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Abstract

It is important to know the taxonomic state of the Hyalella azteca complex in México. In
this study 692 amphipods were compared from different water bodies in three states of
Mexico: three lakes were located in Ciudad de Mexico, three in Veracruz and a sinkhole in
Quintana Roo. Base on morphological characters, seven species were identified, one from
Ciudad de Mexico, one in Quintana Roo and five in Veracruz: three species were present in
Catemaco lake, one in Encantada lake and another one in San Julian Lake. In general, the
amphipods from Veracruz were more similar to Hyalella azteca than to the species from
Quintana Roo and Ciudad de Mexico. The characters that allowed differenting between
morphospecies were the characteristics of the maxilla 1, gnathopod 2 from the male,
pereiopod 7, uropod 3 and telson, and the form of the maxilliped. The identification of the
five morphospecies from Veracruz was confirmed by the analyses of a sequence fragment
of the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase subunit 1 (COIl), and the analysis grouped
in the same clade the organisms from Veracruz and showed that the organisms from Ciudad
de Mexico are an independent clade with a single species and two haplotypes in the three
lakes (Chalco, Xochimilco y Chapultepec). The phylogenetic relationships could be a result
from the limited dispersion, the distance between the lakes and the geological history of the
hydrological basin. The presence of seven species morphologically distinguishable and the
confirmation of six species with molecular techniques highlights that the biodiversity of
epicontinental amphipods, especially in the Hyalella genus is still underestimated in the

country.



Resumen

Para conocer el estado taxonomico del complejo Hyalella azteca se estudiaron 692
anfipodos de diferentes cuerpos de agua de tres estados de México: tres lagos de la Ciudad
de México, tres lagos de Veracruz y un cenote de Quintana Roo. Se lograron identificar
siete especies en total mediante caracteres morfoldgicos, una en la Ciudad de México, una
en Quintana Roo y cinco en Veracruz: tres presentes en el lago de Catemaco, una
encontrada en Encantada y una ultima recolectada en el lago de San Julidn. De manera
general, los anfipodos de Veracruz tuvieron un mayor parecido morfoldgico con la especie
Hyalella azteca que los anfipodos de Quintana Roo y la Ciudad de México. Los caracteres
utiles para distinguir a las morfoespecies fueron las caracteristicas de la maxila 1, del
gnatopodo 2 del macho, del pereidpodo 7, del urépodo 3y del telson, asi como la forma del
maxilipedo. La distincion de las cinco morfoespecies de Veracruz se confirmaron con el
analisis de un fragmento de las secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad | (COIl) y se agruparon en un clado independiente de los organismos de la
Ciudad de México. Esta tltima localidad cont6 con una sola especie y dos haplotipos en los
tres lagos muestreados (Chalco, Xochimilco y Chapultepec). Las relaciones filogenéticas
podrian ser resultado de la limitada dispersion, la distancia entre los lagos y la historia
geoldgica de las cuencas hidricas que habitan. La presencia de siete especies distinguibles
morfolégicamente y la confirmacion de seis especies por estudios moleculares sugiere que
la biodiversidad de anfipodos epicontinentales y en especial del género Hyalella esta
subestimada para en el pais.



Introduccion

El orden Amphipoda es un grupo de crustaceos del superorden Peracarida que, de manera
general, forma parte de la macrofauna del bentos de los sistemas acuéticos. Este orden
habita principalmente ambientes marinos, desde grandes profundidades que incluyen la
zona hadal, hasta ambientes someros e incluso habitan aguas continentales (Barnard e
Ingram, 1990; Alcocer et al., 1998; Smith, 2001; Véino6la et al., 2008; Thiel e Hinojosa,
2009).

Los ambientes continentales se dividen en dos de acuerdo a su posicion relativa con la
superficie del continente: los ambientes epigeos, los cuales se encuentran sobre la
superficie, como son rios, lagos, lagunas y humedales; y los ambientes hipogeos, que
corren por debajo de la superficie, como son los rios subterraneos (Lara-Lara et al. 2001;
Romero, 2009).

Actualmente, el inventario mundial de anfipodos cuenta con aproximadamente 9,000
especies, de las cuales 1,870 especies habitan ambientes epicontinentales, y aportan cerca
del 20% de la riqueza mundial de estos crustaceos (Vaindla et al., 2008).

En México se tienen registradas alrededor de 30 especies de anfipodos epicontinentales,
distribuidas en siete familias (Bogidiellidae, Hadzidae, Aoridae, Ischyroceridae, Melitidae,
Hyalidae y Hyelellidae). La gran mayoria habita ambientes subterraneos. La familia
Hyalellidae estd compuesta por dos especies del género Hyalella Smith, 1874 en México,
una especie sin 0jos que habita en cenotes, Hyalella cenotensis Marrén-Becerra, Hermoso-
Salazar y Solis-Weiss, 2014 y H. azteca (De Saussure, 1858), una especie epigea
considerada con amplia distribucion, cuyos registros abarcan desde el norte hasta el sureste
del pais. No obstante, ésta Gltima especie en realidad forma parte de un complejo de
especies (Reddell, 1981; Villalobos-Hiriart et al., 1993; Rocha et al., 2008; Trujillo-Pisanty
et al., 2010).

El término complejo de especies hace referencia a un conjunto de organismos

fenotipicamente similares con pequefias diferencias morfolégicas o genéticas que hacen

confusa la delimitacion entre especies (Brito et al., 2014). Con la aparicion de los estudios

moleculares, el conocimiento de los complejos de especies se ha ampliado. Actualmente se
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sabe que muchas especies que antes se consideraban con amplia distribucion o generalistas
en realidad forman parte de complejos de especies cripticas con distribuciones limitadas
(Bickford et al., 2006).

Las especies cripticas o fenotipicamente cripticas muchas veces son consideradas como una
sola especie nominal por carecer de estructuras morfologicas diferentes y evidentes que
permiten distinguirlas (Bickford et al., 2006). No obstante, presentan un aislamiento
reproductivo y una divergencia genética (Wellborn y Cothran, 2004); este es el caso del
complejo Hyalella azteca.

Hyalella azteca habita ambientes dulceacuicolas bentonicos. Forma parte del grupo de los
talitridos y se ubica dentro de la familia monogenérica Hyalellidae. Por otra parte, H.
azteca es hospedero intermediario de parasitos como: platelmintos (Podesta y Holmes,
1970), nematodos (Laberge y McLaughlin, 1989) y acantocéfalos (Uznanski y Nickol,
1980; Duclos et al., 2006; Garcia-Varela et al., 2013). Ademas, su exoesqueleto alberga
especies protistas epibiontes (Batten y DeGiusti, 1949; Mayén-Estrada y Aladro-Lubel,
2004, 2006; Dovgal y Mayen-Estrada, 2013).

Hyalella azteca fue descrita por De Saussure (1858) como Amphitoe aztecus a partir de
material recolectado en Veracruz (Cisterna) y en el lago de Chapultepec. Afios més tarde,
diferentes autores la registraron en diversos cuerpos de agua epicontinentales, lo que
condujo a la idea de que la especie se distribuia a lo largo de todo el continente americano y
se convirtié en la especie dulceacuicola mas comun del género (e.g., Shoemaker, 1933;
Montalvo-Urgel et al., 2010). Sin embargo, de acuerdo con Graening et al. (2012),
actualmente la distribucion de H. azteca se limita al estado de Veracruz (en sentido
estricto), debido a que forma parte de un complejo de especies ain no resuelto.

A raiz de la complejidad de la especie, existen motivos para efectuar estudios de diferente
indole tanto morfoldgicos, ecoldgicos como moleculares. Algunos autores encontraron
diferencias morfoldgicas sutiles en Hyalella azteca con respecto a la talla (Strong, 1972;
Wellborn, 1994, 1995, 2002), a la presencia o ausencia de las espinas dorsales de los
pleonitos, al nimero de articulos de las antenas, a la presencia o ausencia de un nimero

mayor o0 menor de setas sobre los apéndices como las maxilas y el gnatopodo dos del
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macho. Por ultimo, también se registraron variaciones en los patrones de coloracion
(Pearse, 1912, Bousfield, 1958, 1996; Cole, 1984; Wellborn, 2000; Smith, 2001).

Por otro lado, a partir de analisis detallados de la morfologia externa de organismos
previamente identificados como Hyalella azteca, se pudieron identificar y describir
especies nuevas como H. texana Stevenson y Peden, 1973, y H. montezuma Cole y

Watkins, 1977 de algunas localidades de Estados Unidos.

Unas de las causas probables de las confusiones taxonomicas en el proceso de la
identificacion de los ejemplares es la falta de disponibilidad de las descripciones detalladas
y de la informacidn de las variaciones intra e interespecificas. Para este caso, la descripcion
de De Saussure (1858) es muy general y escasamente detallada. Hace relativamente poco
tiempo, Gonzalez y Watling (2002) redescribieron a Hyalella azteca basandose en los
sintipos (depositados en el Museo de Historia Natural de Ginebra, Suiza), lo cual permitio
reducir la confusién taxondmica, aunque no de manera total debido a la falta de
informacion sobre las variaciones intraespecificas. A partir de este trabajo, Gonzalez y
Watling (2001, 2003) describieron a H. costera y H. pseudoazteca con ejemplares de Brasil
y Chile identificados previamente como H. azteca. Con esto, los autores llegaron a la
conclusién que el morfotipo de H. azteca no se distribuia en Sudamérica, sino era exclusiva
de Norteamérica, Centroamérica y el Caribe. Esta observacion fue la primera limitacion de

distribucién de H. azteca s.l.

En cuanto a los analisis con un enfoque ecoldgico, diferentes autores encontraron
variaciones locales y regionales en las historias de vida (Strong, 1972; France, 1992;
Wellborn, 1994), diferencias entre las tallas asociadas a la depredacion (Strong, 1972;
Wellborn, 1994; Cothran et al., 2013), en la conducta (Strong 1973; Wellborn 1995), en la
fecundidad (France, 1992; Da Silva-Casiglioni y Bond-Buckup, 2007) e indices de un
aparente aislamiento reproductivo, incluso entre ecotipos de diferentes poblaciones en un
mismo cuerpo de agua o cuerpos de agua cercanos (McPeek y Wellborn, 1998; Cothran et
al., 2013).

También se han efectuado estudios con enfoques moleculares donde se encontrdé un flujo
genético bajo y una variabilidad genética reducida entre diferentes poblaciones de Hyalella

azteca, lo cual sugirié divergencia entre las poblaciones (Thomas et al., 1994, 1997, 1998;
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Duan et al., 1997, 2000; Hogg et al., 1998; McPeek y Wellborn, 1998; Witt y Hebert, 2000,
Wellborn et al., 2005).

Ademés, en Norteamérica se ha identificado un numero considerable de “especies
provisionales” (especies que no se han descrito formalmente pero que se distinguen con
analisis moleculares). En Estados Unidos se registraron cerca de 33 especies provisionales
para el complejo (Witt et al., 2006), mientras que en Canada se identificaron siete (Hogg et
al., 1998; Witt y Hebert, 2000). Ninguna de estas "seudo-especies” ha sido descrita

morfolGgicamente.

Antecedentes

Hyalella azteca ha tenido una historia taxonémica atractiva para algunos carcinélogos. A lo
largo de ésta, diferentes autores describieron especies nuevas de anfipodos epicontinentales
del género Hyalella en el continente americano, las cuales posteriormente fueron
sinonimizadas bajo el mismo nombre especifico (Hyalella azteca). Para otros carcindlogos
el estado taxondmico de la especie es muy confuso, por lo cual los ejemplares encontrados
en cuerpos de agua dulce eran asignados directamente a H. azteca sin hacer un analisis

morfoldgico a pesar de tratarse de un complejo de especies.

La problemaética taxonémica inicid posterior al descubrimiento de Hyalella azteca, Spence-
Bate, 1862 describid otra especie de anfipodo dulceacuicola y la nombr6 Allorchestes
knickerbokeri Spence-Bate, 1862; ambas especies compartian la caracteristica de ser

dulceacuicolas con espinas dorsales en los pereonitos 1y 2.

Posteriormente, Smith (1873-1874) describio al género Hyalella Smith, 1874 y a dos
especies dentro de éste, H. dentata Smith, 1874, que se caracterizO por presentar espinas
dorsales en los pereonitos 1y 2, y a H. inermis Smith, 1874 por tener un cuerpo liso, sin
espinas dorsales. Con esto, Smith (1874-1875) sinonimiz6 a las especies descritas por De
Saussure y Spence-Bate, Amphitoe aztecus y Allorchestes knickerbokeri bajo el nombre de

H. azteca.



El género Hyalella se dejo de usar por varios afios debido a que Faxon (1876) sinonimizé el

género Hyalella con Allorchestes.

Hardford (1876-1877) describidé un nuevo genero y una nueva especie de anfipodo
dulceacuicola, Lockingtonia fluvialis Hardford, 1877, que se distinguié de otras por

presentar tres espinas dorsales en los pereonitos 1, 2 y 3.

Stebbing (1903) revalidé nuevamente al género Hyalella y describio a H. faxoni Stebbing,
1903, una especie nueva de anfipodo dulceacuicola y sugirio, de acuerdo a las ideas de
Faxon (18767), que H. dentata y H. inermis eran probablemente variedades de una sola
especie y podian ser sindbnimos de la especie de De Saussure (1858). Més tarde, Stebbing
(1906) menciond que Allorchestes dentata Say, 1818, Amphitoe aztecus, A. knickerbockeri,

H. dentata, A. dentatus y Lockingtonia fluvialis eran sinénimos de H. azteca.

Weckel (1907) sinonimiz6 a Hyalella faxoni con H. knickerbockeri, a pesar de que

Stebbing (1906) ya habia sinonimizado a esta Gltima con H. azteca.

Afos después, Pearse (1911) describié a Hyalella ornata Pearse, 1911, a partir de material
recolectado en la laguna de Catemaco, Veracruz, durante la expedicion Michigan-Walker
en el afio de 1910. Esta especie se diferencio de H. azteca por el nimero de articulos de los
flagelos de las antenas; no obstante Shoemacker (1933) consideré que H. ornata era un

sindbnimo de H. azteca.

Bousfield (1996) realiz6 una reclasificacion de los anfipodos neotropicales del género
Hyalella e incluy6 una clave para identificarlos a subgénero y especie. En este trabajo,
menciond que H. azteca era una especie con alta variabilidad morfoldgica, generalmente
con 1-3 espinas dorsales en los pleonitos y menciond que existia una forma sin espinas, H.
azteca f. inermis, que probablemente se trataba de una subespecie geografica que reflejaba
el control de los factores edaficos y/o biolégicos en las variaciones morfolégicas mas que

ser reflejo de un control genético.

Gonzalez y Watling (2002) redescribieron a H. azteca a partir del material tipo para
esclarecer las confusiones morfologicas de la especie, poder comparar con otros

organismos y determinar su estado taxondmico. En este trabajo la descripcion morfoldgica
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fue mas completa por lo que se consideré mas recomendable para comparar y distinguir

especies.

Graening (2012) comentd que el nombre Hyalella azteca por décadas se ha aplicado
ampliamente a diferentes miembros del género Hyalella; sin embargo, menciono
(basandose en el trabajo de Gonzalez y Watling, 2002) que la distribucién de la especie

sensu stricto probablemente se limitaba al estado de Veracruz.

Marron-Becerra et al. (2014) describieron una especie del género Hyalella, con localidad
tipo en el cenote Aktun-Ha de Quintana Roo, México. Esta especie fue la segunda descrita

formalmente para el complejo Hyalella azteca en México.

Soucek et al. (2015) describieron a Hyalella spinicauda Soucek y Lazo-Wasem, 2015 y H.
wellborni Soucek y Lazo-Wasem, 2015 con material de Estados Unidos y Canadd, sobre la
base de caracteres morfoldgicos y corroborando la informacion mediante un analisis
genético. Ambas especies fueron descubiertas para Norte América aproximadamente 10
afios afios después de la descripcion de Hyalella meraspinosa Baldinger, 2004. Por otra
parte, estos mismos autores compararon el material examinado con el lectotipo de Hyalella
azteca, a pesar de que los organismos de este estudio no formaron parte del complejo, los

autores contribuyeron con importantes caracteres Utiles en la distincion de las especies.

Distribucion historica de Hyalella azteca

Previo a la redescripcién de Gonzalez y Watling (2002), H. azteca se consideraba como una
especie de amplia distribucidn en el continente americano y se contaban con registros en 19
paises: Canada, Estados Unidos, México, Guatemala, el Salvador, Costa Rica, Panam4,
Venezuela, Peru, Brasil, Chile, Argentina, Uruguay, Bermuda, Cuba, Islas Caiman,
Jamaica, Republica Dominicana y Puerto Rico (Faxon, 1876; Johansen, 1925; Shoemaker,
1933; Lazo-Wasem y Gable, 1989; Villarroel y Graziani, 1995; Gonzalez y Watling, 2002).

En México, H. azteca se ha registrado histéricamente en 13 estados: Coahuila (Cuatro
Ciénegas) (Minckley, 1969; Cole y Minckley, 1970, 1972; Holsinger y Minckley, 1971;
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Reddell, 1982; Cole, 1984), Nuevo Leon (Monterrey) (Rodriguez-Almaraz et al., 2014),
Tamaulipas (Reddell, 1981), San Luis Potosi (Reddell, 1981), Michoacéan (lagos Cuitzeo y
Patzcuaro) (Reddell, 1981; Barba y Sanchez, 2007), Puebla (lagos crater Alchichica,
Atexcac, La Preciosa, Quechulac, Alijuca y Tecuitlapa) (Alcocer et al., 1998a; 2002;
Hernandez et al., 2010), Ciudad de México (lago Chapultepec) (De Saussure, 1858),
Veracruz (laguna de Alvarado) (De Saussure, 1858; Rocha-Ramirez et al., 2007), Tabasco
(lagunas San Pedrito, Punteada, El Guanal, San Isidro, EI Cometa, Narvéez, Chichicastle,
El Jpboo, Cantemoc, Concepcion, Larga, El Tinal, Landeros, Sargazal, Loncho, El Coco, El
Viento y Los Idolos, Pantanos de Centla) (Montalvo-Urgel et al., 2010), Campeche
(Reddell, 1982), Chiapas (Reddell, 1981), Yucatan (Cenotes Grande, Santa Ana e Ixil)
(Creaser, 1936) y Quintana Roo (Laguna de Chichankanab) (Strecker, 2006) (Fig.1).

