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RESUMEN

El aislamiento geografico provocado por la emersion del istmo de Panaméa ha
favorecido el proceso de especiacion de muchas especies. Dentro de las poblaciones que
fueron separadas se encuentran las del género Gecarcinus Leach, 1814: G. lateralis Guerin,
1832, G. nobilii Perger y Wall, 2014, G. quadratus De Saussure, 1853 y G. ruricola
(Linnaeus, 1758). TaxonOmicamente, varios autores trataron de diferenciar
morfolégicamente a Gecarcinus lateralis y G. quadratus, para ello utilizaron caracteres que
presentan una alta variabilidad intra-poblacionalmente, lo cual ha dificultado Ia
identificacion, por lo que algunos las han considerado como sindnimas. En este trabajo se
realizd un analisis molecular con ambas especies, incluyendo ejemplares del Pacifico y
Atlantico mexicanos, para ello se utilizaron los genes mitocondriales COIl y 16S, con el
objetivo de aportar elementos para validar a Gecarcinus quadratus al evaluar la
correspondencia entre la informacion molecular y morfol6gica. Los arboles de méxima
credibilidad y de maxima verosimilitud mostraron dos clados con altos valores de soporte,
en uno se incluye la poblacién del golfo y en otro la del Pacifico, con una distancia genética
de 5.91%. Ademas, la distancia promedio al interior de cada clado para las poblaciones del
Atlantico (correspondiente a G. lateralis) fue de 1.09% vy para las del Pacifico
(correspondientes a G. quadratus) de 0.14%. Lo anterior es congruente con la existencia de
G. quadratus como una especie valida y no como una sinonimia de G. lateralis. El
intervalo de tiempo estimado por medio de un método de reloj estricto, para la divergencia
entre ambas especies fue de 2,269,230 a 4,214,285 afos. Estas fechas coinciden con las
reportadas por estudios previos para el cierre definitivo del Istmo de Panam4, que incluyen
rangos de tiempo de 2.8 a 4 millones de afios. Respecto a la revision morfologica, son
poblaciones que presentan alta variabilidad en distintos caracteres, incluyendo los
apéndices sexuales, sin embargo, se encontrd que la coloracion en vida, asi como la forma 'y
grado de cobertura del abdomen con respecto al esternito toracico, son rasgos que permiten

la diferenciacion de ambas especies.




ABSTRACT

The geographical isolation caused by the emersion of the Isthmus of Panama has
favored the speciation process of many species. Within the populations that were separated
are those of the genus Gecarcinus Leach, 1814: G. lateralis Guerin, 1832, G. nobilii Perger
and Wall, 2014, G. quadratus De Saussure, 1853 and G. ruricola (Linnaeus, 1758).
Taxonomically, several authors tried to differentiate Gecarcinus lateralis and G. quadratus
morphologically, using characters with high intra-population variability, which has made its
identification difficult, and because of that, those species were considered synonyms. In
this work, a molecular analysis was performed with both species, G. lateralis and G.
quadratus, including Mexican Pacific and Atlantic specimens, for which the mitochondrial
COI and 16S genes were used, with the aim of providing elements to validate Gecarcinus
quadratus when evaluating the correspondence between molecular and morphological
information. The trees of maximum credibility of clades and maximum likelihood showed
two clades with high values of support, one includes the population of the gulf and other
the Pacific coast, with a genetic distance of 5.91%. In addition, the average distance to the
interior of each clade for the Atlantic populations (corresponding to G. lateralis) was
1.09% and for those of the Pacific (corresponding to G. quadratus) was 0.14%. This is
congruent with the existence of G. quadratus as a valid species and not as a synonym of G.
lateralis. The estimated time of divergence calculated under a strict clock method, between
both species was 2,269,230 to 4,214,285 years. These dates coincide with those reported by
previous studies for the definitive closure of the Isthmus of Panama, which include time
ranges of 2.8 to 4 million years. Regarding to the morphologic revision, there are
populations that presented high variability in different characteristics, including sexual
appendages. In this study it was found that features like the coloration when alive, as well
the shape and degree of coverage of the abdomen, with respect to the thoracic sternites, in

both sexes, are traits that permit the differentiation to specific level.




INTRODUCCION GENERAL

México es uno de los pocos paises del planeta que, por su posicion geogréfica,
fisiografia continental y evolucién geoldgica, posee una gran diversidad bioldgica y por
ello es considerado como un pais megadiverso. Esta riqueza bioldgica se ve reflejada tanto
en la porcidn continental, como en la insular y en la marina (Quiroz-Martinez et al., 2014).
El aislamiento geografico producto de una intrincada fisiografia, ha influido en la

diversificacion de la flora y fauna nativas, pues impide el flujo genético entre poblaciones.

En el ambiente marino, la aparicién de barreras geogréaficas a través de la historia
geologica del litoral americano (i.e., emersién de islas o placas tectonicas, choque de placas
continentales, cambio en el patron de circulacion de corrientes marinas, etc.), también ha
provocado multiples procesos de separacion de poblaciones ancestrales ampliamente
extendidas. Un ejemplo de esto ocurrié con el levantamiento de Centroamérica, que creo
una barrera infranqueable para un gran numero de especies, que antes de este fenémeno
tenian una distribucién continua que abarcaba los litorales del Atlantico y del Pacifico de
América (Knowlton et al., 1993; Robles et al., 2007; Schubart et al., 2005; Thiercelin y
Schubart, 2014). La gradual elevacién de esta masa continental fue separando las
poblaciones de fauna y flora hasta que quedaron totalmente aisladas, siguiendo cada una,
procesos de evolucion y especiacion divergentes, formando lo que se conoce como especies
hermanas o geminadas. Esta diferenciacion fue consecuencia de la aparicion de una barrera
que divide ambos océanos del continente americano, el istmo de Panama, que terminé de
emerger hace tres millones de afios aproximadamente, y provoco la especiacién de muchas
especies marinas (Lessios, 2008), entre ellas, las de crustaceos. En particular para los
cangrejos verdaderos de la superfamilia Grapsoidea MacLeay, 1838, varias especies fueron
fragmentadas y al quedar aisladas a través de un largo periodo geoldgico, sufrieron
especiacion. Asi, muchas especies que hasta hace poco tiempo se consideraban la misma,
tanto en el Pacifico como en el Atlantico, han sido separadas recientemente, con base en

estudios moleculares y morfoldgicos (Lessios, 2008).

Dentro de los grapsoideos, la familia Gecarcinidae MaclLeay, 1838, es una de las

mas peculiares por el comportamiento semiterrestre de sus representantes, es decir,

presentan adaptaciones morfologicas, fisiologicas, anatomicas, troficas y conductuales, que



les han permitido independizarse parcialmente del ambiente marino, logrando invadir,
aungue sea temporalmente, el ambiente terrestre, adyacente a los cuerpos de agua costeros.
Actualmente estd integrada por 22 especies pertenecientes a seis géneros (Gecarcinus
Leach, 1814; Cardisoma Latreille, 1825; Gecarcoidea H. Milne-Edwards, 1837;
Epigrapsus Heller, 1862; Discoplax A. Milne-Edwards, 1867; y Johngarthia Turkay,
1970), los cuales en su mayoria tienen una amplia distribucién, encontrandose a lo largo de
las costas americanas y sus islas, asi como también, en Africa occidental y costas asiaticas.
Por lo que respecta a América, esta familia presenta registro de los géneros Cardisoma,
Johngarthia y Gecarcinus, en particular el tltimo incluye a las especies: G. quadratus que
se distribuye a lo largo del Pacifico mexicano desde Baja California hasta Per(; G. lateralis
del lado del Atlantico desde Florida, EUA, hasta Venezuela, aunque algunos autores han
tratado a estas dos especies como sinonimos (Turkay, 1970; Perger y Wall, 2014); G.
ruricola en Florida, EUA y Nicaragua, asi como en las islas Bermuda, Bahamas y en las
Antillas como Cuba, Haiti, Republica Dominicana, Jamaica, Puerto Rico, Islas del Cisne-
Honduras, Santa Cruz, Saba, Montserrat, Dominica, Barbados, Curazao, Providencia, el
Archipiélago de San Andrés y Santa Catalina-Colombia (Rathbun, 1918; Chace y Hobbs,
1969); y G. nobilii se conoce actualmente de Punta Galera y Santa Elena (Ecuador),
también ha sido documentada con registro fotografico en Isla Gorgona (Colombia), Playa
Chucheros (Buenaventura, Colombia), Canangucho Forest Reserve (Nuqui, Choco,
Colombia), Ayampe (Manabi, Ecuador) e isla de la Plata (Ecuador) (Perger y Wall, 2014).

Cangrejos semiterrestres del género Gecarcinus

Los cangrejos semiterrestres de la familia Gecarcinidae tienen gran influencia en los
ecosistemas costeros, ya que procesan grandes cantidades de materia organica, siendo de
vital importancia en el ciclo de los nutrientes (Green et al., 1999; Sherman, 2002, 2003;
O'Dowd y Lake, 1991; Kellman y Delfosse, 1993). También alteran la estructura de
comunidades de plantas a través del consumo selectivo de semillas y plantulas (Garcia-
Franco et al., 1991; Jiménez et al., 1994; Sherman, 2002). Ademas de esto, las madrigueras
en las que viven sirven de habitat para otros artrépodos simbiontes (Bright y Hogue, 1972)

y en la construccion de estos refugios, los cangrejos remueven el sustrato permitiendo la




oxigenacion y la mezcla de las diferentes capas que lo componen (Sampedro-Salinas,
2012).

En las &reas donde se ha estudiado a G. lateralis, siempre se ha encontrado por
encima de la linea de marea alta. En Bermuda, los cangrejos pueden excavar madrigueras
en la parte alta de la playa arenosa y en zonas altas cubiertas de pastos, malezas y hierbas
que se extienden tierra adentro (Weitzman, 1963). Se ha observado que en Bimini,
Bahamas, los cangrejos construyen madrigueras en la espesa hierba que rodea la playa y se
extiende hacia el interior formando zonas de césped (Bliss, 1963). Segun observaciones de
Klaassen (1975) indican que en el norte de Colombia este cangrejo habita suelo arcilloso
entre los cocoteros. En la isla de Dominica, se pueden encontrar en elevaciones de unos 300
m (Chace y Hobbs, 1969). Durante el verano en el sureste de Florida, en época de lluvias,
un gran numero de cangrejos se pueden observar afuera de las madrigueras, especialmente
muy temprano, por la mafiana y al atardecer, siendo inusual observarlos activos durante las
horas de luz del dia. En Bahamas, la actividad de los cangrejos se restringe casi
enteramente a las horas del creplsculo y de obscuridad (Bliss y Sprague, 1958; Palmer,
1971), algo mas inusual sucede en Colombia, en donde existe una poblacién diurna activa

viviendo a la sombra de arbustos y arboles (Henning y Klaassen, 1973; Klaassen, 1975).

OBJETIVO GENERAL

Determinar cudl es la situacion taxonomica real de las especies del género
Gecarcinus que se distribuyen en el Atlantico y Pacifico mexicanos, con base en una

revision de los caracteres morfoldgicos y el uso de evidencia molecular.

AREA DE ESTUDIO
Costas mexicanas

Las costas mexicanas se extienden a lo largo de 11,592.76 km. Estan limitadas por

el Océano Pacifico, el golfo de California, el golfo de México y mar Caribe. De los 32

Fer =




estados que constituyen el territorio nacional, 17 tienen limites costeros. De estos estados
riberefios 11 se ubican en el litoral del océano Pacifico y golfo de California y los seis
restantes en el litoral del golfo de México y mar Caribe (Alvarez-Arellano y Gaitan, 1994).

La gran extension del litoral mexicano representa un rasgo sobresaliente de la
fisiografia del pais, que implica una gran variedad de ambientes costeros derivados de la
interaccion de procesos geoldgicos, oceanograficos y atmosféricos a traves del tiempo y el
espacio. Ademas, la diversidad de condiciones en formas y dindmica del medio costero dan
lugar a ambientes claramente distinguibles entre si, sea por el tipo de sus sedimentos,
geoformas u otro tipo de variables oceanogréaficas. Los ambientes costeros que se pueden
encontrar son playas, islas de barrera, deltas, estuarios, planicies de marea, canales de

marea, dunas y lagunas costeras (Alvarez-Arellano y Gaitan, 1994).
Pacifico centro-oriental

El Pacifico centro-oriental forma parte de la gran region zoogeogréafica del Pacifico
oriental, que se extiende desde Punta Barrow, EUA, hasta el estrecho de Magallanes, Chile,
a lo largo de la costa occidental de América. De acuerdo con Spalding et al. (2007), la parte
mexicana se encuentra en las provincias Pacifico Occidental Calido-templado y Pacifico
Oriental Tropical. Estas grandes regiones se dividen a su vez en diferentes bloques y las
condiciones ambientales que presentan, estan directamente relacionadas con los patrones
climaticos locales y las corrientes oceanicas y costeras. Cada bloque aloja una fauna propia,
caracterizada por un alto grado de endemismo, que va enriqueciéndose en especies en
direccién hacia el ecuador, alcanzando, al igual que en otras grandes regiones del mundo la
diversidad méxima en la franja tropical. Los limites de la zona tropical se localizan en dos
zonas de mezcla de aguas de origen ecuatorial y templado que colindan al norte con la
corriente de California y al sur, con la corriente del Perd, la cual es una prolongacion de la

corriente de Humboldt. EIl impacto de estas dos corrientes varia segun el periodo del afio.

En el Pacifico centro-oriental, esta Gltima corriente alcanza méxima influencia en
septiembre-octubre, cuando su extension hacia el este sobrepasa la longitud de 90° W y
contrarresta el avance de la corriente de California, la cual fluye hacia el sur a lo largo de la
peninsula de Baja California y gradualmente gira hacia el oeste para alimentar la corriente




Norecuatorial (Kessler, 2006; Garcia-Rodriguez y Perez-Enriquez, 2008); al mismo tiempo
se desarrolla una fuerte corriente costera que es la de Costa Rica, que fluye hacia el norte
(Hendrickx, 1995). De julio a diciembre, la corriente de California se debilita y tiene poca
influencia en la corriente Norecuatorial (Kessler, 2006; Garcia-Rodriguez y Perez-
Enriquez, 2008).

Golfo de México y mar Caribe

El golfo de México y mar Caribe, de acuerdo con Spalding et al. (2007), estan
comprendidos en tres ecorregiones. La primera ecorregién comprende la parte nortefia del
golfo de México y pertenece a la provincia nombrada como Atlantico occidental calido-
templado, la segunda corresponde a la parte surefia del golfo de México y la tercera a la
porcion caribefia occidental, las ultimas dos ecorregiones se incluyen en la provincia
nombrada como Atlantico occidental tropical, en ella también se consideran a las islas

caribefias (Toledano-Carrasco, 2016).

Una de las corrientes que afecta aproximadamente al 50% del golfo de México es la
corriente de Lazo, la cual se forma porque el Agua Subtropical del Caribe (ASSC) con altas
concentraciones de salinidad y calor, entra al golfo a través del Canal de Yucatan
moviéndose en el sentido de las manecillas del reloj (anticiclonicamente), y forma una
corriente en forma de lazo que alcanza hacia el Este el estrecho de Florida (Monreal-Gémez
et al., 2004). La temperatura del golfo esta determinada por el influjo de las aguas célidas
de la corriente del Lazo, que se introduce por el canal de Yucatan y la zona del Caribe
(Biggs, 1992). Se caracteriza por tener una temperatura superficial de 28 a 29 °C durante el
verano, con un incremento en las aguas superficiales de noroeste a sureste; en invierno
disminuye hasta los 19 o 20 °C, ya que los vientos frios provenientes del norte ponen
resistencia a las aguas calidas procedentes del sureste, las cuales, en la trayectoria hacia el
noroeste del golfo de México, van transmitiendo calor a aguas de menor temperatura
(Nowlin y McLellan, 1967).

El mar Caribe tiene caracteristicas propias al ser la parte del océano por donde pasa
una porcién importante de la corriente Ecuatorial del Norte junto con un porcentaje de

masas de agua de la corriente Ecuatorial del Sur (Vazquez de la Cerda, 2004). Las
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principales masas de agua superficial que entran en la region, provienen ya sea de la
corriente del Norte de Brasil (que pasa alrededor de Trinidad vira al Oeste, a lo largo del
talud continental, para entrar en el Sur del Caribe) o de la corriente ecuatorial del Norte,
que se integra al Caribe a través de los pasos en las Antillas Menores y Mayores.
Asimismo, el flujo principal de la corriente del Caribe, pasa alrededor de la parte Sur de la
ecorregion hacia el canal de Yucatan, a traves del cual entra al golfo de México (Wilkinson
et al., 2009).

Formacion del istmo de Panama

Las actuales caracteristicas geoldgicas y ambientales del istmo han sido resultado de
un proceso largo y complejo, pues no fue un evento uniforme y constante, sino que

consistio en reaperturas y cierres que iniciaron hace varios millones de afios (Marek, 2015).

Hace 20 millones de afios aproximadamente, los continentes de América del norte y
Ameérica del Sur estaban separados por una masa de agua, lo cual permitia que las aguas de
los oceanos Pacifico y Atlantico se mezclaran, hasta la formacion del istmo de Panama,
emergido totalmente hace tres millones de afios. La formacion del istmo inicidé por el
nacimiento de islas volcanicas que se fueron acumulando debido a la subduccién de la
placa de Cocos debajo de la Placa Caribefia y a su constante movimiento, también por la
acumulacion masiva de sedimentos producto de la erosion de América del norte y América
del Sur, que se fueron depositando en los espacios que habia entre las islas volcanicas
(Coates, 1997). Se considera uno de los eventos geoldgicos mas importantes en los ultimos
60 millones de afios, ya que ha tenido un gran impacto en el clima y biodiversidad del
planeta, pues al impedir el contacto entre ambos océanos, forzé a las corrientes oceénicas
de ambos lados a redireccionar la circulacion, creando masas de agua con condiciones muy
diferentes y la biota marina tuvo que cambiar y adaptarse a los nuevos escenarios
ambientales (Kumar, 2013). Dando como resultado que las comunidades bentdnicas del
Caribe presenten una estructura ecoldgica dominada por corales y algas calcareas, mientras
que comunidades del Pacifico presentan una estructura ecoldgica dominada por moluscos
(de Gracia et al., 2011).




