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ResUMEN: En general, se cree que el flujo de genes vinculé muchas poblaciones de aguas someras del Caribe y
del Pacifico oriental hasta el cierre del istmo, ocurrido hace 3.0 a 3.5 millones de afos. Las medidas de diver-
gencia bioquimica y reproductora de siete pares de camarones Alpheus, que son parientes transistmicos cerca-
nos, muestran que el aislamiento ocurri6 en forma gradual y no simultanea. Los cuatro pares menos divergen-
tes proporcionan el mejor célculo de las tasas de divergencia molecular y de especiacion. Los datos ecolégicos,
genéticos y geoldgicos sugieren que el flujo genético fue perturbado en los tres pares restantes, por cambios

ambientales ocurridos varios millones de anos antes de completarse la barrera del istmo.

Se cree que el aislamiento geografico facilita la di-
ferenciacion y la especiacion, debido a la perturbacion
del flujo genético (1). Los pares fraternos de taxones
marinos separados por el Istmo de Panama son ideales
para estudiar estos procesos (2 - 5), puesto que la épo-
ca de la separacion del Caribe y del Pacifico oriental
estd bien definida, y es relativamente reciente (6, 7).
Este marco geologico ha estimulado el estudio de ta-
xones fraternos transistmicos para comprobar la exac-
titud de los relojes moleculares y para calcular la épo-
ca de otros eventos evolutivos (3, 4, 8). Sin embargo,
ha sido dificil interpretar las discrepancias y calcular
las posibles diferencias filogenéticas de las tasas de di-
vergencia (9), debido al escaso niimero de taxones y
caracteres estudiados. Para tratar estos problemas, in-
vestigamos la divergencia en las alozimas, el ADN mi-
tocondrial (ADNmt) y de la compatibilidad reproduc-
tora de siete pares transistmicos de taxones hermanos,
de aguas someras, en camarones del género Alpheus.

Utilizamos la literatura taxonémica para determinar
los pares transistmicos que aparecieran descritos en for-
ma especifica y sin ambigiiedades, como parientes cer-
canos, segun criterios morfologicos (10). La recolec-
cion a lo largo de ambas costas y en islas cercanas, en
Panama central, a profundidades inferiores a 5 m, reve-
16 especies hermanas no reconocidas, ademas de dichos
pares (11). En total, examinamos 17 taxones (Cuadro
1): dos pares sin ambigiiedades, (P4-C4, P5-C5), tres

trios (P3-C3, P3-C3’; P6-C6, P6’-C6; P7-C7,P7°-CT) y
un cuarteto (P1-C1, P1-C2, P2-C1, P2-C2). Utilizamos
caracteres compartidos, tales como patrones anatdmi-
cos y de color (12), para establecer las relaciones den-
tro de los trios y el cuarteto. Resultaron siete pares de
especies hermanas transistmicas, segin la definicion
morfoldgica (en negrilla en los Cuadros 1 y 2).

En cada taxon, determinamos las alozimas median-
te electroforesis convencional de gel de almidén (13) y
efectuamos la secuencia de un segmento de ADNmt, el
gen citocromo oxidosa I (COI) (14). El comportamiento
agresivo se utiliz6 como estimativo de los componentes
de comportamiento y de compatibilidad reproductora
(15), porque estos camarones atacan a los individuos he-
teroespecificos y a todos los coespecificos, con la ex-
cepcion de aquellos que pudieran convertirse en pareja
(16). Calculamos la divergencia genética entre pares
transistmicos con D de Nei para las alozimas, y la se-
cuencia corregida del porcentaje de divergencia de Ki-
mura para el ADNmt (17). Calculamos la divergencia
de la compatibilidad de comportamiento, mediante
normalizacion de medidas de tolerancia e intolerancia,
en los pares transistmicos y la cotejamos con los valo-
res observados en los apareamientos de los coespecifi-
cos intraoceanicos de control (15).

Estas tres medidas de divergencia apoyan consisten-
temente las asignaciones de pares de especies hermanas
transistmicas, segun la morfologia y el patron de color.
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Figura 1. Arbol filogenético de mayor parsimonia, construido
con PAUP basado en las secuencias del ADNmt (18). A las
transiciones se les asigné una cuarta parte del peso de las
transversiones (con base en la abundancia de transiciones,
cuatro veces mayores que las transversiones de nuestros da-
tos); las raices del arbol comienzan con el clado P7-P7’-C7.
Los cédigos de los taxones son como aparecen en el Cuadro 1.