Figura 1. Estados de México con presencia de Hyalella azteca sensu lato de acuerdo con la

literatura (sefialados en gris oscuro).



Es de llamar la atencion que recientemente H. azteca se sigue registrando en distintos
cuerpos de agua del pais sin analisis morfologicos més detallados (Montalvo-Urgel et al.,
2010; Hernandez et al., 2010; Rodriguez-Almaraz et al., 2014), a pesar de que Gonzalez y
Watling (2002) y Graening et al. (2012) han concluido que debido a las diferencias
morfologicas y genéticas entre las poblaciones de Hyalella en localidades distintas, aun
cercanas entre si, no se puede hablar de distribucion amplia de esta especie. Por tal motivo,
estos autores restringen la distribucion de H. azteca s.s. a la localidad tipo en el estado de

Veracruz.
Area de estudio

Ciudad de México

La Ciudad de México, anteriormente conocida como Distrito Federal, forma parte de la
cuenca, o valle, de México ubicada en la provincia fisiografica denominada Faja Volcanica
Transmexicana, en la subprovincia de los Lagos y Volcanes de Anahuac (Gomez-Tuena et
al., 2005; INEGI, 2015). Es una cuenca endorreica en la que anteriormente se podia
encontrar un gran lago central, el lago de Texcoco. Colinda al norte, este y oeste con el

estado de México y al sur con el estado de Morelos (Fig. 2).
Chalco

La subcuenca de Chalco se localiza en las coordenadas 19°15°N y 98°58> W, con un area
aproximada de 1,100 km?, de los cuales 120-240 km? corresponden a la planicie lacustre,
con una altitud media de 2,240 m.s.n.m. y una precipitacion media de 662 mm al afio
(Bouvier et al., 1993). El lago de Chalco también es conocido como humedal de San Pedro
Tlahuac o ciénega, humedal o laguna de Tlahuac (Ayala-Pérez et al. 2013), es un lago
perene en forma de C invertida de 1 a 2 m de profundidad. Al este se delimita por la Sierra
Nevada (formada por los estratovolcanes Popocatépetl, Iztaccihuatl, Telapon y Tlaloc), al
norte por Santa Catarina y al sur por la Sierra del Chichinautzin. El limite occidental no es
tan marcado; antiguamente estaba formado por la isla de Tlahuac que lo separaba del lago
de Xochimilco, actualmente por la divisoria por la que corre la avenida México-
Tulyehualco, entre el cerro de la Estrella y el volcan Teuhtli, que la separa de la subcuenca
de Xochimilco (Bouvier et al., 1993; Caballero-Miranda, 1997; Ortega-Guerrero et al.,
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2015). Los lagos de Chalco y Xochimilco eran remanentes del lago de Texcoco sin
embargo, actualmente se origind un nuevo lago de Chalco por la depresion topogréfica de
la planicie inundable, en donde se acumulé agua de lluvia y escurrimientos pluviales. La
subsidencia del terreno fue consecuencia de la extraccion de agua subterranea para el uso
local agricola y urbano desde principios de los afios cuatenta y por el bombeo del sistema
de pozos Mixquic-Santa Catarina iniciado desde 1984 (Ortiz-Zamora y Ortega-Guerrero,
2007; 2010).

Xochimilco

El lago de Xochimilco se localiza en las coordenadas 19°16°30°’N y 99°08°20°°’W, a una
altitud de 2,260 m.s.n.m. Puede clasificarse como un lago tropical cuya temperatura oscila
entre los 20°C y 30°C. Cuenta con una extensa zona de canales que se localiza en la
Ilamada zona de Ilanura la cual se divide en tres: Xochimilco, San Jerénimo Atlapulco y
San Luis Tlaxialtemalco. Su importancia ecoldgica radica en sus 203 km de canales que
constituyen un sistema que comunica y riega los 25 km de chinampas. Actualmente los
canales y las lagunas son alimentados artificialmente con agua tratada de diferentes plantas
(Salazar Molina et al., 2014).

Chapultepec

Chapultepec se sitda al oeste de la Ciudad de México, se ubica entre las coordenadas de
19°24°/19°26°N y 99°11°/99°13’W, a 2,240 m.s.n.m., al poniente del antiguo lago de
Texcoco. En la época prehispanica se conectaba con los lagos de Xochimilco y Chalco. Se
construyeron dos lagos artificiales durante la época de Porfirio Diaz y actualmente el aporte
principal de aguas proviene de una planta de tratamiento (Alcocer et al., 1998; Navarrete-
Salgado et al., 2004).
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Figura 2. Ubicacion de la Ciudad de México y de los tres lagos muestreados: Chalco, Xochimilco y

Chapultepec. El color oscuro representa el estado y los triangulos los sitios de muestreo.

Estado de Veracruz Ignacio de la Llave

El estado de Veracruz es una angosta llanura que se ubica al este de la Republica Mexicana
entre las coordenadas 22°28°/ 17°9’N y 93°36°/ 98°39’W, y que se extiende de noroeste a
sureste. Al norte limita con el estado de Tamaulipas, al noreste con San Luis Potosi e
Hidalgo, al este con Puebla, al sur con Oaxaca, al sureste con Tabasco y Chiapas y al este
con el golfo de México (Fig. 3a). Este estado tiene una superficie continental de 71,820.40
km?y un litoral de 745 km de extensién (INEGI, 2005).

Al oeste del estado se encuentra la sierra Madre Oriental. Aunque el relieve generalmente
es plano, el estado es atravesado por el eje Neovolcanico Transversal. El clima hacia el

norte del estado es calido subhimedo y en el sureste calido humedo (INEGI, 2005).
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En el estado corren mas de 40 rios que corresponden al 35% de las aguas superficiales
mexicanas. Estos rios nacen en la sierra Madre Oriental o en la Mesa Central de oeste a este
y desembocan en el golfo de México. De estos, 10 rios de gran cauce son los més
importantes y cada uno forma parte y da el nombre a 10 cuencas hidroldgicas: Panuco,
Tuxpan, Cazones, Tecolutla, Nautla, Actopan, La Antigua, Jamapa-Cotaxtla, Papaloapan

(el méas caudaloso del estado) y Coatzacoalcos (INAFED, 2010).
Lago San Julian

El lago de San Julian se ubica en la cuenca del rio La Antigua. Es un lago interdunario
permantente (lago formado entre dunas) que se ubica en el municipio de Veracruz, en las
coordenadas 19°15°27.7°°N y 96°15°47.8"’W (Fig. 3b). Presenta una superficie de 1.5 km?
y una profundidad que oscila entre 1 y 2.5 m. El pH medio anual se calcula de 9.05 y la
salinidad media de 0.136 ups. La vegetacion que rodeada a este lago es principalmente
Typha domingensis Pers, 1807, comUnmente conocida como tule o espadafia, una planta
acuatica herbécea enraizada, emergente y perene que alcanza hasta dos metros de altura

(Peralta-Peldez y Moreno-Casasola, 2009).
Lago Catemaco

El lago de Catemaco se localiza en el municipio del mismo nombre, al sureste del estado de
Veracruz y forma parte de la regién de los Tuxtlas en la cuenca del rio Papaloapan. El lago
se delimita por las coordenadas de 18°21°/18°27°N y 95°01°/95°07’W y esta asentado a
una elevacion de 332 m.s.n.m. sobre el macizo volcanico de los Tuxtlas (Fig. 3c). La sierra
de los Tuxtlas tiene dos volcanes principales: hacia el norte se ubica el volcan San Martin y
hacia el sur la sierra de Santa Marta. Entre ambos se forma la cuenca endorreica donde el
escurrimiento pluvial de las lluvias fuertes de la zona forma el lago permanente de
Catemaco. Este lago es polimictico, bien oxigenado y eutrofico, y abarca una superficie de
72.54 km?, con una profundidad media de 11 m y una maxima de 22 m. Posee un fondo
compuesto por rocas de origen volcanico, grava y arena y desagua a través del rio Grande
que desemboca al rio Papaloapan (Pérez-Rojas y Torres-Orozco, 1992; Pérez-Rojas et al.,
1993; Torres-Orozco y Pérez-Rojas, 2002).
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Lago Encantada

El lago Encantada es un lago-crater ubicado en el municipio de San Andrés Tuxtla a 6 km
al norte de la ciudad (Fig. 3c). Forma parte de la cuenca del rio Papaloapan y se localiza al
sur del volcan San Martin a una altura de 332 m.s.n.m. (Nelson y Gonzélez-Caver, 1992).

Figura 3. Ubicacion del estado de Veracruz y de los lagos muestreados. a) Estado de Veracruz
Ignacio de la Llave, b) lago San Julién, c) lagos Catemaco y Encantada. Las estrellas representan las

ciudades més cercanas y los triangulos representan los sitios de muestreo.
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Estado de Quintana Roo

La peninsula de Yucatan se ubica al sureste del territorio mexicano, entre las coordenadas
21°36°/17°53° N y 86°42°/92°28> W. Este estado limita al norte y oeste por el golfo de
México y al este por el mar Caribe (INEGI, 2005). La peninsula de Yucatan la conforman
los estados mexicanos de Campeche, Yucatan y Quintana Roo, el Petén guatemalteco y el
norte de Belice (Fig. 4). Esta peninsula se caracteriza por ser una plataforma calcarea con
una superficie de 300,000 km? constituida por roca de origen sedimentario marino (calizas,
dolomitas y evaporitas) de alta porosidad formadas durante el Cretécico-Medio al
Cuaternario (Beddows et al., 2007).

El municipio de Tulum se encuentra al este de la peninsula de Yucatan, entre las
coordenadas 19°47°/20°31° N y 87°18°/88°00° W. La region tiene una altitud méaxima de
100 m.s.n.m. y presenta una estacionalidad marcada (INEGI, 2005). La temporada de
lluvias comprende los meses de marzo/abril a octubre/noviembre y cuenta con una
precipitacion media de 1000 mm y la estacion de secas comprende los meses de

octubre/noviembre a marzo/abril (Alcocer et al., 1998b).

En la porcidn norte de la peninsula los Unicos cuerpos de agua superficiales son los cenotes
por la alta porosidad de la roca caliza y constituyen la Gnica fuente de agua dulce disponible
en la region. Sin embargo, en la porcion sureste del estado se encuentra una mayor
diversidad de cuerpos dulceacuicolas, sin dejar de ser escasos, como son lagunas, aguadas,
pantanos, rios temporales y un importante afluente, el rio Hondo, limite geogréafico-politico
entre México y Belice (Cole, 1910; Doehring y Butler, 1974; Alcocer et al., 1998a;

Herrera-Sansores y Heredia-Escobedo, 2011).

El agua de lluvia, al combinarse con el CO; de la atmdsfera, disminuye el pH y al precipitar
disuelve la roca caliza formando un relieve propio de esta zona denominados localmente
como cenotes (Llopis, 1970; Gaoena-Vizcayno et al., 1980). La palabra cenote proviene del

maya “tsénoot” o “d”zonot” que tiene por significado “caverna con depdsitos de agua”.

Los cenotes forman parte de los sistemas anquihalinos. EI término anquihalino proviene del
griego anchialos que tiene por significado “cercano al mar”. Este término define a “los

cuerpos de agua salados o salobres, usualmente con una restringida exposicion al aire libre,
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siempre con conexiones subterraneas al mar mas o menos externas y presentan influencias

tanto marinas como terrestres” (Stock et al., 1986).

En los sistemas anquihalinos se observa el encuentro de dos capas de agua, una de menor
salinidad de origen meteoritico ubicada sobre otra de mayor salinidad originada por la
intrusion marina, entre estas capas existe una zona de transicion donde los parametros
fisicoquimicos como el pH, la temperatura, la salinidad y el oxigeno disuelto registran una
mayor variacion. Esta zona donde los cambios de salinidad son bruscos y mayores se
denomina haloclina (Pohlman et al., 2000; Beddows et al., 2007; Iliffe y Bishop, 2007;
Iliffe y Kornicker, 2009). La profundidad a la que se encuentra la haloclina es variable y se

incrementa proporcionalmente con la distancia del cenote a la costa (Beddows, 2003).

Por otro lado, otra caracteristica de los sistemas anquihalinos es la zonacién analoga a las
cuevas terrestres (Poulson y White, 1969) y se diferencia en tres zonas basandose en la
incidencia directa de la radiacion solar: zona fotica (cenote), zona distrofica (caverna), zona
afotica (cueva). El cenote propiamente dicho es el nombre que recibe la entrada al sistema o

zona eufotica, la cual recibe la mayor influencia terrestre.

Cenote Aktun-Ha

El cenote Aktun-Ha (“caverna de agua” en lengua Maya) o “Carwash” (llamado asi por su
uso en el pasado como lavadero de autos) se ubica en la carretera 109 en el kilébmetro 3 de
la Carretera Tulum-Coba a 8.6 km de la costa de Tulum en las coordenadas 20°16.48" N y
87°29.20" W (Fig. 4). Este sistema forma parte de Sac Aktun, actualmente el sistema mas
largo de mundo, con 153.6 km explorados. Este sistema engloba también al cenote
Nochoch Nah Chich (“dos 0jos”).

El cenote posee una forma oval con una superficie aproximada de 1,000 m? y una
profundidad aproximada de 5 m. La salinidad es oligohalina o incluso dulceacuicola (1.5
ups), la temperatura media registrada es de 25°C y el fondo se encuentra cubierto por
ramas, troncos y un denso tapete algal (Rocha et al., 1998; Beddows et al., 2007; Gabriel et
al., 2009).

~16 ~



92°0'0"W 20°0'0"W 88°0'0"W
1 1 1

cenote

o]  Golfode | ‘,."AktU"-Ha Tulum|
México / b ‘
| Yo
// : Quintana 7
. . Roo Ma
.~ > Campeche 2 4 :
- P . s L Carbe
. . /’ ) /f
18°0'0"N .-------------.:‘~‘ / N -

1
1
010 40 60 BOK
e Km -
'S
L]
1 T !

>

Figura 4. Ubicacién del cenote Aktun-Ha, Quintana Roo, en la peninsula de Yucatan. Las lineas
puntedas representan la divisién politica entre los estados y/o paises que conforman la péninsula de
Yucatan, el rombo indica el sitio de muestreo, la estrella corresponde a Tulim (la ciudad mas

cercana) y se sefialan las carreteras que llevan al cenote: la 109 y la 307.
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Justificacion

El estudio de la macrofauna en general es util para conocer el estado de los ambientes
acuaticos. El género Hyalella es un grupo de anfipodos dulceacuicolas endémicos del
continente americano y contiene cerca de 80 especies descritas (Horton et al., 2017). En
México, se han descrito dos especies validas del género Hyalella: H. cenotensis, una
especie sin ojos, y Hyalella azteca, también registrada como Hyalella ornata, que se
considera una especie ampliamente distribuida en el Pais. A partir de diversos estudios
ecoldgicos, la especie se ha registrado en las regiones norte (Cole, 1984), centro (De
Saussure 1858; Alcocer et al., 1998a; Alcocer et al., 2002; Barba & Sanchez 2007) y
sureste del pais (Strecker 2006; Hernandez et al., 2010; Montalvo-Urgel et al., 2010). Sin
embargo, a pesar de que se sabe que es un complejo de especies no se cuentan con estudios
morfolGgicos para establecer diferencias entre las poblaciones.

El estudio del complejo H. azteca es importante porque la riqueza del género en México
esta subestimada, ademas de que el conocimiento de estas especies puede ayudar a formular
nuevas hipotesis biogeograficas y evolutivas, aportar informacién valiosa para diferentes

tipos de estudios, ente éstos de caracter ecoldgico o toxicoldgicos.

Preguntas de investigacion

¢Es posible distinguir con el analisis de la morfologia externa a las poblaciones del

complejo Hyalella azteca de la Ciudad de México, Veracruz y Quintana Roo?

¢Es la misma especie de Hyalella la que habita en los cuerpos de agua de éstos tres estados

de la Republica Mexicana?

¢Los resultados morfoldgicos de las diferentes morfoespecies son congruentes con la
caracterizacion del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI) de cada

morfotipo?
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Objetivos

Objetivo general

Realizar un andlisis morfologico y taxondmico de los diferentes morfotipos del
complejo Hyalella azteca de organismos provenientes de Ciudad de Meéxico,
Veracruz y Quintana Roo para caracterizar la plasticidad de los caracteres e
identificar los estados de caracteres més confiables para la distincion entre las
especies, y corroborar los resultados con el andlisis molecular del gen mitocondrial
Citocromo Oxidasa Subunidad I (COI).

Objetivos particulares

Distinguir los diferentes morfotipos del complejo H. azteca de los cuerpos de agua
estudiados.

Analizar y comparar la morfologia externa de los diferentes morfotipos con las
descripciones originales y las redescripciones de cada especie.

Comparar los morfotipos de los anfipodos de los diferentes cuerpos de agua.
Distinguir a las mofroespecies obtenidas en este analisis y escribir una diagnosis
para cada una.

Analizar y comparar las diferentes secuencias del Citocromo Oxidasa subunidad |
(COI) de las morfoespecies recolectadas en este estudio.

Comparar los datos morfologicos con la informacién de los andlisis genéticos.
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Metodologia

Trabajo de campo

El material biologico analizado en este trabajo provino de los muestreos realizados en el
mes de agosto del 2016 en tres lagos de la Ciudad de México (Chalco, Xochimilco y
Chapultepec) y de los muestreos realizados en el mes de julio del 2015 en tres lagos de
Veracruz (Catemaco, Encantada y San Julidn). En cada lago, se tomaron los siguientes
parametros ambientales: la altitud, la temperatura superficial y el pH. También se recolectd

material bioldgico en el cenote Akun Ha, Quintana Roo, en abril del 2008.

En los lagos de la Ciudad de México, el material biolégico se recolecté con una red de
cuchara cerca de la linea litoral y entre las raices de la vegetacion acuética flotante del
género Lemna Linnaeus, 1753 a no mas de 30 cm de profundidad.

