas del sureste de Estados Unidos
(Buhay et al., 2007). Sin embargo, se trata de sistemas muy antiguos que
empezaron a formarse a finales del Cretacico (hace unos 70 millones de afios),
donde algunas poblaciones han estado aisladas por periodos de hasta un millén
de afos (Buhay y Crandall, 2005). Caso contrario es el encontrado por Webb
(2003) con el camardn de la familia Atydae de la especie Typhlatya mitchelli, ya
gue obtuvo un total de tres haplotipos en varias poblaciones a lo largo de la
peninsula de Yucatan, con una diferencia de 0 a 0.4%. Cabe mencionar que en

muchas cuevas y cenotes, esta especie convive con C. morleyi.

El nivel de variacion en el gen COI difiere en relacion al tipo de ambiente
gue habite la especie y a la historia evolutiva de la misma. Entre poblaciones que
han estado aisladas mucho tiempo con periodos cortos de comunicacion la
divergencia es alta, como en el caso de algunas poblaciones de M. australiense
con una diferencia de hasta el 10%, alta diversidad de haplotipos y valores de Fsr
bajos (Carini et al., 2006), o en el caso del isbpodo estigobionte Asellus aquaticus
que varia entre el 5 y 10% con una varianza molecular que indica una alta

estructura genética (Verovnik et al., 2004). Por otro lado se encuentran grupos
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como los rizocéfalos, donde se presentan pocos haplotipos, niveles de divergencia
de 0.2 a 0.5%, pero niveles altos de Fst entre algunas poblaciones, lo que se
explica porque entre localidades adyacentes se mantiene flujo génico constante
(Botello y Alvarez en prep; Gurney et al., 2006).

Otro patron es el que presentan aquellas especies que han atravesado por
una serie de cuellos de botella con cierto grado de aislamiento en épocas muy
recientes. En estos casos se puede observar una variacién intermedia, con
evidencia de cierta divergencia en algunas poblaciones (Arbogast et al., 2002).
Ejemplo de esto es el anfipodo Gammarus lacustris, que tiene 1.6% de variacion
entre secuencias, con un pequefio numero haplotipos distribuidos ampliamente
con diferenciacion en algunas zonas geograficas (Meyran y Taberlet, 1998). Lo
mismo fue encontrado en el atyido T. mitchelli de la peninsula de Yucatan, con
una variacion de hasta 1.3% y 1.7% en los genes COIl y citocromo b
respectivamente, con una cantidad baja de haplotipos, estando compartidos por

varias poblaciones (Webb, 2003)

Como se puede observar, el nivel de divergencia en la region COI
encontrada en C. morleyi y la relacion existente entre las diferentes poblaciones
parece ajustarse a este Ultimo patrén, ya que se presentd una diferenciacion
genética de hasta el 2%, y 12 haplotipos, estando dos de ellos ampliamente
distribuidos. En relacion al resultado del indice Fsr, fue cercano a cero entre todas
las localidades, lo que indica una falta de estructura genética como consecuencia
de un flujo génico constante, sin embargo, su utilizacion tiene la desventaja de que
se asume que las poblaciones han estado en equilibrio desde hace tiempo, por lo
que se pueden obtener valores bajos en poblaciones que mantienen cierta
variacion antigua (Templeton, 2006). Por lo tanto, el analisis de clados anidados
resulta mas util, pues si bien es cierto que entre la mayoria de las poblaciones no
se mostré una diferencia significativa, se puede observar cierto aislamiento por
distancia. Ademas, el anidamiento nos permite asociar a los haplotipos genética y

geograficamente mas distantes y agruparlos en linajes (Verovnik et al., 2004). En

44



el caso de C. morleyi se pueden observar tres linajes; el primero comprende
haplotipos que se localizan en la parte noroeste de la peninsula, siendo el mas
antiguo de acuerdo a la red de haplotipos. Los otros dos estan compuestos por
haplotipos que se encuentran al oriente y al centro de la peninsula y que de
acuerdo a la tasa de cambio utilizada, habrian divergido hace 40 a 100 mil afios

aproximadamente.

Respecto a la historia de C. morleyi en la peninsula de Yucatan, es posible
que la especie descienda de un ancestro marino, ya el género Creaseria es
morfologicamente cercano a Palaemon (lliffe, 1993), que invadié los ambientes
anquihalinos después de la paulatina emersién de la peninsula ocurrida hace 1 a 5
millones de afios (Beddows, 2003), y tras la formacion de las primeras cuevas
hace un millébn de afios aproximadamente (Back et al., 1986). Posteriormente las
poblaciones tuvieron que adaptarse a condiciones dulceacuicolas durante los
diferentes cambios en el nivel del mar ocurridos durante el Pleistoceno, como lo
sugiere Wilkens (1982), quedando en sitios lejos de la costa por la posterior
depositacion de carbonatos en la actual zona costera (Wilson, 1980).

Es posible que en ciertos intervalos de tiempo existiera una marcada
estructura genética, ya que actualmente la especie se distribuye en tres cuencas
hidrolégicas que fluyen en direcciones distintas (Perry, 2002). Pero continuos
cambios en el nivel del mar habrian eliminado poblaciones enteras de algunas
areas y con ello, la variacion genética existente. Esto es probable, ya que durante
el anterior periodo interglaciar hace 125 mil afios, el nivel del mar era de 4 a 7
metros mas alto que el actual, mientras que en plena glaciacion hace 18 mil afios
el descenso fue de 100 metros respecto al nivel actual, habiendo alcanzado su
nivel actual hace apenas 5 mil afios (Beddows, 2003). Estos cambios son
significativos si tomamos en cuenta que la zona de la peninsula donde se
distribuye C. morleyi tiene una altura 10 a 50 msnm teniendo los cuerpos de agua
una profundidad de 10 a 30 metros con una haloclina situada de 10 a 20 metros

de profundidad, dependiendo de la distancia a la costa (Beddows, 2003).
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Por lo tanto, una disminucion en el nivel del mar de unos cuantos metros
haria que los sistemas anquiahalinos de la peninsula de Yucatan se quedaran
practicamente sin agua, lo que eliminaria las poblaciones estigobiticas que
habitaran en ellos. Por lo que podemos concluir que el patron de variacion
genética con los genes mitocondriales 16S y COlI, indican la presencia de cuellos

de botella en Creaseria morleyi.
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CAPITULO 3

PATRONES DE INVASION AL AGUA DULCE EN GENEROS
DULCEACUICOLAS DE LA SUBFAMILIA Palaemoninae

INTRODUCCION

La familia Palaemonidae pertenece al infraorden Caridea, el cual
comprende 36 familias de crustaceos decapodos (Martin y Davis, 2001). Esta
familia se divide en las subfamilias Pontoniinae y Palaemoninae, estando esta
tltima compuesta por 21 géneros y alrededor de 300 especies, tanto marinas
como dulceacuicolas, que habitan ambientes subterraneos y epigeos
(Jayachandran, 2001).

Ademas de la adaptacién al ambiente cavernicola, otro tépico que ha sido
estudiado en la subfamilia, es el relacionado con la invasion a los cuerpos de agua
continentales, ya que de manera tipica los decapodos epigeos de agua dulce
conservan ciertos estadios larvales con dependencia al agua salada o salobre, lo
que se modifica cuando las poblaciones se aislan totalmente del mar debido a la
dispersion o a las barreras geograficas. En este caso se presentan ciclos de vida
abreviados o semi-abreviados, con una reducida cantidad de huevos de mayor
tamafio en cada hembra, y donde todo el ciclo de vida se lleva a cabo en el agua
dulce necesitdndose un menor numero de estadios larvales para completar el
desarrollo (Alvarez et al., 2002; Mejia-Ortiz, 2003).

En México se encuentran seis géneros de la subfamilia Palaemoninae con
especies estrictamente dulceacuicolas, siendo esto una situacion Unica en el
mundo. Generalmente agrupan especies endémicas con una distribucion

restringida a unas cuantas localidades (Figura 3.1). Dichos géneros son:
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Figura 3.1 Géneros dulceacuicolas de la subfamilia Palaemoninae en México.
1.- Creaseria, 2.- Neopalaemon, 3.- Cryphiops, 4.- Troglomexicanus,
5.- Macrobrachium, 6.- Palaemonetes.

Creaseria.- Género monotipico que incluye a C. morleyi (Creaser, 1936), y
se distribuye ampliamente en la peninsula de Yucatan habitando cuevas y
cenotes. Es una especie dulceacuicola y de desarrollo abreviado que se encuentra
frecuentemente asociada a otras especies de crustaceos cavernicolas. El género
es morfolégicamente cercano a Palaemon (lliffe, 1993).

Cryphiops.- Género dulceacuicola con cinco especies, que se distribuye en
Brasil y México, donde se encuentra restringido al estado de Chiapas. En México
se encuentran C. (Bithynops) luscus (Holthuis, 1973) (Gruta del Arco, Rancho de
San Rafael del Arco, La Trinitaria, Chiapas), C. (Bithynops) perspicax (Holthuis,
1977) (Cenote La Cueva, ruinas de Chincultik, lagos de Montebello, municipio de
La Trinitaria, Chiapas), y C. (Bithynops) villalobosi Villalobos, Nates y Cantu, 1989,
distribuido en rios y arroyos epigeos del valle de Ocosingo, Chiapas (Villalobos et

al., 1989). Morfologicamente es cercano a Macrobrachium (Holthuis, 1952).
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Neopalaemon.- Es un género monotipico cercano morfolégicamente a
Macrobrachium, cuya Unica especie es N. nahuatlus Hobbs, 1973, que se
distribuye Unicamente en la localidad tipo en Oaxaca (Cueva del Guano), siendo
una especie estigobia (Hobbs et al., 1977).