JUSTIFICACION

Existen diversos estudios acerca del complejo de especies Gecarcinus lateralis, en
los cuales se considera la distincion entre G. lateralis y G. quadratus, con base en
caracteres morfologicos que presentan gran variacion intra-poblacional. Otros trabajos,
entre ellos el mas reciente (Perger y Wall, 2014), consideran que las poblaciones del
Atlantico y del Pacifico pertenecen a la misma especie, G. lateralis, sin embargo, no existe
sustento de evidencia molecular, la cual podria revelar la existencia de uno o mas linajes
distintos y morfolégicamente muy parecidos. Por ello, la realizacion de la presente tesis
incidira en la resolucion de este problema taxondmico, a través de diferentes analisis de
caracteristicas morfologicas y genéticas, que aporten informacion definitiva sobre el estatus

nominal de estas formas.

PRESENTACION DE LA TESIS

La informacion obtenida en los diferentes analisis se ha organizado en dos
capitulos; en el primero de ellos se llevd a cabo una revision morfoldgica con el fin de
evaluar si existen caracteres morfoldgicos (somaticos y reproductivos) de utilidad para
diferenciar a las especies de Gecarcinus que se distribuyen en las costas de México, G.
lateralis para el Atlantico y G. quadratus para el Pacifico. Se abordaron los temas
relacionados con la taxonomia del género Gecarcinus y con base en los resultados
obtenidos se desarroll6 un tratamiento taxonémico monografico para especies, en el cual se
compararon y describieron detalladamente los caracteres somaticos y reproductivos que
definen a las especies G. lateralis y G. quadratus, finalmente se traté de definir la variacion
a través de un gradiente geogréafico. En el segundo, se realizé un andlisis filogenético con
marcadores moleculares (COIl y 16S), con las secuencias obtenidas se obtuvo un arbol
filogenético concatenado bajo el método de inferencia Bayesiana y Maxima verosimilitud,
los cuales separaron claramente a las poblaciones del Atlantico y Pacifico mexicanos. Se
realizd la matriz de distancias genéticas utilizando las secuencias del gen COI bajo el
algoritmo Kimura 2 parametros, se calculo el tiempo de divergencia entre ambos linajes en

un rango y finalmente se obtuvo una red de haplotipos.




Capitulo I.

Taxonomia del género Gecarcinus Leach, 1814

INTRODUCCION

La familia Gecarcinidae MaclLeay, 1838, estd constituida por los cangrejos
semiterrestres que se distribuyen a lo largo de la planicie costera tropical americana, son
habitantes comunes de zonas de manglar, asi como de zonas més continentales adyacentes a
los cuerpos de agua salobre como marismas, estuarios y lagunas costeras. Geoldgicamente
datan de antes de la emersion de Centroamérica (Glaessner, 1969), por lo que al
completarse el levantamiento de este istmo las poblaciones quedaron fragmentadas. Dentro
de las especies que quedaron aisladas se encuentran las del género Gecarcinus Leach, 1814:
G. ruricola (Linnaeus, 1758) y G. lateralis Guerin, 1832, del Atléntico, asi como G.
quadratus De Saussure, 1853 y G. nobilii Perger y Wall, 2014, del lado del Pacifico.
Taxonomicamente, autores como Rathbun (1918), Chace y Hobbs (1969), Powers (1977),
Prahl y Manjarrés (1984) y Abele y Kim (1986), trataron de diferenciar morfoldgicamente a
cada una de estas especies, pero para ello utilizaron caracteres que presentan una alta
variabilidad y subjetividad. Actualmente no existe sustento con un analisis molecular, el
cual podria revelar la existencia de uno 0 mas linajes distintos, que morfolégicamente son

muy parecidos, o bien, si es una misma especie con gran variabilidad.

Morfol6gicamente la familia Gecarcinidae se caracteriza por tener un caparazon
convexo Y transversalmente ovalado con regiones bien definidas, margenes antero-laterales
fuertemente arqueados, no presentan ornamentacion en forma de dientes o I6bulos, son
lisos; los postero-laterales convergen posteriormente. La region pterigostomiana puede o no
presentar una densa capa de pubescencia que no esta arreglada en forma reticulada. Los
terceros maxilipedos estan separados, dejando entre ellos una abertura, que deja expuestas
las mandibulas; el palpo puede ser visible o estar oculto detrads del mero; el exopodo es
visible o esta escondido debajo del isquio; el borde distal del mero puede ser entero o con
una muesca (escotadura) somera o profunda. Los o0jos estan bien desarrollados vy
pigmentados. Los dactilos de los apéndices ambulatorios presentan de cuatro a seis hileras

longitudinales de espinas (Toledano-Carrasco, 2016) (Fig.1).




. A) vista dorsal; B) vista ventral (Modificado de Rathbun, 1918).
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En particular el género Gecarcinus se caracteriza por tener las regiones
pterigostomianas casi desnudas. Sélo la parte anterior del borde lateral estd marcada por
una linea marginal. EI margen fronto-orbital mide cerca de la mitad o menos de la mitad del
ancho maximo del caparazon y la frente esta fuertemente dirigida hacia abajo (Rathbun,
1918). Para identificar a las diferentes especies de Gecarcinus (G. lateralis, G. quadratus y
G. ruricola), tradicionalmente se utilizan caracteres como la forma del margen anterior del
mero del tercer maxilipedo (con el margen entero o con una muesca), el grado de cobertura
de dichos maxilipedos con respecto al margen anterior del epistoma (alcance de los
maxilipedos externos en relacion al margen anterior del epistoma), asi como (Fig. 2: A) el
namero de hileras espinosas en el dactilo de los apéndices ambulatorios (cuatro en G.
lateralis vs. seis en G. quadratus y G .ruricola) (Fig. 2: C). Sin embargo, se ha observado
que estos caracteres son imprecisos para distinguir entre especies, ya que son muy variables
intra-poblacionalmente, dificultando asi la determinacion a nivel de especie (Toledano-
Carrasco, 2016). Esto concuerda con la observacion de Turkay (1973), quien reporté una
alta variabilidad en el margen de los terceros maxilipedos incluso en la serie tipo, por lo
que consider6 que G. quadratus como una variacién de G. lateralis, siendo asi su
sinonimia. En un principio, Turkay (1970) considerd a G. quadratus como una subespecie
de G. lateralis, pero con la revision de los tipos depositados en el Museo de Historia

Natural de Paris, llegd a la conclusion de que se trataba de una sinonimia.

El trabajo méas reciente de Perger y Wall (2014), incluye una clave taxondmica,
utilizando nuevos caracteres para identificar a Gecarcinus lateralis, G. ruricola y una
especie nueva que proponen con el nombre de G. nobilii, considerando a G. gquadratus
como sinénimo de G. lateralis. Los caracteres utilizados tampoco fueron Utiles para la
identificacion de los organismos del golfo de México, ya que, con base en la descripcion,
algunos ejemplares corresponderian a G. nobilii, que segin los autores se encuentra

distribuida en el Pacifico.
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Figura 2. Estructuras de importancia taxonémica en Gecarcinus. A. Vista frontal (Distancias x-y y z-y tomadas por Perger
y Wall (2014) para diferenciar entre G. lateralis y G. nobilii). B. Principales estructuras ventrales numerando los somitas

abdominales y toracicas. C. Hileras de espinas del dactilo. D. Estructura del gondpodo del macho, vista caudal.




Algunos autores que consideraron a G. quadratus como una especie valida y que la
citaron para el Atlantico, son: Rathbun (1918), quien report6 a la especie en Turbo, region
del Atlantico de Colombia; Buitendijk (1950) en Veracruz, entre barras de Nautla y
Tecolutla; asi como Powers (1977) citando las siguientes localidades: Veracruz, México
hasta Turbo, Columbia (Caribe colombiano), Saint Croix, Jamaica y Barbados; asi como en
el Pacifico oriental, de Acapulco, México a La Libertad, Ecuador (Toledano-Carrasco,
2016).

ANTECEDENTES

Rathbun (1918), Powers (1977), Prahl y Manjarrés (1984) y Abele y Kim (1986)
utilizaron la forma y tamafio del mero de los terceros maxilipedos, asi como también el
namero de hileras en el dactilo de los apéndices ambulatorios, para diferenciar a las
especies del género Gecarcinus. Sin embargo, Turkay (1970) consider6 a G. guadratus
como una subespecie de G. lateralis, con la revision de tipos en el Museo de Historia
Natural de Paris (Turkay, 1973), lleg6 a la conclusion de que se trataba de una sinonimia,
ya gque encontrd una alta variabilidad en la forma del mero en los terceros maxilipedos, por

lo que consider6 que G. quadratus era una variacion de G. lateralis.

Perger y Wall (2014) incluyeron una clave taxonémica, proponiendo caracteres
nuevos para identificar a Gecarcinus lateralis, G. ruricola y una especie nueva que
describen con el nombre de G. nobilii, considerando a G. quadratus como una sinonimia
junior de G. lateralis. Los caracteres utilizados por estos autores son la forma del 16bulo
mesial del margen infra-orbital, la robustez de las espinas laterales del dactilo (fuertes o
débiles), asi como algunos patrones de coloracion en la superficie dorsal del caparazén.

Cabe mencionar que en su trabajo solo revisaron un ejemplar del Atlantico mexicano.




OBJETIVOS PARTICULARES

e Revisar el acervo de la Coleccion Nacional de Crustaceos (CNCR) del Instituto de
Biologia, UNAM, para encontrar todos los ejemplares de las especies de
Gecarcinus que se encuentran depositados.

e Integrar una base de datos donde se recab0 toda la informacion de los ejemplares
depositados en la CNCR, acerca de su nimero de catalogo, procedencia, medidas,
sexado.

e Efectuar una revision cuidadosa de los caracteres somaticos y reproductivos de
importancia diagnostica, en cada una de las especies que se encuentran presentes en

las costas de México.

MATERIAL Y METODO

Se revisaron los acervos de la Coleccion Nacional de Crustaceos (CNCR) del
Instituto de Biologia, UNAM, de la Coleccién Carcinologica del Laboratorio de
Entomologia y Artropodos, Escuela de Biologia de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn (CCLEA) y de la Coleccion de Crustaceos de Yucatan (CCY) depositada en la
UMDI-Sisal, de la Facultad de Ciencias, UNAM, (Anexol). De la CNCR se obtuvieron 75
lotes procedentes del Pacifico, Golfo de México y Mar Caribe. De la CCLEA se revisaron
30 ejemplares de los estados de Tamaulipas (La Laguna y playa La Pesca), Veracruz (Playa
Azul, Alvarado, Barra de Cazones y Rio Panuco) y Tabasco (playas Bruja y Chiltepec). De
la (CCY), se revisé un ejemplar de Arrecife Alacranes, Yucatan. Para incrementar el
numero de localidades, se realizaron recolectas manuales en la Barra de Sontecomapan,
Veracruz y en la Barra de Boca del Cielo, Puerto Arista, Chiapas, los ejemplares fueron
colocados en refrigeracion durante 20 minutos, posteriormente fueron fijados en alcohol
absoluto y etiquetados, ademas se lograron conseguir donaciones de ejemplares de playa
Mahahual, Quintana Roo; Cayo Arcas, Campeche; Playa Aragon, Oaxaca y Punta de Mita,
Nayarit. Cada uno de los ejemplares fue sexado, medido, analizado morfolégicamente e

identificado.




Se tomaron algunas medidas que fueron registradas en centimetros, como el ancho
maximo del caparazdn, ancho posterior del caparazon, largo del caparazén, ancho fronto-
orbital, ancho frontal, largo y ancho méximo del isquio de los terceros maxilipedos, largo y
ancho maximo del mero de los terceros maxilipedos, largo del maxilipedo completo y

distancia desde la base del mero de los terceros maxilipedos al epistoma.

Se realiz6 un registro fotografico de los ejemplares en vista dorsal, ventral y frontal,
asi como también del gonopodo izquierdo de los machos, los cuales fueron extraidos
cortando ligeramente con la aguja de diseccion sobre la articulacion donde estos apéndices
se unen al abdomen. Se les quitaron las cerdas y fueron colocados en tubos pequefios con
alcohol al 70%, para posteriormente obtener fotografias en el microscopio de capas Leica
Z16APOA con una camara LEICA DFC490 de ocho mega pixeles. Se tomaron fotografias
en diferentes vistas a una magnificacion de 7 X y escaladas a 2 milimetros (Fig. 2: D;
Figs.14-17).

Finalmente se efectu6 una descripcion detallada de ambas especies.

RESULTADOS

En la revision morfolégica no se encontraron caracteres que puedan diferenciar
claramente a las especies, algunos que se han observado y se han mantenido en la mayoria
de los ejemplares, son la forma del abdomen que, por lo general, en las hembras del
Pacifico es un poco estrecho sin llegar a cubrir por completo el esternito toracico, mientras
que en las hembras del golfo de México y mar Caribe el abdomen es tan ancho que cubre al
esternito toracico en gran parte o casi por completo. Esta diferencia en la forma del
abdomen fue més notoria en machos, los organismos del golfo presentaron la sexta somita
abdominal con los margenes laterales fuertemente convexos (Fig. 11: B). Otro caracter en
el que se presentd discrepancia fue la complexion de los bordes que delimitan el canal
eferente, pues en la mayoria de los organismos del Pacifico estos bordes estan fuertemente
marcados delimitando bien esta region, mientras que en los del golfo de México los bordes
eran someros, y aunque en algunos la region del canal eferente estaba definida, en muchos

otros no, siendo poco visible.




Gecarcinus Leach, 1814

Diagnosis.- Forma del caparazon parecida a la de Cardisoma, con las regiones
branquiales hinchadas. Regiones pterigostomianas casi desnudas. Solo la parte anterior del
borde lateral marcada por una linea marginal. Margen fronto-orbital cerca de la mitad o
menos de la mitad del ancho maximo del caparazén. Frente fuertemente dirigida hacia
abajo. Orbitas profundas, no son mucho mas anchas que altas; angulo externo no
prominente, el interno con un diente robusto que llega hasta la frente, separado del borde
frontal por una muesca profunda en forma de U. Ojos casi llenando las 6rbitas. Anténulas
plegadas oblicuamente y en gran parte ocultas por la frente; septo inter-antenular estrecho.
Antenas muy cortas, con el segmento basal muy pequefio que no llega a la frente (Rathbun,
1918).

Epistoma linear, a veces cubierto por los terceros maxilipedos. Cavidad bucal
subcircular o romboidal, mas ancha en el centro, sus margenes con una densa franja de
cerdas; terceros maxilipedos separados dejando una abertura central romboidal vy
exponiendo las mandibulas; isquio y mero anchos, subiguales en longitud, mero suboval,
ocultando el corto y robusto palpo, articulado en la parte media del margen anterior del
mero. Exognato oculto y provisto de un flagelo. Quelipedos robustos y casi lisos, pueden
ser de tamafio similar o ligeramente diferente. Apéndices ambulatorios robustos, el segundo
par es el mas largo, Gltimas tres articulaciones armadas con espinas, dactilo con cuatro a
seis hileras longitudinales. Placa esternal con franjas cortas de cerdas entre los esternitos

cuarto y quinto. Abdomen con siete somitas en ambos sexos (Toledano-Carrasco, 2016).

Gecarcinus lateralis Guerin, 1832
(Anexo, Figs. 10: A; 11: A-D; 12: A-J; 13: A-l; 14: A-N; 15: A-N; 16: A-N; 20: A-
F, 1-Q)

Gecarcinus lateralis Guerin, 1832: 7, pl. 5, figs. 1, 1a-b (In: Cuvier, Iconographie du Régne
animal). H. Milne-Edwards, 1834: pl. 18, figs. 2-6.

Ocypoda lateralis; Freminville, 1835: 224 (fide Rathbun, 1918: 355)

Gecarcinus lateralis; H. Milne-Edwards, 1837: 27. De Saussure, 1858: 440. Rathbun,
1918: 355. Chace y Hobbs, 1969: 198.

Gecarcinus (Gecarcinus) lateralis lateralis; Turkay, 1970: 337.




Gecarcinus (Gecarcinus) lateralis; Turkay, 1973: 974.

Gecarcinus lateralis; Powers, 1977: 139.

Gecarcinus (Gecarcinus) lateralis lateralis; Prahl y Manjarrés, 1984: 158.

Gecarcinus lateralis; Abele y Kim, 1986: 661. Hernandez-Aguilera, 1996: 92. Schubart et
al., 2006: 195. Ng et al., 2008: 215. Felder et al., 2009: 1088. Low et al., 2013:101. Perger
y Wall, 2014: 97. Hermoso-Salazar y Arvizu-Coyotzi, 2015: 21. Toledano-Carrasco, 2016:
37-41.

Descripcion.- Caparazon transversalmente oval, mas ancho en la mitad anterior y
fuertemente convexo, margenes antero-laterales fuertemente arqueados, diente antero-
lateral débilmente marcado. Regiones bien definidas por surcos someros. Region braquial
muy prominente. Margen fronto-orbital mide cerca de la mitad o un poco menos de la
anchura méaxima del caparazén. Frente mide cerca de 1/4 el largo del caparazon, esta puede
tener una superficie ligeramente cdncava o recta en algunos ejemplares, margen granulado,
ligeramente concavo y a veces dirigido hacia abajo; l6bulos frontales poco definidos (Fig.
10: A).