En los lagos de Catemaco y Encantada se recolectaron muestras de lirio acuatico,
Eichhornia crassipes (Martius) Solms-Laubach, 1883. Por otro lado, en el lago de San
Julidn se recolectd una muestra de raiz de espadafia Typha domingensis Pers., 1807. Las
plantas se recolectaron manualmente a no méas de 1 m de profundidad y a 1 m de distancia
de la linea litoral y se colocaron en una bolsa pléastica. Las raices se lavaron dentro de la
bolsa con agua del mismo lago y posteriormente se filtro el lavado sobre un tamiz de 0.5

mm de apertura de malla para retener la macrofauna.

El material bioldgico de la Ciudad de México y Veracruz se deposité en frascos, se fijo con

alcohol etilico al 96% y se congel6 por 72 horas para analisis moleculares posteriores.

El material proveniente del cenote Aktun-Ha fue recolectado en abril del 2008. De la
misma forma que en los muestreos antes mencionados, la obtencion de los anfipodos fue
manualmente; se recolectdé 500 ml de vegetacion sumergida, en al menos tres estaciones del
borde externo del cenote a un intervalo de 0.2 a 1 m de profundidad y se fijaron en

formalina; posteriormente se transfirié el material bioldgico a etanol al 70%.
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Trabajo de laboratorio

Las muestras se lavaron sobre dos tamices apilados, uno de 1 cm y otro de 0.5 mm de
apertura de malla. Se usé el primer tamiz para retener el sustrato y el segundo para retener a

la macrofauna.

Los anfipodos se separaron y se cuantificaron por sexo y estados de madurez: hembras,
machos y juveniles. Los machos adultos se identificaron por el gnatépodo 2 desarrollado y
la ausencia de oosteguitos (Fig. 7c-d). Las hembras adultas se identificaron por la
presencia de oosteguitos y huevos, asi como por el gnatopodo 2 caracteristico con el
propodio elongado (Fig. 7a-b). Los juveniles fueron descartados para el analisis
morfolégico de este estudio debido a que ain no se desarrollan totalmente.

Los anfipodos se identificaron hasta el nivel taxonémico mas preciso con la ayuda de un
microscopio estereoscopico y uno optico. La identificacion a nivel de familia se realizo con
la clave de LeCroy (2000) y a nivel de genero con la clave de LeCroy (2007) y con la
diagnosis de Gonzélez y Walitng (2001). Para la identificacion a nivel especifico se usaron
las diagnosis, las redescripciones y la clave de Bousfield (1996) y Gonzalez y Walting
(2002).

Se seleccionaron algunos individuos y se les tomaron microfotografias con un microscopio

electronico de barrido (MEB o SEM por sus siglas en inglés).
Microfotografias MEB

Para la obtencién de microfotografias MEB se eligieron al menos dos organismos de cada
sexo por localidad. Antes de la toma de las fotografias se aplicé la técnica de deshidratacion
con alcoholes a diferente concentracion. La técnica consiste en ir transfiriendo a los
organismos a diferentes concentraciones de alcohol, aumentando ésta 5 grados hasta llegar
a alcohol absoluto. Debido a que el material biolégico se fij6 en alcohol al 96%, los
organismos se transfirieron directamente a alcohol absoluto (99.5%). Posteriormente se
colocaron en porta-muestras metalicas y/o en papel de arroz y se secaron a punto critico
con CO, durante 10 min. en un equipo Emitech modelo K850. Ya secos se montaron al
menos dos ejemplares por placa sobre un porta-muestras metalico cubierto de cinta

adhesiva doble cara de carbdn y las muestras se sometieron a un bafio de oro por 2 min. en



un equipo Quorum Q150R ES. Después de tener a los organismos cubiertos de oro se
procedid con la toma de microfotografias en el microscopio electronico de barrido (MEB o
SEM por sus siglas en inglés) marca Hitachi modelo SU1510, en el laboratorio de
Microscopia y Fotografia de la Biodiversidad I del Instituto de Biologia, UNAM. De cada
organismo montado primero se tomaron fotografias del cuerpo completo, posteriormente al
menos un organismo se disectd y los apéndices se montaron en la misma placa para la toma
de las microfotografias. Las imagenes se limpiaron mediante el programa Adobe Photoshop
CS6.

Revision morfoldgica

Para distinguir las diferencias entre los morfotipos se considerd la morfologia externa de
Hyalella azteca y se tomaron datos cualitativos y cuantitativos de las piezas bucales,
antenas, de los apéndices postcefalicos y del telson, considerando el dimorfismo sexual

presente en el segundo par de gnatépodos (Figs. 5-7).

Dentro de los datos cualitativos se considero la forma del gnatopodo 2 del macho, la forma
del telson, la presencia o ausencia de espinas dorsales en los pleonitos y el tipo de setas de
los apéndices de acuerdo a la clasificacion de Zimmer et al. (2009) (Fig. 8). Entre los datos
cuantitativos se considerd el nimero de articulos de las antenas, el nimero de setas de las
maxilas 1 y 2, del margen posterior del gnatépodo 2 del macho, de los urépodos y del
telson, y datos meristicos (Figs. 9-12).

Los datos meristicos se tomaron con un microscopio optico equipado con reglilla'y con el
software Leica LAS EZ: longitud total del cuerpo (LT) (siguiendo la curvatura del cuerpo a
partir de la region distal de la cabeza a la base del telson por el tamafio variable), longitud
total de la cabeza (LC), largo y ancho de las antenas 1 y 2, longitud maxima y anchura
méaxima de los apéndices y de cada articulo, asi como la longitud y anchura maxima del
telson (Figs. 9-12).
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Figura 5. Morfologia general de un anfipodo. Modificado de Barnard (1969).
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Figura 6. Morfologia general de las piezas bucales de un anfipodo. Modificado de Barnard (1969).
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Figura 7. a) Gnatépodo 2 de la hembra; b) pereiépodo 3 de la hembra; ¢) gnatépodo 2 del macho; d)

pereiépodo 3 del macho.

Figura 8. Tipos de setas. Basada en Zimmer et al. (2009).
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Figura 9. Datos meristicos. Longitud total del cuerpo, longitud de la cabeza, longitud combinada de
los pereionitos 1 y 2, longitud de las espinas dorsoposteriores del pleon (Plto), longitud y anchura

del peddnculo y de las ramas de las antenas 1y 2 (A1-2), longitud y anchura del telson (T).
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Figura 10. Datos meristicos. Longitud y anchura de los apéndices bucales: labio superior (UL),

labio inferior (LL), maxilipedo (Mxp), maxila 1 (Mx1), maxila 2 (Mx2) y mandibulas (Lmd,
mandibula izquierda).
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3 (U1-3).

Longitud y anchura de los pereiopodos 5-7 (P5-7) y de los urépodos 1-
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Informacion taxondmica

Los morfotipos encontrados se distinguieron y se consideraron como morfoespecies Si
podian distinguirse con mas de un caracter, se escribié una diagnosis para cada una, se

obtuvieron datos meristicos y se acompafié cada diagnosis con una imagen SEM.

Se elabor6 una clave taxonomica y fichas para cada morfoespecie con la siguiente
informacion:

Nombre de la especie con autor y afio
Sinonimias

Diagnosis de la especie

Localidad tipo

o & w0 D

Material examinado: nimero y sexo de los individuos revisados por localidad con
datos de campo

6. Distribucion en México
7. Observaciones morfoldgicas

8. Laminas de las estructuras diagnosticas



Analisis molecular

Con el fin de comprobar si las diferencias morfologicas coinciden con las variaciones
moleculares, se realizo el anélisis del ADN de al menos tres individuos de cada poblacion o
morfotipo recolectados en Veracruz y en la Ciudad de México. Las poblaciones de
Quintana Roo fueron excluidas para este analisis debido a que los ejemplares fueron fijados

originalmente en formalina.

Para extraer el ADN se utilizo la mitad posterior de cada individuo en condiciones estériles
para evitar contaminacién. La mitad anterior se preservé en etanol absoluto a 4°C como
reserva. Esta actividad se realiz6 en el laboratorio del Dr. Wellborn en la Universidad de
Oklahoma, EUA.

Extraccion de ADN

El ADN se obtuvo siguiendo la metodologia usada por Wellborn y Broughton (2008),
modificada por Walsh et al. (1991). La extraccion consistio en colocar el tejido de cada
individuo en un tubo tipo eppendorf ® con 150 ul de la resina quelante Chelex 100 ® al 5%
y cada tubo se calenté a 60°C por 40 min en un termociclador, posteriormente la
temperatura se elevo a 99°C durante 25 min y finalmente se tomo el sobrenadante y se

almacend a 4°C.
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés)

Para amplificar el ADN se eligié un fragmento del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad I (COIl) por su fécil extraccion, amplificacién y uso frecuente por ser propuesto
como cddigo de barras de la vida. Para esto se utilizaron dos pares de “primers”
(cebadores), un par para las poblaciones de la Ciudad de México y otro para las de

Veracruz. De esta forma se obtuvieron dos fragmentos de este gen (Tabla 1).
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Tabla 1. “Primers” utilizados para cada reaccion PCR.

“Primers” Secuencia5’ = 3’ Referencias
Fragmento 1 Directo Weston et al.
TrpParl GTTATATAAACTATTAGCCTTCCAA
del COI “Forward” (2013)
(Poblaciones
. Reverso Weston et al.
de la Ciudad COla-v9 | ACTGCCACAACAGAYAARTAMGACCC
. “Reverse” (2013)
de México)
Fragmento 2 Directo Folmer et al.
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
del COI “Forward” (1994)
(Poblaciones Reverso Folmer et al.
HCO02198 | TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
de Veracruz) | “Reverse” (1994)

La amplificacion del ADN se realizO mediante la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con el kit GoTag Green MAster Mix de Promega

®. Para una reaccion total de 25 ul se utilizé lo siguiente:

1.25 pl de “primer forward” a 10 uM.

1.25 pl de “primer reverse” a 10 uM.

2 ul de ADN.

12.5 ul de GoTaq Green Master Mix (mezcla de dNTP, desoxirribonucledtidos
trifosfato por sus siglas en inglés, polimerasa y “buffer”).

1 ul de MgCl;,

7 ul de agua molecular.

La mezcla se colocd en un termociclador y se utiliz6 el programa de amplificacion
propuesto por Witt et al. (2003), el cual consistié en mantener la mezcla a una temperatura
de 94°C durante un minuto, seguido por cinco ciclos de 60 s a 72°C, 90 s a45°C y 60 s a
72°C. Con esto se asegura la amplificacion del ADN. Posteriormente, la mezcla se sometio

a 32 ciclos de los siguientes cambios de temperatura:
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94°C por 30 s para la incubacion (apertura de cadenas).
51° por 30 s para la alineacion (para que los “primers” se unan a la cadena de ADN).
72°C por 45 s para la elongacion.

72°C por 7 min para prolongar la elongacion.

Finalmente, los productos de PCR se almacenaron a 4°C.

Electroforesis

Para conocer si el ADN de interés se amplificd, las muestras se corrieron en un gel de
agarosa al 2% por 45 min. junto con un marcador de peso molecular de 1 Kb marca
Promega® y se tifid sumergiéndolo en una solucién de GelRed® al 5% por 45 min.
Posteriormente, los geles se observaron en una camara de rayos UV para comprobar la
presencia de ADN vy cortar el fragmento amplificado deseado. So6lo se procedi6 a aislar el
producto cuando se detectd una sola banda aislada de color intenso con el peso molecular
deseado (entre 750 y 500 pb).

Purificacién

La purificacion consistié en extraer el ADN de los geles, utilizando el procedimiento
sugerido por el fabricante del kit MinElute de QIAGEN.

Secuenciacion

La secuenciacion se realizd en direccion 5" — 3"usando los “primers forward” LC0O1490 y
TrpParl, la cual se llevo a cabo en la Universidad de Oklahoma con un secuenciador
automatico Biosystems PRISM 3130xI con BigDye version 3.1®.

Analisis de las secuencias

Un total de 13 secuencias fueron analizadas (Anexo, tabla A) y alineadas utilizando la
herramienta MUSCLE (Edgar, 2004) en el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2015). En
éste analisis se incluyd como grupo externo la secuencia completa del gen mitocondrial que

codifica para la Citocromo Oxidasa Subunidad | (COIl) del anfipodo Metacrangonyx
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longipes (Chevreux 1909), obtenida por Bauza-Ribot et al. (2009), de acuerdo con lo
propuesto por Major (2013).

Las secuencias se analizaron con dos métodos estadisticos diferentes para la construccion
de los arboles: 1) Neighbor Joining (El vecino mas cercano), un método de agrupacion en el
cual se ordenan pares de unidades taxonomicas operacionales (OTUS) con la minima
longitud de las ramas (Saitou y Nei, 1987), es decir, con la menor distancia genética, éste
arbol solo representa el grado de semejanza de los taxones terminales y no refleja
relaciones evolutivas (Pefia, 2011); 2) Maximum Likelihood (Maxima verosimilitud), éste
método estadistico se basa en modelos de evolucion molecular, tomando en cuenta un
conocimiento a priori de los caracteres, éste método estima la probabilidad de que los
arboles aporten una explicacion correcta a la matriz (Pefia, 2011). EI modelo de evolucién
molecular para la reconstruccion filogenética fue el de sustitucion de nucleotidos “General
Time Reversible” (GTR por sus siglas en inglés) (Tavaré, 1986), que asume una sustitucion
simétrica en la matriz, por lo que se considera reversible (la tasa de cambio de Aa T es la
misma tasa de cambio que de T a A), cada par de nucledtidos tiene diferente tasa de

sustitucion y los nucleétidos pueden ocurrir en diferentes frecuencias.

Para ambos métodos se calcul6 el soporte para las ramas con un “bootstrap”, de 1000
pseudoréplicas para cada modelo y se calcularon las distancias pareadas con el modelo
“Maximum Composite Likelihood” y con el modelo de sustitucion de nucleétidos de dos

parametros de Kimura.

Finalmente se calcularon las probabilidades posteriores mediante un analisis de inferencia
bayesiana utilizando técnicas de Monte Carlo via cadenas de Markov (CMCM, por sus
siglas en inglés) con el software Mr.Bayes v3.2 (Ronquist et al., 2012), los arboles menores
a la fase estacionaria (“burn-in) se descartaron del analisis y se realizd un arbol consenso
con aquellos que alcanzaron la fase estacionaria, se corrieron 2,000,000 de generaciones
con un muestreo de arboles cada 1,000 generaciones y se descartaron 50,000 como “burn-

in”.
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Resultados

Analisis morfoldgico

El complejo Hyalella azteca se distingue por la presencia de proyecciones agudas dorsales
en la region distal de los pleonitos. Esta caracteristica suele tener importancia para la
identificacion de las especies de este género, incluso es considerad en las claves
taxondmicas como en aquellas propuestas por Bousfield (1996) y Baldinger (2004). Sin
embargo, actualmente es conocido que otras especies también comparten esta caracteristica
(e.g., Hyalella montezuma Cole y Watkins, 1977). Durante varios afios, Hyalella azteca se
ha distinguido por la presencia de dos proyecciones agudas dorsales en la region distal de
los pleonitos. En la literatura, para esta caracteristica, se maneja nomenclatura diferente:
espinas, carina, mucrones o mucronaciones (‘“mucronation”); en este estudio se adopto el

término de espina distal dorsoposterior.

De manera general, se distinguieron dos morfotipos de acuerdo a la presencia o ausencia de
la espina distal dorsoposterior sobre los pleonitos 1 y 2. En la Ciudad de México (Chalco,
Xochimilco y Chapultepec) y en el cenote Aktun-Ha U(nicamente se encontraron
organismos con espina distal dorsoposterior sobre el pleén; en cambio, el 90% los
organismos adultos (344) de Veracruz presentaron esta espina (Fig. 14a) y en el 10%
estuvo ausente (Fig. 14b). EI morfotipo sin espina practicamente se registrd en los
organismo del lago de Catemaco (39 individuos: 17 hembras y 22 machos), con la

excepcion de una hembra obtenida en el lago de San Julian (Tabla 2).

Por otro lado, la longitud de la espina distal dorsoposterior de los pleonitos presentd

variacion, independientemente de la talla y el sexo de los organismos (Fig. 15).
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Figura 14. a) Pleonitos 1 y 2 con espina distal dorsoposterior; b) pleonitos sin espina distal

dorsoposterior.

Tabla 2. Numero de individuos por sexo con y sin espina distal dorsoposterior sobre los
pleonitos 1y 2 recolectados en los tres lagos de Veracruz, los tres lagos de la Ciudad de

México y en el cenote de Quintana Roo.

Hembras Machos
Localidad Hembras ovigeras Hembras Hembras con Machos Total
con con sin espinas  ovigeras espinas sinespinas  (adultos)
espinas espinas sin espinas b

Chapultepec 15 5 0 0 15 0 35
Xochimilco 15 5 0 0 15 0 35
Chalco 15 5 0 0 15 0 35
Catemaco 70 4 16 1 82 22 195
Encantada 20 4 0 0 27 0 51
san Julian 60 15 1 0 62 0 138
Aktun-Ha 20 3 0 0 10 0 33
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Figura 15. Regresion lineal de la longitud total de los organismos y la longitud de las
espinas distales dorsoposteriores del pledn en la cual no se observa una relacion lineal entre

ambas caracteristicas.
Caracteres diagnosticos

La morfologia en el complejo de H. azteca es muy conservada, por tal motivo las
variaciones sutiles como son el nimero de setas y las proporciones morfométricas son
importantes para distinguir las especies, ya que no existen caracteristicas morfoldgicas
contrastantes entre estas. Gonzalez y Watling (2002) mencionaron que los principales

caracteres que ayudan a diferenciar las especies del complejo Hyalella azteca son:

e Antena 1.- Relacién de la longitud con respecto a la cabeza, los pereionitos 1y 2 y
la longitud total del cuerpo.

e Maxila 1.- Numero de setas de la placa interna.

e Maxilipedo.- Organizacion de setas en el palpo.

e Gnatopodo 2 de macho.- NUmero y organizacion de setas del propodio, setacion del
margen posterior del basis, forma del propodio y forma de la palma.

e Pleon.- Forma de las placas epimerales.

e Urdpodo 3.- Setacion y relacion de la longitud del pedunculo con respecto a la
rama.

e Telson.- Formay setacion.