Troglomexicanus.- En este género se ubican tres especies estigobiticas
dulceacuicolas distribuidas en cuevas de México. Se encuentra cercanamente
relacionado con Troglocubanus, pero no presenta dientes en la parte dorsal del
rostro. Las especies son T. perezfarfantae (Villalobos, 1971) (Sétano de Tinaja,
San Luis Potosi), T. tamaulipensis Villalobos, Alvaez e lliffe, 1999 (Cueva del
Nacimiento del Rio Frio, Tamaulipas) y T. huastecae Villalobos, Alvaez e lliffe,
1999 (Manantial de San Rafael, San Luis Potosi) (Villalobos et al., 1999).

Macrobrachium.- Representa el género de la subfamilia que cuenta con
mas especies, siendo cerca de 200. Las especies de este género se distribuyen
principalmente en aguas tropicales y subtropicales y pueden dividirse en dos
grandes grupos, debido a la morfologia de los apéndices quelados, del caparazén
y del telson. La mayor parte de las especies del género tiene un desarrollo larval
extendido y se les encuentra en ambientes estuarinos o salobres durante alguna
fase de su ciclo de vida (Jayachandran, 2001). Las especies mexicanas
dulceacuicolas hipogeas son M. villalobosi Hobbs, 1973 (Rio San Antonio,
Oaxaca) y M. acherontium Holthuis, 1977 (Grutas de Cocona, Tabasco), mientras
que M. tuxtlaense Villalobos y Alvarez 1999 (tributarios de la Laguna de
Catemaco, Veracruz), M. vicconi Roméan, Ortega y Mejia, 2000 (Rio Perlas,
Chiapas) y M. totonacum Mejia, Alvarez y Hartnoll, 2003 (Rio San Antonio,

Oaxaca) son especies epigeas (Mejia et al., 2003; Villalobos y Alvarez, 1999).

Palaemonetes.- Comprende alrededor de 30 especies de camarones
pequefios a medianos, tanto de agua salobre como dulce, que se distribuyen en
practicamente todas las aguas tropicales y subtropicales del mundo, excepto en la

India. EI género méas cercano morfolégicamente es Calathaemon (Bruce y Short,
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1993). En México se encuentran cinco especies dulceacuicolas epigeas, que son
P. suttkusi Smalley, 1964 (Cuatro Ciénegas, Coahuila), P. mexicanus Strenth,
1976 (Rio Coy, San Luis Potosi), P. hobbsi Strenth, 1994 (Rio Mante, San Luis
Potosi), P. lindsayi Villalobos y Hobbs, 1974 (La Media Luna, San Luis Potosi) y P.
kadiakensis Rathbun, 1902, que se distribuye en el norte de Tamaulipas y Nuevo
Ledn (Rodriguez-Almaraz y Campos, 1996; Strenth, 1994).

El propdsito de este estudio es el de situar, en comparacion con otros
linajes relacionados de la subfamilia Palaemoninae, la evolucién/origen de los
géneros estrictamente dulceacuicolas que se presentan en México, pues una vez
obtenida la relacion filogenética entre dichos taxa, sera posible derivar datos sobre
el origen de cada uno de ellos, lo que se podria utilizar para entender los patrones
actuales de variacion. Por otra parte, servira para conocer si cada uno de estos
géneros invadi6 de manera independiente el habitat dulceacuicola, o si la
diversificacion ocurrié una vez que se habia invadido el agua dulce. Esto mediante
un analisis filogenético utilizando el gen mitocondrial 16S, que como se menciond
en el capitulo anterior, es un marcador Util a nivel de especies y géneros debido a
su tasa de cambio (Ahyong y O"Meally, 2004: Murphy y Austin, 2005).

HIPOTESIS

Debido a que los géneros de agua dulce de la subfamilia Palaemoninae
generalmente presentan un numero limitado de especies con una distribucion
restringida y a la historia geoldgica de México, se esperaria que hubieran invadido

el ambiente dulceacuicola de manera independiente.

OBJETIVO PARTICULAR
e Determinar los patrones de invasion al habitat duceacuicola de diferentes
géneros de la subfamilia Palaemoninae mediante sus relaciones

filogenéticas.
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MATERIALES Y METODOS
ELECCION DE LOS EJEMPLARES Y OBTENCION DE LAS SECUENCIAS

Se eligieron 20 especies pertenecientes a ocho géneros de la subfamilia
Palaemoninae. Entre ellos estan algunos géneros monotipicos, y especies tanto
epigeas como estigobias, asi como algunas de desarrollo abreviado y completo, y
se incluy6o al camaron de la familia Atyidae, Paratya australiensis como grupo
externo. Algunos de los ejemplares se encuentran depositados en la Coleccién
Nacion-al de Crustaceos del Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autbnoma
de México, de los cuales se extrajo el ADN total y se secuencié un fragmento del
gen mitocondrial 16S rRNA, siguiendo el mismo procedimiento descrito en el
segundo capitulo del presente estudio. Otras secuencias de la misma regién
fueron obtenidas GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (Tabla 3.1).

Las secuencias se alinearon visualmente con la ayuda del programa BioEdit
7.0 (Hall, 1999) y posteriormente fueron importadas al programa PAUP Version
4.0b10 (Swofford, 2002), donde se realiz6 un analisis de chi-cuadrada para
determinar si existen diferencias significativas en las frecuencias de nucleétidos
entre los diferentes taxa (Murphy y Austin, 2005). Posteriormente se hizo una
prueba estadistica gl para probar la sefal filogenética de la matriz de datos, lo
gue significa que el resultado obtenido sea consecuencia de relaciones de
ancestria-descendencia, y no de otras fuerzas evolutivas (Hillis y Hueksenbeck,
1992). Ademas se reviso la presencia de saturaciones entre las secuencias, lo que
se realiz6 al graficar el nimero de transiciones y transversiones contra la distancia
genética entre los diferentes taxa (Yang y Yoder, 1999), utilizando como modelo
de correccion el de dos parametros “K80”, donde existe una mayor probabilidad de
ocurrencia de transiciones que de transversiones (Kimura, 1980), esto se realizo
con el programa DAMBE version 4.5.40 (Xia y Xie, 2001).
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Tabla 3.1 Especies

incluidas en el

estudio filogenético,

se especifica la

distribucion, tipo de desarrollo, habitat en el que se encuentra y nimero de registro
en la CNCR o en el GenBank (AF, AJ o AU).

Especie Distribucion Tipo de Ambiente Numero de
desarrollo registro
Creaseria
C. morleyi Peninsula de Abreviado |Estigobio CNCR 22723
Yucatan, México
Cryphiops
C. luscus Chiapas, México |Abreviado |Estigobio CNCR 5759
C. villalobosi Chiapas, México |Abreviado |Dulceacuicola| CNCR 5760
Macrobrachium
M. acanthurus Georgia a Brasil |Completo |Estuarino CNCR 21758
M. tenellum Baja} California a |Completo |Salobre CNCR 22025
M. tuxtlaense \Ijg;cruz, México | Abreviado |Dulceacuicola| CNCR13175
M. rosenbergii Australia Indo-Pacifico Completo |Salobre AY203920
M. rosenbergii Tailandia Indo-Pacifico Completo |Salobre AY203920
Neopalaemon
N. nahuatlus Oaxaca, México |Abreviado |Estigobio CNCR 4396
Palaemon
P. northropi Atlantico Completo |Costero CNCR 20747
P. longirostris Europa Completo |Estuarino AJ640129
P. pandaliformis Guatemala a Completo |Estuarino
Brasil
P. ritteri California a Peru | Completo |Estuarino CNCR 21015
P. serenus Australia Completo |Costero AF439518
P. intermedium Australia Completo |Marino AF439516

52




Palaemonetes

P. atrinubes Australia Completo |Salobre AF439520

P. australis Australia Completo |Salobre AF439517

P. kadiakensis Coahuila, Abreviado |Dulceacuicola| CNCR 326
México

Pseudopalaemon

P. chryseus Brasil Abreviado |Dulceacuicola

Troglomexicanus

T. tamaulipasensis Tamaulipas, Abreviado |Estigobitico CNCR 17030
México

Paratya australiensis AF 439523

ANALISIS FILOGENETICO

Se hicieron analisis filogenéticos utilizando métodos con diferentes
fundamentos, siendo estos la Maxima Parsimonia (MP) donde se busca la
topologia que represente las relaciones de ancestria-descendencia, con la menor
cantidad de pasos posibles utilizando para ello sélo los sitios informativos en el
alineamiento de secuencias; Maxima Verosimilitud (ML) que busca inferir el arbol
mas probable dada una cierta matriz de datos; de Distancia que es un método
numérico donde se calcula la proporcion de sitios variables y se agrupan los taxa
utilizando diferentes algoritmos, que en este caso fue el de Vecino mas Cercano
(NJ); y un andlisis de tipo Bayesiano (BA) donde se calculan las probabilidades
posteriores de las topologias obtenidas, en base a las caracteristicas de los datos
(Swofford et al., 1996). Los tres primeros métodos se corrieron con el programa
PAUP Version 4.0b10 (Swofford, 2002) mientras que el BA se implementd con el
programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Adicionalmente se
buscé el modelo evolutivo apropiado, segun las caracteristicas del alineamiento,

ya que es importante saber que parametros deben ser tomados en cuenta al
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realizar los analisis de ML y BA. Entre tales parametros estan la probabilidad de
cambio entre cada tipo de nucledtido, la frecuencia de cada base, la existencia de
sitios invariables y de sitios con una mayor tasa de cambio. Para eso se uso el
programa Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998).

Para MP se hizo una buUsqueda heuristica utilizando los gaps como
caracteres desconocidos y agregando las secuencias al azar. Para probar el
soporte de las ramas se llevd a cabo un bootstrap con 1000 réplicas. Para ML se
hizo una busqueda heuristica con 100 réplicas de adicion al azar, usando los
parametros del modelo evolutivo adecuado para las secuencias de 16S incluidas
en este estudio, con lo que también se realizdé un bootstrap. El andlisis de NJ se
realiz6 agrupando los taxa con el método del Vecino mas Cercano, donde a partir
de un arbol inicial no agrupado, se van uniendo los taxa con una distancia

genética mas cercana (Saitou y Nei, 1987).