Orbitas bien desarrolladas con los margenes tuberculados. EI margen infra-orbital
tuberculado, interrumpido por una muesca profunda, se continta con una placa que forma
un l6bulo mesial, debajo de éste se extiende un borde suborbital (cresta) que inicia cerca del
borde superior del epistoma. Terceros maxilipedos separados entre ellos dejando una
abertura romboidal, pueden cubrir o quedar por debajo del epistoma (Fig. 11: A), en el
margen mesial hay un borde de cerdas; isquio y mero tienen casi la misma anchura, pero
respecto a la longitud, el isquio es mas largo que el mero, éste Gltimo por lo general con el
borde anterior recto, solo unos pocos presentan un ligera emarginacion o discontinuidad.
Palpo corto, oculto y articulado detras del mero, dirigido lateralmente. Exognato corto y
escondido detras del isquio (Fig. 20: A-F, I-Q).

Quelipedos subiguales, especialmente en las hembras, en los machos de gran
tamafio es posible observar una diferencia de tamafio significativa. Dactilo y propodio
puntiagudos, con la punta queratinizada, de esta se desprenden hileras de espinas que se
extienden a lo largo (Fig. 11: D). Superficie de la palma hinchada con una depresion interna
cerca de la zona de articulacion con el carpo. Carpo subtriangular, el margen dorso-mesial

puede ser liso en organismos de gran tamafio o presentar espinas en organismos pequefios.
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Mero elongado y subtriangular con la superficie estriada. Apendices ambulatorios
alargados y esbeltos con setas cortas; mero alargado con la superficie estriada, margen
dorsal dentado; carpo subtriangular, méas corto que el propodio, casi del mismo tamafio en
el quinto par de pereidépodos, margen dorsal dentado; propodio subrectangular alargado mas
corto que el dactilo, margenes dorsales y ventrales formados por espinas cortas y delgadas;
Déctilo de los apéndices ambulatorios pueden presentar de cuatro a seis hileras de espinas
(Fig. 11: C), las espinas laterales poco definidas y pueden cubrir cerca de un cuarto de la
longitud total del artejo o bien extenderse a todo lo largo, pueden ser escasas, es decir, dos

0 tres espinas o ser relativamente abundantes seis 0 mas espinas débiles.

Abdomen del macho relativamente mas angosto que en G. quadratus, con el telson
redondeado en el margen distal y algunas veces ligeramente puntiagudo. Sexta somita
ensanchada, con los margenes laterales fuertemente convexos, sobresaliendo notablemente
del telson (Fig. 2: B; fig. 11: B; fig. 13: A-I). En el caso de las hembras, el abdomen es
subcircular y en la mayoria este es tan ancho que cubre por completo o casi por completo el
esternito toracico (Fig. 12: A-J). En organismos de Cayo Arcas, el telson se observa méas
puntiagudo que en el resto, en los cuales éste es méas redondeado.

Machos con el G1 semicilindrico, adelgazandose distalmente, porcion apical
quitinizada y ornamentada con cerdas largas y esbeltas; placa apical cornea tan larga como
cerca de un tercio del gondpodo; eje principal con la sutura mayormente visible en vista
mesial y con la porcion distal de la superficie cefalica, terminada en una proyeccion
digitiforme que puede ser muy puntiaguda y alargada o redondeada y relativamente corta
dirigida apical o cefalicamente (Fig. 16), estd ornamentada con cerdas esbeltas que se
extienden distalmente.

En vista lateral, porcion distal del eje principal excavada y terminada en dos
proyecciones, la placa apical cérnea y la proyeccion digitiforme de la superficie cefélica, la
primera se extiende distalmente, es rectangular, suavemente acanalada y termina en forma
oblicua con el margen semicircular u ondulado, con el margen cefalico alcanzando mas alla
que el caudal; la segunda es agudamente triangular y se extiende hasta casi alcanzar la
mitad de la placa apical cornea (Fig. 14). En vista caudal la excavacion del eje principal es
evidente, dando a la placa apical cornea una inclinacién dirigida mesialmente, el patron de

ondulaciones de la placa varia (Fig. 15). En vista cefalica, placa apical dirigida disto-




lateralmente, fusionada al extremo distal de la superficie lateral y excavada en la porcion
superior; sutura marginal en posicion meso-cefalica, evidente, se extiende a todo lo largo
del eje principal (Fig. 16).

Hembras con el gonoporo situado en la sexta placa del esternito toracico y sobresale
de éste. El anillo que rodea al opérculo es oval y tiene los bordes afilados; el opérculo esta
formado por un I6bulo grande, longitudinalmente oval y sobresaliente (Toledano-Carrasco,
2016).

Coloracién. Superficie dorsal del caparazén con una pigmentacién oscura, excepto
en los margenes laterales, los cuales son anaranjados, margen posterior a veces presenta un

color mas tenue parecido al crema. Quelipedos y porcion inferior de la frente con una

coloracién anaranjada (Fig. 10: A).

Medidas.- Ancho maximo del caparazén: 3-6.45; Largo del caparazén: 2.73-4.91;
Margen frontal: 0.56-1.24; Margen fronto-orbital: 1.72-3.33. Distancia X-Y: 0.18-0.23;
Distancia Y-Z: 0.18-0.23 (Fig. 2: A).

Tabla 1. Datos de los sitios de muestreo, coleccion biol6gica en la que se encuentran los ejemplares, nimero de hembras,
machos y juveniles, nimero de inventario, sexo y nimero asignado dentro de cada muestra (H: hembra, M: macho, JU:

juvenil).
Coleccion Estado Municipio Localidad Datos de las muestras
biologica
CCLEA Tamaulipas Boca de La Laguna (29, 1 juvenil) C86-
Catén La Pesca 07182:H1, H2, JU
CCLEA Soto la (2?) C86-07094: H2
CCLEA Marina (12,13) Frasco D: H1, M1
CCLEA Veracruz Cazones Barra de Cazones (13) C86-06601: M2
CNCR Angel R. Rio Prieto (19,23) CNCR 33942:
Cabada H3, M3, M4
CNCR Barra de Sontecomapan (23) CNCR 33943: M1,
Catemaco M2
CCLEA Tabasco Paraiso Playa Bruja (13) C86-06495: M2
CCLEA Chiltepec (19,13) C86-06500: H1,
M1
CNCR Campeche Cayo Arcas (19,23) CNCR 34011:
H1, M1, M2
Cccy Yucatan Progreso Arrecife Alacranes (19) YUC-CC-255-11-
001024: H1
CNCR Quintana Othon P. Mahahual (13, 2 juveniles) CNCR
Roo Blanco 34010: M1, JU1, JUu2

Isla Cayo Norte Menor,




CNCR Banco Chinchorro (13) CNCR 30834: M

Distribucion geogréfica.- Atlantico occidental: desde Florida, EUA, a Venezuela
(Turkay, 1970), su distribucion es parcialmente simpéatrica con G. ruricola (Linnaeus,
1758).

Localidades citadas.- Barra de Coma, Puerto industrial de Altamira, Tampico,
Tamaulipas; Isla Lobos, Tecolutla, Villa Rica, EI Morro de la Mancha, Chachalacas,
Veracruz, Arrecife la Blanquilla, Arrecife de En medio, Isla Verde, Isla Sacrificios,
Montepio, Playa EIl Jicacal, Sontecomapan, Veracruz (Toledano-Carrasco, 2016); Playa
Limon, Tabasco; Laguna de Términos (Toledano-Carrasco, 2016), Campeche, Campeche;
Arrecife Alacranes, Yucatan (Delgado-Martinez, 2012); Isla Mujeres (Rathbun, 1918;
Toledano-Carrasco, 2016) e Isla Cozumel (Rathbun, 1918) Estacion ICML Puerto Morelos,
Quintana Roo (Toledano-Carrasco, 2016).

Héabitat.- En madrigueras, areas arenosas, en el dorso de dunas, bajo trozos de
arboles, hojarasca, bosques densos y mangles. Hasta arriba de 304 m en Dominica (Chace y
Hobbs, 1969).

Gecarcinus quadratus De Saussure, 1853
(Anexo, Figs. 10: B; 11: E-H; 12: K-O; 13: J-P; 17: A-L; 18: A-L; 19: A-L; 20: G-

H, R-X)

Gecarcinus quadratus De Saussure 1853: 360 (fide Rathbun, 1918: 358).

Gecarcinus lateralis: Young 1900: 239.

Gecarcinus quadratus; Rathbun 1918: 358; Garth 1948:58.

Gecarcinus (Gecarcinus) lateralis quadratus; Turkay 1970:338; Prahl y Manjarrés 1984:
155.

Gecarcinus quadratus; Ng et al. 2008:215. Arzola-Gonzalez et al. 2010: 187.

Gecarcinus lateralis: Perger y Wall 2014: 97.

Descripcion. Caparazon transversalmente oval, mas ancho en la mitad anterior y
fuertemente convexo, margenes antero-laterales fuertemente arqueados, diente antero-

lateral débilmente marcado. Regiones bien definidas por surcos someros. Region braquial




muy prominente. Margen fronto-orbital mide cerca de la mitad o un poco menos de la
anchura méxima del caparazén. Frente mide cerca de 1/4 el largo del caparazon, esta puede
tener una superficie ligeramente concava o recta en algunos ejemplares, margen granulado,
ligeramente concavo y a veces dirigido hacia abajo; l6bulos frontales poco definidos (Fig.
10: B).

Orbitas bien desarrolladas con los margenes tuberculados. EI margen infra-orbital
tuberculado, interrumpido por una muesca profunda, se continda con una placa que forma
un lébulo mesial, debajo de éste se extiende un borde suborbital (cresta) que inicia cerca del
borde superior del epistoma. Terceros maxilipedos separados entre ellos dejando una
abertura romboidal, pueden cubrir o quedar por debajo del epistoma (Fig. 11: E), en el
margen mesial hay un borde de cerdas; isquio y mero tienen casi la misma anchura, pero
respecto a la longitud, el isquio es més largo que el mero, éste ltimo por lo general con el
borde anterior recto, solo unos pocos presentan un ligera emarginacién o discontinuidad.
Palpo corto, oculto y articulado detras del mero, dirigido lateralmente. Exognato corto y
escondido detras del isquio (Fig. 20: G-H, R-X).

Quelipedos subiguales, especialmente en las hembras, en los machos de gran
tamafio es posible observar una diferencia de tamafio significativa. Déactilo y propodio
puntiagudos, con la punta queratinizada, de esta se desprenden hileras de espinas que se
extienden a lo largo (Fig. 11: H). Superficie de la palma hinchada con una depresion interna
cerca de la zona de articulacion con el carpo.

Carpo subtriangular, el margen dorso-mesial puede ser liso en organismos de gran
tamafo o presentar espinas en organismos pequefios. Mero elongado y subtriangular con la
superficie estriada. Apéndices ambulatorios alargados y esbeltos con setas cortas; mero
alargado con la superficie estriada, margen dorsal dentado; carpo subtriangular, mas corto
que el propodio, casi del mismo tamarfio en el quinto par de pereiépodos, margen dorsal
dentado; propodio subrectangular alargado maés corto que el dactilo, margenes dorsales y
ventrales formados por espinas cortas y delgadas; dactilo de los apéndices ambulatorios
casi siempre con seis hileras de espinas bien definidas (Fig. 2: C; Fig. 11: G), aunque en
algunos organismos de talla pequefia pueden distinguirse solo cinco hileras, las laterales

con espinas poco definidas; mientras que en los ejemplares méas grandes las espinas estan




tan definidas como las dorsales y ventrales. Abdomen del macho relativamente mas esbelto
que en G. lateralis, con el telson redondeado en el margen distal. Sexta somita
relativamente estrecha con los mérgenes laterales débilmente convexos, mas marcados en
los organismos de mayor talla, dando la apariencia de que los margenes del abdomen son
casi rectos desde el telson (Fig. 13: J-P). En el caso de las hembras, el abdomen es
subcircular y en la mayoria relativamente angosto que no alcanza a cubrir por completo el
esternito torécico (Fig. 12: K-O).

Machos con el G1 semicilindrico, adelgazandose distalmente, porcion apical
quitinizada y ornamentada con cerdas largas y esbeltas; placa apical cornea tan larga como
cerca de un tercio del gondpodo; eje principal con la sutura mayormente visible en vista
mesial y con la porcion distal de la superficie cefalica, terminada en una proyeccion
digitiforme que puede ser muy puntiaguda y alargada o redondeada y relativamente corta
dirigida apical o cefalicamente, esta ornamentada con cerdas esbeltas que se extienden
distalmente (Fig. 19).

En vista lateral, porcion distal del eje principal excavada y terminada en dos
proyecciones, la placa apical cornea y la proyeccion digitiforme de la superficie cefalica, la
primera se extiende distalmente, es rectangular, suavemente acanalada y termina en forma
oblicua con el margen semicircular u ondulado, con el margen cefélico alcanzando mas alla
que el caudal; la segunda es agudamente triangular y se extiende hasta casi alcanzar la
mitad de la placa apical cornea (Fig. 17). En vista caudal la excavacién del eje principal es
evidente, dando a la placa apical cornea una inclinacién dirigida mesialmente, el patron de
ondulaciones de la placa varia (Fig. 18). En vista cefalica, placa apical dirigida disto-
lateralmente, fusionada al extremo distal de la superficie lateral y excavada en la porcion
superior; sutura marginal en posicion meso-cefalica, evidente, se extiende a todo lo largo
del eje principal (Fig. 19).

Gonoporo similar al de G. lateralis (Ver descripcion de G. lateralis).

Coloracion en vida. Casi toda la superficie dorsal del caparazon presenta un tono
morado obscuro, en algunos organismos se observan los margenes posterior y postero-
lateral con una pigmentacion amarilla o ligeramente anaranjada, al igual que los apéndices
ambulatorios. Se presentan dos parches amarillos o naranja claro ubicados antero-

lateralmente en la superficie dorsal del caparazon por encima de las orbitas, la frente




presenta esta misma coloracion que, a veces solo se observa en la porcién central pues los

margenes frontales presentan un color morado obscuro. Los quelipedos presentan una

coloracion violeta, siendo méas intensa en el carpo y mero (Fig. 10: B).

Medidas.- Ancho méaximo del caparazén: 1.25 -7.17; Largo del caparazén: 1.1-
5.43; Margen frontal: 0.32-1.26; Margen fronto-orbital: 0.85- 3.31. Distancia X-Y: 0.03-

0.15; Distancia Y-Z: 0.05-0.2 (Fig. 2: A).

Tabla 2. Datos de los sitios de muestreo, coleccion bioldgica en la que se encuentran los ejemplares, nimero de
inventario, sexo y nimero de cada organismo asignado dentro de cada muestra (H: hembra, M: macho, JU: juvenil).

Coleccion Estado Municipio Localidad Datos de las muestras
biologica
CNCR Guerrero Zihuatanejo Playa Troncones (19, 13, 1 juvenil) CNCR
19003: H1, M1, JU
CNCR Oaxaca Santa Maria Playa Aragon (19, 13) CNCR 34013: H1, M3
Tonameca
CNCR Nayarit Bahia de Punta Mita (23) CNCR 33941: M1, M2
CNCR Banderas Playa Higuera Blanca  (1J) CNCR 34012: M1
CNCR Chiapas Tonalé Barra de Boca del (23) CNCR 34630:M1, M2
Cielo
CNCR Jalisco La Huerta Estacién de Chamela (13) CNCR 34846: M1
CNCR Sinaloa Isla Venados (29, 83) CNCR 362: H1, H2,
M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7,
M8
CNCR Michoacéan Maruata Maruata (13) CNCR 11736: M1
Lazaro Rio Popoyuta (29) CNCR25629: H1, H2
Cardenas
Monte del Oro, (29, 38) CNCR 6158: H1, H2,
carretera Tecoman- M1, M2, M3
Playa Azul
CNCR Oaxaca Santa Maria Puerto Escondido , (19) CNCR 3031: H1
Colotepec Bahia Carrizalillo
CNCR Jalisco De La Huerta Bahia de Chamela (29) CNCR 3514: H1; CNCR

3517: H1

Distribucion geografica.- Se extiende desde el Alto Golfo de California, México a
Bahia Elena, Ecuador (Brusca, 1980).

Localidades citadas.- Isla Pajaros (Arzola-Gonzalez et al., 2010), Mazatlan, Sinaloa
(Rathbun, 1918; Rodriguez de la Cruz, 1987); Acapulco, Guerrero (Rathbun, 1918).




Habitat.- En Isla P4jaros se observé en zonas de tallos de manglar y en la zona de

vegetacion costera (Arzola-Gonzélez et al., 2010).

DISCUSION

En general, Gecarcinus lateralis presentdé méas variacion en los caracteres
morfologicos tradicionalmente utilizados para distinguirla de G. quadratus, por ejemplo, la
mayoria de los individuos de G. quadratus presentaron el margen anterior de los terceros
maxilipedos rectos o enteros (Fig. 11: E; fig. 20: G-H y R-X), pocos ejemplares tuvieron
una ligera muesca en alguno de los maxilipedos, casi todos con seis hileras de espinas bien
definidas en los déactilos de los pereiépodos (Fig. 11: G), en los ejemplares de menor
tamafo solo se distinguian cinco. En G. lateralis el margen anterior del mero de los
terceros maxilipedos presentd una muesca, a veces muy marcada (Fig. 20: E, O y Q)
raramente fue somera o suave (Fig. 20: D, H, I, M y P), y en ocasiones, alguno de los
maxilipedos o ambos tuvieron este margen entero (Fig. 20: C), caracter que
tradicionalmente identificaria a G. quadratus. EI nimero de hileras de espinas en los
dactilos de los pereidépodos fue muy variable también, pues se observaron de cuatro a cinco
hileras de espinas, las laterales poco definidas e incompletas (Fig. 11: C). En ambos casos
los organismos de mayor talla presentaron el mero de los terceros maxilipedos méas

desarrollados y alargados.