Posteriormente, Soucek et al. (2015) al describir dos especies del complejo H. azteca para
Estados Unidos y Canada por similitud morfologica confirmandolo con anélisis genético,
eligieron algunos caracteres morfolégicos como diagndsticos sugeridos por Gonzales y

Watling (2002) e incluyeron otros:

e Maxila 1.- Numero de setas de la placa interna.

e Gantopodo 2 del macho.- Anchura del l16bulo del carpo con respecto a la anchura
del mero y la forma del proceso truncado y de la excavacion en la palma.

e Pereiopodo 7.- Formay setacion del 16bulo del basis.

e Uro6podo 3.- Relacién de la longitud de la rama con respecto a las espinas del

pedunculo.

En este estudio se tomaron en cuenta los caracteres antes mencionados para distinguir a las
morfoespecies, Sin embargo, debido a que algunos no aportaron informacién satisfactoria
no fueron considerados. Por ejemplo: el tamafio relativo de las antenas con respecto a la
cabeza; la suma de la longitud de los pereionitos 1y 2 y la longitud del cuerpo; la forma de
las placas epimerales del pledn; y la anchura del carpo con respecto a la anchura del mero

del gnatépodo 2 del macho.

Sobre la base del analisis de los caracteres cuantitativos de los anfipodos efectuado en este
estudio, se confirmo la importancia de las caracteristicas de la maxila 1, del gnatépodo 2
del macho, del pereidpodo 7, del urépodo 3 y del telson como caracteres diagnosticos para
las especies del género Hyalella. Aunado a lo anterior, se considerd relevante incluir las

caracteristicas del maxilipedo como parte del conjunto de caracteres diagnosticos.
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Maxila 1

La maxila 1 fue uno de caracteres Utiles para distinguir a las especies en este estudio, en
especial el nimero de setas de la placa interna como lo mencionaron Gonzalez y Watling
(2002) y Soucek et al. (2015). Aunado a lo anterior, en este estudio se observé que la forma
y la setacion del palpo también fueron caracteres diagnosticos importantes en las

morfoespecies.

Es significativo destacar que la longitud del palpo puede variar en los organismos en el
proceso de muda (e.g., Fig. 16g), por lo que es recomendable tomar con precaucion este

caracter.

De manera general, la longitud del palpo de la maxila 1 fue proporcionalmente mayor en
los organismos de la Ciudad de México (Fig. 16b) y de Veracruz (Fig. 16d-g) que en el
caso de los de Quintana Roo (Fig. 16c). El palpo alcanz6 o sobrepaso la mitad de la
longitud de la base del palpo a la base de las setas de la placa externa, mientras que en los
de Quintana Roo no alcanz6 la mitad de ésta longitud. La longitud del palpo de los
organismos de la Ciudad de México y de Veracruz fue similar a la de H. azteca, excepto en
dos organismos del lago de Catemaco, en los cuales la longitud del palpo sobrepasé la
longitud medida de la base del palpo a la base de las setas de la placa externa (Hyalella sp.
5).

Las morfoespecies de los tres lagos de Veracruz se distinguieron por la setacion del palpo.
Los organismos de Catemaco y de San Julian presentaron una seta apical larga y fuerte. Sin
embargo, esta fue méas angosta en los anfipodos de Catemaco. En cambio, los individuos
del lago Encantada presentaron una estructura tubular formada por el margen distal del
palpo, la cual cubria cerca de un tercio de una seta apical delgada (Fig. 16f). En contraste a
lo anterior, Hyalella azteca no presenta setas sobre el margen distal del palpo, segin
Gonzalez y Watling (2002), un caso similar a Hyalella sp. 3 de Catemaco (Fig. 16d).

Los organismos de la Ciudad de Mexico mostraron un palpo con el margen distal
progresivamente adelgazado y no se distinguid la incision de la seta distal (Fig. 16b) como

en el morfotipo 1 del lago de Catemaco (Fig. 16e).
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Otro caracter considerado importante por Gonzalez y Watling (2002) y Soucek et al. (2015)
para distinguir a las especie del complejo H. azteca corresponde al nimero de setas sobre el
margen distal de la placa interna de la maxila 1. Los organismos de Aktun-Ha, Encantada y
San Julian presentaron un maximo de tres setas paposas sobre este margen; en cambio, los
organismos de la Ciudad de México presentaron de dos a cuatro setas y los de Catemaco
cuatro setas con la excepcion de dos individuos que registraron cinco (Hyalella sp. 5).
Soucek et al. (2015) mencionaron que los organismos del complejo H. azteca se
caracterizan por la presencia de tres 0 mas setas en la placa interna de la maxila 1, por esta

razon todos los individuos del presente estudio pertenecen al complejo H. azteca.
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Figura 16. Comparacion de la maxila 1 por localidad con énfasis en la forma y longitud de la seta
distal del palpo. A) Hyalella azteca (modificada de Gonzalez y Watling, 2002), B) Hyalella sp. 1
(Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México), C) Hyalella sp. 2 (cenote Aktun-Ha
Quintana Roo), D) Hyalella sp. 3 (Catemaco, Veracruz), E) Hyalella sp. 4 (Catemaco, Veracruz), F)
Hyalella sp. 6 (Encantada, Veracruz), G) Hyalella sp. 7 (San Julidn, Veracruz).
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Maxilipedo

En general, los autores no han considerado la importancia de la morfologia de las piezas
bucales, solo hacen referencia a las caracteristicas de la maxila 1. Gonzalez y Watling
(2002) fueron los Unicos en mencionar la organizacion de las setas de las piezas bucales.
Sin embargo, con el anélisis de este estudio se detectd que los maxilipedos pueden ser Gtiles
para diferenciar a las especies. Los organismos de los lagos de Veracruz presentaron
variaciones con respecto a la relacion de la longitud de los articulo 2, 3, 4 del palpo del
maxilipedo, asi como entre la longitud de la ufia y el articulo 4. En los organismos de los
lagos de la Ciudad de México (Fig. 17b), Catemaco (Fig. 17d) y Encantada (Fig. 17¢), el
articulo 2 fue mas largo que el articulo 3, y el 3 mas largo que el 4; la longitud del articulo
4 es aproximadamente la mitad de la longitud del articulo 3. Por otro lado, la longitud de
los articulos 2 y 3 fueron similares en los organismos del cenote Aktun-Ha (Fig. 17c) y del
lago de San Julian (Fig. 17f), al igual que H. azteca (Fig. 17a). Cabe destacar que en los
organismos de San Julian, la longitud del articulo 4 fue cerca de 2/3 la longitud del articulo
3.

En los organismos de la Ciudad de México, Aktun-Ha, Catemaco y Encantada, la ufia
midio cerca de 2/3 de la longitud del articulo 4, similar a H. azteca (Fig. 17a-€). En cambio,
los organismos de San Julidn presentaron una ufia mas corta, inferior a la mitad de la
longitud del articulo 4 (Fig. 17f).

La longitud de la ufia de los organismos de la Ciudad de México fue la mayor, sobrepaso
2/3 de la longitud del articulo 4 del palpo (Fig. 17b).

Es importante destacar que los organismos de Catemaco presentaron una mayor densidad
de setas simples alargadas en todos los articulos, en comparacion con los anfipodos del

resto de las localidades, pero fue similar a H. azteca (Fig. 17d).
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Figura 17. Comparacion del maxilipedo por localidad con énfasis en los articulos del palpo 3, 4y la
ufia. A) Hyalella azteca (modificada de Gonzalez y Watling, 2002), B) Hyalella sp. 1 (Chalco,
Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote Aktun-Ha, Quintana
Roo), D) Hyalella sp. 3 y 4 (Catemaco, Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada, Veracruz), F)
Hyalella sp. 7 (San Julian, Veracruz).
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Gnatopodo 2 del macho

En este estudio se detecto que el gnatopodo 2 del macho fue un carécter diagnostico en el
complejo H. azteca. La proporcion de la longitud de la palma y del margen posterior del
gnatopodo 2 fue similar en los organismos del cenote Aktun-Ha, Encantada y San Julian.
En cambio, en los ejemplares de la Ciudad de México y Catemaco, la longitud del margen

posterior fue mayor que la de la palma, semejante a H. azteca.

Con respecto a la forma del margen distal del carpo se observd que en los machos de
Aktun-Ha fue convexo (Fig. 18c). En cambio, en los machos de Veracruz y la Ciudad de
México este margen fue recto. Por otro lado, el propodio de los organismos de Aktun-Ha
fue mas angosto hacia la porcion proximal, a diferencia de los organismos de la Ciudad de

México, Veracruz y de H. azteca.

La forma del basis fue similar en todos los organismos analizados. Por el contrario, el
nimero de setas del margen posterior fue diferente. Los organismos de Aktun-Ha,
Catemaco y Encantada presentaron un maximo de 1 seta; en poco individuos estuvo
ausente. En contraste, los organismos de San Julian y la Ciudad de México presentaron dos
setas ampliamente separadas entre si sobre este mismo margen. En los organismos de la
Ciudad de México también se observaron organismos con un maximo de tres setas sobre el

margen posterior del basis.

La palma es un caracter a destacar de los machos. En los organismos provenientes del
cenote Aktun-Ha se observé una palma relativamente regular y uniforme, sin un proceso
truncado aparente ni una excavacion marcada (Fig. 19b). En contraste, los individuos de los
tres lagos de Veracruz y de la Ciudad de México presentaron un amplio proceso truncado
cercano al dactilo pero se distinguieron por una excavacion anterior a este proceso. Los
organismos del lago de Catemaco mostraron una excavacion ancha, similar a la excavacion
donde se inserta el dactilo (Fig. 19¢). En los anfipodos del lago Encantada, la excavacion
era mas angosta pero igual de profunda que la de los organismos de Catemaco (Fig. 19e).
Finalmente, la excavacion en los especimenes del lago de San Julian no fue evidente y se
aprecié como un borde con angulo recto, similar a un escalon (Fig. 19f). Los individuos de
la Ciudad de Meéxico presentaron una excavacion pero no tan evidente como en los

organismos de Catemaco o Encantada.
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Por otro lado, el nimero de setas sobre la palma fue considerablemente menor en los
organismos de Aktun-Ha (5 setas) que en los de Veracruz y de la Ciudad de México. Entre
éstos ultimos, los organismos de la Ciudad de México, Encantada y San Julidn presentaron
mayor cantidad de setas (méas de 20) en comparacion con los de Catemaco (menos de 15

setas).
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Figura 18. Comparacion del gnatépodo 2 del macho por localidad (nimero de setas en el basis y
forma del margen distal del carpo, sefialados con flechas). A) Hyalella azteca (modificada de
Gonzalez y Watling, 2002), B) Hyalella sp. 1 (Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de
México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote Aktun-Ha, Quintana Roo), D) Hyalella sp. 3-4 (Catemaco,
Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada, Veracruz), F) Hyalella sp. 7 (San Julian, Veracruz).
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Figura 19. Comparacion de la palma del gnatépodo 2 del macho por localidad (nimero de setas,
presencia del proceso truncado y forma de la excavacion anterior al proceso truncado en la palma,
sefialado con una flecha). A) Hyalella azteca (modificada de Gonzalez y Watling, 2002), B)
Hyalella sp. 1 (Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote
Aktun-Ha, Quintana Roo), D) Hyalella sp. 3-4 (Catemaco, Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada,

Veracruz), F) Hyalella sp. 7 (San Julidn, Veracruz).
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Pereiopodo 7

Los organismos de Aktun-Ha se distinguieron porque registraron una menor cantidad de
setas (7) sobre el margen posterior del 16bulo del basis del pereiopodo 7 (Fig. 20c) en
comparacion con las mas de 11 setas que presentaron los organismos de Veracruz y H.
azteca. De acuerdo con Soucek et al. (2015), en el margen distal del I6bulo de H. azteca se
insertan una 0 Ma&s setas robustas; esto mismo se observo en los individuos de Aktun-Ha,
Encantada y San Julian (1-3 setas). En el caso de los ejemplares de Catemaco esta seta fue
delgada o ausente. En contraste, los organismos de la Ciudad de México registraron un

maximo de cuatro setas robustas sobre éste mismo margen.

Otra caracteristica particular de este apéndice fue la forma y la anchura del 16bulo del basis,
caracteres que fueron afiadidos en este estudio como diagndsticos para distinguir a las
especies del complejo Hyalella azteca en México. Los organismos de Catemaco, Veracruz,
presentaron el I6bulo méas angosto que en el resto de los organismos de este estado
(Encantada y de San Julian), asi como de H. azteca. Ademas, el margen distal del 16bulo
del basis de los organismos de Encantada y de San Julian tuvo una apariencia mas recta y
en posicién horizontal (Fig. 20e-f), mientras que el de los individuos de Catemaco y de la
Ciudad de México fue redondeado. Cabe sefialar que Los organismos de la Ciudad de
México presentaron un lébulo méas estrecho y ligeramente mas largo (Fig. 20b) que los

organismos de H. azteca revisados por Soucek et al. (2016).
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Figura 20. Comparacion del pereiopodo 7 por localidad (setacion posterior e inferior del basis,
forma del magen inferior y tamafio relativo del I6bulo del basis). A) Hyalella azteca (modificada de
Gonzalez y Watling, 2002), B) Hyalella sp. 1 (Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de
México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote Aktun-Ha, Quintana Roo), D) Hyalella sp. 3-4 (Catemaco,
Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada, Veracruz), F) Hyalella sp. 7 (San Julian, Veracruz).
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Uropodo 3

Es importante destacar que la relacion entre la longitud de la rama y del pedunculo del
urépodo 3 fue similar entre los individuos de las poblaciones de este estudio, excepto los
del lago de San Julidn, ya que la rama fue 1.2 veces més larga que la longitud del
pedunculo (Fig. 21f). En cambio, en los individuos de las otras poblaciones fue ligeramente

menor (0.9).

De acuerdo con Gonzalez y Watling (2002), Hyalella azteca presenta 3 setas robustas sobre
el margen distal del pedinculo del urépodo 3. Los ejemplares de Aktun-Ha registraron 2-3
setas, los del lago Encantada 5 setas (Fig. 21e), y los del lago de San Julian, Catemaco y la
Ciudad de Mexico 3-4 setas.

Segln Soucek et al. (2015), en H. azteca la longitud de la rama del urépodo 3 con respecto
a la seta mas larga del peddnculo es mayor. En los anfipodos de Aktun-Ha, la longitud de la
rama fue ligeramente menor a dos veces la longitud de la seta mas larga del pedunculo; en
cambio la longitud de la rama de los organismos de la Ciudad de México, Catemaco y
Encantada fue el doble de la longitud de la seta del peddnculo. Sin embargo, en los
organismos del lago de San Julian, la rama alcanzé hasta cerca de tres veces la longitud de
esta seta. Ademas, el morfotipo del lago de San Julian también present6 una seta distal muy

alargada en la rama del urépodo 3 en comparacion con las de los otros lagos (Fig. 21f).
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Figura 21. Comparacion del urépodo 3 por localidad (tamafio relativo de la rama, el peddnculo y la
seta mas larga del pedunculo). A) Hyalella azteca (modificada de Gonzalez y Watling, 2002), B)
Hyalella sp. 1 (Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote
Aktun-Ha, Quintana Roo), D) Hyalella sp. 3-4 (Catemaco, Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada,

Veracruz), F) Hyalella sp. 7 (San Julidn, Veracruz).

~51 ~



Telson

La forma y la setacion del telson fueron caracteres importantes para distinguir a las especies
de Quintana Roo, Veracruz y la Ciudad de México. Los organismos del cenote Aktun-Ha
presentaron un telson més ancho que largo, con el margen distal redondeado y dos setas
apicales ampliamente separadas entre si (Fig. 22c). El telson de los organismos de la
Ciudad de México fue similar al de los organismos de Aktun-Ha, con el margen distal
redondeado y con dos setas ampliamente separadas entre si, pero podia ser también
ligeramente mas largo que ancho (Fig. 22b). En cambio, la longitud y anchura del telson de
los individuos recolectados en Veracruz presentaron variacién, fue mas largo que ancho en
todas las poblaciones, con el margen distal agudo y un par de setas largas cercanas entre si,
similar a H. azteca. Cabe destacar que la relacion longitud-anchura del telson de los
individuos del lago de San Julian (Fig. 22e) fue mayor que la de los Catemaco y Encantada
(la longitud sobrepasa 0.5 veces la anchura).
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Figura 22. Comparacion del telson por localidad (forma, longitud y la separacion entre las setas
distales). A) Hyalella azteca (modificada de Gonzalez y Watling, 2002), B) Hyalella sp. 1 (Chalco,
Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México), C) Hyalella sp. 2 (Cenote Aktun-Ha, Quintana
Roo), D) Hyalella sp. 3-4 (Catemaco, Veracruz), E) Hyalella sp. 6 (Encantada, Veracruz), F)
Hyalella sp. 7 (San Julian, Veracruz).
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Morfoespecies

Al analizar los caracteres previamente mencionados, se detectaron variaciones entre las

poblaciones y fue posible distinguir una morfoespecie nueva de la Ciudad de México

(Hyalella sp.1), una del cenote Aktun-Ha, Quintana Roo (Hyalella sp.2), y cinco

morfoespecies de Veracruz, las cuales se identificaron con las siguientes caracteristicas:

1)
2)

3)

4)

5)

La morfoespecie similar a Hyalella azteca de Catemaco (Hyalella sp.3).

La morfoespecie de Catemaco: cuerpo sin espinas distales dorsoposteriores, maxila
1 con cuatro setas en la placa interna y un palpo largo con una seta distal delgada y
palma del gnatdpodo 2 del macho con una excavacion ancha (Hyalella sp.4).

La morfoespecie representada por dos organismos de Catemaco: palpo de la maxila
1 con tres setas distales, sobrepasa la placa externa, placa interna con cinco setas
sobre el margen distal y longitud del articulo 4 del maxilipedo similar a la de la ufia
(Hyalella sp.5).