El BA se realiz6 con los mismos parametros identificados por el programa
Modeltest y se inici6 con é&rboles al azar, muestreando las cuatro cadenas de
Markov cada 100 generaciones hasta que la desviacion estandar promedio de las
frecuencias divididas alcanz6 un valor menor a 0.01. Esto resulté en un total de 1 x
10° generaciones, durante las cuales se muestrearon 10,000 arboles, de los que
se descartaron los primeros 2,500. Con el resto se obtuvo un arbol de consenso
del 50% con el que se calcularon las probabilidades posteriores que representan

el porcentaje de veces que se repitié cada nodo.
Una vez obtenidas las diferentes topologias se compararon con el programa

PAUP y se obtuvo un arbol de consenso de mayoria con las ramas que se

presentaran en mas del 50% de los arboles.
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RESULTADOS

Se analizaron 21 secuencias, incluyendo el grupo externo, con una longitud
de 448 pb (Apéndice 2). Del total, 232 sitios fueron monomorficos, y 176
parsimoniosamente informativos. Las frecuencias medias de nucleoétidos fueron de
A = 0.31095, C = 0.11126, G = 0.22192 y T = 0.35588, no encontrandose
diferencias significativas en la composicidén de nucleotidos entre los diferentes taxa
(x* = 51.2014, g.l. = 60, p = 0.7836); mientras que las diferentes secuencias del
gen 16S incluidas en este estudio presentan una sefal filogenética a un nivel de
significancia de 0.05 (g1 = — 0.5884, p < 0.01). Respecto al nivel de saturacion en
las secuencias, se encontr6 evidencia de saturacion a distancias genéticas

mayores a d = 0.25 (Figura 3.2).
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distancia corregida (K80)

Figura 3.2 Relacién entre transiciones / transversiones y la distancia genética

de las secuencias de nucledtidos del gen 16S de diferentes géneros
de la subfamilia Palaemoninae, corregida con el modelo K80.
A. Proporcion de sitios con transiciones (P) (circulos abiertos) y
transversiones (Q) (circulos completos). La linea punteada indica el
nivel de distancia genética al que las transiciones parecen aproximarse
a la saturacion. B. Proporcién de sitios con transiciones entre la
proporcion de sitios con transversiones.
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El modelo obtenido al probar las secuencias del gen 16S con el programa
Modeltest fue el GTR+G+l “General Time Reversible” (Tavaré, 1986), lo que
significa que la frecuencia de cada nucleétido en la matriz de datos es variable y
toma en cuenta las tasas de cambio reversibles (Tabla 3.2). Adicionalmente
algunas regiones de los fragmentos alineados son mas variables que otras, por lo
gue las secuencias tuvieron un parametro gamma a= 0.756838 y cuenta con una

proporcion de sitios invariables de I= 0.756838.

Tabla 3.2 Frecuencia de cada nucledtido y matriz reversible de tasas
de cambio entre nucleétidos en las secuencias del gen 16S de
diferentes géneros de la subfamilia Palaemoninae.

Frecuencia de nucleétidos

A C G T

0.330548 0.078584 0.200302 0.390566

Matriz reversible de tasas de cambio

A
1.6723694 7.4324189 1.0217488

C

1.6723694 0.64811356 14.960405
G

7.4324189 0.64811356 1
T

1.0217488 14.960405 1
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ANALISIS FILOGENETICO

El analisis de MP resulté en dos cladogramas mas parsimoniosos de 718
pasos con un indice de consistencia de Cl=0.5195 y un indice de retencion de
Rl = 0.5903. En éstos se observa un clado basal formado por los géneros
Creaseria y Neopalaemon. Ademas resultaron dos clados claramente diferentes,
el primero compuesto por especies de los géneros Palaemon y Palaemonetes,
mientras que el segundo podria dividirse en tres grupos: el que comprende a las
especies marinas o estuarinas de Macrobrachium; el que incluye a Cryphiops,
Macrobrachium de agua dulce y Pseudopalaemon; y por Uultimo a
Troglomexicanus. Cabe mencionar que los dos cladogramas solo difirieron en la
posicion de una de las especies del género Palaemon (Figuras 3.3 y 3.4). El
dendrograma de distancia de NJ (Figura 3.6) y el arbol de consenso del analisis
bayesiano (Figura 3.7), presentan algunas diferencias en la posicion de ciertos
taxa, sin embargo existe congruencia entre los resultados de estos andlisis y el de
MP. Por otro lado, el analisis de ML consider6 que es mas probable (-In L=
3449.58424) que Creaseria y Neopalaemon formen un grupo hermano de los
grupos formados por Macrobrachium y por Cryphiops, Macrobrachium de agua
dulce y Pseudopalaemon (Figura 3.5). Sin embargo, debido a la congruencia en la
mayoria de las topolégias, se decidié tomar al arbol de consenso del 50% (Figura
3.8), como aquél que mejor representa las relaciones filogenéticas entre géneros

de la subfamilia Palaemoninae.
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_EMW,Macrobrachium tuxtlaense
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60 w..Macrobrachium acanthurus
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.. Troglomexicanus tamaulipensis

100 — Creaseria morleyi

|_ NNNNNNN Neopalaemon nahuatlus

... Paratya australiensis

Figura 3.3 Uno de los dos cladogramas mas parsimoniosos de especies de varios
géneros de la subfamilia Palaemoninae. Valores de bootstrap en la parte
superior de las ramas.
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Figura 3.4 Uno de los dos cladogramas mas parsimoniosos de especies de varios
géneros de la subfamilia Palaemoninae. Valores de bootstrap en la parte
superior de las ramas.
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Figura 3.5 Resultado de Maxima Verosimilitud entre especies de varios géneros
de la subfamilia Palaemoninae. Valores de bootstrap en la parte superior
de las ramas.
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Palaemonetes atrinubes

Palaemon northropi
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Paratya australiensis

0.1

Figura 3.6 Dendograma de distancia obtenido con el método de Vecino mas
Cercano de especies de varios géneros de la subfamilia Palaemoninae.
La barra representa la proporcion de sitios variables (distancia p).
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Figura 3.7 Arbol de consenso del 50% obtenido a partir del anélisis bayesiano
entre especies de varios géneros de la subfamilia Palaemoninae. Valores
de probabilidad de ocurrencia en la parte superior de las ramas.
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Figura 3.8 Arbol de consenso del 50% obtenido a partir de las topologias de MP,
ML, NJ y bayesiano. Valores de bootstrap MP y ML en la parte superior de
las ramas, probabilidad posterior en la parte inferior y porcentaje de

aparicion en el consenso.
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DISCUSION

En el presente estudio se tuvo el cuidado de por lo menos incluir a una
especie de cada género dulceacuicola de la subfamilia Palaemoninae presente en
México, pero ademas se adicionaron especies de otros géneros como Palaemon,
que agrupa alrededor de 40 especies que se encuentran principalmente en
ambientes costeros o estuarinos, Pseudopalaemon que comprende a alrededor de
cinco especies dulceacuicolas que se distribuyen Unicamente en Sudamérica
(Jayachandran, 2001), ademas de algunas especies estuarinas de

Macrobrachium, lo anterior con el objeto de darle mayor resolucién a los analisis.

Respecto a la topologia obtenida, se puede observar que el clado formado
por Creaseria y Neopalaemon se encuentra separado de los demas y ubicado en
la parte basal del cladograma, lo que indicaria que divergié antes que el resto de
los géneros. Como ya se menciond, ambos son géneros monotipicos estigobios
(Hobbs et al., 1977) y aunque Neopalaemon ha sido poco estudiado, en Creaseria
se han hecho algunas estimaciones sobre el tiempo de divergencia. Porter y
colaboradores (2004), con base a un reloj molecular donde utilizaron marcadores
nucleares y de la mitocondria, calcularon que este género divergio en la familia
hace unos 110 millones de afios durante el Cretacico, lo que concuerda con los 90
ma. estimados recientemente con base a varios genes mitocondriales (Acufia,
com. per.) (Figura 3.9). No obstante, como se discutio en el capitulo anterior, se
trataria de un ancestro marino o costero que invadiria la peninsula de Yucatan en

tiempos mucho mas recientes.

El clado donde se ubica Palaemonetes incluye también a especies de
Palaemon, siendo este uUltimo de habitos costeros y morfolégicamente cercano
(Walter y Poore, 2003). Se ha calculado que Palaemon y Palaemonetes
divergieron del resto de los géneros en la subfamilia hace unos 140 ma., mientras
que entre ellos habria sido hace unos 80 ma. (Porter et al., 2004) (Figura 3.9).

Cabe mencionar que Palaemonetes es cosmopolita, con especies de hébitos
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salobres (Jayachandran, 2001) y que en Meéxico el género tiene un patron de
distribucion particular, donde esta P. kadiakensis que aunque es estrictamente
dulceacuicola y de desarrollo abreviado, se distribuye principalmente en tributarios
de rios que cuentan con salida al Golfo de México en Tamaulipas, Nuevo Leén y el
sur de Estados Unidos, ademas de P. suttkusi en Cuatro Ciénegas Coahuila, P.
mexicanus, P. lindsayi y P. hobbsi, ambas en San Luis Potosi (Rodriguez-Almaraz
y Campos, 1996). Es posible que el ancestro de este grupo perteneciera a la fauna
costera en el Cretécico, y que la diversificacién se relacione con el levantamiento
de la Sierra Madre Oriental, que comenz6 hace unos 70 ma. a finales de este

periodo geoldgico (Cevallos-Ferriz y Gonzalez-Torres, 2006).