Se observaron algunos caracteres que si fueron diferentes inter-poblacionalmente,
uno de ellos fue la coloracion que a pesar de que en los ejemplares revisados se mantuvo
constante, Perger y Wall (2014) registraron organismos de la costa Atlantica de Costa Rica
que presentaron una coloracion similar a los ejemplares de G. quadratus, como el color
violeta en las quelas y un patrén similar en el caparazon, con excepcion de los parches
color naranja arriba de las orbitas. Otro problema de utilizar la coloracion como
caracteristica diagndstica, es que en organismos que se han preservado en alcohol por
muchos afos ya no es posible observar los tonos claramente, dificultando su identificacion.
Este caracter se ha utilizado en otros trabajos de decapodos, de acuerdo con Bruce (1975) y

Knowlton (1986) en muchos grupos tanto la coloracion, como su patron, es Util para




distinguir especies que difieren poco morfologicamente. Diferencias genéticas y en
patrones de coloracion se ha observado en especies cripticas como cangrejos ermitafios
(e.g. Malay y Paulay, 2009), langostas espinosas (Ravago y Juinio-Menez, 2003), cangrejos
porcelanidos (Hiller et al., 2006) y cangrejos del género Discoplax A. Milne-Edwards,
1867 (Ng y Davie, 2012) (fide Perger y Wall, 2014).

Se observo variacion en la forma del abdomen, tanto en hembras como en machos,
siendo méas notable y constante la diferencia en los machos. EI abdomen de las hembras de
G. lateralis en su mayoria tuvo la sexta somita fuertemente ensanchada excepto en un
organismo de Cayo Arcas (Fig. 12: H) el cual present6 el abdomen mas estrecho dentro de
la poblacién, sin embargo, genéticamente no fue diferente al resto de la poblacion.
Respecto a las hembras de G. quadratus el abdomen fue relativamente estrecho sobre todo
en la sexta somita, que nunca cubri6 por completo el térax ni alcanzo el margen lateral de la
cuarta placa torécica (Fig. 12: K-O). Este caracter no se asoci6 con la talla pues incluso en
organismos de tamafio similar se observaron estas diferencias, por ejemplo, al comparar el
abdomen de dos hembras de talla grande, una del Morro de la Mancha, Veracruz (Fig. 12:
J) y una de San Blas, Nayarit (Fig. 12: O), se observd que la sexta somita fue maés
ensanchada en la primera, tocando casi el margen lateral de la cuarta placa toracica. En el
caso de los machos la diferencia en el abdomen fue mas marcada y constante, en G.
lateralis la sexta somita se observO muy ensanchada, con los margenes laterales
fuertemente convexos y el telson puntiagudo (Fig. 13: A-1), a diferencia de G. quadratus,
en el cual la sexta somita fue méas estrecha, con los margenes laterales casi rectos y en
algunos casos el telson muy redondeado (Fig. 13: J, K, M y O), en otros ligeramente
puntiagudo (Fig. 13: L, N y P). Los individuos de EI Morro de la Mancha, Veracruz (Fig.
13: 1) y de Zihuatanejo, Guerrero (Fig. 13: P) presentaron una talla grande y también se
observaron las diferencias en la forma del abdomen. Algunos individuos no fueron
analizados genéticamente debido a que el tejido ya se encontraba en mal estado (Fig. 12: J
y O; fig. 13: 1y P).

Ng y Shih (2015) utilizaron la forma del abdomen como un carécter para distinguir
especies dentro del complejo Discoplax longipes A. Milne-Edwards, 1867, en el cual hubo
una ligera variacion en la forma de la sexta somita del macho. En D. longipes la sexta
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somita fue méas ancha y los margenes laterales mas convexos, mientras que en D. michalis

Ng y Shih, 2015 fue menos ancha y los margenes laterales menos convexos.

Es importante mencionar que, en los braquiuros, un carécter robusto para diferenciar
entre especies es la morfologia del gondpodo (G1) de los machos, sin embargo, en este
grupo existe gran variacion morfologica sin que se observe un patron geografico claro,
como Toledano-Carrasco (2016) habia reportado para el golfo de Meéxico y Caribe
mexicano. Dicha variacion podria ser resultado de la variacion producida por el ambiente y
los genes como lo ha citado anteriormente Dujardin (2002). Esta variacion también se ha
observado en otras especies de crustaceos como Strengeriana maniformis Campos y
Rodriguez, 1993, en la cual, la regiébn mas variable fue el proceso mesial (Pedraza y
Campos, 2007).

Autoria de Gecarcinus lateralis

La autoria del nombre Gecarcinus lateralis se le ha atribuido a Freminville (1835)
quien originalmente nombré Ocypoda lateralis a los organismos provenientes de las
Antillas Francesas: Maria Galante, La Désirade, Guadalupe y Martinica. Sin embargo, Low
et al. (2013) reportaron que, anteriormente Guerin en 1832, ya habia utilizado el nombre de
“Gecarcinus lateralis Freminv.” en su Iconographie du Régne animal de G. Cuvier, razon
por la cual se le deberia reconocer como autor de este nombre. Esta es la razon por la cual
en el presente trabajo al igual que en Low et al. (2013), la autoria del nombre se le atribuye
a Guerin (1832).

CONCLUSIONES

7% Gecarcinus lateralis present6 mas variacion morfoldgica intra-especifica que G.
quadratus en los caracteres revisados, tales como, la forma del mero de los terceros
maxilipedos y el nimero de hileras de espinas en los dactilos de los pereidépodos.

7 Los caracteres diferentes inter-poblacionalmente fueron la coloracion en vida, la
forma y grado de cobertura del abdomen con respecto al torax y la complexion de

los bordes que delimitan el canal eferente.




7 La coloracién no se consideré un caracter robusto, pues, a pesar de que en los
ejemplares revisados en este trabajo se mantuvo constante, en el Atlantico de Costa
Rica se encontraron ejemplares con una coloracion similar a los ejemplares de G.
quadratus del Pacifico mexicano.

% La diferencia en la forma del abdomen se observé tanto en hembras como en
machos, siendo més notable y constante en los machos. En G. lateralis tanto en
hembras como en machos la sexta somita se noté mas ensanchada y en el caso de
los machos, los margenes laterales estaban fuertemente convexos, mientras que en
G. quadratus fueron ligeramente convexos casi rectos. Ademas, G. lateralis
presentd el telson mas puntiagudo que G. quadratus.

X Respecto a los bordes que delimitan el canal eferente, en la mayoria de los
organismos del Pacifico estaban fuertemente marcados delimitando bien esta region,
mientras que en los del golfo de México los bordes eran someros, y aunque en
algunos la region del canal estaba definida, en muchos otros no, siendo poco visible.

/% En estos cangrejos los caracteres sexuales no fueron de utilidad para distinguir entre
especies pues tanto el gondpodo del macho como el gonoporo de la hembra,
presentaron gran variacion morfoldgica sin corresponder a un patron geografico.

% Debido al estado de conservacion de la mayoria de los ejemplares revisados, no fue
posible incluirlos en el analisis genético pues el tejido ya estaba muy deteriorado,
dejando fuera varias localidades de los estados de Michoacéan, Jalisco, Sinaloa, Baja
California, Tabasco y Campeche, entre ellos, los ejemplares de mayor tamafio, a

menudo confundidos con ejemplares de G. ruricola.




Capitulo II.

Filogenia y filogeografia

INTRODUCCION
Inferencia filogenética y sus métodos

Actualmente existe un gran numero de técnicas moleculares aplicables a
sistematica, siendo el analisis mas popular en la mayoria de los estudios recientes, la
comparacion de la variacion en secuencias de ADN y/o proteinas (San Mauro y Agorreta,
2010), que es utilizada en investigaciones de diversidad genética, como genética de

poblaciones, sistematica y filogeografia, entre otras (Botello, 2008).

Los métodos de inferencia filogenética (el patron de relaciones histdricas entre
linajes de organismos y/o secuencias) van desde lo mas simple, basados en parsimonia,
hasta los mas complejos y altamente parametrizados basados en méxima verosimilitud y
enfoques bayesianos. En general, la sistematica molecular provee un marco estadistico
poderoso para evaluar hipdtesis y estimacion de procesos evolutivos, incluyendo los
tiempos de divergencia entre taxones. De los métodos que se han desarrollado para
reconstruir relaciones filogenéticas, existen tres que han dominado en los estudios de
sistematica molecular: maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana
(San Mauro y Agorreta, 2010). EI método de Neighbour-Joining (NJ) se usa
frecuentemente, sin embargo, no es un método filogenético ya que solo agrupa por el grado
de parecido, sin reflejar las relaciones evolutivas (Pefia, 2011).

El algoritmo Neighbour-Joining consiste en generar un unico “arbol filogenético”
final, el cual, segin Saitou y Nei (1987), no necesariamente serd el “arbol verdadero”.
Consiste en unir las dos secuencias que tengan la menor distancia genética. Posteriormente,
este par inicial se considera como una sola entidad, y se busca el siguiente terminal que
tenga la menor distancia genética con este. El procedimiento continGa hasta unir todos los
terminales al “arbol filogenético” (Saitou y Nei, 1987). En el caso de secuencias de ADN,
la distancia genética entre dos terminales se calcula en base al nimero total de sustituciones

de bases nitrogenadas, es decir, en el nimero de bases nitrogenadas que son diferentes en--




estas dos secuencias. Para seleccionar los terminales que tengan menor distancia genética,
es necesario construir una matriz estandar de distancias entre todas las posibles
combinaciones de terminales. Entonces se construye el “arbol filogenético” agregando
terminales tomando como informacion los valores de la matriz de distancias (Saitou y Nei,
1987).

El método de maxima parsimonia utiliza los estados de caracter y se basa en el
criterio de optimizacion, el cual es una regla para decidir cuél de los arboles alternativos es
el mejor. Este criterio selecciona el arbol o arboles que requieran el menor nimero de
cambios de estado de caracter, tratando de minimizar la homoplasia. La busqueda de todas
las topologias o arboles posibles puede ser heuristica o exhaustiva. ElI primer tipo de
basqueda es aquella en la que no se evaltan todos los arboles posibles, por lo cual no se
puede garantizar obtener el arbol 6ptimo, mientras que en la segunda, se analizan todos los
arboles posibles, se utiliza cuando las secuencias que se analizan son pocas, lo cual
garantiza obtener el arbol mas dptimo (San Mauro y Agorreta, 2010). La ventaja de este
método, es la rapidez al analizar grandes bases de datos que contienen muchas secuencias,
es robusto si las ramas del arbol son cortas, esto puede deberse a que las secuencias estan
estrechamente relacionadas o porque el muestreo de los taxones es denso. Sin embargo, la
parsimonia maxima puede funcionar mal e incluso ser seriamente engafiosa, si hay una
variacion sustancial en las tasas de evolucion entre los taxones. En este caso, los taxones
con las tasas de sustitucion mas rapidas aparecen en el arbol como ramas largas y tienden a

agruparse artificialmente (San Mauro y Agorreta, 2010).

Maéxima verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB) son métodos estadisticos
basados en modelos de evolucién molecular, donde se toma en cuenta conocimiento a priori
acerca de los caracteres, especialmente cuando son caracteres moleculares, frecuentemente
secuencias de nucleotidos de ADN. EI método ML estima la probabilidad de qué tan bien la
matriz de caracteres es explicada por los arboles filogenéticos (Felsenstein, 2004), mientras
que IB estima la probabilidad de qué tan bien los arboles filogenéticos son explicados por
los datos (la matriz de caracteres) (Huelsenbeck et al., 2001; Brooks et al., 2007). ML
necesita calcular cada arbol posible que pueda ser derivado de los datos segun el modelo de
evolucion seleccionado. Ademas, debe calcular la longitud de ramas para cada arbol




diferente (Huelsenbeck y Rannala, 1997). Algunos prefieren usar IB sobre ML debido a
que el primer método utiliza “atajos” para los calculos al emplear el algoritmo conocido
como Markov Chain Monte Carlo (MCMC), el cual permite realizar busquedas a través de
un numero menor de arboles segun sus valores de probabilidades posteriores (Huelsenbeck
et al., 2001). Esto permite que la IB demande menos poder computacional y sea mas rapida
que ML. El arbol que refleja una aproximacién més real de la historia evolutiva de un
grupo de secuencias se define como el arbol con la méxima credibilidad de clados (MCC)
(Pérez-Parra, 2016).

Reloj molecular

Una forma sencilla de evaluar las relaciones evolutivas entre diferentes alelos es
estimar cuanto difieren dos secuencias homdlogas. Es decir, se puede estimar hace cuanto
tiempo divergieron dos secuencias con base en qué tan diferentes son una de otra, pues
secuencias similares en general habrén divergido recientemente y secuencias muy
diferentes habran sido evolutivamente independientes por un tiempo relativamente largo
(Vazquez-Dominguez et. al., 2009a). Dicha estimacidon sobre la divergencia de un linaje se
basa en el hecho de que a medida que pasa el tiempo, las diferencias genéticas entre un par
de secuencias se acumulan. La hipétesis del reloj molecular postula que las secuencias de
ADN evolucionan a tasas casi constantes, por lo cual, la cantidad de diferencias
moleculares entre un par de secuencias es aproximadamente proporcional al tiempo
transcurrido desde que divergieron de su ancestro comun (Zuckerkandl y Pauling, 1965;
Magallén, 2004). Para calibrar la escala de tiempo de una filogenia se debe asignar una
edad absoluta a un nodo dentro del arbol filogenético con el fin de convertir los tiempos de
divergencia en unidades absolutas de tiempo (e.g., millones de afios) (Magallon, 2004). La
calibracion puede derivar de informacion del registro fésil, informacion biogeografica o
tectonica, tasas de substitucion molecular absolutas conocidas a priori, o fechas obtenidas
en estudios independientes (Magallon, 2018). Las calibraciones temporales pueden ser
implementadas como una edad puntual y fija, como una edad minima o como una edad
maxima. Las calibraciones puntuales son arriesgadas, ya que implican que la edad de
calibracion se conoce sin error; es decir, que la edad de la fuente de calibracion (e.g., el
fosil o el evento de vicarianza) es veridica, que la edad esta siendo aplicada al nodo




correcto en el arbol filogenético y que la edad corresponde exactamente al momento de la
divergencia de un par de linajes en el arbol filogenético. Las calibraciones implementadas
como edades minimas implican que el nodo calibrado es de la misma edad, o mas viejo,
que la edad de calibracion. Esta implementacion es adecuada cuando la fuente de la
calibracion proviene del registro fosil, ya que cualquier fosil es, por definicion, mas joven
que el evento de bifurcacion filogenética que origino el linaje al que pertenece. Cuando una
calibracion es implementada como edad maxima, el nodo calibrado es de la misma edad o
mas joven que la edad asignada. Estas calibraciones son utiles cuando la fuente de la edad
es, por ejemplo, un evento tectdnico o geoldgico que origind la divergencia por vicarianza
de las ramas que derivan del nodo calibrado. Sin embargo, la aplicacion de este tipo de
calibraciones requiere de evidencia solida de que el evento geoldgico precedio a la
divergencia filogenética (Magallon, 2004). Las especies geminadas son un punto de
calibracion potencialmente importante y poderoso para el reloj molecular en organismos
marinos, que a su vez se puede utilizar para estimar los tiempos de divergencia en otras
especies (Collins, 1996; Knowlton y Weigt, 1998; Lessios, 1998).

El reloj molecular puede utilizar dos métodos para calcular el tiempo de
divergencia, estricto o relajado. Un reloj molecular relajado es una técnica filogenética que
da cabida a las diferentes tasas de substitucion molecular en diferentes ramas del arbol
filogenético (Pybus, 2006; Magallon, 2018), bajo el concepto del reloj molecular estricto
las tasas de cambio molecular son universalmente constantes (Magallén, 2018). El uso
extenso de los métodos de reloj molecular relajado ha identificado condiciones
metodoldgicas y situaciones empiricas en las que los modelos implementados no
corresponden a la realidad, llevando a resultados erroneos. El reloj molecular estricto,
presenta varios problemas, tanto bioldgicos como metodologicos. Uno de los méas severos
es que las tasas de cambio molecular difieren, a veces profundamente, entre los linajes
bioldgicos, inclusive entre poblaciones de la misma especie y especies muy cercanamente

relacionadas (Magall6n, 2018).
Filogeografia

En un sentido amplio, la filogeografia comprende los estudios filogenéticos de la

distribucion espacial de cualquier caracteristica (morfoldgica, etoldgica, etc.), en una
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definicion mas especifica, es el estudio de principios y procesos que rigen las distribucion
geogréfica de los linajes genealdgicos, especialmente los que estdn dentro y entre especies
estrechamente relacionadas (Avise et al., 1987), basandose, en su mayoria, en el analisis de
ADN mitocondrial (ADNmt). Dado que los haplotipos o variantes del ADNmt registran
una historia matrilineal de eventos mutacionales, es posible conectarlos de un modo
filogenéticamente comprensible en un filograma, el cual se superpone con la distribucion
geogréfica del grupo en estudio (Avise, 2000). Esta disciplina parte de la idea de que la
gran mayoria de las especies en la naturaleza muestran cierto grado de estructura genética
asociada con la historia geogréafica. Dicha estructura puede volverse compleja debido a que
las especies habitan areas de fuerte actividad tecto-volcénica o paleoclimatica, o ser menos
compleja, como en el caso de las poblaciones con tasas altas de migracion, o cuyo
aislamiento es relativamente reciente en términos geologicos. Ademas se puede utilizar
como una herramienta para esclarecer patrones historicos y evolutivos entre poblaciones de
una misma especie, para inferir procesos demograficos histéricos como flujo génico,
tamarfio efectivo de la poblacion, secuencias de colonizacién, cuellos de botella, o también
para determinar fronteras entre especies e identificar unidades de conservacion
(Dominguez-Dominguez y Vézquez-Dominguez, 2009). El crecimiento del numero de
trabajos sobre filogeografia, desde sus inicios en 1987, ha sido explosivo y abarca casi
todos los grupos animales (Avise, 1998, 2000).