La morfoespecie de Encantada: palpo de la maxila 1 con una estructura tubular en el
margen distal, palma del gnatépodo 2 con una excavacion estrecha y pedunculo del
urépodo 3 con cinco setas robustas (Hyalella sp.6).

La morfoespecie de San Julian: dactilo del maxilipedo corto, proceso truncado del
gnatopodo 2 del macho sin excavacion anterior, urépodo 3 con una rama mas larga

que el peddnculo y telson mas largo que ancho (Hyalella sp.7).
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Catélogo de las especies del género Hyalella de Ciudad de México, Veracruz y

Quintana Roo

Subphylum Crustacea Briunnich, 1772
Clase Malacostraca Latreille, 1802
Subclase Eumalacostraca Grobben, 1892
Superorden Peracarida Calman, 1904
Orden Amphipoda Latreille, 1803
Suborden Senticaudata Lowry y Myers, 2013
Infraorden Talitrida Rafinesque, 1815
Pavorden Talitridira Rafinesque, 1815
Superfamilia Talitroidea Rafinesque, 1815
Familia Hyalellidae Bulycheva, 1957
Género Hyalella S.I. Smith, 1874
Hyalella azteca (De Saussure, 1858)
Hyalella cenotensis Marron-Becerra, Hermoso-
Salazar, Soliz-Weiss, 2014

Hyalella sp.1

Hyalella sp.2

Hyalella sp.3

Hyalella sp.4

Hyalella sp.5

Hyalella sp.6

Hyalella sp.7
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Familia Hyalellidae Bulycheva, 1957

Talitridae Stebbing, 1906: 523 (en parte).

Orchestidae S.1. Smith, 1873-1874: 645 (en parte); Paulmier, 1905: 152 (en parte); Weckel,
1907: 54 (en parte).

Talitridae (sensu lato) Barnard, 1972: 166.

Hyalellidae Bulycheva, 1957: 173; Bousfield, 1973: 153; Bousfield, 1978 (fide Serejo,
2004); Bousfield 1982: 270; Barnard y Barnard, 1983: 161; Barnard y Karaman,
1991: 366; Hendrycks y Bousfield, 2001: 4; Martin y Davis, 2001: 67; Gonzalez y
Watling, 2001: 176; Lowry y Myers, 2013: 29.

Hyalellidae (Hyalellinae) Barnard, 1969: 467; Bousfield, 1996: 177; Bousfield, 2001: 104.

Talitridae (Hyalellinae) Barnard, 1972: 170.

Dogielinotidae (Hyalellinae) Serejo, 2004: 583; Ahyong et al., 2011: 117.

Género tipo: Hyalella S.1. Smith, 1874.

Taxones incluidos: Hyalella (Austrohyalella) Bousfield, 1996; Hyalella (Hyalella) S.I.
Smith, 1874; Hyalella (Mesohyalella) Bousfield, 1996.

Diagnosis: Cuerpo lateralmente comprimido. Ojos bien desarrollados o ausentes, si estan
presentes redondeados u ovoides. Antenas 1-2 sin calceoli. Antena 1 de longitud menor
subigual o mayor a la de la antena 2; artejo 1 del pedinculo mas largo que el artejo 2, artejo
2 subigual en longitud al artejo 3, artejo 3 mas corto que el artejo 1; artejos pedunculares 1-
2 no geniculados; flagelo accesorio ausente. Antena 2 con artejo 1 del pedunculo elongado
bulboso. Mandibula con molar triturativo; palpo ausente. Maxila 1 con endito basal
apicalmente setoso, palpo presente o ausente. Maxila 2 con endito basal sin una hilera
oblicua de setas. Labium con Iobulos internos vestigiales o ausentes. Branquias coxales en
los pereidpodos 2-7, no pedunculadas; branquias esternales presentes, simples; vesiculas
esternales ausentes; oosteguitos con setas marginales con el apice rizado. Gnatopodo 1
similar en machos y hembras (sin dimorfismo sexual), mas pequefio o similar en tamafio
que el gnatopodo 2; palma del propodio sin setas robustas a lo largo del margen palmar.

Gnatopodo 2 con carpo ligeramente producido hacia el margen posterior del propodio.
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Pereiopodos 3-4 sin dimorfismo sexual. Pereiopodo 4 con un pequefio I6bulo
posteroventral. Pereiopodo 5 més pequefio que el pereidpodo 6; coxa equilobulada o con un
I6bulo posteroventral. Pereiépodo 7 més largo que el pereidpodo 5. Pleonitos 1-3 con una
espina distal dorsoposterior plana, una quilla o desarmada. Urosomitas 1-3 libres, sin setas
dorsales ni ventrales. Uropodo 1 sin setas basofaciales robustas. Uropodo 3 sin dimorfismo
sexual, unirrdmeo, sin setas plumosas. Telson entero, laterales ausentes, setas apicales

robustas presentes o ausentes (basada en Lowry y Myers, 2013).

Distribucion geogréafica: Norteamérica, Centroamérica, Caribe y Sudamérica (Gonzélez y
Watling, 2001).

Habitat: Dulceacuicola, epigeo.

Comentarios: Esta familia difiere de los otros talitridos porque el primer artejo del
pedinculo de la antena 2 estd engrosado y por la presencia de branquias coxales en el
pereidpodo 7 (Lowry y Myers, 2013). Serejo (2004) considerd al grupo como subfamilia de
la familia Dogielinotidae. No obstante, Lowry y Myers (2013), con su analisis morfoldgico
la restablecieron a nivel de familia. Sin embargo, en articulos publicados recientemente
(Bastos-Pereira y Bueno, 2013; Fiser et al., 2013) se ha considerado el ordenamiento de la
clasificacion de Serejo (2004), probablemente por haber sido publicados en el mismo afio

de la propuesta de Lowry y Myers (2013) y desconocia esta Gltima propuesta.

Género Hyalella S.1. Smith, 1874

Allorchestes Dana, 1849: 136 (en parte); Faxon, 1876: 362 (en parte).

Hyalella S.1. Smith, 1873-1874: 645, placa 2, figs. 8-10; 1874: 608; Stebbing, 1906: 574;
Barnard y Barnard, 1983: 708; Bousfield, 1996: 183; 2001: 104; Witt y Hebert,
2000: 687; Gonzalez y Watling, 2001: 176; LeCroy, 2007: 516.

Lockingtonia Harford, 1876-1877: 53.

Especie tipo: Hyalella azteca (Saussure, 1858).
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Diagnosis: Antena 1 mas corta que la antena 2. Palpo mandibular ausente. Maxila 1 palpo
uniarticulado. Artejo 4 del palpo del maxilipedo unguiculado. Gnatdpodos de ambos sexos
subquelados. Gnatopodo 2 del macho mas largo que el gnatépodo 1. Carpo de los
gnatépodos producido entre el mero y el propodio. Urépodo 3 sin rama interna. Coxa 4

excavada posteriormente. Telson entero (basada en Gonzéalez y Watling, 2002a).

Comentarios: Actualmente se conocen aproximadamente 70 especies para el género

Hyalella, de las cuales nueve se distribuyen en Norteamérica, Centroamérica y el Caribe.
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Clave taxonomica para el género Hyalella de la Ciudad de México, Veracruz y Quintana

Roo de este estudio

18, OJOS PIESENTES ....vieiieieeteteet ettt ettt bbbttt b bbbt b e b e e e e et bbb e 2
1D, OJOS QUSENTE ....veeuveeiieieieiie e see ettt e s e ste e esre e Hyalella cenotensis

2b. Telson mas ancho que largo, margen distal redondeado con dos setas simples
ampliamente SEPAradas ENEIE Si ........coociiiirerieirere e 3

2a. Telson maés largo que ancho, margen distal agudo con dos setas simples cercanas entre
] (TSROSO PR URRPROPROPPON 4

3a. Gnatopodo 2 del macho con la palma sin proceso truncado, palpo de la maxila 1
diminuto, no alcanza la mitad de la longitud de la base del palpo a la base de las setas de la
placa externa, margen posterior del 16bulo del basis del pereiopodo 7 con menos de 15 setas
................................................................... Hyalella sp. 2, cenote Aktun-Ha Quintana Roo

3b. Gnatopodo 2 del macho con la palma con proceso truncado, palpo de la maxila 1
alcanza o sobrepasa ligeramente la mitad de la longitud de la base del palpo a la base de las
setas de la placa externa, margen posterior del 16bulo del basis del pereiopodo 7 con mas de
15 setas, margen distal anterior del I6bulo del basis con 3 a 4 setas robustas ..............cc.c......
............... Hyalella sp. 1, Ciudad de México (lago de Chalco, Xochimilco y Chapultepec)

4a. Telson con longitud y anchura similares o ligeramente mas largo que ancho, rama del
urépodo 3 de longitud similar al peddnculo, gnatépodo 2 del macho con excavacion
PIESENTE ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e a e e e e s 5

4b. Telson 0.5 veces mas largo que ancho, rama del urépodo 3 mas larga que el peddnculo,
gnatopodo 2 del macho sin excavacion (forma similar a un escalon) ..o,
.......................................................................................... Hyalella sp. 7, lago de San Julian

5a. Maxila 1 con palpo corto, no alcanza o sobrepasa la longitud de la base del palpo a la
base de las setas de la placa externa, con 0-1 seta distal ...........ccccevvviiieiiiiii e 6

5b. Maxila 1 con el palpo muy largo, sobrepasa la longitud de la base del palpo a la base de
las setas de la placa externa, con 3-4 setas distaleS .........cccoveivieiiiiiiic e,
.................................................. Hyalella sp.5, lago de Catemaco, Veracruz (2 individuos)
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6a. Palpo de la maxila 1 con un proceso tubular que recubre la base de la seta distal,
excavacion en la palma del gnatopodo 2 del macho angosta .........ccccceevevverererenevese s
............................................................................. Hyalella sp. 6, lago Encantada, Veracruz

6b. Palpo de la maxila 1 sin un proceso tubular que recubre la base de la seta distal,
excavacion en la palma del gnatdépodo 2 del macho amplia...........ccccoceveiiiiiininciciecne 7

7a. Pleonitos 1y 2 con espinas distales dorsoposteriores, palpo de la maxila 1 sin una seta

(01 - LSRR ORISR 8
7b. Pleonitos 1 y 2 sin espinas distales dorsoposteriores, palpo de la maxila 1 con una seta
distal ..o Hyalella sp.4, lago de Catemaco, Veracruz

8a. Gnatdpodo 2 con 2 setas sobre el margen posterior del basis, urépodo 3 con 3 setas en
Bl PEAUNCUIO.......eeiece e e e Hyalella azteca

8b. Gnatopodo 2 con 1 seta sobre el margen posterior del basis, urépodo 3 con méaximo 5
setas en el peddnculo ..., Hyalella sp.3, lago de Catemaco, Veracruz
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Hyalella azteca (De Saussure, 1858)

Amphitoe dentata.- Say, 1818: 383 (en parte).

Amphitoe aztecus De Saussure, 1858: 474-475, fig. 33a-e.

Amphitoe azteca.- Spence-Bate, 1862: 250.

Allorchestes knickerborkeri Spence-Bate, 1862: 36, lamina 6, fig. 1.

Hyalella dentate.- S.I. Smith, 1873-1874: 645, placa 2, figs. 8-10.- S.I. Smith, 1874-1875:
608.- Forbes, 1876: 5.- Rathbun, 1905: 53.- Shoemaker, 1933: 20.

Hyalella azteca.- S.1. Smith, 1873-1874: 647.- Stebbing, 1888: 311; 1906: 575.- Stout,
1912: 149; 1913: 635, fig. 84a-s.- Pearse, 1913: 3 (fide Shoemaker, 1933:21).-
Saunders, 1933: 245, fig. 1.- Shoemaker, 1933: 21; 1942: 80.- Bulycheva, 1957:
181, figs. 65a y 66a-b.- Bousfield, 1958: 109, fig. 20; 1973: 154, placa 43.2.-
Barnard y Barnard, 1983: 708.- Hendrycks y Bousfield, 2001: 28, figs. 4-5, 6a 'y
14.- Bousfield, 2001: 104.- Toft et al., 2002: 190, fig. 2c. Gonzalez y Watling,
2002: 175, figs. 1-5.

Hyalella azteka.- Johansen, 1925: 138 (error ortogréafico); 1926: 92 (error ortogréfico).

Hyalella inermis S.I. Smith, 1874-1875: 609, placa 1, figs. 1-2.

Allorchestes dentatus var. inermis.- Faxon, 1876: 373.

Lockingtonia fluvialis Harford, 1876-1877: 54.

Allorchestes dentata.- Paulmier, 1905: 152, fig. 19.

Hyalella faxoni Stebbing, 1903: 928, placa 61 (en parte).

Hyalella ornata Pearse, 1911: 109, fig. 2.

Hyalella f. inermis.- Bousfield, 1996: 207.

Hyalella knickerbockeri.- Weckel, 1907: 54, fig. 15; 1910: 623, fig. 1.- Jackson, 1912: 49.-
Huntsman, 1915: 152, fig. 4d.- Kunkel, 1918: 129, fig. 36.- Schellenberg, 1935:
229.

Hyalella azteca inermis.- Pennak y Rosine, 1976: 324.

Hyalella (Hyalella) azteca.- Bousfield, 1996: 207, fig. 12; 2001:104.

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con espina dorso-posterior. Maxila 1 con placa interna con 3
setas apicales, fuertes y paposas. Gnatopodo 1 con propodio en forma de martillo, palma

transversa, sin setas sobre el borde anterior, cara interna con 4 setas paposas y escamas
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setosas en los bordes distal anterior y distal posterior. Gnatopodo 2 del macho con 2 setas
en el margen posterior del basis; palma mas corta que el margen posterior, ligeramente
oblicua, irregular, borde anterior con un proceso ampliamente truncado y una excavacion.
Uropodo 3 con una rama tan larga como el pedunculo, estiliforme, con 4 setas apicales
simples y 1 conica. Telson tan largo como ancho, redondeado, apicalmente agudo, con 2
setas apicales largas y simples muy cercanas entre si (basada en Gonzalez y Watling,
2002a).

Habitat: dulceacuicola y epigea (Gonzalez y Watling, 2002a).

Material tipo: lectotipo 1 macho, LT 8.7 mm, palectotipo 1 hembra, LT 5.6 mm (Gonzalez
y Watling, 2002).

Localidad tipo: Vera-Cruz ("Veracruz"), México.

Distribucion en México: Vara-Cruz y Lago de Chapultepec, Ciudad de México (De
Saussure, 1858; Gonzalez y Watling, 2002a).

Comentarios: actualmente H. azteca es considerada como un complejo de especies que
habita en Norteamérica, Centroamérica y con incursiones en el norte de Sudamérica. No
obstante, Gonzalez y Watling (2002) limitaron la distribucion de la especie a la regién de
Veracruz, México (localidad tipo), debido a que los organismos provenientes del parque de
Chapultepec se encontraban preservados en muy mal estado lo que imposibilitd su estudio e
impidi6 que se extendiera su distribucion. Graening et al. (2012) apoyaron esta

distribucién.
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Hyalella sp. 1

Diagnosis: pleonitos 1y 2 con espina distal dorsoposterior. Maxila 1 con 3-4 setas apicales
fuertes y paposas sobre la placa interna; palpo con una seta simple apical, no se distingue la
insercion de la seta, longitud alcanza o sobrepasa la mitad de la longitud de la base del
palpo a la base de la seta de la placa externa. Maxilipedo con una ufia de longitud que
excede los 2/3 de la longitud del articulo 4 del palpo. Gnatépodo 1, propodio con forma de
martillo, palma transversa, sin setas sobre el borde anterior, cara interna con 4 setas
paposas, escamas setosas en los bordes distal anterior y distal posterior. Gnatépodo 2 del
macho con 3-4 setas sobre el margen posterior del basis; palma ligeramente mas corta que
el margen posterior, subiguales, ligeramente oblicua, irregular, borde anterior con un
proceso truncado evidente, excavacion en la palma poco profunda; carpo con el margen
distal rescto. Margen posterior del I16bulo del basis del pereiépodo 7 con méas de 12 setas (al
menos 21) margen distal hacia la porcion anterior con 3-4 setas robustas. Urépodo 3 con la
rama tan larga como el pedinculo, estiliforme, con cuatro setas apicales simples y una
conica. Telson méas ancho que largo, apicalmente redondeado, con dos setas apicales largas

y simples ampliamente separadas entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre vegetacion emergida.

Material revisado: 10 machos (LT 5.3-6.9 mm, LT media 6.4+0.5 mm), 20 hembras (LT
4.8-6.6 mm, LT media 6.2+0.4 mm), 10 juveniles. Lago Chalco, 29-marzo-2016,
19°15°50°°N, 98°58°26”°W, litoral cerca de la vegetacion, 30 cm de profundidad, 24°C, pH
8.7, conductividad 1793, oxigeno disuelto 2.8 mg O, /I;, Xochimilco, 10-agosto-2016,
19°15°50’N, 99°5°39”W; Chapultepec, 10-agosto-2016, 19°25°27°°N, 99°11°13”’W,

colector: Aurora Marron Becerra.
Distribucion geografica en México: Ciudad de México.

Observaciones: esta especie se distingue de H. azteca por la forma aguda del margen distal
del palpo de la maxila 1, por la presencia de 1 seta apical en el palpo, y 4 setas sobre la
placa interna, a diferencia de H. azteca en la cual el palpo esta desprovisto de setas apicales
y presentan 3 setas sobre la placa interna de la maxila 1. Los organismos de la Ciudad de
México se caracterizan también de H. azteca porque el margen distal del telson esta
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redondeado y por la amplia separacion de las 2 setas distales, similar a Hyalella sp. 2 del
cenote Aktun Ha, Quintana Roo. Sin embargo, en esta especie el &pice del palpo de la
maxila 1 se distingue por la presencia de 1 seta mas robusta que en Hyalella sp. 2.
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Figura 23. Hyalella sp. 1 (Chalco, Xochimilco y Chapultepec, Ciudad de México). Cuerpo
completo macho (izquierda), LT 6.4 mm, cuerpo completo hembra (derecha), LT 6.2 mm. G2m
(gnatépodo 2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3 (urépodo 3), T

(telson).
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Hyalella sp. 2

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina espina distal dorsoposterior. Maxila 1 con 3 setas
apicales fuertes y paposas sobre la placa interna; palpo con una seta simple apical, longitud
no alcanza o sobrepasa la mitad de la longitud de la base del palpo a la base de la seta de la
placa externa. Gnatopodo 1, propodio con forma de martillo, palma transversa, sin setas
sobre el borde anterior, cara interna con 4 setas paposas, escamas setosas en los bordes
distal anterior y distal posterior. Gnatopodo 2 el macho con una seta sobre el margen
posterior del basis; palma ligeramente mas corta que el margen posterior, subiguales,
ligeramente oblicua, irregular, borde anterior sin un proceso truncado evidente; carpo con el
margen distal convexo, redondeado. Margen posterior del 16bulo del basis del pereiépodo 7
con pocas setas (menos de 12). Urépodo 3 con la rama tan larga como el peddnculo,
estiliforme, con cuatro setas apicales simples y una cénica. Telson mas ancho que largo,
apicalmente redondeado, con 2 setas apicales largas y simples ampliamente separadas entre

si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre algas.