Por otro lado, se puede observar un clado integrado por las especies del
género Cryphiops y por Macrobrachium tuxtlaense. El género Cryphiops cuenta
con especies en Brasil y México, que de acuerdo a Porter y sus colaboradores
(2004), habrian divergido de Macrobrachium hace unos 70 ma (Figura 3.9).
Respecto al linaje mexicano, es posible por su distribucion actual, que haya
invadido el agua dulce mientras estaba abierto el istmo de Tehuantepec, en un
periodo comprendido entre su divergencia como género y la separacion de C.
villalobosi y C. perspicax, que de acuerdo a Villalobos y coautores (1989), ocurririd
en el Oligoceno, hace unos 24 ma. debido al levantamiento de la Sierra Madre del
Sur. Respecto a Macrobrachium, se ha estimado que ocurrié hace 11 a 27 ma.
(Murphy y Austin, 2005; Schubart et al., 2000.), sin embargo, se ha probado que
las especies de este género han ocupado el ambiente dulceacuicola en
numerosas ocasiones, sin que tenga relacién con la filogenia de este género
(Murphy y Austin, 2005).

Por dltimo, se encuentra Troglomexicanus, que agrupa a tres especies
hipébgeas endémicas, distribuidas en una zona relativamente pequefia en los
estados de Tamaulipas y San Luis Potosi, estando morfolégicamente relacionado

con Troglocubanus, que se distribuye en las Antillas. Se ha sugerido que ambos
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linajes se separaron durante el Cretacico, hace unos 70 ma. (Figura 3.9), lo que

coincidiria con la formacion de la Sierra de El Abra (Villalobos et al., 1999).

Lo anterior nos indica que la invasion al agua dulce en los géneros de la
subfamilia Palaemoninae, ha ocurrido en cuatro ocasiones diferentes, tras haber
divergido en otro tipo de ambiente. Esto coincide con lo ya mencionado respecto a
las especies de Macrobrachium (Murphy y Austin, 2005), y a lo propuesto por
Hobbs (1994), que sugiere que diferentes grupos estigobiticos se originaron de

manera independiente a partir de ancestros epigeos.

Cryphiops

Macrobrachium

Troglomexicanus

Falaemonetes

Falagmon

Creaseria

Atyoidea

Figura 3.9 Filogenia de varios géneros de la subfamilia Palaemoninae y
tiempos de divergencia (tiempos tomados de Porter et al., 2004).
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CONCLUSIONES GENERALES

Los machos de Creaseria morleyi midieron entre 31.6 y 49.3 mm. y las
hembras entre 31.8 y 65.6 mm.

Existe un claro dimorfismo sexual en C. morleyi, consistente en hembras
con mayor longitud total y un segundo par de pereiépodos mas grandes y
robustos.

Las hembras presentan un crecimiento de tipo alométrico en diferentes
caracteres respecto al largo del caparazoén.

Las hembras muestran cambios significativos en la morfologia, o en el nivel
de alometria a una longitud total de entre 46 y 60 mm.

El gen 16S muestra una variacion genética de 0 a 0.4%, entre las diferentes
poblaciones, con cinco haplotipos diferentes.

El gen COI mostré una diferenciacion genética de hasta el 2%, con 12
haplotipos, siendo uno de ellos el mas antiguo.

Se identificaron tres linajes, estando aislados por distancia con flujo génico
restringido.

Se calcul6 un tiempo de divergencia de entre 40,000 y 100,000 afios entre
linajes.

Las poblaciones de C. morleyi han pasado por varios cuellos de botella que
han tenido como consecuencia una disminucion en la variacion genética.

En el andlisis filogenético de los géneros dulceacuicolas de la subfamila
Palaemoninae, se obtuvieron 5 topologias congruentes entre si.

Se pudieron inferir cuatro diferentes eventos de invasion al agua dulce.

Tales invasiones no estan relacionadas con la filogenia de los géneros.
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APENCIDE 1

A. Alineamiento de una porcion del gen 16S de diferentes poblaciones de
Creaseria moirleyi en la peninsula de Yucatan. Misma base que Ruinas (:),

delecién o insercion (-).

10
R L
TCGCCTGTTT A

20
T
TCAAAAACA

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

P L T
AGTTATTTTT AAAGGG

CCGC

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

TGTC

GGTA

AAC.

30 40 50 60
| e e e e e B |
TGTATG GGTTCGTTAT AGGGTCTGGC CTGCCCACTG

90 100 110 120
GTTTAA CCGTGCGAAG GTAGCGTAGT AATTTGTCTT
.ACCC. A-..T..A CG-..-..CA CC--.AG..A

79



130 140 150 160 170 180

e T e A |

Ruinas TTAATTGAAG GCTTGAATGA AC--GGTCGG ATGAGATGTA AACTG-TCTT T-CTTGTAAT
Ruinas . . . . ... .o L P R T
StoDomingo . . . . ... ... L T e e e e e e e
StoDomingo . . . . ... ... L T e e e e e e e
PtaLaguna . . . . . ... .. ..o P T
NohAktun . . . . ... ... ... .. ..., e S e
NohAktun . . . . . . . . .. L P R T
SnDimas . . .. ... B e e
SnDimas . . . ... T e e T
Sihunchen . . . . . . . ... Lo T e e T
Sihunchen . . . . ... ... .. e S e
Hoctun . . . . . . .. .. L P R T
Hoctun . . . . . . ..o Lo LT T e e e - .. e e
Chihuan . . . . .. ... Lo T e e T
Kabahchen . . . . .. . ... ... ... T e e T
Kabahchen . . . . ... ... . ......... e S e
Cuxtal . . .. P L T T
Cuxtal . ... B e e
Nohchen . . . . . . . ... ... T e e T
Nohchen . . . . . . . ... ... ... T e e T
Tzaitza . . . . ... Lo e S e
Tzaitza . . . .. PO T
TzabNah . . . . . . . ... B e e
TzabNah . . . . . . . . .. o T e e T
Telquillo . . .. ... ... ... e S e
M.sankolli A-....TT.A --..C..-C. T.GA..... C .ACTAC.C. T GT.-.A.AAG AA. .CTC. .A
190 200 210 220 230 240
e T e A |

Ruinas GAAAGAATTT AACTTTTGAG TGAAAAGGCT CAGATATAAT AAAGGGAC-G ATAAGACCCT
RUINAGS . . o e e e -
StoDOMiNgo . . . . ... e C. .. ... . S
StODOMINGO . . . . . . oo e S e
PtaLaguna . . . . . . ..o e e e e e e e e e
NohAKtun . . . . . . e e C. .. ... -
NohAKtun . . . . . e e C. .. ... -
SNDIMAas . . . . . e e e e C. .. ... S
SNDIMas . . . ..o e C. .. ... e
Sihunchen . . . . . . L e e e S
Sihunchen . . . . . e e e -
HOCLUN . . -
Hoctun . . e e e
Chihuan . . . . o e S e
Kabahchen . . . . . . . . . . L S
Kabahchen . . . . . . . . o e e -
Cuxtal L e L
Cuxtal L e e S
Nohchen . . . . . . . . L S e
Nohchen . . . . . . . . .. S
Tzaitza . . e e L
Tzaitza . . e e e L
TzabNah . . . . e e e S
TzabNah . . . . S e
Telquillo . . . . e S

M.sankolli ....ATCACG CTG. .A.CCC .A..GTAA.. T.TTCTCTTA .TCCCC.AA. .AG-..-T.A
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250 260 270 280 290 300

T T O T T T T BT TR |
Ruinas ATAAAGCTTT ATGTGGGCTG TGCTATAGAG TGAATTAAGG -TTAAGTTTT TGATGATGTC
RuUinas . . . e e L
StoDomingo . . . . .. L L. e L
StoDomingo . . . . .. L L L. e L
PtaLaguna . . . . . . . ... e e e e
NohAKtun . . . . . .. e e
NohAKtun . . . . . . e L
SnDimas . . . . ... o T e O
SNDIMAas . . . . .. e e e L
Sihunchen . . . . . . L e e e e
Sihunchen . . . . . . L L e e e e
Hoctun . . . . L e e e e e e e e e e
Hoctun . . . o e e
Chihuan . . . . . e L
Kabahchen . . . . . . . . . L e e L
Kabahchen . . . . . . . . . . e .
Cuxtal . . e e
Cuxtal . . e e
Nohchen . . . . . . L e L
Nohchen . . . . . . L e e L
Tzaitza . . . e e e s L
Tzaitza . . . e e e e e T
TzabNah . . . . . e e
TzabNah . . . . . L e L
Telquillo . . . . L e e e e e

M.sankolli . AT.CTAA.. .ACACTATAA AAT.CA.T.. AC.G...CAC A...TA.C.. -C..-C.cCC.

310 320 330 340 350 360

L T O T T

Ruinas CA-CATTTCG TTGGGGAGAC GGAGATATAA TAGGTAACTG TC-TTGGAAA TTTTATAGGT
Ruinas T e e e e e e e et e e e e
StoDomingo . . - . . .. L. e et e e e e
StoDOmMiNgo . . - . . .. L e e e e
PtaLaguna . . - . . . . .. L e e T e
NohAktun T e e e e e e e e e e e e e T
NohAktun T e e e e e e e e e e e P
SnDimas T e e e e e e e et e e e e
SnDimas T e e e e e e e et e e e e
Sihunchen . . - . . . L L e e e
Sihunchen . . - . . . . L L e T
Hoctun T e e e e e e e e e e e P
Hoctun T e e e e e e e e e e e P
Chihuan T e e e e e e e et e e e e
Kabahchen . . - . . . . . . . e e
Kabahchen . . - . . . . . . . e e
Cuxtal T e e e e e e e e e e e e e T
Cuxtal T e e e e e e e e e e e P
Nohchen T e e e e e e e et e e e e
Nohchen T e e e e e e e et e e e e
Tzaitza e e e e e e e s e e e e
Tzaitza T e e e e e e e e e e e e e T
TzabNah T e e e e e e e e e e e e e T
TzabNah T P
Telquillo T e e e et e e e e

M.sankolli ..A. .AAATA .AAACT.A.. AA.AC..CTT .TT--.-..T AAG...A..G C.AA..TTAA
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370
e
GTTTTTAGAG

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

AC.A.ATT. -

430
R
CGTGATTTTT

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

380

AGTGATCCTT CTTTGGGGAT TTATAGAAAA AGTTACTTTA GGGATAACAG

390
. ] |

400
: S |

410

420
: Sl [

TT.-A.A ---- TC. -..C.TCCC TC.A.A.AAT TT..G--.C-

440 450 460 470 480

T T T O R (e
CTCTGAGA-G TTCTTATCGA CGAGAGTAGT CGCGACCTCG A--TGTTGAA
A..C.A. A AAAT A A----- -C .A.AGGA. .CAGT..ATC
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490
B
TTAAAGTTTC

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

550
R
AAAACTTTAC

Ruinas
Ruinas
StoDomingo
StoDomingo
PtaLaguna
NohAktun
NohAktun
SnDimas
SnDimas
Sihunchen
Sihunchen
Hoctun
Hoctun
Chihuan
Kabahchen
Kabahchen
Cuxtal
Cuxtal
Nohchen
Nohchen
Tzaitza
Tzaitza
TzabNah
TzabNah
Telquillo
M.sankolli

500
B
AGTTGGGTG

.ACCATTCA.