Redes de haplotipos

La filogeografia utiliza con més frecuencia tanto métodos filogenéticos tradicionales
como de reconstruccién filogenética. Las redes de haplotipos permiten describir relaciones
evolutivas en forma de arboles multifurcados, en los cuales, un Unico haplotipo puede dar
origen a muchos haplotipos arreglados en forma de redes. Estas redes son conocidas como
redes minimas de haplotipos, en otras palabras, las conexiones entre haplotipos son dadas
por el minimo numero posible de mutaciones entre ellos (Vazquez-Dominguez et al.,

2009b; Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).

Las conexiones entre haplotipos representan eventos coalescentes y a partir de la red

de parsimonia pueden hacerse predicciones como:




e Los haplotipos con mayor frecuencia tienen alta probabilidad de ser alelos
ancestrales.

e Los haplotipos que tienen maltiples conexiones muy probablemente son ancestrales.

e Dentro de la red, los haplotipos ancestrales son los que se encuentran al interior del
diagrama y los nuevos, tienen mayor probabilidad de ser periféricos.

e Se espera que los haplotipos ancestrales tengan una amplia distribucién geogréfica
debido a que los individuos que los poseen, han tenido mayor tiempo para
dispersarse.

e Los haplotipos con una Unica conexion, se preve estan unidos a haplotipos de la
misma poblacién, dado que han evolucionado recientemente y por lo tanto no ha
tenido tanto tiempo para dispersarse (Vazquez-Dominguez et al., 2009b).

ADN mitocondrial

En especies animales, el ADNmt se ha convertido en un instrumento fundamental
del andlisis filogeogréfico, ya que ademas de no recombinar, presenta una tasa de mutacion
elevada debido a que es una molécula circular que carece de histonas asociadas y a un
sistema de reparacion del ADN ineficiente (Bogenhagen, 1999; Gredilla, 2010), aunado a
esto, es de herencia casi exclusivamente materna (herencia matrilineal), restringiendo la
transmision de ADNmt a través del esperma a unas pocas especies (Gillespie,1986;
Harrison, 1989; Anderson et al., 1995), a diferencia de los genes nucleares (Brown et al.,
1979; Wolfe et al., 1987). Las células somaticas tipicas poseen cientos a miles de
mitocondrias, cada una con varias copias de ADNmt, sin embargo, en general existe un
haplotipo mitocondrial preponderante por cada individuo (Lanteri y Confalonieri, 2002).
Todas estas caracteristicas facilitan la amplificacion e interpretacion de las secuencias
resultantes (Schubart et al., 2000). Algunos de los genes utilizados en este tipo de estudios
son los mitocondriales citocromo oxidasa subunidad 1 (COl), citocromo b (cyt-b), 12S y
16S ARNI, los dos primeros son codificantes, mientras que los otros dos son estructurales y
no codificantes (Schubart et al., 2000). En particular, el gen 16S se utiliza frecuentemente
para analisis filogenéticos de muchos taxones animales, debido a que es un gen
relativamente conservado que permite hacer comparaciones entre linajes evolutivos a nivel

de especie (Ptacek et al., 2001; Garcia-Rodriguez y Perez-Enriquez, 2008). En crustaceos,
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su secuencia completa es bien conocida solo para una especie, el anostraco Artemia
franciscana Kellog, 1906, sin embargo, una region en particular de aproximadamente 520
pares de bases ha llegado a ser una de las secuencias méas utilizadas para estudios de
molecular en crustaceos (Schubart et al., 2000). EI gen COI se utiliza como un identificador
unico para cada especie del reino animal (Hebert et al., 2003), ademas permite descubrir
especies cripticas en grupos de morfologia compleja o inaccesible (Hebert et al., 2003;
Silva-Brandao et al., 2009). El alineamiento se facilita, debido a que las secuencias de
aminoacidos de este gen son altamente conservadas a través de los niveles jerarquicos
superiores al de especie. Asi, dado el nivel de conservacion, las sustituciones en los
aminoacidos son raras entre las especies, lo cual permite que sea una buena herramienta

para distinguirlas (Hillis et al., 1996).
Filogenia de la superfamilia Grapsoidea

Respecto a las relaciones de los Gecarcinidae dentro de la superfamilia Grapsoidea,
Schubart y colaboradores (2006), realizaron un estudio filogenético, utilizando el método
de méaxima parsimonia e inferencia Bayesiana (Fig. 3). La familia Gecarcinidae junto con
los géneros Plagusia Latreille, 1804 y Euchirograpsus H. Milne-Edwards, 1853 de la
familia Plagusiidae Dana, 1851, formaron un clado parafilético. Los tres géneros de
Gecarcinidae (Cardisoma, Gecarcoidea y Gecarcinus) siempre aparecieron cercanos, pero

formaron un grupo parafilético debido a la inclusién de Plagusiidae.
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Figura 3. Filogenia molecular de la superfamilia Grapsoidea modificada de Schubart et al. (2006).



ANTECEDENTES

Existen varios trabajos acerca de especies trans-istmicas que han sido reconocidas
con ayuda de herramientas moleculares, los cuales abarcan grupos como peces marinos,
moluscos, poliquetos y crustaceos (Schubart et al., 2014). Dentro de los crustaceos, Laguna
(1987) describid un nueva especie de percebe del Pacifico tropical oriental, nombrada como
Euraphia eastropacensis Laguna, 1987 que fue separada de su congénere E. rhizophorae

(de Oliveira, 1940) mediante evidencia morfoldgica y electroforética.

Anker et al., 2009 realizaron una revision morfologica de especies pertenecientes al
género Alpheus Fabricius, 1798, utilizando también evidencia molecular. Alpheus bouvieri
A. Milne-Edwards, 1878, se consideraba una especie distribuida tanto en el Atlantico
occidental como en el Pacifico oriental, sin embargo, los autores restringieron su
distribucion al Atlantico, mientras que la especie del Pacifico se nombrd A. javieri Anker et
al., 2009. Otra especie nueva, A. agilis Anker et al., 2009, cercanamente relacionada a la
especie del Pacifico oriental A. hebes Kim y Abele, 1988, fue descrita con base en

especimenes del Atlantico oriental y Atlantico occidental.

Especificamente en la superfamilia Grapsoidea, Pachygrapsus transversus (Gibbes,
1850), que era considerada una forma anfiamericana, fue dividida por Schubart et al.
(2005), en dos especies hermanas, P. transversus para el Atlantico y P. socius Stimpson,
1871 para el Pacifico, revalidando esta ultima. Otro caso es el del género Aratus H. Milne-
Edwards, 1853, ya que su Unica especie A. pisonii (H. Milne-Edwards, 1837), registrada par
ambas costas de América, fue separada por Thiercelin y Schubart (2014), quedando la
forma antes mencionada, restringida al Atlantico y A. pacificus Thiercelin y Schubart,
2014, para el Pacifico. En estos trabajos, ademas de algunos caracteres morfoldgicos que
muestran ligeras variaciones, también se utilizaron métodos de inferencia filogenética y

filogeogréaficos para separar a las especies.




OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la existencia de las especies hermanas Gecarcinus lateralis y G. quadratus
mediante el uso de herramientas moleculares.
e Calcular el tiempo de divergencia.

e Caracterizar la diversidad genética en cada clado.

MATERIAL Y METODO
Obtencion de tejido y extraccion de ADN

Se tomaron en cuenta los ejemplares méas recientes para realizar la extraccion de
tejido y posteriormente la de ADN, tratando de abarcar todo el rango de distribucion de la
especie en México o incluso en otros paises del Caribe y Centroamérica. También se
intentd obtener ADN de ejemplares antiguos y no se tuvo éxito. El tejido se obtuvo de las
branquias o del musculo de los apéndices ambulatorios, colocandose en tubos Eppendorf

con alcohol absoluto manteniéndose en congelacion para conservar el tejido.

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo del kit “Animal and Fungi
DNA Preparation Kit, L pack. Solution based genomic DNA purification from animal
tissue and fungi” del laboratorio Jena Biosciense. Una vez obtenido el ADN, se llevo a
cabo la cuantificacion con el uso de un espectrofotometro Nano Drop 2000
Spectrophotomer de Thermo Scientific y la electroforesis en gel de agarosa al 1% para ver
su estado de integridad. Posteriormente mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se amplificaron fragmentos de los genes citocromo oxidasa subunidad | (COIl) y de
la subunidad del ribosoma 16S ARNTr, con el Kit MyTaq, para el primero se utilizaron los
oligos LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") y HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (Folmer et al., 1994); mientras que para el
segundo se utilizaron dos juegos de oligos, 16Sa (5"-CGCCTGTTTACTAAAAACAT-3")
y 16Sb (5"-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3") (Daniels et al., 2006) y 16SA-L2510
(5"-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") y 16SB-H3080 (5°-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3) (Kang et al., 2015).




Se probaron varios programas de PCR con pequefias variaciones en la temperatura
de alineamiento, el que amplific6 al gen COI fue el siguiente: Desnaturalizacion de 4
minutos a 94° C, 35 ciclos de desnaturalizacion por 45 segundos a 94° C, alineamiento por
45 segundos a 48° C y extension por 1 segundo a 72° C, seguido por una extension final a
72° C por 10 minutos. Para el gen 16S se utiliz6 para el primer juego de oligos, una
desnaturalizacion de 5 minutos a 94° C, 35 ciclos de desnaturalizacion por 40 segundos a
95° C, alineamiento por 40 segundos a 48°-50° C y extension por 40 segundos a 72° C,
seguido por una extension final a 72° C por 10 minutos, para el segundo par, una
desnaturalizacion de 2 minutos a 94° C, 35 ciclos de desnaturalizacion por un minuto a
94°C, alineamiento por un minuto a 50° C y extension por un minuto a 72° C, seguido por

una extension final a 72° C por 8 minutos.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 15 pL, de los cuales, 1 pL fue
de ADN, 9.9 pL agua, 3 pL de buffer de reaccién del kit MyTagq, 0.2 pL de oligos, 0.1 pL
de la polimerasa MyTaqg, 0.6 uL de BSA (Albumina de suero bovino). Para saber si los
productos de PCR amplificaron, se realizaron electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion del 1%, tefiido con GelRed y Loading buffer (LB) y visualizados en un
transluminador de luz ultravioleta. El gel se corrié en buffer TAE a 500 mA, 100 volts
durante 30 minutos. Los productos de PCR fueron enviados al Laboratorio de
secuenciacion genomica de la biodiversidad y de la salud del Instituto de Biologia para ser
purificados y secuenciados. La purificacion se realizd con columnas de Sephadex,
centrifugando a 2,800 rpm. La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo para los dos oligos
utilizando el kit BigDye, el volumen final fue de 10 pL de los cuales, 1 pL fue de
Terminator Ready Reaction Mix (BIG DYE), 2 uL de buffer, 1 pL de primer, 3.5 pL de
agua desionizada y 2.5 puL de ADN. El programa utilizado fue desnaturalizacion de 5
minutos a 96° C, 25 ciclos de desnaturalizacion por 10 segundos a 96° C, alineamiento por
5 segundos a 50° C y extension por 4 minutos a 60° C, por Gltimo 10 segundos a 4° C. Las
reacciones de secuenciacion se purificaron utilizando columnas de Sephadex y fueron
secuenciadas utilizando el secuenciador automatico 3500 xL Genetic Analyzer de Applied
Biosystems. Dentro del andlisis se incluyeron secuencias de los genes mitocondriales 16S y
COI obtenidas del GenBank, para 16S se incluyd un organismo de Punta Delgada,

Veracruz con el numero de acceso AJ130804.2. Para ambos genes se incluyeron secuencias




de Johngarthia lagostoma (H. Milne-Edwards, 1837) con el nimero de acceso KT159739.1
para el gen 16S y KM578842.1 para el gen COI, como grupo externo se utilizaron las de
Cardisoma guanhumi Latreille, 1828, MF490171.1 para 16S y MF490075.1 para COlI.

Analisis de datos

Las secuencias fueron editadas con el programa CLC Sequence Viewer 7.8.1 y
Finch TV 1.4.0, en el cual se observaron los electroferogramas. Posteriormente las
secuencias del gen COI fueron alineadas con el programa MEGA 7.0.26 utilizando el
algoritmo Clustal W descartando la presencia de codones de paro, mientras que las del gen
16S con MAFFT v7.397 utilizando el programa en linea del mismo nombre y bajo el
algoritmo L-INS-i. En MEGA 7.0.26 se obtuvieron la matriz de distancias genéticas para el
gen COI bajo el modelo de Kimura 2 parametros (K2P), el nimero de sitios variables e

informativos y la composicion nucleotidica en los alineamientos.

Para ambos genes se identificaron los haplotipos, se obtuvo el nimero de sitios
variables, la diversidad haplotipica (HD) y la diversidad nucleotidica (x) con el programa
DnaSP v6.10.01. La red de haplotipos se realiz6 usando el algoritmo Median-Joining con el

programa Network 5.0.0.3.

Respecto a la inferencia filogenética se realizd un analisis independiente para cada
uno de los genes bajo los métodos de inferencia Bayesiana (IB) y maxima verosimilitud
(ML). El analisis de 1B fue corrido en el programa Mr. Bayes on XSEDE 3.2.6 del portal en
linea CIPRES. Los modelos de sustitucion fueron obtenidos con JmodelTest2.1.10 y
seleccionados con el criterio de informacion de Akaike con correccion. El gen COI fue
particionado en PAUP y los modelos obtenidos fueron SYM-+I para la primera posicion del
coddn, F81 para la segunda y GTR para la tercera. En el caso del gen 16S el modelo de
sustitucion utilizado fue GTR+G. Posteriormente se realizo el analisis de inferencia
Bayesiana particionado, utilizando ambos genes. La busqueda fue corrida 100 millones de
generaciones con cuatro cadenas, muestreando arboles cada 1000 generaciones. Se utiliz6
la muestra de arboles obtenidas con Mr. Bayes on XSEDE para realizar el arbol de maxima
credibilidad de clados (MCC) en el programa de Tree Annotator v1.10.0., para ello se

descartaron los primeros 10,000 arboles, ya que se alcanzo una distribucion estacionaria,




estos valores se obtuvieron con Tracer v1.6. Se realizé el arbol de ML para cada uno de los
genes y también para la concatenacion de ambos, el anélisis se corri6 en RAXML-HPC
BlackBox 8.2.10 del portal de CIPRES. EI bootstrap fue calculado automaticamente por el
programa y el modelo utilizado fue GTR+G+l. Para calcular el tiempo de divergencia de
las secuencias se utilizaron dos tasas de mutacién del gen COI, la de los camarones
pertenecientes al género Alpheus del istmo de Panama de 1.4% por millon de afios
(Knowlton y Weigt, 1998) y 2.6% por millon de afios (Knowlton et al., 1993). Se utilizd
una regla de tres realizada de la siguiente manera, para calcular el tiempo mayor y menor:
la divergencia genética promedio entre ambas poblaciones se multiplicé por un millén y se

dividid entre 1.4 para el tiempo mayor, y entre 2.6 para el menor.

RESULTADOS

Se obtuvieron 37 secuencias del gen COIl pertenecientes a las especies del género
Gecarcinus de diferentes localidades (Fig. 4), 11 de G. quadratus, 25 de G. lateralis y una
de G. ruricola. Para el gen 16S se obtuvieron 34 secuencias del género, 10 de G. quadratus,
23 de G. lateralis, una de G. ruricola y una de Johngarthia planata (Stimpson, 1860)
(Tabla 3).

Tabla 3. Datos de los individuos que fueron secuenciados para ambos genes, incluyendo el nimero de inventario en las
colecciones bioldgicas respectivas o el nimero de acceso en GenBank, la localidad y la clave asignada para cada
individuo en el andlisis filogenético. En la clave asignada, la ultima letra indica si el organismo es macho (M), hembra (H)
o0 juvenil (JU) seguida del namero de individuo. Los guiones representan secuencias que no se pudieron obtener, ya sea
porque no fue posible amplificarlas o no estaban disponibles en GenBank.