Material examinado: 9 machos (LT 3.9-5.3 mm, LT media 4.2+0.5 mm) y 20 hembras
(LT 3.9-5.4 mm, LT media 4£0.4 mm). Cenote Aktun-Ha, Quintana Roo, 17-abril-2008,
20°16°2.76“N, 87°29°10.49“W, 30 cm de profundidad, 24.9°C, pH 7.2, oxigeno disuelto

1.9 mg O2/I, colectores Vivianne Solis Weiss y Sarita Frontana Uribe.
Distribucion en México: cenote Aktun-Ha, Quintana Roo.

Observaciones: los caracteres utilizados en este estudio para distinguir y proponer una
nueva especie coinciden con aquellos que Gonzalez y Watling (2002) mencionaron como
caracteres utiles para diferenciar las especies dentro del complejo. Esta especie se
diferencia de H. azteca por la forma del palpo de la maxila 1; en H. azteca el apice esta
redondeado y en estos organismos es puntiagudo debido a la presencia de una seta apical
delgada y fue mas corto. Por otro lado, Hyalella azteca presenta 2 setas simples sobre el
margen posterior del basis del gnatopodo 2 y el margen distal del mero es recto, en esta
posible nueva especie sélo se observa una seta en el margen posterior del basis y el margen

distal del mero es convexo. Ademas, la longitud y anchura del telson de H. azteca son
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similares y el margen distal es agudo con 2 setas simples largas adosadas, en cambio en
estos ejemplares, el telson es mas ancho que largo y el margen distal esta redondeado con 2
setas simples ampliamente separadas entre si. Por otro lado, cabe destacar que a pesar de
que el telson es similar a Hyalella sp.1 de la Ciudad de Meéxico, estas especies se
diferencian por la forma del palpo de la maxila 1, el nimero de setas de la placa interna de
la maxila 1, por el gantépodo 2 del macho, y por la forma y el nimero de setas del I6bulo
posterior del pereiopodo 7. Este morfotipo, a diferencia de H. cenotensis, especie sin 0jos
recolectada en el mismo cenote, presenta 2 setas distales en el telson, un nimero mayor de
artejos en ambas antenas a pesar de tener menor talla y un nimero menor de setas sobre el

margen posterior del basis del pereiopodo 7 y sobre el pedinculo del urépodo 3.
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Figura 24. Hyalella sp. 2 (cenote Aktun-Ha, Quintana Roo). Hembra, LT 3.8 mm. G2m (gnatépodo
2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3 (urépodo 3), T (telson).
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Hyalella sp. 3

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina distal dorsoposterior. Maxila 1 con una placa
interna con 3 setas apicales, fuertes y paposas; palpo sin una seta apical, la longitud del
palpo alcanza o sobrepasa la mitad de la longitud de la base del palpo a la base de la seta de
la placa externa. Gnatopodo 1, propodio con forma de martillo, palma transversa, sin setas
sobre el margen anterior, cara interna con 5 setas paposas, escamas setosas en los bordes
distal anterior y distal posterior. Gnatopodo 2 del macho con el margen posterior del basis
con una seta simple; palma menor a la longitud del margen posterior, ligeramente oblicua,
irregular, borde anterior con un proceso truncado evidente y con una excavacion ancha en
la base del proceso truncado. Margen posterior del I6bulo del basis del pereiépodo 7 con
pocas setas (11). Urépodo 3, rama ligeramente mas corta que el peddnculo, estiliforme, con
4 setas apicales simples y una conica. Telson de longitud y anchura similares, apicalmente

agudo, con 2 setas apicales largas y simples cercanas entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre raices de lirio.

Material revisado: 10 machos (LT 3.1-6.2 mm, LT media 4.8+0.6 mm); 10 hembras (LT
4.1-5.8 mm, LT media 4.5£0.2 mm). Lago de Catemaco, 24-julio-2015, 18°21°57"’N,
95°05°2>’W, raiz de lirio, 30 cm de profundidad, 34.0°C, pH 7.0, colectores: Aurora
Marron Becerra, Margarita Hermoso Salazar y Elia Lemus Santana.

Distribucion en México: lago de Catemaco, Veracruz.

Observaciones: este morfotipo es similar a Hyalella azteca por la forma de la palma, el
proceso truncado y la excavacion amplia en el gnatépodo 2 del macho. En cambio, se
distinguio de los otras morfoespecies principalmente por la ausencia de una seta distal en el
palpo de la maxila 1. Es posible que esta especie corresponda a Hyalella azteca pero es

necesario revisar el material tipo para aclarar su estado.
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Figura 25. Hyalella sp. 3. Macho, LT 6.2 mm (izquierda); hembra, LT 5.8 mm (derecha). G2m
(gnatépodo 2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3 (urépodo 3), T
(telson).
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Hyalella sp. 4

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina distal dorsoposterior ausente. Maxila 1 con una
placa interna con 3-4 setas apicales, fuertes y paposas; palpo con una seta apical simple, la
longitud del palpo alcanza o sobrepasa la mitad de la longitud de la base del palpo a la base
de la seta de la placa externa. Gnatopodo 1, propodio con forma de martillo, palma
transversa, sin setas sobre el margen anterior, cara interna con 5 setas paposas, escamas
setosas en los bordes distal anterior y distal posterior. Gnatépodo 2 del macho con el
margen posterior del basis con un maximo de 2 setas; palma ligeramente igual a la longitud
del margen posterior, ligeramente oblicua, irregular, borde anterior con un proceso truncado
evidente y con una excavacion ancha en la base del proceso truncado. Margen posterior del
I6bulo del basis del pereiépodo 7 con pocas setas (11). Urépodo 3, rama ligeramente mas
corta que el peddnculo, estiliforme, con 4 setas apicales simples y una cénica. Telson de
longitud y anchura similares, apicalmente agudo, con 2 setas apicales largas y simples

cercanas entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre raices de lirio.

Material examinado: 30 machos (LT 4.3-6.6 mm, LT media 5.1+0.5 mm), 30 hembras
(LT 3.9-6.8 mm, LT media 4.5+0.5 mm), 10 juveniles. Lago de Catemaco, 24-julio-2015,
18°21°57°°N / 95°05°2>*W, raiz de lirio, 30 cm de profundidad, 34.0°C, pH 7.0, colectores:

Aurora Marrén Becerra, Margarita Hermoso Salazar y Elia Lemus Santana.
Distribucion en México: lago de Catemaco, Veracruz.

Observaciones: la longitud del palpo de la maxila 1 es similar a la registrada para Hyalella
azteca; sin embargo, esta especie se distingue porque presenta en el apice del palpo una seta
apical corta y robusta que puede coincidir con la estructura denominada “knob” por Soucek
et al. (2015) y la placa interna presenta un maximo de 4 setas distales. En H. azteca el palpo
es redondeado y la placa interna presenta un maximo de tres setas distales, en el basis
posterior del gnatépodo presenta 2 setas simples y un telson de longitud y anchura
similares, en cambio Hyalella sp. 4 no se registra la presencia de setas en el margen

posterior del basis del gnatépodo 2. El telson es ligeramente mas largo que ancho con un

~71 ~



margen distal agudo con 2 setas cercanas entre si, similar a H. azteca pero distinguible de

Hyalella sp. 1 y Hyalella sp. 2.
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Figura 26. Hyalella sp. 4. Macho, LT 6.6 mm (izquierda); hembra, LT 6.8 mm (derecha). G2m
(gnatépodo 2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3 (urépodo 3), T
(telson).
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Hyalella sp. 5

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina distal dorsoposterior ausente. Maxila 1, placa
interna con 5 setas apicales, fuertes y paposas; palpo con 3-4 setas simples apicales,
sobrepasa la seta de la placa externa, longitud sobrepasa la longitud de la base del palpo a
la base de la seta de la placa externa. Maxilipedo con ufia de longitud similar al articulo 4,
articulo 4 de longitud similar al articulo 3. Labio inferior, pices puntiagudos. Gnatopodo 1
con propodio en forma de martillo, palma transversa, sin setas sobre el borde anterior, cara
interna con 5 setas paposas, escamas setosas en los bordes distal anterior y distal posterior.
Gnatopodo 2 con el margen posterior del basis con una seta; palma ligeramente mas corta
que el margen posterior, subiguales, ligeramente oblicua, irregular, borde anterior con un
proceso truncado evidente. Margen posterior del 16bulo del basis del pereiépodo 7 con
pocas setas (menos de 11). Urépodo 3 con la rama mas corta que el pedunculo, estiliforme,
con 5 setas apicales simples y una conica. Telson mas largo que ancho, apicalmente agudo,

con 2 setas apicales largas y simples cercanas entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre raices de lirio.

Material examinado: 1 macho, LT 6.8 mm, 1 hembra, LT 6.8 mm. Lago de Catemaco, 24-
julio-2015, 18°21°57°°N, 95°05°2”’W, raiz de lirio, 30 cm de profundidad, 34.0°C, pH 7.0,
colectores: Aurora Marrén Becerra, Margarita Hermoso Salazar y Elia Lemus Santana.

Distribucion en México: lago de Catemaco, Veracruz.

Observaciones: esta especie se distingue de H. azteca y de las demas morfoespecies de
este estudio por la forma y longitud del palpo de la maxila 1, H. azteca presenta un palpo
mas corto y con el apice redondeado, en esta especie el apice es agudo con 3-4 setas
apicales alargadas, ademas la placa interna de la maxila 1 presenta 5 setas paposas en

comparacion con las 3 setas paposas que ostenta H. azteca.
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Figura 27. Hyalella sp. 5. Macho, LT 6.8 mm, maxila 1, las flechas sefialan las diferencias

con otras morfoespecies (longitud del palpo, nimero de setas distales en la placa interna y
el palpo).
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Hyalella sp. 6

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina distal dorsoposterior. Maxila 1 con una placa
interna con 3 setas apicales, fuertes y paposas; palpo con una seta simple apical, el primer
tercio proximal cubierto por una estructura tubular distal del palpo, la longitud alcanza la
mitad de la longitud de la base del palpo a la base de la seta de la placa externa, presenta
una seta corta y delgada en el apice. Gnatdpodo 1 con propodio en forma de martillo, palma
transversa, sin setas sobre el borde anterior, cara interna con 3-4 setas paposas, escamas
setosas en los bordes distal anterior y distal posterior. Gnatopodo 2 del macho con el
margen posterior del basis con una seta; palma de longitud similar al margen posterior,
subiguales, ligeramente oblicua, irregular, borde anterior con un proceso truncado evidente
y una excavacion angosta en la base del proceso truncado; I6bulo del carpo poco mas de
dos veces el ancho del mero; margen distal del mero con una excavacion amplia. Margen
posterior del 16bulo del basis del pereidpodo 7 con 11 setas delgadas y cortas y una mas
gruesa en el margen distal. Urépodo 3 con rama de longitud similar al pedunculo,
estiliforme, con 4 setas apicales simples y una conica. Telson de longitud y anchura

subiguales, apicalmente agudo, con 2 setas apicales largas y simples cercanas entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre raices de lirio.

Material examinado: 27 machos (LT 3.3-6.8 mm, LT media 4.4+0.5 mm), 30 hembras
(LT 3.3-6.6 mm, LT media 4.5+£0.4 mm), 10 juveniles. Lago Encantada, 24-julio-2015,
18°27°28°°N,  95°11°07°’W, raiz de lirio, 30 cm de profundidad, 30.0°C, pH 7.0,
colectores: Aurora Marrdn Becerra, Margarita Hermoso Salazar y Elia Lemus Santana.

Distribucion en México: lago Encantada, VVeracruz.

Observaciones: esta especie se diferencia de H. azteca por la forma del palpo de la maxila
1, en H. azteca el apice es redondeado, en contraste con la apariencia aguda que presentan
los organismos de esta especie debido a la presencia de una estructura tubular en donde se
inserta la seta apical. Asi como también H. azteca presenta 2 setas simples en el margen
posterior del basis del gnatépodo 2, mientras que en los organismos del lago Encantada
solo se observé una seta. Otra diferencia morfolégica entre estas dos especies fue la

excavacion de la palma del gnatépodo 2 del macho, la cual fue méas angosta en esta especie.
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Figura 28. Hyalella sp. 6 Macho, LT 6.8 mm (izquierda); hembra LT 6.6 mm (derecha).
G2m (gnatopodo 2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3
(urépodo 3), T (telson).
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Hyalella sp. 7

Diagnosis: pleonitos 1 y 2 con una espina distal dorsoposterior. Maxila 1, placa interna con
3 setas apicales, fuertes y paposas; palpo con una seta simple apical robusta, longitud
alcanza o sobrepasa la mitad de la longitud de la base del palpo a la base de la seta de la
placa externa. Maxilipedo con el articulo 4 del palpo cerca de 2/3 la longitud del articulo 3;
ufia corta, longitud, cerca de la mitad de la longitud del articulo 4 del palpo. Gnatépodo 1
con el propodio con forma de martillo, palma transversa, sin setas sobre el borde anterior,
cara interna con 3 setas paposas, escamas setosas en los bordes distal anterior y distal
posterior. Gnatépodo 2 del macho con el margen posterior del basis con 2 setas; palma
ligeramente mas corta que el margen posterior, subiguales, ligeramente oblicua, irregular,
borde anterior con un proceso truncado sin una excavacion evidente. Margen posterior del
I6bulo del basis del pereiépodo con 12 setas. Urépodo 3 con una rama mas larga que el
pedunculo, rama cerca de 3 veces la longitud de la seta mas larga del pedunculo,
estiliforme, con 4 setas apicales simples, una muy alargada, y una coénica. Telson 0.5 veces
mas largo que ancho, apicalmente agudo, con 2 setas apicales largas y simples cercanas

entre si.
Habitat: dulceacuicola y epigea, entre raices de tule.

Material examinado: 27 machos (LT 3.8-5.6 mm, LT media 4.5+0.6 mm), 30 hembras
(LT 3.6-4.8 mm, LT media 4.3+0.4 mm), 10 juveniles. Lago de San Julian, 25- julio-2015,
19°15°22°°N, 96°15°54>*W, raiz de tule, 30 cm de profundidad, 37.0°C, pH 7.8, colectores:

Aurora Marrdn Becerra, Margarita Hermoso Salazar, Elia Lemus Santana.
Distribucion en México: lago de San Julian, Veracruz, México.

Observaciones: esta especie es diferente de H. azteca y de los organismos de las otras
localidades por presentar una rama del uropodo 3 mas larga que el pedunculo, un telson
mas largo que ancho y la ausencia de una excavacion en la palma del gnatopodo dos del

macho.
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Figura 29. Hyalella sp. 7 Macho, LT 5.5 mm (izquierda); hembra, LT 4.8 mm (derecha).
G2m (gnatopodo 2 del macho), Mxp (maxilipedo), Mx1 (maxila 1), P7 (pereiopodo 7), U3
(urépodo 3), T (telson).
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Tabla 3. Comparacion morfolégica entre los anfipodos del género Hyalella recolectados en

la Ciudad de México, Veracruz y Quintana Roo.

Hyalella Hyalella Hyalella Hyalella Hyalella sp.4 Hyalella Hyalella Hyalella
azteca sp.1 sp.2 sp.3 sp.5 sp.6 sp.7
. Catemaco .
Caréacter Veracruz C'uqa.d de Aktun-Ha con 2 Catem_aco sin C_:atemaco Encantad Se%r’]
México . espinas sin espinas a Julian
espinas
Talla (mm) 78 6-6.4 38 6.9-8.7 6.6 6.8 6.8 5.47
NUmero de
articulos del
flagelo de la 7 9-10 9-10 7-9 7-9 8 8-10 8-9
antena 1
NUmero de
articulos del
flagelo de la 8 10-12 10-12 8-10 8-10 10 10-12 9-11
antena 2
Maxila 1, relacion
de la longitud del
palpoy la
longitud entre la >1/2 112 <112 >1/2 >1/2 >>1/2, 112 >1/2
base del palpoy la sobrepasa
base de las setas la Izca
de la placa externa p
externa
Maxila 1, setas en
la placa interna 3 2-4 3 3-4 4 5 4 4
Maxilipedo,
relacion de la 213 >213 213 213 213 213 213 112
longitud del
articulo 4 y la ufia
G1 carpo, cara
interna, numero
de setas 4 3-4 4 5 5 3 4 3
G2, setasen el
margen posterior 2 2 0 1 1 1 2 2
del basis
G2 palma, presente con presente, ausente presente, presente, presente, presente, presente,
proceso truncado excavacion  excavacion excavacion  excavacid  excavacion excavacion excavacion
ancha ancha n ancha angosta angular
ancha
Uropodo 3, setas B : )
robustas en el 3 4 23 3-4 3-4 3 5 4
pedinculo
Uropodo 3,
relacion espina 2 veces 2 veces 2 veces 2 veces 2 veces 2 veces 2 veces 3 veces
mas larga del
pedunculo y rama
si, adosadas no, no, si si si si si
Telson, setas separadas separadas
distales cercanas
entre si
Telson margen agudo redondeado  redondeado agudo agudo agudo agudo agudo

distal
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Analisis molecular del gen COI

Un total de 13 secuencias parciales del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad 1
(COQI) fueron analizadas (Anexo, Tabla A). De éstas, siete secuencias se obtuvieron a partir
del material bioldgico recolectado en Veracruz y se compararon con seis secuencias de
organismos provenientes de tres lagos de la Ciudad de México (Chalco, Xochimilco y
Chapultepec), ya que, de acuerdo con De Saussure (1858), el material tipo de Hyalella
azteca pertenecia a ambos estados. No fue posible obtener la secuencia de la especie
propuesta para Quintana Roo debido a que el material bioldgico se conservé en formalina.
Se utilizo la secuencia completa del gen COI del anfipodo Metacrangonyx longipes como
grupo externo (nimero de acceso del GenBank HE861923.1).