560
B
ATGAT-CTGA

T A

B
GTTG- -

TT

TCAA.CC. ..

-GTTCAAA -

510 520 530 540
[ T L B e A
C AACTAGTGGG -T-CTG--TT CG--ACCTTT
.......... - - - - --.....cC
.......... - - - - --.....cC
.T..AAA.A C.A...AC.A T.CT..... c

570
[ T
C C-GGA-- - -
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B. Alineamiento de una porcién del gen citocromo oxidasa 1 de diferentes
poblaciones de Creaseria moirleyi en la peninsula de Yucatan. Misma base
gue Ruinas (+), delecion o insercion (-).

RuinasA
RuinasB
StoDomingoC
StoDomingoB
PtaLagunaD
NohAktunE
NohAktunF
SnDimasC
SnDimasC
SihunchenB
SihunchenB
HoctunB
HoctunB
ChihuanG
Kabahchenl
KabahchenH
CuxtalB
NohchenB
NohchenC
Tzaitzad
Tzaitzad
TzabNahK
TzabNahC
TelquilloL
Mmalayanum

RuinasA
RuinasB
StoDomingoC
StoDomingoB
PtaLagunaD
NohAktunE
NohAktunF
SnDimasC
SnDimasC
SihunchenB
SihunchenB
HoctunB
HoctunB
ChihuanG
Kabahchenl
KabahchenH
CuxtalB
NohchenB
NohchenC
Tzaitzad
Tzaitzad
TzabNahK
TzabNahC
TelquilloL
Mmalayanum

10
GAGACCCAAT CCTATACCAA CATCTATTCT GATTTTTCGG ACACCCAGAA GTGTATATCC

TAATCCTCCC AGCCTTCGGG ATAATTTCAC ACATCGTAAG ACAAGAATCA GGCAAAAAAG

20
|

30

50
|

60
: S \
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130 140 150 160 170 180

T T T e e T T e A I

RuinasA AAGTCTTTGG CGCCCTAGGC ATAATCTACG CTATAATTGC CATCGGAGTC TTAGGTTTCC
RuinasB . . . . e e e G. . .. e
StoDomingoC . . . . . . L. e G. . ..
StoDomingoB . . . . . ... e e G. . ..
PtaLagunaD . . . . . . . ... e e G. . ..
NohAKtunE . . . . . . . oL e e G. . e
NohAKtunF . . . . . . L e e G. . . e
SnNDImMasC . . . . .. e e e e G. . .. e
SNDimasC . . . . .. e e G. . e
SihunchenB . . . . . . . . .. L e G. . e
SihunchenB . . . . . . . .. e e G. . .. e
HoctunB . . . . L e e G. . .. e
HoctunB . . . . . ..o e G. . e
ChihuanG . . . . . . . . . e G. . e
Kabahchenl . . . . . . . . .. o e G. . . e
KabahchenH . . . . . . . . .. Lo e G. . .. e
CuxtalB . . e e e G. . .. e
NohchenB . . . . . . . . .. e e e G. . . e
NohchenC . . . . . . . . . . L e e G. . e
Tzaitzad . . e e e e e G. . .. e
Tzaitzad . . . e e e e e G. . .. e
TzabNahK . . . . . o oo G. . e
TzabNahC . . . . . . . . .. e G. .
TelquilloL . . . . . L e G. . . .
Mmalayanum . . TCA. . . .. GA. .. .... G ...G....T. .C..... A.. G..T..... G C.G..G..TG
190 200 210 220 230 240

RuinasA TAGTATGAGC CCACCACATA TTCACAGTGG GCATGGACGT CGATACACGA GCCTACTTTA
RUINASB . . o e s e e e e
StoDOMINGOC . . . . . . L e e e e e
StoDOMINGOB . . . . . . e e e e e e
PtaLagunaD . . . . . . ... e e e e e oL C
NONAKLUNE . . . . o o e e e s e e e
NOhAKLtUNF . o o e e e e s
SNDIMAasC . . . . . e e e e e
SNDIMASC . . . o o e e e e
SihunchenB . . . . . . e e s e s
SihunchenB . . . . . . L e e e e
HoCtunB . . . e e e s e s
HoCtunNB . . . . e e e e
ChihuanG . . . o e e e e s
Kabahchenl . . . . . . . . e Lo C
KabahchenH . . . . . . . 0 0 o e e e e e
CuxtalB . L e e e e e
NohchenB . . . o e e e e s e
NohchenC . . . . L e e e e e
Tzaitzad . . . e s e
Tzaitzad . . . e e e e s
TzabNahK . o e e e e e s e
TzabNahC . . . L e e e e e
TelquilloL . . . . o e e L C
Mmalayanum . . . . . .. ... T..... T... ..T..T..A. A..A..T.. A..C...... LA L C.
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250 260 270 280 290 300

RuinasA CATCAGCAAC TATAATCATT GCAATCCCCA CGGGGATTAA AATCTTCAGA TGACTAGCTA
RUINASB . . s s e
StoDOmMiINGOC . . . . . . L e e e
StoDOMINGOB . . . . . . e
PtaLagunaD . . . . . . . L e e e e e A .
NOhAKEIUNE . . . . o e
NONAKEIUNFE . . o e e e s e e
SNDIMAasC . . . . e e e
SNDIMAasC . . . . e s e e
SihunchenB . . . . . o e e e e
SthunchenB . . . . . e e e s
HOCtUNB . o o o e e e e
HoCtUuNB . o e s s e
ChihuanG . . . e e e e e s
Kabahchenl . . . . . .. ... ... .00 L T o e C.
KabahchenH . . . . . . e e e
CUXtalB e s e e s
NohchenB . . . . e e e e
NohchenC . . . . e e
Tzaitzald . . .o T o e e e C.
Tzaitzal . . . e e T o e e C.
TzabNahK . o s e s e
TzabNahC . . o e e s e s e
TelquilloL . . . . . . .. T C.
Mmalayanum ... .G..C.. . ..... T... ..CG.T.... .A..A..... Lo T T C.
310 320 330 340 350 360

T T T 1 1 e |

RuinasA CCCTCCATGG TGCGCAACTT TCATACACAC CCTCCCTACT CTGGGCCATA GGATTTATCT
RuinasB . . . . ... ... C o A e s e
StoDomingoC . . . . . . . . .. C o
StoDomingoB . . . . . . . . .. C o A e e e
pPtaLagunaD . . . . . .. C. o Co e e e
NohAKtunE . . . . . .. ... C o e e s e
NohAktunF . . . . ... ... C o e e e e
SnDimasC . . . ... .. .. C o e
SnDimasC . . . ... . ... C o e e e s e
SihunchenB . . . . . .. . .. C o A e e e s e
SihunchenB . . . . . . .. .. C o A e
HoctunB . . . . . .. ... C oA e s s e
HoctunB . . . . . ... .. C o A e e s e
ChihuanG . . . . . .. O
Kabahchenl . . . . . .. O
KabahchenH . . . .. .. ... C o e e s e
CuxtalB . ... ... ... C o A e e e
NohchenB . . . . . . . . .. C oA e e e
NohchenC . . . . ... ... C o e e s e s e
Tzaitzad . .. ... .. .. C o A e e e s e
Tzaitzad . . .. . ... .. C o A e
TzabNahK . . . . . ... .. C. . A...... T
TzabNahC . . . . .. .. .. C o e e e
TelquilloL . . . .. ... .. C o e e
Mmalayanum . ...T..C.. CA.T...T.. A.C....GT. .T..AT..A. A..A...C.G ..C.......
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370 380 390 400 410 420

T e O e T L I

RuinasA TCCTATTTAC AGTAGGAGGC TTAACAGGAG TCATTCTAGC TAACTCATCT ATCGACATCA
RUINGSB . . e e s e s
StoDomMiINgOC . . . . . . e
StoDOMINGOB . . . . . L e e e e
PtaLagunaD . . . . . .. e e e e e
NONAKLUNE . . . . o o e e e e e
NOhAKTUNF . . o e e e e
SNDIMAasC . . . . .. e e e e e e e
SNDIMASC . . o o e e e e
SihunchenB . . . . . o L e e e e e e
SihunchenB . . . . . L e e e e e e
HOCTUNB . L e e e e e s e s
HOCTUNB . L o e e e e e e
ChihuanG . . . . L L e e e e e e
Kabahchenl . . . . . . . o e e e
KabahchenH . . . . . . e e e s
CuxtalB . e e e e e
NohchenB . . . . . . o e e e
NohchenC . . . L L e e e e e s e s
Tzaitzad . . e e s s e e e
Tzaltzad . . o e s
TzabNahK . . o o e e e s e
TzabNahC . . . o e e e e e s e
TelquilloL . . o o o e e s
Mmalayanum . TT....C.. CA. ... .... . ......... AGLAL L L c..... T..C ....... CT.