Datos de las Localidad Estado/Pais Clave COI Clave 16S
muestras

CNCR 19003 Playa Troncones Guerrero PTGRO_H1 PTGRO_H1
PTGRO_M1 PTGRO_M1

PTGRO_JU PTGRO_JU

CNCR 34013 Playa Aragon Oaxaca PAOAX_H1 PAOAX_H1
PAOAX_M3 PAOAX_M3
CNCR 33941 Punta Mita Nayarit PMNAY_M1 PMNAY_M1
PMNAY_M3 PMNAY_M3

CNCR 34012 Playa Higuera Blanca PHNAY_M1 PHNAY_M1
CNCR 34630 Barra de Boca del Cielo Chiapas BCCHI_M1 BCCHI_M1
BCCHI_M2

BCCHI_M2_ _




CNCR 34846 Estacion de Chamela Jalisco CHJAL_M1 CHJAL_M1
C86-7182 La Laguna Tamaulipas BCTAM_H1 -
C86-07094 La Pesca BCTAM_H2 -
BCTAM_JU BCTAM_JU
Frasco D LPTAM94_H2 LPTAM94 H2
LPTAM94 M1 LPTAM94 M1
LPTAMD_M1 LPTAMD_M1
LPTAMD_H1 LPTAMD_H1
C86-06601 Barra de Cazones Veracruz BCVER_M2 BCVER_M2
CNCR 33942 Rio Prieto RPVER_H3 RPVER_H3
RPVER_M3 RPVER_M3
CNCR 33943 RPVER_M4 RPVER_M4
Barra de Sontecomapan BSVER_M1 BSVER_M1
AJ130804.2 BSVER_M2 BSVER_M2
(GenBank) Punta Delgada - PDVER
C86-06495 Playa Bruja Tabasco PBTAB_M2 PBTAB_M2
C86-06500 Chiltepec CHTAB_H1 CHTAB_H1
CHTAB_M2 CHTAB_M2
CNCR 34011 Cayo Arcas Campeche CACAM_H1 -
CACAM_M1 CACAM_M1
CACAM_M2 CACAM_M2
YUC-CC-255-11- Arrecife Alacranes Yucatan AAYUC_H1 AAYUC_H1
001024
CNCR 34010 Mahahual Quintana Roo MHQRO_M1 MHQRO_M1
MHQRO_JU1 MHQRO JU1
CNCR 30834 Isla Cayo Norte Menor, MHQRO_JU2 MHQRO_JU2
Banco Chinchorro BCQRO_M1 BCQRO_M1
CCDB1520 Puerto Viejo, Limon Costa Rica - PVIE_CR
(Atlantico) -
CCDB1109 Puerto Vargas, Parque Costa Rica PVAR_CR
Nacional Cahuita
AM_Gruricola Cuba G_ruricola G_ruricola
CNCR 19002 Playa Troncones Guerrero - J_planata
KT159739.1 - - J_lagostoma J_lagostoma
KM578842.1
(GenBank)

La longitud del fragmento obtenido del gen mitocondrial COI fue de 635 pares de
bases, de los cuales 150 fueron sitios variables y de estos 73 informativos y su composicion
nucleotidica fue T=0.36, C=0.17, A= 0.30 y G=0.17. La longitud del fragmento de 16S fue
de 539 pb con 45 sitios variables de los cuales 18 fueron informativos y su composicién
nucleotidica fue T=0.36, C=0.10, A=0.37 y G=0.17.




-115 -110 -105

-100

J\rrecife Alacranes, Yuc.

Figura 4. Localidades de los organismos que secuenciados para los genes 16S y COI.



Tabla 4. Matriz de distancias genéticas para el gen COI obtenidas mediante el algoritmo de Kimura 2 pardmetros. De color azul se observan las distancias genéticas intra-especificas de Gecarcinus lateralis, en rosa la distancia
entre la poblacion del Caribe, en amarillo las distancias de G. quadratus, en anaranjado las distancias entre G. lateralis y G. quadratus, en verde las distancias con G. ruricola, en gris las distancias con Johngarthia lagostoma
y en café las distancias con Cardisoma guanhumi

Distancias genéticas y tiempo de divergencia

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

1 | C_guanhumi

2 | BCCHI_M1

3 [ BCCHI_M2 0.00%

4 | PMNAY_M1 0.00% | 0.00%

5 | PMNAY_M2 0.00% | 0.00% | 0.00%

6 | PHNAY_M1 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

7 | CHIAL_M1 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%

8 | PTGRO_M1 0.39% 0.39% 0.39% 0.39% 0.39% 0.39%

9 | PTGRO_H1 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.39%

10 | PTGRO_JU 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 0.39% 0.00%

11 | PAOAX_M3 0.19% 0.19% 0.19% 0.19% 0.19% 0.19% 0.58% 0.19% 0.19%

12 | PAOAX H1 0.19% | 019% | 0.19% | 0.19% | 0.19% | 0.19% | 0.59% | 0.19% | 0.19% | 0.39%

13 | BCQRO_M1 6.43% | 643% | 6.43% | 6.43% | 6.43% | 643% | 6.92% | 6.43% | 6.43% | 6.65% | 6.19%
14 | CHTAB_M2 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.72% 5.25% 5.25% 5.41% 5.02%
15 | BCTAM_JUV 6.19% | 6.19% | 6.19% | 6.19% | 6.19% | 6.19% | 6.67% | 6.19% | 6.19% | 6.41% | 5.95%
16 | BCTAM_H1 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.72% 5.25% 5.25% 5.47% 5.02%
17 | BCTAM_H2 572% | 572% | 572% | 572% | 572% | 572% | 6.19% | 572% | 5.72% | 5.93% | 5.48%
18 | LPTAM94 H2 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 6.43% 5.95% 5.95% 6.17% 5.72%
19 | LPTAMD_M1 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 6.19% 5.72% 5.72% 5.93% 5.48%
20 | LPTAM94 M1 6.70% 6.70% 6.70% 6.70% 6.70% 6.70% 7.19% 6.70% 6.70% 6.92% 6.45%
21 | LPTAMD_H1 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.95% 5.48% 5.48% 5.70% 5.25%
22 | RPVER_M4 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.92% 6.43% 6.43% 6.65% 6.19%
23 | BCVER_M2 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 6.43% 5.95% 5.95% 6.17% 5.72%
24 | BSVER_M1 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 6.19% 5.72% 5.72% 5.93% 5.48%
25 | BSVER_M2 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.72% 5.25% 5.25% 5.47% 5.02%
26 | RPVER_M3 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.72% 5.25% 5.25% 5.47% 5.02%
27 | RPVER_H3 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 6.19% 5.72% 5.72% 5.93% 5.48%
28 | PBTAB_M2 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.48% 5.95% 5.48% 5.48% 5.70% 5.25%
29 | CHTAB_H1 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.25% 5.72% 5.25% 5.25% 5.47% 5.02%
30 | CHTAB M1 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 6.43% 5.95% 5.95% 6.17% 5.72%
31 | CACAM_M2 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 5.72% 6.19% 5.72% 5.72% 5.93% 5.48%
32 | CACAM_M1 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 5.95% 6.43% 5.95% 5.95% 6.17% 5.72%
33 | CACAM_H1 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.43% 6.92% 6.43% 6.43% 6.65% 6.19%
34 | MHQRO_M1 6.19% 6.19% 6.19% 6.19% 6.19% 6.19% 6.67% 6.19% 6.19% 6.41% 5.95%
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En la matriz de distancia los valores mas altos se obtuvieron al comparar todas las
especies con respecto al grupo externo Cardisoma guanhumi, para los Gecarcinus de
Meéxico se obtuvo un valor promedio de 22.20%, para G. ruricola 20.98% y para
Jonhngarthia lagostoma 17.63%. Al comparar a J. lagostoma con sus congéneres se
obtuvieron los siguientes valores promedio, 12.50% con G. quadratus, 11.21% con G.
lateralis y 8.01% con G. ruricola. Al comparar G. ruricola con el resto, el promedio fue de
11.10% con G. quadratus y 10.55% con G. lateralis. Finalmente, al comparar las distancias
entre G. quadratus y G. lateralis en promedio la divergencia fue de 5.91% siendo
relativamente alta en comparacion con las distancias intra-especificas que fueron de 1.09%
para las poblaciones de G. lateralis y 0.14% para las de G. quadratus. La distancia genética
entre las poblaciones de G. lateralis del golfo de México y mar Caribe, fue de 1.2%. El
tiempo de divergencia se calcul6 utilizando la distancia genética promedio entre ambos
clados, 5.91%, y las tasas de mutacion de COI de 1.4% y 2.6% por millon de afios, dando

como resultado un rango de tiempo de 2,269,230 a 4,214,285 afios.
Inferencia filogenética

Los clados mostrados en el arbol de MCC obtenido bajo el método de IB, del gen
COl, en general tuvieron soportes de rama altos, en comparacion con los de ML (Fig. 5).
En ambos anélisis, primero se observé la separacion entre ambas especies, en clados con
valores altos de soporte. Por un lado, las poblaciones que habitan el Pacifico, identificadas
como Gecarcinus quadratus y resaltadas en color azul, por el otro lado, las poblaciones del
golfo de México pertenecientes a G. lateralis, resaltadas en color rojo. Se recuper6 ademas,
un clado resaltado en color amarillo que incluye las poblaciones del Caribe dentro del clado
de G. lateralis. A su vez, el grupo con las especies de Gecarcinus mexicanos aparecio
como hermano de G. ruricola de Cuba. Johngarthia lagostoma se recuper6 como grupo
hermano de todos los Gecarcinus. Dentro del golfo se observaron otros clados bien
soportados mientras que en el Pacifico solo hubo un clado bien soportado, el resto formaron

una politomia (Fig. 5).

La topologia del fragmento de 16S varié un poco con respecto a la de COI. Se
definieron los clados del Pacifico y del golfo de México con altos valores de soporte tanto

en 1B como en ML (Fig. 6). Sin embargo, para la region del golfo resaltada en color rojo,




practicamente ningun clado formado estuvo soportado, ambos organismos del Atlantico de
Costa Rica, que se incluyeron en este analisis, aparecieron inmersos con los del golfo de
México. En el Pacifico, los organismos de G. quadratus de color azul, aparecieron
agrupados en una politomia, excluyendo Unicamente a un organismo de Punta Mita,
Nayarit. Por su parte, Gecarcinus ruricola formo un clado con Johngarthia lagostoma y J.

planata, aunque en el &rbol de ML el soporte de este clado fue muy bajo (Fig. 6).
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Figura 5. Arbol de maxima credibilidad de clados (MCC) del gen COI del género Gecarcinus de las costas mexicanas.
Los valores de en los nodos representan la probabilidad posterior y la maxima verosimilitud. En las tablas 5y 6, se

incluyen las abreviaturas usadas para reconocer los ejemplares de cada localidad.
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Figura 7. Arbol de maxima credibilidad de clados (MCC) del género Gecarcinus de las costas mexicanas basado en la
concatenacion de los genes 16S y COI. Los valores de en los nodos representan la probabilidad posterior y la méxima
verosimilitud. En amarillo, el clado del Caribe mexicano, en rojo el del golfo de México y Atlantico de Costa Rica y en
azul el del Pacifico mexicano. En las tablas 5 y 6, se incluyen las abreviaturas usadas para reconocer los ejemplares de

cada localidad.




Redes de haplotipos y variacion genética

En las poblaciones del Atlantico se observo una mayor diversidad haplotipica (HD)

y nucleotidica (1) para ambos genes, siendo mas notoria en los valores para el gen COI, lo

cual se vio reflejado también en el nimero de haplotipos, pues en el gen COI G. quadratus

tuvo un menor numero de haplotipos con cuatro, mientras que Gecarcinus lateralis tuvo 16

(Tablas 5, 6, 7).

Tabla 5. Informacion de los haplotipos del gen COI del golfo de México y mar Caribe, incluyendo el nimero de
haplotipo, las localidades donde se encontraron, el nimero de individuos para cada uno y la clave del individuo con ese

haplotipo.
Numero de Localidades Numero de Clave asignada al
haplotipo individuos individuo
H 1 Banco Chinchorro, Quintana 1 BCQRO_M1
Roo
Arrecife Alacranes, Yucatan 1 AAYUC H1
H_ 2 Chiltepec, Tabasco 2 CHTAB_H1; CHTAB_M2
Boca de Catén, Tamaulipas 1 BCTAM_H1
Barra de Sontecomapan, 1 BSVER_M2
Veracruz
Rio Prieto, Veracruz 1 RPVER_M3
H 3 Boca de Catan, Tamaulipas 1 BCTAM_JU
H 4 Boca de Catan, Tamaulipas 1 BCTAM_H2
H5 La Pesca, Tamaulipas 1 LPTAM94 H2
H 6 La Pesca, Tamaulipas 1 LPTAMD_ M1
Rio Prieto, Veracruz 1 RPVER_H3
Cayo Arcas, Campeche 1 CACAM_M2
H_7 La Pesca, Tamaulipas 1 LPTAM94_M1
H_8 La Pesca, Tamaulipas 1 LPTAMD_H1
H9 Rio Prieto, Veracruz 1 RPVER_M4
H_10 Barra de Cazones, Veracruz 1 BCVER_M2




H 11 Barra de Sontecomapan, 1 BSVER_M1

Veracruz
H_12 Playa Brujas, Tabasco 1 PBTAB_M2
H 13 Chiltepec, Tabasco 1 CHTAB_M1
H 14 Cayo Arcas, Campeche 1 CACAM_M1
H_15 Cayo Arcas, Campeche 1 CACAM_H1
H_ 16 Mahahual, Quintana Roo 3 MHQRO_M1
;MHQRO_JU1;
MHQRO _JuU2

Tabla 6. Informacién de los haplotipos del gen COI del Pacifico mexicano, incluyendo el ndmero de haplotipo, las
localidades donde se encontraron, el nimero de individuos para cada uno y la clave del individuo con ese haplotipo.

Nuimero de Localidades Numero de Clave asignada al
haplotipo individuos individuo
H 1 Punta Mita, Nayarit 2 PMNAY_M1; PMNAY_M2
Playa Higuera Blanca, Nayarit 1 PHNAY_M1
Chamela, Jalisco 1 CHJAL_M1
Playa Troncones, Guerrero 2 PTGRO_H1; PTGRO_JU
Boca del Cielo, Chiapas 2 BCCHI_M2; BCCHI_M1
H_ 2 Playa Troncones, Guerrero 1 PTGRO_M1
H_3 Playa Aragon, Oaxaca 1 PAOAX_M3

H_4 Playa Aragon, Oaxaca 1 PAOAX_H1




Tabla 7. Variacion genética de los genes COIl y 16S para ambas costas de México. N: nimero de secuencias, K: nimero
de sitios variables, H: nimero de haplotipos, HD: diversidad haplotipica, n: diversidad nucleotidica,

Gen Vertiente N K H HD I

Col Atlantico 25 29 16 0.9433 0.01018
Col Pacifico 11 8 4 0.4909 0.00231
16S Atléntico 25 8 5 0.5133 0.00169
16S Pacifico 11 15 4 0.4909 0.00555

Respecto a la red de haplotipos en el golfo de México, el haplotipo mas frecuente
fue el dos (H_2) con cinco, distribuido en cuatro localidades diferentes, el resto de los
haplotipos, en su mayoria solo tuvieron un individuo. Playa Brujas, Tabasco (H_12) y
Barra de Cazones (H_10) solo tuvieron un haplotipo debido a que solo se secuencié un
individuo. En la region del Caribe se encontraron dos haplotipos (H_1y H_16) distribuidos
en tres localidades, Mahahual y Banco Chinchorro en Quintana Roo y Arrecife Alacranes
en Yucatan, de los cuales el haplotipo 16 (H_16) tuvo mas organismos (Fig. 8; tabla 5). En
el Pacifico no se observaron haplotipos Unicos para alguna localidad y el haplotipo uno
(H_1) fue el que tuvo un mayor nimero de individuos con ocho y se encontré en cinco
localidades (Fig. 9; tabla 6).
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Figura 8. Red de haplotipos del gen COI de Gecarcinus lateralis en la que se observan 16 haplotipos Los nimeros en rojo representan el nimero de mutaciones entre haplotipos,
cada circulo representa un haplotipo y su diametro la frecuencia. Los colores representan cada una de las localidades y el nimero adentro de cada uno representa el nimero de
organismos. Los pequefios circulos rojos representan ancestros hipotéticos para conectar a los haplotipos.
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Figura 9. Red de haplotipos del gen COI de Gecarcinus quadratus en la que se observan 4 haplotipos Los nimeros en rojo representan el nimero de mutaciones entre haplotipos,
cada circulo representa un haplotipo y su diametro la frecuencia. Los colores representan cada una de las localidades y el nimero adentro de cada uno representa el nimero de
organismos. Los pequefios circulos rojos representan ancestros hipotéticos para conectar a los haplotipos.




DISCUSION

El gen 16S, presentd una variabilidad genética intra e inter-poblacional baja
(diversidad haplotipica y nucleotidica), debido a que es un gen relativamente conservado
con una tasa de mutacion baja, como fue reportado en el trabajo de Garcia-Rodriguez y
Perez-Enriquez (2008) con la especie Panulirus inflatus, en el cual, de tres genes

analizados, 16S tuvo la menor variabilidad genética.

Se observé que el gen COI no fue muy variable en la region amplificada, lo cual
también se ha visto en otros crustaceos. Para el camaron Creaseria morleyi (Creaser, 1936),
Botello y Alvarez (2010) obtuvieron fragmentos de 654 pb para COI, con 17 sitios
polimérficos, de los cuales 11 fueron informativos. En otro trabajo previo para el complejo
de Gecarcoidea usando un fragmento de 658 pb del gen COI, 25 sitios fueron variables y
17 informativos (Lai et al., 2017). Ng y Shih (2014) trabajaron con el grupo de especies
Discoplax hirtipes (Dana, 1851), describiendo una nueva especie, D. celeste Ng y Davie,
2012, para ello, el fragmento que obtuvieron para 16S fue de 554 pb, de esos 37 sitios
polimorficos y 23 informativos, el de COIl fue de 658 pb sin especificar sitios polimorficos
ni informativos. En el caso de las especies de Ocypode Weber, 1795 se obtuvo un
fragmento de 636 pb, de los cuales 156 fueron variables y 130 informativos (Wong et al.,
2012). A pesar de esta poca variacion en el gen COI, se logrd separar claramente a ambas

especies trans-istmicas.