Posterior a la alineacion, para cada una de las 13 secuencias se analizé un fragmento de 550
pb de longitud del gen COI; éste correspondié a la posicién 2,739 del genoma mitocondrial
completo de Metacrangonyx longipes y a la posicion 57 de los genes secuenciados por

Major et al. (2013) para el complejo H. azteca (Anexo, Tabla B).

Con este analisis de alineacion se obtuvieron 350 sitios conservados, 236 sitios variables y
127 sitios de informacion parsimoniosa. Las medias de las frecuencias nucleotidicas
expresadas en porcentajes fueron T=34.9, C=18.0 A=23.1 G=24.0.

Las topologias de los andlisis moleculares por agrupamiento (“Neighbor Joining”) asi
como las resultantes de los andlisis filogenéticos de maxima verosimilitud (“Maximum
Likelihood, con 1000 bootstraps™) y por métodos bayesianos (2,000,000 generaciones)

fueron muy semejantes, lo que apoyaria la idea de que los clados se conservan (figs. 30-32).
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Figura 30. Dendograma obtenido mediante el método Neighbour Joining (1000 bootstraps)

para los diferentes taxa del complejo Hyalella azteca de Veracruz y la Ciudad de México.

En éste trabajo, con el andlisis del gen mitocondrial COIl por el método del vecino mas
cercano (“Nighbour joining”) se obtuvieron en el dendograma dos agrupamientos
principales y corresponden a dos clados, bien definidos y soportados, en los filogramas
obtenidos a partir de la técnica Maxima Similitud y analisis bayesianos. En los tres analisis,
pudieron distinguirse facilmente a las morfoespecies de Veracruz y de la Ciudad de México
(figs. 30-32).

El clado | es un grupo monofilético que integra a la mayoria de las morfoespecies de
Veracruz: Hyalella sp. 3, morfotipo del lago de Catemaco cuya morfologia se adecua a la
redescripcion de H. azteca (Gonzalez y Watling, 2002); Hyalella sp. 4, Hyalella sp. 5,
morfoespecies de Catemaco, y Hyalella sp. 6 de Encantada. Este clado agrupa a las
morfoespecies de los Tuxtlas, Veracruz, presenta un soporte bootstrap de 99, con una
probabilidad de inferencia bayesiana de 0.9993 y excluye a la morfoespecie del lago de San

Julian, Veracruz.
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Figura 31. Filograma obtenido mediante el método de Méaxima Similitud (-InL=2146.2255,
1,000 bootstraps) para los diferentes taxa del complejo Hyalella azteca de Veracruz y la
Ciudad de México.

El morfotipo del lago de San Julian (Hyalella sp. 7) corresponde al grupo hermano del
clado I, sugiriendo que la poblacion del lago de San Julidn seria una nueva especie

distinguible de aquellas de los Tuxtlas, Veracruz.

En el clado Il se agrupa a Hyalella sp. 1, el morfotipo de la Ciudad de México (Chalco,
Xochimilco y Chapultepec), con un valor bootstrap de 99 y una probabilidad bayesiana de
1. Las distancias genéticas de estas tres poblaciones cercanas a cero sugieren que solo
existe una especie en estos tres lagos con dos haplotipos (distancia genética entre

haplotipos calculada con el indice de Kimura 2 parametros Anexo 1.Tabla C).
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Figura 32. Filograma obtenido mediante el método de analisis Bayesiano (2,000,000
generaciones) para los diferentes taxa del complejo Hyalella azteca de Veracruz y la
Ciudad de México.
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Discusion

Hyalella azteca ha sido objeto de estudios de ecotoxicologicos (Borgmann y Munawar,
1989; Leung et al., 2016), de evaluacion de calidad del agua (Duan et al., 2000; Anguiano
et al., 2012) y ha sido catalogada como bioindicadora de la acidificacion de lagos (Mills y
Schindler, 1986). Ademas, se han estudiado diversos aspectos bioldgicos, como
crecimiento (Geisler, 1944; Da Silva-Casiglioni y Bond-Buckup, 2007), historia de vida
(Strong, 1972; 1973; France, 1992; Wellborn, 1994; 1995), la mortalidad (Cothran et al.,
2013; 2015) y el comportamiento de apareamiento (McPeek y Wellborn, 1998; Cothran et
al., 2013; 2015).

Tomando en cuenta la informacion que existe en la literatura, H. azteca podria ser una
especie con valores de tolerancia muy amplios porque se ha registrado en salinidades de 0 a
38 ups (Hammer et al., 1990), en pH de 4.2 a 9.9 (Kelso, 1982; Snucins, 2003; France y
Stokes, 1987, Alcocer et al., 2002), en aguas bien oxigenadas (Sprague, 1963; Nebeker et
al., 1992) hasta en condiciones ligeramente hipdxicas (Irving et al., 2004) y en aguas con
una temperatura maxima de 34.0°C (Covich et al., 2010). Aunado a lo anterior, en este
estudio se recolectaron organismos a una temperatura de 37.0°C en el lago de San Julian,
dato que corresponderia al limite superior registrado. No obstante, es importante sefialar
que en estudios recientes, tanto genéticos como bioldgicos, se ha revelado que H. azteca es
un complejo de especies (e.g., Gonzélez y Watling, 2002; Soucek et al., 2015; Leung et al.,
2016). Asimismo, Babin-Fenske et al. (2012) sefialaron que H. azteca en realidad es un
complejo de especies y cada especie del complejo se caracteriza por el requerimiento de
parametros ambientales particulares o6ptimos, con procesos de colonizacién, sensibilidad
toxicolégica y capacidad de dispersion diferentes. Por tanto, los intervalos de los
parametros ambientales registrados en la literatura corresponden a valores de tolerancia

para el género no para H. azteca.
Riqueza especifica del género Hyalella y el complejo Hyalella azteca

El género Hyalella se distribuye a lo largo del continente americano, habita en diversos
ambientes dulceacuicolas Iénticos, adyacentes a los cuerpos de agua Iéticos, asociados a las

raices de la vegetacion acuatica. Algunas especies habitan ambientes subterraneos, incluso,
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una especie del género esta presente en suelos humedos de un bosque de gimnospermas
patagénico (Grosso y Peralta, 1999; Smith, 2001).

En Sudamérica se registraron més de 60 especies para el género y en la Gltima década se
han descrito al menos 11 especies, principalmente para Brasil, Uruguay y una especie para
Argentina (Cardoso et al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Bastos-Pereira y Bueno, 2012,
2013; Rodrigues et al., 2014; Cardoso et al., 2014; Colla y César, 2015), lo cual resalta el
esfuerzo aplicado para estos crustdceos en Sudamérica. En cambio, en Norte América,
Centro América y en las islas del Caribe se ha descrito un nimero menor de especies.
Actualmente existen 12 especies formales, tres de cuales fueron descritas recientemente
(Hyalella cenotensis Marron-Becerra, Hermoso-Salazar y Solis-Weiss, 2014; Hyalella
wellborni Soucek y Lazo-Wasem, 2015; Hyalella spinicauda Soucek y Lazo-Wasem, 2015)
y més de 40 especies provisionales del complejo H. azteca reconocidas Unicamente a nivel
molecular (Hogg et al., 1998; Witt y Hebert, 2000; Witt et al., 2006). Probablemente, la
diferencia en el nimero de especies descritas entre estas dos regiones de América esta
relacionada a que las variaciones morfoldgicas de las especies de Sudamérica son mas
evidentes en comparaciéon con las de Norte América y Centro América (e.g. Hyalella
armata Faxon, 1876; Hyalella longipes Faxon, 1876; Hyalella lucifugax Faxon, 1876). En
ésta Ultima region la morfologia del género es méas conservada lo cual puede provocar

confusiones taxondmicas o dificultad para diferenciar las especies.

Una de las especies del género Hyalella con mayor controversia taxonOmicas Yy
supuestamente con distribucion amplia en el continente Americano es H. azteca. Esta
especie era considerada como una sola especie nominal registrada desde Canada a la
Patagonia (Shoemaker, 1933). Actualmente, H. azteca es reconocida ampliamente como un
complejo de especies fenotipicamente criptico aun no totalmente diferenciado, distribuido
en Norte América, Centro América y en el Caribe (Gonzalez y Watling, 2002; Soucek et
al., 2015).

La eterna discusion: “lumpers” vs “splitters”

A raiz del andlisis de la literatura se detectd que a lo largo de la historia taxonémica dentro

del género han sucedido ciclos de separacién y agrupamiento de las especies, lo que ha
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provocado la adicion de sinonimias a H. azteca. Desde la descripcion original bajo el
nombre Amphitoe aztecus existio la controversia y la eterna rivalidad entre dos formas de
pensamiento, aquel que tiende a separar taxones (“splitter”), el cual puede sobreestimar la
biodiversidad al describir géneros o especies nuevas, y el pensamiento que prefiere agrupa
taxones (“lumper”), el cual genera sinénimas Yy especies con amplia distribucion
(Vrijenhoek, 2009).

Spence-Bate (1862), Smith (1873,1874), Stebbing (1903), Pearse (1911) y Bousfield
(1996) pertenecian al grupo de los “splitters” y describieron numerosas especies en Norte
América. Por otro lado, Faxon (1876), Weckel (1907) y Shoemacker (1933) coincidieron
con el pensamiento generalista que tiende a agrupar a los taxones (“lumpers”). Estos
autores contribuyeron con la sinonimizacion de las especies anteriormente descritas por los

“splitters ” bajo una misma especie nominal: H. azteca.
Estudios en México

En Meéxico, poco se conoce del género Hyalella a pesar de que se le atribuye una amplia
incidencia y abundancia en distintos cuerpos de agua epicontinentales del pais. Los estudios
enfocados a la taxonomia de éste grupo de anfipodos dulceacuicolas practicamente son
nulos. Los registros en México de Halella azteca mencionados en la literatura pertenecen a
estudios principalmente con un marco ecoldgico, de distribucién espacial o se limitan a
listados taxondémicos (e.g. Alcocer et al. 2002; Strecker, 2006; Rocha-Ramirez et al., 2007;
Barba y Sanchez, 2007; Hernandez et al., 2010; Montalvo-Urgel et al., 2010; Rodriguez-
Alamaraz et al., 2014). En estos trabajos se continud considerando a H. azteca como una
sola especie nominal, sin declarar la posibilidad de tratarse de un complejo de especies, ni
tampoco se menciond la deteccion de variaciones morfologicas entre los organismos de las

diferentes poblaciones.

El Unico trabajo taxondmico que efectué un analisis morfolégico de organismos
pertenecientes al complejo H. azteca fue el de Marron-Becerra et al. (2014). Las autoras
describieron la segunda especie de este género para el pais llamada H. cenotensis. De esta
misma manera, en este estudio con el andlisis de los organismos de anfipodos de siete

localidades recolectadas en tres estados del pais (Ciudad de México, Veracruz y Quinta
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Roo) se descubrié la posibilidad de anexar al menos cuatro especies al inventario del
género Hyalella para México (Hyalella sp. 1, Hyalella sp. 2, Hyalella sp. 6, Hyalella sp. 7).
Con esto se destaca que el conocimiento taxondmico del género se amplié y se evidencia

que la riqueza del complejo ha sido subestimada en México.

Probablemente, el desinterés de los estudios taxonomicos en el pais esta relacionado por la
complejidad para ubicar a los organismos en diferentes especies de este género. De acuerdo
con diversos autores, como Grosso y Peralta (1999) y Gonzalez y Watling (2002), la
morfologia de las especies dentro del género es constante y los caracteres fenotipicos
divergen lentamente expresando variaciones morfologicas sutiles. Esto mismo se ha
observado en los anfipodos Talitridae, familia que habita ambientes semiterrestres (Zane et
al., 2001; Fenwick y Webber, 2008). Lo anterior continuamente provoca determinaciones
inexactas, aunado a que las descripciones existentes en la literatura son poco detalladas y
no se mencionan las variaciones intraespecificas, lo cual no favorece un mayor interés en
estudios taxonémicos del género. Otro factor importante en la dificultad de la
determinacion de los organismos de estos anfipodos es la talla pequefia que presentan y a la
complejidad de la extraccion de los apéndices con importancia taxonémica, como son los

apéndices bucales.
Anélisis morfoldgico

Uno de los caracteres de importancia taxondémica para la identificacion de H. azteca es la
presencia de espinas distales dorsoposteriores sobre los pleonitos, como lo mencionaron
Bousfield (1996) y Baldinger (2004). Sin embargo, este caracter aislado no aporta
informacion suficiente para distinguir las especies dentro del complejo, debido a que es un
caracter que se comparte y presenta variacion intraespecificas e, incluso, puede estar
ausente como en H. azteca f. inermis. En éste trabajo se logrd delimitar el valor taxonémico
de este caracter. En los ejemplares analizados se observd que las espinas variaron en su
longitud, sin tener una relacion directa con el sexo o con la talla de los organismos de una
misma poblacion (Fig. 15). Para evitar confusiones taxonomicas, este caracter no se puede
considerar aislado y se debe combinar con otras caracteristicas morfoldgicas. Ejemplo de
esto lo proporcionaron Cole y Watkins (1977) y Stevenson y Peden (1973) quienes
describieron a Hyalella montezuma y H. texana, respectivamente, a partir de ejemplares
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considerados anteriormente como H. azteca; estos autores analizaron otros caracteres y
resaltaron la importancia taxondmica de las caracteristicas de las piezas bucales en este

grupo de anfipodos.

En contraste, la ausencia o presencia de las espinas distales dorsoposteriores sobre los
pleonitos representa un mayor valor taxondémico. Esto se observo en organismos del lago de
Catemaco. En esta localidad se pudieron distinguir dos morfoespecies por la ausencia o
presencia de estas espinas; asimismo las dos morfoespecies fueron separadas con los
resultados moleculares (Hyalella sp. 3 y Hyalella sp. 4). Los mismos resultados fueron

observaron por Witt y Hebbert (2000) con organismos de cuerpos de agua dulce de Canada.

A pesar de que las variaciones morfoldgicas son sutiles en este género, Gonzalez y Watling
(2002) lograron identificar otras caracteristicas de utilidad taxonémica (longitud de la
antena 1 conforme a la de la cabeza, a la de los pereionitos 1y 2 y a la de la cuerpo, nimero
de setas de la maxila 1, organizacion de las setas en el palpo del maxilipedo, caracteristicas
del gnatépodo 2, forma de las placas epimerales del pledn, setacién del urépodo 3 y forma
y longitud del telson), a parte del nimero de artejos en las antenas, el niUmero de espinas
distales dorsoposteriores sobre los pleonitos y la talla de los organismos que Shoemacker
(1933) y Bousfield (1996) consideraron importantes para distinguir las especies. En el
presente estudio, los caracteres que ayudaron a diferenciar las diferentes especies
mencionadas por Gonzalez y Watling (2002) fueron principalmente: el nimero de setas de
la maxila 1, la setacién del basis del gnatopodo 2 del macho, la forma de la palma, asi como

las variaciones del urépodo 3 y del telson.

Soucek et al. (2015) analizaron otros caracteres importantes para la distincion de las
especies del complejo H. azteca de las poblaciones de E. U. y Canada como son la forma y
la setacion de las estructuras o artejos del pereiépodo 7, del gnatépodo 2 de los machos, de
los urépodos 3 y del telson. De estos caracteres, el que aportdé mayor informacion para la
distincion entre las especies de este estudio, no considerado por Shoemacker (1933) y
Bousfield (1996) y Gonzalez y Watling (2002), fue sobre todo la forma de la excavacion
anterior del proceso truncado de la palma del gnatépodo 2 del macho. La variacion de este
caracter entre las poblaciones de la Ciudad de México, Veracruz y Quintana Roo fue
distinguible. En los organismos de Quintana Roo (Hyalella sp. 2), la excavacion y el
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proceso truncado estuvieron ausentes, en los organismos de Veracruz (Hyalella sp. 3,
Hyalella sp. 4, Hyalella sp. 5, Hyalella sp. 6, Hyalella sp. 7) y los de la Ciudad de México
(Hyalella sp. 1) el proceso truncado estuvo presente y la excavacion presentd variacion; en
los de San Julian (Hyalella sp. 7) la excavacidn estuvo ausente; en los de Encantada
(Hyalella sp. 6) era angosta; en los de Catemaco ancha; y en los de la Ciudad de México

fue menos pronunciada que en los organismos de Catemaco y de Encantada.

Por otro lado, en este estudio también se examinaron algunos caracteres no analizados en la
literatura para las especies del complejo H. azteca, pero si para las provenientes de
Sudamérica mencionados por Gonzalez (2003), Gonzéalez y Watling (2003a-d) y Gonzélez
et al. (2006). De estos, los que aportaron mayor informacion taxonémica fue la longitud, la
forma y la setacion del palpo de la maxila 1 y las variaciones de la relacién largo-ancho del

basis del pereiépodo 7.