1 T T e T
RuinasA TCTTGCATGA CACCTACTAC GTAGTGGCCC ACTTCCACTA TGTCCTGTCC ATAGGAGCCG
RUINAGSB . . o e e e e e e
StoDOMINGOC . . . . . . e e e e e
StoDOMINGOB . . . . . . L e e e e e e e e
PtaLagunaD . . . . . .. e e e
NONAKLUNE . . . . o o o e e e e s
NOhAKTUNF . . o e e e
SNDIMASC . . o o e e e e
SNDIMAasSC . . . o e e e e e e e e
SihunchenB . . . . . L e e
SihunchenB . . . . . L e s e e e e e
HOCTUNB . L e e e s e s
HOCTUNB . o o e e e e e
ChihuanG . . . . . L e e e e
Kabahchenl . . . . . . 0 e e e T.
KabahchenH . . . . . . 0 L o e e e e e
CuxtalB . e e e e
NohchenB . . . . . . o e e e e
NohchenC . . . L L e e e s e s
Tzaitzad . . s s e s e e T.
Tzaitzad . . o e e e e e T.
TzabNahK . e e e e e
TzabNahC . . . . e s e e e
TelquilloL . . o o o
Mmalayanum . .C.C. .C. . . . ... .. ... e c..T..... A Lo G. ...
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490 500 510 520 530 540
e 1 T T e T T FE T PP PP

RuinasA TCTTCGGAAT TTTCGCAGGC ATCGCCCACT GATTCCCACT ATTCTCCGGA GTAACCATAA
RUINASB . . e e e e e e e e
StoDOMINGOC . . . . . .o e e
StoDOMINGOB . . . . . . e e e e e e
PtaLagunaD . . . . . . . L e e e e s s e
NohAKtUNE . . . . . . . o e e G. . e
NONAKIUNF . . L o e e e e s e
SNDIMAasSC . . . . . e e e e
SNDIMAasSC . . . . . e e e e e
SihunchenB . . . . . L L e e e e
SihunchenB . . . . . o e s e e e
HOCTUNB . o e e e e e e
HoctunB . . . o e e e
ChihuanG . . . . . L e e e e e
Kabahchenl . . . . ... . .. T
KabahchenH . . . .. .. ... e
CuxtalB . e e e e
NohchenB . . . . . . o e e e
NohchenC . . . . e e e s e e e
Tzaitzad . . e e e
Tzaitzad . . . e e e e
TzabNahK . . o o e e
TzabNahC . . . . e e e e
TelquilloL . . . L
Mmalayanum . A. . ... ... c..T..... A Lo T. ... ctT. G...A.LA... C..T.TC.T.

T e e e O [ I
RuinasA ACCCAAAATG ACTAAAAATT CATTTTATAG CAACATTCAT CAGAGTAAAC CTAACATTCT
RUINASB . . . e e e e
StoDOMINGOC . . . . . . L e e e e e e
StoDOMINGOB . . . . . .
PtaLagunaD . . . . . .. e e e e e e s e
NOhAKTUNE . . . o o e e e e
NOhAKTUNF . . o e e e e
SNDIMasC . . . . . e e e e e
SNDIMASC . . . o e e e e
SihunchenB . . . . . o L e e e e e e
SihunchenB . . . . L L e e e e e e e
HoCtunB . . . o e e e s e
HOCIUNB . e e e e e e e
ChihuanG . . . e e s e e
Kabahchenl . . . . . .. ... ... L C. G. .. .
KabahchenH . . . . . .. ... ... ... 00 Lo C. G. .. ...
CuxtalB e e
NohchenB . . . . . e e e e e s e
NohchenC . . . . . L L e e e e
Tzaitzad . . . e e e e
Tzaltzad . . . e e s e
TzabNahK . o e e e s e
TzabNahC . . . o e e e e
TelquilloL . . . o e e e
Mmalayanum . .. .CC. ... . ... ... ... ....... C.A . T.T...... LG T
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610 620 630 640 650

1 1 e e e O

RuinasA TCCCTCAACA CTTCTTAGGT CTTAATGGAA TACCTCGCCG ATACTCAGAC TACC
RUinasB . . . e e e e e e
StoDomingoC . . . . . ... e e e e
StoDomingoB . . . ... e e e
PtaLagunaD . . . . . . . L L0 e e e e
NOhAKLUNE . . . . o e e s e e e
NohAktunF . . . . . . . ... ... A e e
SNDIMAaSC . . . . o e e e e e e
SNDIMASC . . . e s e e s e
SihunchenB . . . . . . L e e e
SihunchenB . . . . L . L e s e e
HoctunB . . . . e e e e
HoctunB . . . . e e e e
ChihuanG . . . . . . . . e e e AL
Kabahchenl . . . . . . . . .. e o AL
KabahchenH . . . . . . . . .. o AL
CuxtalB . e e e e e e e
NohchenB . . . . e e s e e e
NohchenC . . . . . L e e e e e e e
Tzaitzald . . . e e e e oA
Tzaitzald . . . e e e AL
TzabNahK . . o e e e e e e e
TzabNahC . . . e e e e
TelquilloL . . . . o e e e

Mmalayanum . . . . C. . . . . .. ... - - - - ----mm s oo o oo oo o - - - - - - .- -
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APENCIDE 2

Alineamiento de una porcion del gen 16S de diferentes especies de la
subfamilia Palaemoninae. Misma base que Ruinas (), delecion o insercién (-).

10 20 30 40 50 60
e e e [ e e T I I |
C.morleyi CGCGGTAGTT TAACCGTGCG AAGGTAGCGT AGTAATTTGT CTTTTAATTG AAGGCTTGAA
C.luscus ... ... A LG A. LCLGLA L L e
C.illalobosi - - - - - ----- e e e e A . A.C.G.A. . e
M.acanthurus - - - - - - - - - - - - - - - - - - L. A. ...C.G.A. . ... ....... G. ... .....
M.intermedium T. ... .. A .G A L A. A, . .G.A. . s e T.
M.tenellum - - - - - - - - - - e e e e e e e A. ...C.G.A.. ... ....... G.........
M.tuxtlaense - - - - - - - - - - - - - - - - - - L A. A.C.G.A. . e
M.rosenbergiiAus . . . . . . . A LG A. .C.GL.AL L G.........
M.rosenbergiiTai . . . . . .. A LG A. .C.G.A. . ..o G.........
N.nahuatlus - - - - - - - - - - - oo oo oo o oo o o oo oo oo o oo e e oo
P.northropi T. .. ... A.. .G....... A Lo A. . A.C.G.A. LCL T.
P.longirostris T...... A.. .G....... A Lo A. A.C.G.A. . e
P.pandaliformis . . . . . .. A.. G... ... L. A, Lo G.A.. ... . LA
P.ritteri T...... A.. .G....... A Lo A. ...C.G.A. c...... T..... G. ..
P.serenus T...... A.. .G....... A Lo A. A.C.G.A. . . . .. . T.
P.atrinubes T. .. ... A.. .G....... A L A. A.C.G.A. . .. ... ... .. o G. ..
P.australis T. ... .. A.. .G....... A L A. A, . .G.A. . s e T.
P.kadiakensis T. .. ... A.. .G....... A Lo A. A.C.G.A. . .. . . e T.
P.chryseus = - - = = - - - - - 4 ot et e e i e e e e s e e s e e e s e e e e e e L L
T.tamaulipensis T. . .. .. A.. .G. ... ... L. A. A.C.A.A.C .C. .G GG........
Paratya .. ... .. TC G........ T .0 A A.C.A.A C....... GG. T A
70 80 920 100 110 120
S e e [ e e e T I |
C.morleyi TGAACGGTCG GATGAGATGT AAACTGTCTT TCTTGTAATG AA-A--GAAT TTAACTTTTG
C.luscus ... T 0T, .CLL L AL LGl cC . T..A. . TA. TT-T--.... ... ..... A
C.villalobosi Lo To 0T ..C....G.. .G cC . T..A. . TAA T-TT--.... ... ..... A
M.acanthurus ... T...T. ..C....GAC ..G...... cC C..A. . GTAA GTT---...C . .........
M.intermedium . . . . . . .. T. ... .. GGAA G...... c ...G.C.--A TCT.--A... ..G...... A
M.tenellum T T .C. GAC . .G... ... C CT.GA.GTA. TCTT--.... ... .......
M.tuxtlaense LT T .C. AL L Gl C .T..A. . TAA TT-T--.... .. ....... A
M.rosenbergiiAus . . . . T. . . T. . C. GAA. G. ... .. C CT..ACGG. . T-TT--.... .. ........
M.rosenbergiiTai T T .C. GGA. ... ... ... C CT.A.CGGC. T-TT--.... .. ........
N.nahuatlus - - = = = = = = = = = - h e - e e h e e e s e - h e s e e e e e s h s e - - e s m s s s s e e s e e e m e
P.northropi L A.GAA . ... ... ... T..A..--A TTT.--A .G A
P.longirostris . . . ... .. T. ... A.GAA T.T...... C T.AA. .--A TTT. --. G...... A
P.pandaliformis . . . . T...T. ... .... G. .GG. .. T.AA..--A TTT.TAA e e A
P.ritteri ... To.CT. L A.GAG TG. ... ... C TAAT AA TG----A. .. .Gl
P.serenus . . .. . ... T. ... ... GGAA G...... C T..A --A CCT.--A..C .G A
P.atrinubes . . ... .. CT. . ..... GGAA G....... TCC...--. GCA.--A..C .G A
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Allometric Growth in Creaseria morleyi (Creaser, 1936) (Decapoda:
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ABSTRACT.—The palaemonid shrimp Creaseria morleyi is widely distributed along the northern portion of
the Yucatan Peninsula inhabiting submerged cave systems. A high degree of morphological variation is
evident in the shape of the carapace and the relative lengths of the first two pereiopods in the larger
organisms. In order to find an explanation for these changes in taxonomically important characters, a mor-
phometric analysis was undertaken. Several body parts as well as individual articles of the first and second
pereiopods were measured for a total of 24 variables. The equation Y = aX®, was used to calculate the
divergence from isometry in relation to carapace length. Males ranged in total length from 31.6 to 49.3 mm
and females from 31.8 to 65.6 mm. For males, all regressions considering body variables showed negative
allometry, except for gonopod length. For females, the only variable showing positive allometry was carapace
width, suggesting that as females increase in size the carapace becomes wider than longer. Regarding the first
pereiopod, almost all variables showed negative allometry; males and females did not differ markedly in this
respect. For the second pereiopod, males showed negative allometry; however, for females, chela related
dimensions exhibited positive allometric growth, consistent with the diverging morphology of the larger
females. Regressions for males and females were significantly different describing a sexual dimorphism.
Graphic representations of the tendencies show that significant changes in the morphology, or in the level
of allometry, occur in females at sizes between 46 and 60 mm of total length.