La distancia genética entre ambas poblaciones (5.91%), demuestra la clara
separacion de las especies, valores similares han sido utilizados para separar otras especies
de braquiuros trans-istmicos como en Aratus pisonii y A. pacificus con un rango de 4.5-
5.7% (Thiercelin y Schubart, 2014). En otros complejos de especies como las del este
asiatico, Ocypode mortoni George, 1982 y O. stimpsoni Ortmann, 1897, la divergencia
promedio fue de 6.5% (Wong et al., 2012). Especificamente dentro de la familia
Gecarcinidae, se han tratado complejos de especies, separandolas con valores de
divergencia mas bajos, como en el caso de Gecarcoidea y su especie pseudocriptica G.
humei, distribuida en el océano Indico, la cual presentd una divergencia genética con G.
natalis de 2.07% y con G. lalandii de 1.47%, y a la vez las distancias genéticas intra-

especificas fueron muy bajas en un rango de 0 a 0.61% (Lai et al., 2017). Otro caso es‘qeﬁl,__




complejo de especies del género Discoplax, distribuido en el Pacifico Indo-oeste,
Discoplax, en el cual la distancia genética de D. magna con respecto a su especie méas
cercana D. celeste fue de 1.23% (Ng y Shih, 2014). Tomando en cuenta los Gltimos valores,
se puede sugerir la presencia de una especie criptica en el Caribe, pues la distancia genética

con respecto a la poblacion del golfo de México fue de 1.2%.

En el presente estudio el analisis de los valores de distancia genética intra-
poblacional (Tabla 4), registr6 los méas altos en el golfo de México, incluso en individuos
de la misma muestra se obtuvieron valores cercanos o mayores a 1.0%; por ejemplo; por
ejemplo, comparando el individuo BCTAM_H2 con el BCTAM_H1, ambos de La Laguna,
Tamaulipas, la distancia genética entre ellos fue de 1.39%, entre los individuos
BCTAM_H1 y BCTAM_JU fue de 1.19%. En Cayo Arcas, Campeche, el individuo
CACAM_M1 con el CACAM_M2 mostr6 una distancia de 1.39% y entre CACAM_H1y
CACAM_M1 fue de 1.59%. EI valor mas alto fue al comparar el individuo con clave
BCTAM_H2 con el resto, alcanzando 2.42% al compararlo con un organismo de La Pesca,
Tamaulipas (LPTAM94_M1). A pesar de ello, morfolégicamente no presento diferencias
significativas con respecto al resto de los individuos. En la region del Atléntico, las
poblaciones del Caribe mexicano tuvieron los valores de distancia mas pequefios, entre los
ejemplares de Mahahual, Quintana Roo (MHQRO_M1, MHQRO JUl1 y MHQRO JU2)
fue de 0%, la distancia de Arrecife Alacranes, Yucatan (AAYUC_H1) con Mahahual fue de
0.19%. Entre Banco Chinchorro, Quintana Roo (BCQRO_M1) y Mahahual fue de 0.19 % y
entre Arrecife Alacranes y Banco Chinchorro fue de 0%.

Al comparar la distancia entre las poblaciones del golfo de México con las del mar
Caribe (arrecife Alacranes, Mahahual y Banco Chinchorro), se obtuvieron valores de 1.2%,
lo cual sugiere un periodo reciente de divergencia, sin embargo, para confirmar este posible
aislamiento es necesario realizar otro tipo de andlisis de genética de poblaciones, que
permita estimar el flujo génico entre las poblaciones o realizar un andlisis de delimitacion

de especies.

Por el contrario, en el Pacifico las distancias genéticas fueron muy pequefias, los
valores de divergencia mas altos (0.58%), se obtuvieron al comparar un organismo de playa

Troncones, Guerrero (FTGRO_M1), con el resto de los ejemplares, especialmente con los
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de playa Aragon, Oaxaca (PAOAX_H1 y PAOAX_M3), con el resto de los individuos
mostrd una divergencia de 0.39%. Comparando entre individuos de la misma muestra, la
divergencia entre PAOAX_M3 y PAOAX_H1 fue de 0.39%, entre los de Punta Mita
(PMNAY_M1, PMNAY_M2 y PHNAY_M1) fue de 0% y entre los de Boca del Cielo,
Chiapas (BCCHI_M1 y BCCHI_M2) fue de 0% también.

Las distancias genéticas mayores, se registraron en las especies del grupo externo.
Llama la atencion el comportamiento de G. ruricola, que presentd una distancia genética
menor con J. lagostoma (8.01%) que con las especies mexicanas congéneres (11.10% con
G. quadratus y 10.55% con G. lateralis), siendo lo suficientemente alta como para poner en
duda su posicion taxonémica dentro del género Gecarcinus, haciendo necesario un estudio

morfolégico y genético mas detallado, incluyendo més especies de la familia.

Al analizar el arbol concatenado de maxima credibilidad, se observé que tanto
Gecarcinus lateralis como G. quadratus son grupos monofiléticos. Las poblaciones de
ambas especies quedaron separadas en diferentes clados con un soporte de rama robusto,
que tuvo un valor de 1 y 100 para IB y ML, respectivamente. El primer clado incluyé a los
organismos del golfo de México y Caribe mexicano, mientras que el segundo a los del
Pacifico mexicano. Dentro del golfo se observé un tercer clado definido, pero con un bajo
soporte que corresponde a los organismos del Caribe mexicano (Fig. 7), pudiendo observar
la division de grandes regiones geograficas. Respecto a los organismos de las distintas
localidades del golfo de México, se observaron mezclados en los diferentes clados, esto
puede deberse a la presencia de varios haplotipos que estan distribuidos por los diferentes
estados. El &rbol concatenado de ML, también mostr6 la separacion de ambas poblaciones
y conservo la estructura de algunos clados, entre ellos los del Caribe mexicano (Fig. 7). A
pesar de que el clado formado por los cuatro organismos de Quintana Roo y el de Yucatan
tuvo un soporte de rama débil en ambos analisis, en la red de haplotipos los tres organismos
de Mahahual, Q. Roo, aparecieron con un haplotipo Unico, cercano al haplotipo que agrupo
a los organismos de Arrecife Alacranes y Banco Chinchorro (Fig. 8), esto podria indicar
que las corrientes crean una barrera que separa las zonas del Banco de Campeche vy el
Caribe. Debido a que unicamente se utilizdé un organismo de Arrecife Alacranes y uno de
Banco Chinchorro es necesario incluir mas individuos de las localidades citadas y de otras,
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pues segin Som (2014), un muestreo denso y extensivo del taxon es uno de los factores
méas importantes en la precision de una estimacion filogenética. Esta separacion en el
Atlantico occidental tropical se ha estudiado para otras especies que se dispersan a través de
larvas planctonicas: Johnson et al. (2013), modelaron el transporte larval del pargo
Lutjanus campechanus en el golfo de México y mostraron que la conexion entre el Banco
de Campeche y el oeste del golfo, estaba limitada debido a la presencia de giros en
direccion occidental de larga duracion, derivados de la corriente de Lazo y a la corta
duracion de la etapa larval de dicho pez. Sanvicente-Afiorve et al. (2014) modelaron la
dispersion larval de corales en el golfo de México y encontraron que los sistemas de
arrecifes del lado occidental (Lobos, Tuxpan y Veracruz), estaban débilmente conectados
con los del Banco de Campeche (Arcas, Triangulos, Arenas y Alacranes). Ademas, Jordan-
Dahlgren (2002) dedujo, a partir de observaciones directas de la distribucion y abundancia
de 31 especies de corales gorgonias, que habia una conectividad limitada entre los arrecifes

del Banco de Campeche y los del lado occidental.

Existen estudios de estructura genética en otras especies del golfo de México que a
continuaciéon se mencionan, en los cuales se hace evidente la presencia de una barrera
parcial, que impide el flujo de genes o una barrera inconstante formada recientemente
(miles de afios) (Knowles y Maddison, 2002). Heist y Gold (2000) realizaron un estudio de
estructura genética del pargo Lutjanus campechanus y encontraron variacion genética entre
dos poblaciones de dicho pez, por un lado, el norte del golfo de México (Florida, Alabama,
Texas) y por el otro el Banco de Campeche, concluyendo que la poblacion de esta area era
diferente al resto. En los camarones fantasma Callichirus islagrande y en las especies de
braquiuros Menippe adina y M. mercenaria, también se presentaron diferencias genéticas
entre las poblaciones del noreste del golfo y las del noroeste, aunque Unicamente las
ultimas dos especies se reconocen formalmente por la presencia de diferencias
morfologicas (Bert, 1986; Williams y Felder, 1986; Staton y Felder, 1995; Schneider-
Broussard et al., 1998; Bilodeau et al., 2005), por esta razon seria interesante revisar
ejemplares de Gecarcinus lateralis del noreste del golfo de México, incluyendo individuos
de Estados Unidos.




Los tres analisis realizados, la matriz de distancia genética, los arboles filogenéticos
y la red de haplotipos, sugieren un posible aislamiento entre la region del golfo de México
y la del mar Caribe.

Los organismos de G. lateralis de Cayo Arcas incluidos en la filogenia, mostraron
mayor afinidad genética con los organismos del resto del golfo y no con los de Arrecife
Alacranes (Fig. 7), que también se considera parte del sistema arrecifal de Banco de
Campeche, esto coincide con observaciones de Sanvicente-Afiorve et al. (2014), quienes

sugieren, que la conexién entre Arcas, Triangulos y Arenas fue més alta que con Alacranes.

Respecto a la presencia de Gecarcinus ruricola en el norte de México como habia
sido reportado por Leija-Tristdn (1985), se corrobor6 que fue una mala identificacion
producto de la variabilidad de los caracteres morfoldgicos utilizados para reconocer las
especies del género, pues en el arbol concatenado de MCC (obtenido bajo el método de IB)
y ML, G. ruricola proveniente de Cuba aparecié como grupo hermano del clado formado
por Gecarcinus quadratus y G. lateralis (Fig. 9). Se mostr6 una discordancia entre las
topologias de los genes 16S y COI. En el arbol del primer gen, con ambos métodos, G.
ruricola aparecié como grupo hermano de Johngarthia lagostoma y J. planata, aunque el
valor de bootstrap con ML fue muy bajo con un valor de tres; mientras que en el de COl, J.
lagostoma aparecié como grupo hermano de las especies mexicanas de Gecarcinus y de G.
ruricola con un soporte de rama muy robusto en ambos analisis (Figs. 5 y 6), para J.

planata no se pudo obtener la secuencia de este gen.

En la topologia del gen COl, los clados que se mantuvieron fuertemente soportados
con ambos métodos (IB y ML) fueron el del Pacifico, el del golfo de México y el del
Caribe mexicano. La separacion de G. ruricola con las especies mexicanas también

mantuvo un soporte alto (Fig. 5).

La topologia del gen 16S también mostré la separacion entre Gecarcinus quadratus
y G. lateralis, con un soporte alto en ambos métodos de analisis, en el caso del clado
Atlantico no se definieron subclados, pues las agrupaciones recuperadas no estan
soportadas. Por la parte del Pacifico, el Gnico clado que se mantuvo soportado en ambas
topologias es el de PMNAY_M1, con el resto de los individuos, esto no indica que este
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individuo sea una especie nueva, sino que hace falta incluir mas ejemplares de esa y otras
localidades, que posiblemente sean haplotipos intermedios (Figs. 6), pues como ya se ha
mencionado la deficiencia de muestras puede llevar a una topologia poco fiable.

En este arbol se registro al organismo PTGRO_H1 con una rama larga, esto se debid
a gue su secuencia presento varios sitios variables y al compararla con las del resto de los
ejemplares, por ejemplo, con respecto a los otros dos de la misma muestra, PTGRO _JU y
PTGRO_M1, mostré 13 y 18 sitios variables, respectivamente, pero al comparar a estos dos
ualtimos individuos (PTGRO_JU y PTGRO_M1), practicamente no hubo diferencias. La
calidad de la secuencia fue buena pues no hubo contaminacion y tanto el forward como el

reverse coincidieron en todas las bases al obtener la secuencia consenso.

Para resolver la incongruencia entre las topologias de ambos genes, es necesario
incluir mas organismos de las especies G. ruricola, Johngarthia lagostoma y J. planata, asi
como mas informacion genética. Existen varios trabajos que han abordado el efecto del
muestreo de taxones en la reconstruccion filogenética, especialmente en relacion con la
densidad de muestreo, en estos se menciona que un incremento del muestreo, mejora
considerablemente la estimacion filogenética o incrementa los soportes de rama (Hillis,
1998; Zwickl y Hillis, 2002; Hedtke et al., 2006; Torres-Pérez et al., 2017). Heath et al.
(2008), realizaron un estudio exhaustivo sobre el muestreo de taxones y concluyeron que un
muestreo denso tiene muchas ventajas, sugiriendo valorar el esfuerzo de muestreo al
interpretar los resultados del analisis filogenético, para explicar cualquier patron
imprevisto. Por otro lado, al afiadir mas informacion genética, ya sea, incluyendo
secuencias con mas pares de bases 0 mas genes, se podria reducir el error estocastico o
sesgo de muestreo de caracteres, el cual se relaciona con la longitud de los genes,
desapareciendo cuando se concatenan mas datos (Som, 2014). Por ejemplo, Evans et al.
(2010) observaron que, al eliminar una serie de sitios dentro de las secuencias moleculares,
se puede provocar un cambio en la topologia del arbol y en consecuencia, apoyar una
hipétesis diferente. Una razén mas en la variacion de las topologias, es que no se logrd
obtener el mismo nimero de secuencias para ambos genes, habiendo datos faltantes para
individuos del género Gecarcinus y de Jonhngarthia planata, lo cual provocé
incongruencias, pues como reportaron Torres-Pérez et al. (2017) y Som (2014), en los




analisis filogenéticos la inclusion o exclusion de ciertos taxones, puede influir en la
precision de la estimacion y dar lugar a diferentes topologias, que a su vez, pueden

conducir a nuevos reordenamientos taxonomicos y/o relaciones filogenéticas.

En cuanto a la red de haplotipos, se realizdé una para ambas especies, en la cual G.
qudratus, aparecio separada de G. lateralis por 602 pasos mutacionales. Sin embargo, para
apreciar mejor las redes, los diagramas de las poblaciones se presentaron por separado,
observando una estructura compleja en el golfo de México, pues de 25 individuos se
obtuvieron 16 haplotipos (Fig. 10; tabla 5). Los tres organismos de Mahahual, Q. Roo,
aparecieron con un unico haplotipo, cercano al haplotipo que agrupa a los organismos de
Arrecife Alacranes y Banco Chinchorro (Fig. 10), lo cual ya se ha explicado anteriormente
con detalle. En el caso de Playa Brujas y Barra de Cazones habria que incrementar el
namero de individuos analizados para obtener mas haplotipos y un resultado mas real, pues

solo se utiliz6 un individuo para cada localidad.

La complejidad en el golfo puede asociarse a los eventos geoldgicos, climaticos e
histéricos que ocurrieron en el periodo Nedgeno (23 millones de afios hasta el presente),
pues como Ya ha sido reportado, son factores potenciales en la generacién de diversidad de
especies y en la conformacién de la variacion genética entre las especies de esta region.
Dos de los mecanismos vicariantes que se han considerado muy importantes, son la
emersion de Centroamérica y el Istmo de Panama en el Plioceno, el cual impidio el flujo
génico entre la biota de ambas litorales, originando especies hermanas o geminadas como
en el caso de Gecarcinus lateralis y G. qudratus, ademas, se alteraron los patrones de
circulacién oceanica en el Caribe y golfo de México. El segundo mecanismo vicariante,
fueron los cambios asociados con los ciclos repetidos de glaciacion a lo largo del Nedgeno,
estos alteraron los niveles del mar y el clima, lo cual provocé fragmentacién en la
distribucion de las especies al quedar poblaciones aisladas y que posteriormente volvieron a
tener contacto. Practicamente todas las especies del golfo han experimentado los efectos de
las glaciaciones, ya que el periodo glaciar mas reciente acabd hace 12,000 afios (Neigel,
2009). EIl tiempo de divergencia calculado en un intervalo de 2,269,230 a 4,214,285 afios
coincide con el cierre definitivo del Istmo de Panama, el cual ha sido datado por varios

autores en diferentes rangos de tiempo, por Collins (2003) hace cuatro millones de afios,




Coates y Obando (1996) entre 2.8-3.1 millones de afios y Jackson y O’dea (2013) y Weir,
Bermingham y Schluter (2009) entre tres y cuatro millones de afios, sin embargo, el tiempo

exacto del cierre de istmo esta en discusion.

En el caso del Pacifico, de 11 individuos solo se encontraron cuatro haplotipos
desde Nayarit hasta Chiapas y ninguna localidad tuvo un haplotipo unico (Fig. 9; tabla 6).
La reduccion en el numero de haplotipos podria deberse a un cuello de botella que causé
pérdida de diversidad genética seguido de una expansion reciente, para corroborarlo habria
que realizar otros anélisis. Una hipdtesis similar fue propuesta por Dudoit et al. (2018) al
analizar las poblaciones del camaron bandeado de coral Stenopus hispidus (Olivier, 1811)
del Atlantico occidental y del Indo-Pacifico. Ellos observaron que la diversidad genética en
la poblacién del Atlantico fue mucho més alta (h=0.929; n=0.004) comparada con la del
Indo-Pacifico (h=0.105; 7 <0.001). Una de sus posibles explicaciones fue que la poblacion
del Indo-Pacifico experimentd un evento reciente de cuello de botella, reduciendo la
variacion genética (Nei et al., 1975). Los autores plantearon que bajo este escenario, o bien,
se favorecié selectivamente a un solo haplotipo de ADNmt o Unicamente un haplotipo
sobrevivié al cuello de botella, ademéas, que este evento hipotético no tuvo un impacto
similar en ninguna otra especie estudiada hasta la fecha y no afectd al Océano Atlantico.
Posteriormente, la poblacion sobreviviente tuvo una expansion reciente. Arnaud et al.
(2000), propusieron que las posibles causas de un cuello de botella en poblaciones marinas
pueden ser problemas epidemioldgicos, cambios ambientales o el impacto humano.
Resultados similares a los del presente estudio, obtuvieron Garcia-Rodriguez y Perez-
Enriquez (2008) al analizar la estructura genética de la langosta espinosa azul Panulirus
inflatus (Bouvier, 1895) del Pacifico mexicano, utilizando los genes mitocondriales de la
region control, 12S y 16S, no encontraron variabilidad en la estructura genética por el alto
flujo genético entre los individuos a lo largo de toda la costa y sugirieron que la falta de
variacion podria estar relacionada con los procesos oceanograficos, especialmente las
corrientes, que varian estacional y anualmente, asi como un periodo larvario extendido,
propusieron también. En otras especies de crustdceos como en el camarén blanco del
Pacifico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), se ha reportado la presencia de sub-
poblaciones utilizando como marcadores moleculares los microsatélites. En este estudio se

reportaron tres sub-poblaciones, la parte baja del golfo de California, la region media de




México, entre Cabo Corrientes, Jalisco y Salina Cruz, Oaxaca, Yy la tltima del sur de Salina
Cruz hasta Panama (Valles-Jiménez et al., 2005). Arnaud et al., (2000) observaron en
poblaciones de la ostra Pinctada mazatlanica (Hanley, 1856), la diferenciacion de tres
grupos utilizando los genes mitocondriales 12S y COI. La primer sub-poblacion incluyo a
los individuos del golfo de California (Isla Espiritu Santo, Bahia Merito, Loreto y
Guaymas) excepto Bahia Concepcion, la segunda incluyé al sur de México (Puerto
Vallarta, Oaxaca y Manzanillo) y la tercera a Panama. Por esta razén, al ampliar el
muestreo de Gecarcinus quadratus hacia las localidades del Pacifico Norte y de

Centroamérica, se esperaria encontrar sub-poblaciones diferentes.