Aunado a lo anterior, en este estudio se observd la importancia taxondmica de la relacion
de la longitud entre los artejos de los maxilipedos y la seta distal en los organismos de los
tres estados del pais. Esto demostr6 que el estudio morfoldgico de las especies del complejo
Hyalella no esta concluido, ya que existe la probabilidad de incrementarse la cantidad de
caracteres Utiles para diferenciar a las especies con analisis morfoldgicos adicionales de
diferentes poblaciones. Para esto, es trascendental el uso de la microscopia electronica para
enfocarse a caracteristicas de microestructuras. Asimismo, es importante resaltar que en la
distincion de las especies del género Hyalella no es suficiente considerar un solo caracter
diagnostico, sino un conjunto de caracteres, lo cual es importante reforzar con estudios

moleculares.
Analisis moleculares

Previo a los estudios moleculares de ADN aplicados a las poblaciones de anfipodos
pertenecientes al complejo H. azteca, predominé el pensamiento de los trabajos de Stebbing
(1906) y Shoemaker (1933) en los cuales el género Hyalella se consideraba
monoespecifico. Actualmente, con el empleo de técnicas de analisis de material genético, el
estado taxondmico del género esta en un periodo de actualizacién y en una fase del

descubrimiento de especies nuevas. Pero cabe destacar que hacen faltan estudios como los

~90 ~



de Soucek et al. (2015), quienes describieron dos especies nuevas para Norte América con
la conciliacion de la parte morfoldgica y molecular. Para la elaboracion de este estudio se
tomaron los mismos criterios de los autores antes mencionado, por lo que ademas del

analisis morfologico se acudio a la caracterizacion del gen COIl para cada morfotipo.

La topologia de los arboles de consenso obtenidos a partir de los analisis de maxima
verosimilitud y por métodos bayesianos representaron relaciones filogenéticas similares
entre los miembros de las poblaciones de Veracruz y de la Ciudad de México, que se
contintan conservando en el arbol de similitud por el método del vecino mas cercano. Esto
sugiere que se tratan de clados conservados. Con el analisis molecular se confirmaron los
resultados del analisis morfol6gico y se distinguieron cinco especies distribuidas en tres
cuerpos de agua de Veracruz y una especie en tres cuerpos de agua de la Ciudad de México,
regiones en donde De Saussure (1858) recolectd el material tipo de H. azteca. Para las dos
especies de Quintana Roo no fue posible efectuar el andlisis molecular porque los
organismos fueron fijados en formol; sin embargo la parte morfoldgica fue suficiente para

la distincion de dos especies.

De acuerdo a los analisis filogenéticos, los porcentajes de distancia genética entre los
clados de éste estudio (entre 20-28%, anexo tabla D) fueron consistentes con los registrados
para el género Hyalella de Norte América, los cuales se encontraron en el intervalo de 9% a
30% (Witt y Hebert, 2000; Witt et al., 2006; Wellborn y Broughton, 2008; Babin-Fenske et
al., 2012). Asimismo, la comparacion entre los valores del grupo externo y de los clados
fue consistente. Se presentaron distancias genéticas de 36 a 42% (anexo tabla B)
confirmando que el género utilizado como grupo externo esta separado del clado del género
Hyalella.

Costa et al. (2009) encontraron que para el género Gammarus, la variacion en la distancia
genética dentro de una especie puede ser de 0 a 4.3%, y entre especies de 5.2 a 34.2%. A su
vez, Witt et al. (2006) propusieron utilizar una divergencia de 3.75% para proponer
especies provisionales en el género Hyalella. Los resultados de éste trabajo se ajustaron a
estos valores. Los organismos dentro del clado I, provenientes de Veracruz, presentaron

valores mayores al 4%, sugiriendo que cada morfotipo pertenece a una especie diferente.
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Por otro lado, sobre la base del anélisis filogenético, el clado de la Ciudad de Meéxico
(Clado 1) se distinguié de manera muy clara con una distancia genética de 24 a 28% del
proveniente de Veracruz (Clado I). En cambio, la distancia genética dentro de las
poblaciones del clado de la Ciudad de México fueron cercanas a cero (0.02+0.1%) (Anexo
tabla B y C). De acuerdo con estos valores y considerando lo propuesto de Costa et al.
(2009) y Witt et al. (2006), los ejemplares de Chalco, Chapultepec y Xochimilco (Hyalella
ksp.1) conformaron una especie Unica diferente a las de Veracruz.

Los filogramas confirmaron que las morfoespecies provenientes de los tres lagos de
Veracruz (Encantada, Catemaco y San Julian), diferenciadas también mediante la
morfologia externa, correspondieron a cinco especies diferentes. Los organismos de la
poblacion del lago de San Julian (Hyalella sp. 7) fueron los mas distinguibles, tanto en la
morfologia como en el analisis molecular, divergiendo al menos 20% de las morfoespecies

de los lagos Encantada y Catemaco de Veracruz (anexo tabla B y D).

Los organismos de uno de las morfoespecies (Hyalella sp. 3) encontrados en el lago de
Catemaco que se adecuaron a la redescripcion de la especie H. azteca proporcionada por
Gonzalez y Watling (2002), constituyeron una entidad bioldgica unica (distancia genética
dentro del grupo de 1.3+0.5%) que se distingui6 por al menos con el 7£1.0% (Anexo tabla
D) de las otras poblaciones de Veracruz (Fig. 31). De tal forma, cabe la posibilidad de que
el lago de Catemaco sea la localidad tipo, la llamada “cisterna de Veracruz” de H. azteca
segun De Saussure (1858), sin embargo es necesario la revision del material tipo para
efectuar una comparacion morfoldgica con mayor detalle de las caracteristicas a nivel de
ultraestructuras no mencionadas en la redescripcion de Gonzalez y Watling (2002).

Por otro lado, Hyalella sp. 4 y Hyalella sp. 5 del lago de Catemaco y el morfotipo del lago
de la Encantada (Hyalella sp. 6) no se asociaron del todo con Hyalella sp. 3, morfotipo
similar a H. azteca. Por tanto, en este estudio se lleg6 a la conclusion de que cada morfotipo
de Veracruz correspondio a una especie diferente, esto lo soporto la distancia genética de
6.1+0.8% (incluyendo a los organismos de la Encantada) y 5.3+0.8% (excluyendo a los
organismos de la Encantada), valores que sobrepassron a lo propuesto por Costa et al.
(2009) y Witt et al. (2006), de tal forma se pueden considerar como entidades especificas

Unicas (anexo tabla C).
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Las morfoespecies Hyalella sp. 4 y Hyalella sp. 5 recolectadas en el lago de Catemaco, asi
como el Hyalella sp. 6 de la Encantada no se integraron de manera concluyente a la
filogenia, ya que presentaron valores de Bootstrap menores de 70 y probabilidades
bayesianas menores a 90%. Por tanto, esto sugiere que las relaciones filogéneticas pueden
cambiar, como se observd en los arboles de méaxima verosimilitud y de inferencia
bayesiana. En ambos, los organismos de la Encantada (Hyalella sp. 6) quedaron como
grupo interno pero intercambio la relacion con Hyalella sp. 4 y Hyalella sp. 5 de Catemaco.
Sobre la base de la distancia genética dentro de los grupos se concluyé que Hyalella sp. 3,
Hyalella sp. 4 y Hyalella sp. 5 de Catemaco constituyeron especies diferentes, ya que
generaron valores (5.7£0.08% y 4+1%) que sobrepasaron lo propuesto por Costa et al.
(2009) y Witt et al. (2006).

Por otro lado, es posible que las relaciones filogenéticas entre las especies de éste estudio se
vean influenciadas por la distancia entre las cuencas hidroldgicas y a la ausencia de una
conexion directa entre ellas que produce un flujo genético bajo. Razon por la cual, en el
filograma las morfoespecies del clado | (Veracruz) se distinguieron facilmente del clado 1l
(Ciudad de México). Las especies de Veracruz (Clado I) se separaron también dependiendo
de las cuencas; por un lado se agruparon las especies de la cuenca del Papaloapan
(Catemaco y Encantada) y por el otro la especie de la cuenca del rio San Julian. Esta misma
relacién entre la filogenia y las cuencas se ha observado en otros estudios de especies
dulceacuicolas, en especial en peces y en decapodos (Stutz et al., 2010; Loxterman y
Keeley, 2012).

De acuerdo con Villalobos-Hiriart et al. (1993), el origen de los rasgos geoldgicos de la
Sierra del Norte de Chiapas pudieron ser responsables de los eventos de especiacion en el
género de los cangrejos dulceacuicola Procambarus Ortmann, 1905. De la misma forma,
Pedraza-Lara et al. (2012) le atribuyeron a la Sierra Madre Oriental la caracterizacion de
una barrera geografica y con esto el Altiplano Mexicano, también llamada Mesa Central, en
donde se ubica la Ciudad de México, se mantiene aislado. La misma atribucion de barrera
geografica le otorgaron Mejia-Oirtiz et al. (2016) a La Sierra Madre Oriental al analizar las
especies del género Macrobrachium Spence-Bate, 1868. Esto podria explicar por qué los
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clados I y Il se separaron claramente, los cuales correspondieron a las especies de Veracruz

y de la Ciudad de México, respectivamente.

Posiblemente, la especiacion también es producto de la dispersion reducida de las
poblaciones que habitan los cuerpos de agua dulceacuicolas, favoreciendo que los patrones
de distribucion se relacionen con la evolucion geoldgica de la cuenca, como mencionaron
Huidobro et al. (2006). Es probable que las relaciones filogenéticas entre los clados 1y Il'y
los organismos de San Julian también se vean influenciadas por la distancia entre los lagos,
relacionandose estrechamente las especies mas cercanas (especies de los lagos Encantada y
Catemaco). Este patron puede ser explicado, en parte, por las barreras geogréficas y la
limitada dispersion a consecuencia de la biologia y morfologia de los anfipodos. Estos
crustaceos presentan un marsupio en donde se lleva a cabo el desarrollo directo de la
progenie, de tal forma que carecen de estados larvales. Por otro lado, en el género Hyalella
y en general en los anfipodos epicontinentales, no hay formas de latencia o de resistencia a
la desecacion, en contraste con otros crustdceos dulceacuicolas como los branchiépodos,
ostrdcodos y copépodos que presentan quistes o etapas latentes que les proveen de una
ventaja contra la mortalidad por desecacion y favorecen el proceso de dispersién de manera
indirecta, por viento o por el transporte de estas estructuras de resistencia por medio de
otros organismos (Brendonck, 1996; Dumont et al., 2002; Radzikowski, 2013; Rogers,
2014). Wellborn y Capps (2013) sugirieron que la baja dispersion de las especies de este
género genera un reducido tamafio poblacional, un flujo genético bajo y a consecuencia un
alto grado de especiacion potencial. Sin embargo, la evolucion normalizadora puede
explicar la formacion de especies fenotipicamente cripticas al ser sometidas a condiciones
ambientales similares. La dispersion reducida, el aislamiento y el flujo genético bajo,
incluso entre especies de cuerpos de agua estrechamente cercanos, también se ha observado
en otros crustaceos dulceacuicolas como en Creaeria morleyi (Creaser, 1936) y en
Procambarus llamasi Villalobos, 1954 en la peninsula de Yucatan (Botello y Alvarez,
2010; Torres et al., 2013). El estudio de la dispersion en invertebrados acuaticos es
complicado porgque, como mencionaron Bilton et al. (2001), no se pueden marcar y hacer
un estudio de captura recaptura. En este sentido, los analisis moleculares son de utilidad, al
aportar una aproximacion indirecta de la dispersién a través del tiempo. No obstante, en el

pais aun hacen falta estudios de ésta indole.
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La utilizacion de las técnicas moleculares se ha incrementado por la reduccion de los costos
y el tafio de la muestra bioldgica necesaria, la cual permite no destruir el organismo en su
totalidad, principalmente cuando se trata de organismos de tallas pequefias. Es importante
tomar en cuenta que las técnicas moleculares también tienen limitaciones. Segun Toon et
al. (2009), la filogenia de un gen no necesariamente revela la filogenia de las especies, por
lo que a veces se necesita incluir un nimero mayor de marcadores moleculares de

diferentes tasas evolutivas.
Futuros estudios

En México se esta iniciando con el inventario faunistico del género Hyalella porque la
taxonomia puede repercutir en futuros estudios ecoldgicos. Recientemente, con la
delimitacién de nuevas especies, no basta con su descripcion; son necesarios estudios
especificos para determinar si cada especie pertenece a condiciones ambientales
caracteristicas de la zona donde viven o si son generalistas y asi contribuir a plantear planes
de manejo ambiental. Dionne et al. (2011) propusieron estudios de abundancia relativa
entre diferentes habitats en estudios horizontales y transversales entre diferentes afios,
medir la profundidad y posibles migraciones para distinguir los nichos de cada especie.
También plantearon la importancia de realizar estudios que ayuden a comprender los

efectos de la variabilidad espacio-temporal de los habitats de las especies de este género.

Por lo tanto, en México se deben empezar a plantear investigaciones enfocadas al registro
de tolerancias a pardmetros ambientales, preferencias ecoldgicas, aspectos reproductivos,
historias de vida, ecologia de poblaciones, fecundidad, mortalidad, cultivo y cruza entre

poblaciones y su uso en estudios de ecotoxicidad de metales pesados, entre otros.
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Conclusiones

Es el primer estudio que compara la morfologia externa y secuencias parciales del gen
Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COI) de organismos dentro del complejo H. azteca en

México.

Con el analisis de la morfologia externa y con el andlisis de las secuencias de la region COI
de los genes mitocondriales fue posible distinguir a las especies del complejo H. azteca de
la Ciudad de México, Veracruz y Quintana Roo.

Con éste estudio se confirmd que la distribucién de H. azteca queda limitada, por el

momento, al estado de VVeracruz, México.

Con el anélisis morfoldgico detallado se describié una especie en Quintana Roo, se
caracteriz6 una especie para la Ciudad de México y se distinguieron cinco especies en el
estado de Veracruz: H. azteca sensu stricto, dos especies en el lago de Catemaco, una

especie en el lago Encantada y una especie en el lago San Julian.

Con los resultados de este estudio se manifiesta que la diversidad de los anfipodos
epicontinentales en el pais se encuentra subestimada y es necesario incrementar los estudios

enfocados al conocimiento de este tipo de anfipodos.
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ANEXO



Tabla A. Lista de las secuencias parciales del gen Citocromo Oxidasa subunidad 1 (COIl) de Ciudad de México (CDMX) y Veracruz
con datos por localidad.

No. ID Nombre Especie Lago Estado Fecha Latitud (N) Longitud (W)
1 798 Catemaco 1 798 2m Catemaco Veracruz 24/07/2015 18°21°57” 95°5'2”
Hyalella sp.
2 799 Catemaco 1 798 2m Catemaco Veracruz 24/07/2015 18°21°57” 95°5'2”
Hyalella sp.
3 800 Catemaco 3 801 sm Catemaco Veracruz 24/07/2015 18°21°57” 95°5'2”
Hyalella sp.
4 801 Catemaco 3 801 sm Catemaco Veracruz 24/07/2015 18°21°57” 95°5'2”
Hyalella sp.
5 802 Catemaco 5 802 5s Catemaco Veracruz 24/07/2015 18°21°57” 95°5'2”
Hyalella sp.
6 804 Encantada 804 Encantada Veracruz 24/07/2015 18°27'28” 95°11'7”
Hyalella sp.
7 808 San Julian 808 San Julian Veracruz 25/07/2015 19°15°22” 96°15'22”
Hyalella sp.
8 810 Chalco 810 Chalco CDMX 29/03/2016 19°15’50” 98°58'26”
Hyalella sp.
9 812 Chalco 810 Chalco CDMX 29/03/2016 19°15’50” 98°58'26”
Hyalella sp.
10 813  Xochimilco 813 Xochimilco CDMX 10/08/2016 19°15°50.2” 99° 5°39.2”
Hyalella sp.
11 814  Xochimilco 813 Xochimilco CDMX 10/08/2016 19°15’50.2” 99° 5'39.2”
Hyalella sp.
12 816 Chapultepec 816 Chapultepec CDMX 10/08/2016 19°25°27” 99°11°13”
Hyalella sp. 1
13 817 Chapultepec 816 Chapultepec CDMX 10/08/2016 19°25°27” 99°11°13”
Hyalella sp. 1
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Tabla B. Alineacién de las secuencias COl, los sitios variables se muestran resaltados.
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Catemaco 3 801 sm
Catemaco 5 802 5s
Encantada 804

San Julian 808
Xochimilco 813
Chapultepec 816
Chalco 810
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M. longipes
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550-3278 M. longipes
Catemaco 1 798 2m TGCCTGTTTT

Catemaco 3 801 sm T C
Catemaco 5 802 5s ... . .. CTSG . .
Encantada 804 e T F
San Julian 808 A

Xochimilco 813

Chapultepec 816

Chalco 810 B
M. longipes . T. . G. . C.

Tabla C. Distancias genéticas entre los taxa del analisis filogenético, calculadas con el indice Kimura 2 parametros y expresadas en

porcentajes. Los datos de la posicion superior derecha expresan el error estandar en porcentaje.

Taxon 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Catemaco_1_798_2m 1% 1% 1% 2% 3% 3% 3% 3%
2 Catemaco_3_801_sm 5% 1% 1% 2% 2% 2% 3% 3%
3 Catemaco_5_802_5s % 6% 1% 2% 3% 3% 3% 3%
4  Encantada_804 9% 4% 7% 2% 2% 2% 2% 3%
5 San_Julian_808 20% 20% 21% 20% 3% 3% 3% 4%
6  Xochimilco_813 26% 24% 27% 24% 28% 0% 0% 3%
7  Chapultepec_816 26% 24% 27% 24% 28% 0% 0% 3%
8 Chalco_810 26% 25% 27% 24% 29% 0% 0% 3%
9 Metacrangonyx_longipes 38% 39% 39% 39% 42% 36% 36% 36%
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Tabla D. Distancias genéticas dentro de los grupos del analisis filogenético, incluyendo y excluyendo a los organismos del lago

Encantada, calculadas con el indice Kimura 2 pardmetros y expresadas en porcentajes.

Clados D S.E.
Incluyendo organismos del lago Catemaco 6.1% 0.8%
Encantada CDMX 0.2% 0.1%
Excluyendo organismos del lago Catemaco 5.3% 0.8%
Encantada CDMX 0.2% 0.1%

Tabla E. Distancias genéticas entre de los grupos obtenidos mediante el andlisis filogenético, calculadas con el indice Kimura 2

parametros y expresadas en porcentajes.

Taxon 1 2 3 4
1 Catemaco 2% 1% 2%
2 CDMX 26% 2% 3%
3 Encantada 7% 24% 2%
4 San Julian 20% 28% 20%
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