KEYWORDS.—Creaseria morleyi, Palaemonidae, allometric growth, cave fauna

INTRODUCTION mented eyes and body (Holthuis 1952). In
contrast with most other cave adapted spe-

sula promotes the formation of submerged ~€i€s, Whose distribution range is reduced to
cave lZystems and sinkholes locally knovg as one or a few localities (Holthuis 1986; Vil-
cenotes (Reddell 1981). These environ- lalobos et al. 1999), C. morleyi is widely dis-

ments are inhabited by an endemic biota tributed along the northern portion of the
composed of teleostean fishes and crusta- Yucatan Peninsula; until 1983 it was known

ceans; with the latter group being domi- from 46 sites (Reddell 1981; Pérez-Aranda

nant both in terms of number of taxonomic 19836})' . ) .
groups and individuals present (Wilkens This endemic shrimp was originally de-
1982). Among crustaceans, decapods are scribed as Palaemon morleyz (Creaser, 1936)
the more abundant and diverse with seven Pased on a type series composed of eight
genera and ten species (Iliffe 1993). organisms, among which the holotype had
The palaemonid shrimp Creaseria morleyi @ total length (TL) of 33.5 mm. The genus
(Creaser, 1936), represents a monotypic ge- Creaseria was proposed by Holthuis (1952),
nus closely related to Palaemon, character- who examined females that measured up to
ized by the presence of antennal and bran- 42 mm TL. In these two studies, as well as
chiostegal spines, the absence of a I several lgter ones, a certain degree of
branchiostegal groove, a two-jointed man- morphological variation was reported

dibul 1 duced d .. among adult females measuring between
toiat palp, reduiced €yes, and UNPIE™ 35 and 60 mm TL, in the relative length of

- the appendix masculina of males, and in
ms. received January 31, 2006; accepted April 4, 2006  the shape and number of teeth on the ros-

The karstic nature of the Yucatan Penin-

171



172 ALEJANDRO BOTELLO AND FERNANDO ALVAREZ

trum in both sexes (Hobbs and Hobbs 1976;
Hobbs et al. 1977; Hobbs 1979; Pérez-
Aranda 1983a). During recent sampling
trips conducted throughout the Yucatan
Peninsula, males of up to 44 mm TL and
females of up to 66 mm TL were captured.
A high degree of morphological variation
was evident in the larger organisms,
mainly in the shape of the carapace and the
relative lengths of the articles of the first
two pereiopods (Fig. 1). Further, important
differences emerged with respect to the fig-
ures that appear in Hobbs and Hobbs
(1976, fig. 8) and Hobbs et al. (1977, fig. 19)
which had been commonly used to identify
the species. This situation becomes relevant
if we consider that the morphology of the
first two pereiopods, together with the
shape and number of teeth on the rostrum
are the two most important taxonomic
characters to differentiate among species in
the family Palaemonidae (Holthuis 1952;
Mejia et al. 2003; Walker and Poore 2003).

In order to find an explanation for the
noticeable changes in proportions of the
several regions and appendages in C. mor-
leyi, a morphometric analysis was under-
taken. Previous studies with palaemonid
shrimps have extensively used allometric
or relative growth to define the change in
shape and proportion that takes place
gradually over a series of molts (Hartnoll
1982; Romén-Contreras and Campos-Lince
1993; Cartaxana 2003; Mossolin and Bueno
2003; Mariappan and Balasundaram 2004).

10 mm

Sometimes an abrupt change in shape and
proportion occurs at a single molt, fre-
quently called puberty molt, separating the
last juvenile stage from the first sexually
mature one (Hartnoll 1985).

The aim of this study was to explore if an
abrupt increment in size and proportion
of the different body parts, based on allo-
metric growth, could be used to explain the
presence of two different morphologies in
the freshwater shrimp C. morleyi from the
Yucatan Peninsula. We found that impor-
tant differences in the allometric growth of
the second pereiopod are evident, particu-
larly in females where significant changes
in the morphology occur at sizes between
46 and 60 mm TL.

MATERIALS AND METHODS

Fifty-nine Creaseria morleyi (20 males and
39 females), deposited in the Colecciéon Na-
cional de Crustiaceos (CNCR), Instituto de
Biologfa, Universidad Nacional Auténoma
de México, were studied from 17 different
localities in the Yucatan Peninsula: 1, Pozo
Chaak (20°21'36"N, 89°45'36"W; 1 male,
CNCR 1640; Aug 27, 1992); 2, Cenote de
Sihunchen (20°41'40"N, 89°40'44"W; 6
males, 2 females, CNCR 22733, 22734,
22738; May 3, 2004); 3, Cenote de San Isidro
(20°7'64"N, 89°37'18"W; 3 females, CNCR
318, 320; Jun 15, 1938); 4, Cenote Cuxtal
(20°47'19"N, 89°35'26"W; 1 male, 6 females,
CNCR 22720; Jul 21, 2003); 5, Cenote Noh-

FIG. 1. Creaseria morleyi females: A, female with small second pereiopod; B, female with large second pere-

iopod. Scale bar represent 10 mm.



MORPHOMETRIC ANALYSIS OF A SHRIMP

chen (20°29'51"N, 89°35'20"W; 2 females,
CNCR 22722, 24621; May 1, 2004); 6, Grutas
de Tzab-Nah (20°43'49"N, 89°28'28"W; 3
males, 4 females, CNCR 12579, 22717,
22725, 22726, 22736; Jul 29, 2003); 7, Cenote
Tza-Itza (20°43'49"N, 89°27'57"W; 1 male, 2
females, CNCR 22724, 22729; Dec 4, 2003);
8, Cenote Kabahchen (20°23'14"N,
89°23'43”W; 2 females, CNCR 22718, 24620;
Jul 29, 2003); 9, Cenote de Hoctun
(20°51'23"N, 89°11'44"W; 1 male, 3 females,
CNCR 22716, 22721, 22723, 22732; May 5,
2004); 10, Cenote de Santo Domingo
(19°46'07"N, 88°40'04"W; 3 males, 6 fe-
males, CNCR 22735; Aug 7, 2004); 11, Cen-
ote de Las Ruinas (19°37'46"N, 88°33'07"W;
2 males, 2 females, CNCR 22728, 24611,
24612; Aug 7, 2004); 12, Grutas de Balan-
canche (20°39'31"N, 88°32'05"W; 1 female,
CNCR 319; Jun 15, 1938); 13, Cueva Chac
Mol (20°38’47"N, 88°24'53"W; 1 female,
CNCR 330; Jun 15, 1938); 14, Cueva de
Punta Laguna (20°38'47"N, 87°38'23"W; 1
female, CNCR 24616; Dec 9, 2003); 15, Noh
Aktun (20°23'36"N, 87°37'01"W; 2 males,
CNCR 24617; Dec 7, 2003); 16, Cueva de
San Dimas (20°22'13"N, 87°35'17"W; 3 fe-
males, CNCR 22727, 24618, 24619; Dec 7,
2003); 17, Cenote Hoil (20°21'24"N,
87°19'70"W; 1 male, CNCR 22725; Feb 12,
2004) (Fig. 2).

Total length (TL), cephalothoracic length

N\ YUCATAN "
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(CFL), rostrum length (RL), caparace length
(CL), caparace width (CW), abdomen
length (AL), abdomen width (AW), telson
length (TL), total length of the appendage
as well as length of the five individual ar-
ticles of the first and second pereiopods,
and gonopod length (GL) in the case of
males, were measured with a caliper or
with a stereomicroscope fitted with an ocu-
lar micrometer (0.01 mm) (Fig 3).

Due to the sexual dimorphism exhibited
by adults of C. morleyi, males and females
were analyzed separately. Since the ros-
trum can be very variable in shape and
length, carapace length (CL, Fig. 3) was
used as the main independent variable in
the regression analysis (Mariappan and Ba-
lasundaram 2004).

The equation Y = aX®, was used to obtain
the relationships between CL and the re-
maining variables. In its linear form, log y =
log a + b X, where a slope = 1 denotes iso-
metric growth, slope > 1 is positive allome-
tric growth, and slope < 1 is negative allo-
metric growth (Hartnoll 1982). The data
were log transformed before computing the
regression equations (Sokal and Rohlf
1995). Divergences from isometry on the
slope values were tested with a Student’s
t-test (a = 0.05). Analysis of covariance was
used to test for significant differences in
slopes between sexes (Zar 1999).

CAMPECHE = QUINTANARDO g1t

FIG. 2. Map of the Yucatan Peninsula, Mexico, indicating the sites where Creaseria morleyi were collected.
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CFL

E

FIG. 3. Creaseria morleyi, schematic drawings of the body parts measured. A, cephalothorax: CFL, cephalo-
thoracic length; CL, carapace length; CW, carapace width; RL, rostrum length. B, abdomen and telson: AL,
abdomen length; AW, abdomen width; TL, telson length. C and D, first and second pereiopods: IS, ischium
length; MR, merus length; CP, carpus length; PR, propodus length; PRW, propodus width; PRH, propodus
height; DL, dactylus length. E, second pleopod: GL, gonopod length.

With the purpose of describing the rela-
tive growth of the first two pairs of pereio-
pods and determining the size at which sig-
nificant changes in their proportions occur,
females of C. morleyi were classified as hav-
ing small or large pereiopods, as seen in
Figure 1. To graphically analyze the ten-
dencies, total length was plotted against the
length of the different pereiopodal articles;
least squares estimates were used to illus-
trate the relationships. All data were
treated with the NCSS statistical package
(Hintze 2004).