Finalmente, a pesar del niamero limitado de muestras que se utilizaron en el presente
estudio, sobre todo para el Pacifico, las estimaciones obtenidas sobre la variacién genética
de las poblaciones analizadas, dan indicio de que existe una fragmentacion en la
conectividad genética intra-especifica, a través del gradiente geogréafico estudiado para cada
especie, en ambos litorales. Esta estratificacion se ha registrado en diferentes grupos de
organismos marinos, y las causas que la han provocado van desde extrinsecas a las
especies, como la evolucion geoldgica y climética de los continentes, y el comportamiento
actual de los patrones de circulacion de las corrientes oceanograficas hasta intrinsecas como
las caracteristicas del ciclo biologico, la capacidad de dispersion de las larvas y variabilidad
genética. Sin embargo, es claro que, para obtener un resultado méas robusto, habria que
incluir mas individuos por localidad y tratar de abarcar un mayor nimero de localidades

dentro de la distribucion de cada una de las especies.

CONCLUSIONES

7% La inferencia filogenética utilizando los métodos de 1B y ML con los genes
COIl y 16S genes, asi como la distancia genética y la red de haplotipos
basados en el gen COIl, mostraron que G. qudratus es una especie valida y
no una sinonimia de G. lateralis como fue considerado por otros autores,
entre ellos Perger y Wall (2014).




% La distancia genética promedio entre G. quadratus y G. lateralis fue de
5.91%, siendo relativamente alta en comparacion con las distancias intra-
especificas que fueron de 1.09% para G. lateralis y 0.14% para G.
quadratus.

7% El tiempo de divergencia calculado va de un rango de 2,269,230 a 4,214,285
afios, que coincide con el cierre definitivo del Istmo de Panama, el cual ha
sido datado por varios autores en diferentes rangos de tiempo desde 2.8 a 4
millones de afos, sin embargo, el tiempo exacto del cierre de istmo esta en
discusion.

7% En el arbol concatenado de MCC obtenido bajo IB, se observé que tanto
Gecarcinus lateralis como G. quadratus son grupos monofiléticos. Dentro
del clado que representd las poblaciones de Gecarcinus lateralis, se formo
un subclado, definido, pero con un soporte bajo, que correspondié a los
organismos del Caribe mexicano, lo cual puede representar una
fragmentacion en la conectividad genética, entre las regiones que abarca su
distribucion geografica. Las poblaciones dentro del golfo de México
aparecieron mezcladas en los diferentes subclados, indicando la existencia
de un contacto regular.

% En la inferencia filogenética del gen COI, el subclado del Caribe se mantuvo
bien soportado en los arboles de MCC y ML.

7% |a distancia genética entre la poblacién del golfo de México y mar Caribe
(1.2%), sugiere un posible aislamiento entre las dos regiones, lo cual debe
corroborarse analizando genéticamente més individuos de cada region. Sin
embargo, esta separacion ya se ha mencionado en otros estudios para otros
organismos.

7 La separacion de las poblaciones de G. lateralis, del golfo de México y del
mar Caribe, puede estar indicando que la corriente de Yucatan forma una
barrera parcial entre las poblaciones de ambas regiones.

7 Genéticamente el golfo de México fue mas diverso que el Pacifico, en la red
de haplotipos se observé una estructura compleja en el golfo de México, de
25 individuos se obtuvieron 16 haplotipos. La complejidad en el golfo puede
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asociarse a eventos geologicos, climaticos e histéricos que ocurrieron en el
periodo Nedgeno (23 millones de afios hasta el presente), pues como ya ha
sido reportado, son factores potenciales en la generacion de diversidad de
especies y en la conformacion de la variacion genética entre las especies de
esta region. Los tres organismos de Mahahual, Q. Roo, aparecieron con un
unico haplotipo, cercano al haplotipo que agrupa a los organismos de
Arrecife Alacranes y Banco Chinchorro. Es necesario incluir otro tipo de
analisis de genética de poblaciones, que permitan estimar el flujo génico
entre las poblaciones o realizar un andlisis de delimitacion de especies,
utilizando ademéas de genes mitocondriales otros marcadores como los
microsatélites.

X En el caso del Pacifico, de 11 individuos solo se encontraron cuatro
haplotipos desde Nayarit hasta Chiapas, ninguno de ellos Unico para alguna
localidad.

7% Se descarta la presencia de Gecarcinus ruricola en el norte de México, que
habia sido citado por otros autores, pues en el arbol concatenado, esta
especie aparecid como grupo hermano del clado formado por Gecarcinus
quadratus y G. lateralis.

% Se mostré una discordancia entre las topologias de los genes 16S y COI, en
el arbol de 16S con los métodos de ML y IB, G. ruricola aparecié como
grupo hermano de Johngarthia lagostoma y J. planata, aunque el bootstrap
con ML fue muy bajo. Mientras que en el de COI, J. lagostoma aparecio
como grupo hermano de las especies mexicanas de Gecarcinus y de G.
ruricola, con un soporte de rama muy robusto en ambos analisis. Para J.
planata no se pudo obtener la secuencia de este gen. Por lo tanto, se pone en
duda la posicion taxonomica de G. ruricola dentro del género Gecarcinus, es
necesario un andlisis morfologico y molecular mas detallado, incluyendo
mas individuos de dichas especies, para corroborar esto.

% La discordancia en las topologias se debi0 al diferente nimero de individuos
utilizado en las filogenias de ambos genes, ya que la inclusién o exclusion de

ciertos taxones, puede influir en la precision de la estimacion y dar lugar a




diferentes topologias, que tendran como resultado nuevos reordenamientos
taxonoémicos y/o relaciones filogenéticas. La incongruencia también podria
deberse a un error estocastico, el cual se puede reducir al concatenar mas
datos genéticos, ya sea, obteniendo secuencias con mas pares de bases de los
genes utilizados 0 aumentando el nimero de marcadores moleculares.

7% Debido al nimero limitado de muestras que se utilizaron, sobre todo en el
Pacifico, las estimaciones de diversidad deben tomarse solo como una
aproximacion, pues para tener un resultado mas certero, habria que incluir
mas individuos por localidad y tratar de abarcar una distribucion mas amplia

de la especie.
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ANEXO

Figura 10. Vista dorsal de A) Gecarcinus lateralis y B) G. quadratus.



Figura 11. Gecarcinus lateralis: A) Vista frontal, B) Abdomen, C) Dactilo de los pereiépodos, D) Quela. G. quadratus:
E) Vista frontal, F) Abdomen, G) Dactilo de los pereidpodos, H) Quela.







Figura 12. Abdomen de las hembras. Gecarcinus lateralis: A-Jy G. quadratus: K-O. A) 86-7182 H1: La Laguna, Boca
de Catéan, Tamaulipas; B) 86-7182 H2: La Laguna, Boca de Catan, Tamaulipas; C) frasco D H1: La Pesca, Tamaulipas;
D) 33942 H3: Rio Prieto, Vercaruz; E) 33943 H1: Barra de Sontecomapan, Veracruz; F) 33943 H1: Barra de
Sontecomapan, Veracruz; G) C86-06500 H1: Chiltepec, Tabasco; H) CNCR 34011 H1: Cayo Arcas, Campeche; I) YUC-
CC-255-11-001024 H:Arrecife Alacranes, Yucatdn; J) CNCR 3581 H: El Morro de la Mancha, Veracruz; K) CNCR
34012 H: Playa Higuera Blanca, Nayarit; L) CNCR 19003 H: Playa Troncones, Guerrero; M) CNCR 34013 H1: Playa
Aragon, Oaxaca; N) CNCR 34013 H2: Playa Aragdn, Oaxaca; O) CNCR 855 H: San Blas, Nayarit.







Figura 13. Abdomen de los machos. Gecarcinus lateralis: A-l y G. quadratus: J-P. A) Frasco D M: La Pesca
Tamaulipas; B) 86-06601 M2: Barra de Cazones, Veracruz; C) CNCR 33942 M3: Rio Prieto, Veracruz; D) C86-06495
M2: Playa Bruja, Tabasco; E) C86-06500 M1: Chiltepec, Tabasco; F) CNCR 34011 M1: Cayo Arcas, Campeche; G)
CNCR 34011 M2: Cayo Arcas, Campeche; H) CNCR 34010 M: Mahahual, Quintana Roo; 1) CNCR 3581 M: El Morro
de la Mancha, Veracruz; J) CNCR 34012 M: Playa Higuera Blanca, Nayarit; K) CNCR 33941 M2; Punta Mita, Nayarit;
L) CNCR 19003 M: Playa Troncones, Guerrero; M) CNCR 34013 M3: Playa Aragon, Oaxaca; N) CNCR 34630 M1:
Barra de Boca del Cielo, Chiapas; O) CNCR 34630 M2: Barra de Boca del Cielo, Chiapas; P) CNCR 16817 M:
Zihuatanejo, Guerrero.




Figura 14. Vista lateral de gonépodos de Gecarcinus lateralis. A) C86-07094 M1: La Pesca, Tamaulipas. B) C86-07094
M2 La Pesca, Tamaulipas. C) Frasco D M: La Pesca, Tamaulipas. D) C86-06601 M2: Barra de cazones, Veracruz. E)
C86-06601 M3: Barra de cazones, Veracruz. F) CNCR 33942 M3: Rio Prieto, Veracruz. G) CNCR 33943 M1: Barra de
Sontecomapan, Veracruz. H) CNCR 33943 M2: Barra de Sontecomapan, Veracruz. 1) C86-06495 M1: Playa Bruja,
Tabasco. J) C86-06500 M: Chiltepec Tabasco. K) C86-06500 M2: Chiltepec Tabasco. L) CNCR 34011 M1: Cayo Arcas,
Campeche. M) CNCR 34011 M2: Cayo Arcas, Campeche. N) CNCR 34010 M1: Mahahual, Quintana Roo.




Figura 15. Vista caudal de gondpodos de Gecarcinus lateralis. A) C86-07094 M1: La Pesca, Tamaulipas. B) C86-07094
M2 La Pesca, Tamaulipas. C) Frasco D M: La Pesca, Tamaulipas. D) C86-06601 M2: Barra de cazones, Veracruz. E)
C86-06601 M3: Barra de cazones, Veracruz. F) CNCR 33942 M3: Rio Prieto, Veracruz. G) CNCR 33943 M1: Barra de
Sontecomapan, Veracruz. H) CNCR 33943 M2: Barra de Sontecomapan, Veracruz. 1) C86-06495 M1: Playa Bruja,
Tabasco. J) C86-06500 M: Chiltepec Tabasco. K) C86-06500 M2: Chiltepec Tabasco. L) CNCR 34011 M1: Cayo Arcas,
Campeche. M) CNCR 34011 M2: Cayo Arcas, Campeche. N) CNCR 34010 M1: Mahahual, Quintana Roo.




Figura 16. Vista cefélica de gonopodos de Gecarcinus lateralis. A) C86-07094 M1: La Pesca, Tamaulipas. B) C86-07094
M2 La Pesca, Tamaulipas. C) Frasco D M: La Pesca, Tamaulipas. D) C86-06601 M2: Barra de cazones, Veracruz. E)
C86-06601 M3: Barra de cazones, Veracruz. F) CNCR 33942 M3: Rio Prieto, Veracruz. G) CNCR 33943 M1: Barra de
Sontecomapan, Veracruz. H) CNCR 33943 M2: Barra de Sontecomapan, Veracruz. 1) C86-06495 M1: Playa Bruja,
Tabasco. J) C86-06500 M: Chiltepec Tabasco. K) C86-06500 M2: Chiltepec Tabasco. L) CNCR 34011 M1: Cayo Arcas,
Campeche. M) CNCR 34011 M2: Cayo Arcas, Campeche. N) CNCR 34010 M1: Mahahual, Quintana Roo.




Figura 17. Vista lateral de gonpodos de Gecarcinus quadratus. A) CNCR 34012 M1: Playa Higuera Blanca, Nayarit. B)
CNCR 33941 M1: Punta Mita, Nayarit. C) CNCR 33941 M2: Punta Mita, Nayarit. D) CNCR 19003 M1: Playa
Troncones, Guerrero. E) CNCR 34013 M1: Playa Aragon, Oaxaca. F) CNCR 34013 M2: Playa Aragon, Oaxaca. G)
CNCR 34013 M3: Playa Aragdn, Oaxaca. H) CNCR 34630 M1: Boca del Cielo, Chiapas. 1) CNCR 34630 M2: Boca del
Cielo, Chiapas. J) CNCR 362 M4: Isla Venados, Sinaloa. K) CNCR 362 M5 Isla Venados, Sinaloa L) CNCR 12120 M2:
Isla Isabel, Nayarit.




Figura 18. Vista caudal de gonépodos de Gecarcinus quadratus. A) CNCR 34012 M1: Playa Higuera Blanca, Nayarit. B)
CNCR 33941 M1: Punta Mita, Nayarit. C) CNCR 33941 M2: Punta Mita, Nayarit. D) CNCR 19003 M1: Playa
Troncones, Guerrero. E) CNCR 34013 M1: Playa Aragon, Oaxaca. F) CNCR 34013 M2: Playa Aragon, Oaxaca. G)
CNCR 34013 M3: Playa Aragdn, Oaxaca. H) CNCR 34630 M1: Boca del Cielo, Chiapas. I) CNCR 34630 M2: Boca del
Cielo, Chiapas. J) CNCR 362 M4: Isla Venados, Sinaloa. K) CNCR 362 M5 Isla Venados, Sinaloa L) CNCR 12120 M2:
Isla Isabel, Nayarit.




Figura 19. Vista cefalica de gondpodos de Gecarcinus quadratus. A) CNCR 34012 M1: Playa Higuera Blanca, Nayarit.
B) CNCR 33941 M1: Punta Mita, Nayarit. C) CNCR 33941 M2: Punta Mita, Nayarit. D) CNCR 19003 M1: Playa
Troncones, Guerrero. E) CNCR 34013 M1: Playa Aragon, Oaxaca. F) CNCR 34013 M2: Playa Aragon, Oaxaca. G)
CNCR 34013 M3: Playa Aragén, Oaxaca. H) CNCR 34630 M1: Boca del Cielo, Chiapas. I) CNCR 34630 M2: Boca del
Cielo, Chiapas. J) CNCR 362 M4: Isla Venados, Sinaloa. K) CNCR 362 M5 Isla Venados, Sinaloa L) CNCR 12120 M2:
Isla Isabel, Nayarit.







Figura 20. Vistas frontales de las hembras de Gecarcinus lateralis (A-F). A) 86-7182 H1: La Laguna, Boca de Catén,
Tamaulipas; B) frasco D H1: La Pesca, Tamaulipas; C) 33942 H3: Rio Prieto, Veracruz; D) C86-06500 H1: Chiltepec,
Tabasco; E) CNCR 34011 H1: Cayo Arcas, Campeche; F) YUC-CC-255-11-001024 H: Arrecife Alacranes, Yucatan.
Vistas frontales de las hembras de Gecarcinus quadratus (G-H). G) CNCR 19003 H: Playa Troncones, Guerrero; H)
CNCR 34013 H1: Playa Aragon, Oaxaca. Vistas frontales de machos de Gecarcinus lateralis (I-Q). 1) Frasco D M: La
Pesca Tamaulipas; J) 86-06601 M2: Barra de Cazones, Veracruz; K) CNCR 33942 M3: Rio Prieto, Veracruz; L) C86-
06495 M2: Playa Bruja, Tabasco; M) C86-06500 M1: Chiltepec, Tabasco; N) CNCR 34011 M1: Cayo Arcas, Campeche;
0O) CNCR 34011 M2: Cayo Arcas, Campeche; P) CNCR 34010 M: Mahahual, Quintana Roo; Q) CNCR 3581 M: El
Morro de la Mancha, Veracruz. Vistas frontales de machos de Gecarcinus quadratus (R-X). R) CNCR 34012 M: Playa
Higuera Blanca, Nayarit; S) CNCR 33941 M2; Punta Mita, Nayarit; T) CNCR 19003 M: Playa Troncones, Guerrero; U)
CNCR 34013 M3: Playa Aragon, Oaxaca; V) CNCR 34630 M1: Barra de Boca del Cielo, Chiapas; W) CNCR 34630
M2: Barra de Boca del Cielo, Chiapas; X) CNCR 16817 M: Zihuatanejo, Guerrero.
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