RESULTS

Twenty males and 39 females were in-
cluded in the analysis; males ranged in to-
tal length from 31.6 to 49.3 mm (X = 39.9 +
1.2 mm), and females from 31.8 to 65.6 mm
(X = 443 £ 1.6 mm). All regressions ob-

tained appear in Table 1, with CL being
used as the independent variable in all
cases. The regressions are divided into
three sections: those involving cephalotho-
rax, abdomen and telson, and gonopod
length for males; those of the first pereio-
pod; and those of the second pereiopod.
For males, all regressions considering body
variables showed negative allometry, ex-
cept for GL where positive allometry was
obtained (Table 1). For females, similar re-
sults were obtained; however, the only
variable showing positive allometry was
CW, suggesting that as females increase in
size the carapace becomes wider than
longer (t-test, p < 0.05) (Fig. 4).

Regarding the first pereiopod, in males
all variables show negative allometry ex-
cept for the length of the carpus which ex-
hibits positive allometry and propodus
height with an isometric growth. Females



TABLE 1. Results from regression analyses of morphometric data of Creaseria morleyi with log-transformed data. Carapace length, CL was used as the independent
variable. TL, total length; CFL, cephalothoracic length; RL, rostrum length; CW, carapace width; AL, abdomen length; AW, abdomen width; TL, telson length; GL,
gonopod length; TP, total pereiopod length; IS, ischium length; MR, merus length; CR, carpus length; PR, propodus length; PRW, propodus width; PRH, propodus
height; DL, dactylus; 0, isometry; —, negative allometry; +, positive allometry; *, statistically significant at p < 0.05; ns, statistically not significant at p > 0.05; ***,
statistically significant at p < 0.05: F, 55 = 4.013.

Regression equation Allometry C .
omparison
Variable Males Females Male Female Male Female Male Female of slopes
Growth in relation to carapace length (CL)
TL 0.760 + 0.796 log CL 0.768 + 0.788 log CL 0.895 0.909 12.371* 18.997* - - 392.90***
CFL 0.377 + 0.817 log CL 0.307 +0.873 log CL 0.891 0.824 12.098* 13.001* - - 149.08***
RL 0.124 + 0.699 log CL 0.148 + 0.673 log CL 0.623 0.840 5.458* 13.171* - - 115.28***
CW -0.127 + 0.902 log CL -0.313 + 1.072 log CL 0.896 0.932 12.441* 22.171% - + 350.94***
AL 0.368 + 0.797 log CL 0.387 +0.777 log CL 0.767 0.828 7.701* 13.169* - - 139.97#**
AW -0.192 + 0.912 log CL -0.180 + 0.907 log CL 0.739 0.923 7.143% 20.752* - - 237.80***
TL 0.041 + 0.790 log CL 0.043 + 0.714 log CL 0.644 0.868 5.546* 15.369* - - 131.98***
GL -1.596 + 1.492 log CL 0.671 6.064* +
First pereiopo
TP 0.187 + 0.864 log CL 0.223 +0.830 log CL 0.879 0.938 11.117* 22.394* - - 377.67%*
Is -0.419 + 0.686 log CL -0.548 + 0.806 log CL 0.521 0.759 4.296* 10.335* - - 66.92%**
MR -0.426 + 0.952 log CL -0.341 + 0.874 log CL 0.859 0.923 10.471* 20.184* - - 321.88***
CR -0.670 + 1.165 log CL -0.507 + 1.014 log CL 0.831 0.902 9.416* 17.460* + + 253.09***
PR -0.135 + 0.582 log CL —0.091 + 0.545 log CL 0.813 0.850 8.841* 13.670* - 167.15%**
PRW -1.080 + 0.683 log CL -0.937 + 0.533 log CL 0.282 0.395 2.656* 4.640* - - 19444
PRH -1.664 +1.371 log CL -0.911 + 0.579 log CL 0.117 0.578 1.545™° 6.729% 0 - 10.41%*
DL -0.401 + 0.660 log CL -0.379 + 0.615 log CL 0.367 0.684 3.232% 8.451* - - 43.87***
Second pereiopod
PD 0.484 + 0.789 log CL 0.356 + 0.954 log CL 0.588 0.744 3.777* 8.697* - - 39.62***
IS —0.287 + 0.724 log CL —0.426 + 0.872 log CL 0.734 0.781 5.255% 9.642* - - 52.34***
MR -0.033 + 0.749 log CL -0.168 + 0.918 log CL 0.512 0.748 3.237* 8.796* - - 37.60***
CR -0.262 + 0.711 log CL -0.319 + 0.777 log CL 0.532 0.883 3.369* 14.062* - - 73.19%*
PR 0.038 + 0.865 log CL -0.101 + 1.057 log CL 0.546 0.630 3.466* 6.782* - + 24.86***
PRW -0.723 + 0.675 log CL -1.188 + 1.211 log CL 0.260 0.688 1.876™° 4.830 0 + 9.67***
PRH -0.671 + 0.665 log CL -1.216 + 1.277 log CL 0.375 0.521 2.451* 5.423* - + 11.88**
DL -0.331 + 1.002 log CL -0.335 + 1.066 log CL 0.528 0.606 3.346* 6.447* + + 24.69***
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FIG. 4. Relationships between the carapace length and carapace width for males and females of Creaseria

morleyi (log-transformed data).

show a similar pattern with all measure-
ments exhibiting negative allometry except
for carpus length, which is positive. In gen-
eral terms, the first pereiopod does not dif-
fer markedly between males and females, but
there is an evident difference in the growth
of the propodus and dactylus in females.

With respect to the second pereiopod,
dactylus length in males shows positive al-
lometry and propodus height an isometric
growth; the rest of the variables show nega-
tive allometry. For females, chela related
dimensions such as propodus length,
width and height, and dactylus length
show a positive allometric growth, consis-
tent with the diverging morphology of the
larger females (Fig. 1). A closer inspection
reveals that females with large chelae can
be clearly separated from those with small
chelae showing a noticeably different level
of allometry (Fig. 5). The change in the rela-
tive proportions of the chela occurs at sizes
ranging from 46.9 to 59.2 mm TL.

All regressions for males and females
were significantly different (Fisher test,
analysis of covariance; Table 1) describing a
marked sexual dimorphism.

DIsCUSSION

Although Creaseria morleyi is widely dis-
tributed across all the karstic areas of the
Yucatan Peninsula and can be present in

remote and inaccessible sites, some of the
populations mentioned in previous studies
have not been found recently, and others
have probably disappeared. An example of
this situation is the several localities cited
around the city of Merida (Pérez-Aranda
1983a). In addition to the shrinking habitat
problem, cave environments in the Yucatan
generally support small populations of
aquatic animals due to their oligotrophic
nature (Pérez-Aranda 1983b). Due to these
two effects, C. morleyi is becoming rare and
for the same reason, the number of organ-
isms used for this analysis represents a
uniquely large data set.

The sexual dimorphism seen in C. morleyi
becomes more evident when the larger in-
dividuals are compared. Several species of
Palaemon, which is closely related to C. mor-
leyi (Holthuis 1952), show a similar pattern
of sexual dimorphism; Palaemon northropi
and P. ritteri females exhibit stronger and
larger chelae on the second pereiopod than
males (Guerao et al. 1994; Cartaxana 2003;
Kim 2005). In contrast, in the genus Macro-
brachium adult males are larger than fe-
males and their second pereiopods, tradi-
tionally used as diagnostic characters, are
more developed (Anger and Moreira 1998;
Mossolin and Bueno 2003; Mariappan and
Balasundaram 2004).

The type of growth shown by C. morleyi
in relation to total length indicates negative
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FIG. 5. Relationships between total length and several article lengths of the first and second pereiopods of
females of Creaseria morleyi. A, total length vs. merus of first pereiopod length; B, total length vs. propodus of
second pereiopod width; C, total length vs. carpus length of first pereiopod; D, total length vs. second propodus
height; E, theoretical behavior of the growth of the first pereiopod; F, theoretical behavior of the growth of the
second pereiopod. E and F calculated with the least squares method.

allometry, or that the carapace increases in
length at a faster rate than total length. This
pattern is also exhibited by other palae-
monids such as Palaemon northropi, P. pan-
daliformis, Macrobrachium acanthurus and M.
olfersii (Anger and Moreira 1998); in P. lon-
girostris, however, males show a positive
allometric growth (Cartaxana 2003).

In particular, the carapace of female C.
morleyi tends to increase more in width
than in length, a feature that is evident
when the largest females are examined
(Fig. 1). Another important feature of the
largest females is the second pereiopod
which changes dramatically, through what
could be called a puberty molt (Hartnoll
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1985) (Fig. 5). This increment in the size
of the chela is similar to what happens
in other decapod species with marked het-
erochely (Negreiros-Fransozo and Fran-
sozo 2003; Mariappan and Balasundaram
2004).

Puberty molts as described by Hartnoll
(1982; 1985) involve a change in the level of
allometry, an interval during which the pu-
berty molt can take place, and a mature
morphology associated with reproduction.
In the case of C. morleyi, the first two ele-
ments are clearly present when the lengths
of various articles of the second pereiopod
are plotted against total length (Figs. 5a-d).
However, since no reports of ovigerous
C. morleyi exist, it remains somewhat
speculative to call this a puberty molt. Pu-
berty molts have been studied only occa-
sionally in palaemonids; however, this has
been observed in the cephalothorax of Mac-
robrachium borellii (Collins and Petriella
1999).

With the description of the significant
change in morphology of the second perei-
opod of C. morleyi through allometric
growth, we can conclude that all specimens
belong to the same species. Graphic repre-
sentations of the tendencies (Figs. 5e-f),
show that significant changes in the mor-
phology take place in females during a pe-
riod of growth that occur between 46 mm
and 60 TL.
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