Dentro de los trios y el cuarteto, los pares de especies
hermanas transistmicas, en general, muestran mayor
compatibilidad reproductora, menor divergencia de alo-
zimas y menor divergencia del ADNmt, que los pares de
especies transistmicas no hermanas (comparense los va-
lores en negrilla con los de tipo normal, en los Cuadros 1
y 2). El andlisis de parsimonia (18) de las secuencias del
ADNmt, también apoyan esta asignacion (Figura 1).
Los siete pares de especies transistmicas hermanas
mostraron una variacion de casi tres veces, si no mayor,
en la divergencia molecular y reproductora (Cuadros 1
y 2). Més aun, cada medida se relaciond en forma fuer-
te y significativa (aunque no perfectamente), con las
otras dos (Figura 2). La discrepancia mds notoria con-
siste en el valor reducido de la D de Nei, en compara-
cion con la divergencia del ADNmt para el par P1-C1,
un patrén que también aparecié en uno de los tres pares
transistmicos de erizos de mar estudiados (4). La con-
cordancia general de las medidas de divergencia se ex-
plica mejor con el aislamiento gradual. La hipotesis nu-
la, que afirma que el aislamiento fue simultaneo, pero
las tasas de divergencia muy variables, es incompatible
con el patron observado, puesto que las enzimas meta-

403

bolicas, el ADNmt y el reconocimiento de pareja no
comparten una base mecanicista para poder relacionar
las tasas de divergencia en forma automatica.

Hay otras pocas explicaciones sostenibles para es-
te patron de variacion coherente, pero ninguna parece
aplicable en este caso. Es improbable que las diferen-
cias en la intensidad de la seleccidon natural, o sexual
afecten a todos los tres sistemas en forma paralela y no
puedan explicar el patron comparable observado de
sustituciones silentes del ADNmt (19) en algun caso.
Igualmente, tampoco existe evidencia para las diferen-
cias entre los pares en el tamafio histérico efectivo de
las poblaciones, ni tiempos de generacion que puedan
relacionarse con la divergencia (20).

La conclusion de que el aislamiento no fue simul-
taneo justifica la eliminacion de los pares menos se-
mejantes al calcular la divergencia molecular. La divi-
sion de los valores de divergencia de las alozimas y de
las secuencias del ADNmt en los pares P1-C1, P2-C2,
P3-C3 y P4-C4 por el tiempo transcurrido desde el
cierre definitivo del paso del mar panamefio, que se ha
calculado entre 3.0 y 3.5 millones de afios (ma) (6,7),
produce una tasa aproximada de divergencia de 0.03 a

Cuadro 1. Comparaciones moleculares (13,14 ) de taxones tran-
sistmicos. Los siete pares de taxones hermanos aparecen en
negrilla. Los nombres de las especies actualmente recono-
cidas (10) con anotaciones sobre especies simpétricas her-
manas no descritas (11), son: P1, Alpheus rostratus; C1, A.
paracrinitus sp. b; P2, A. paracrinitus; C2, A. paracrinitus sp.
a; P3, A. panamensis; C3, A. formosus sp.; a; C3’, A. formosus
sp. b; P4, A. cylindricus; C4, A. cylindricus; P5, A. saxidomus;
C5, A. simus; P6, A. canalis sp. b; C6, A. nuttingi; P6’, A.
canalis sp. a; P7 y P7’, A. cristulifrons; C7, A. cristulifrons (P,
Pacffico; C, Caribe). La divergencia genética entre pares se cal-
culé con la D de Nei para alozimas y con la secuencia de di-
vergencia porcentual corregida de Kimura para el ADNmt (17).

Taxones Alozimas ADNmt COI
Promedio (variacién)
P1, C1 0.028 7.7 (7.3-8.2)
P1, C2 0.183 17.3(17.0-17.6)
P2, C2 0.114 6.6 (6.4-6.7)
P2, C1 0.119 17.4 (16.7-18.2)
P3, C3 0.109 7.7 (7.2-8.1)
P3, C3’ 0.124 13.4(13.1-13.6)
P4, C4 0.121 8.5 (8.4-8.7)
P5, C5 0.177 13.4 (13.4)
P6, C6 0.188 105(10410 7)
P6’, C6 0.224 0 (8.7-9.4)
P7, C7 0.272 19 2 (18.6-19.5)
pP7’, C7 0.231 19.7 (19.3-20.4)
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Cuadro 2. Comportamiento de tolerancia e intolerancia, en pares transistmicos macho - hembra (T) relativos a los pares intraoceéni-
cos de control (1) (15). Aparecen como la proporcion de pares, el nimero de contactos pasivos, el nimero de ataques, el nime-
ro de contactos agresivos y la compatibilidad general (mediana de las cuatro medidas) . Las especies son las que se describen en
el Cuadro 1. No hay datos disponibles para la combinacién P7’-C7. Los valores reducidos indican que los pares transistmicos ex-
hiben poco comportamiento de tolerancia o mucho comportamiento de intolerancia en comparacién con los pares intraoceéni-
cos del mismo taxén. Nétese que el comportamiento pareado, no conduce, necesariamente, a la produccién de nidadas fértiles.
Durante un periodo de 30 dias posterior a esta observacién de comportamientos, s6lo una réplica del par P3-C3 produjo nidadas
fértiles (que representan un 1% de todos los pares transistmicos examinados, en comparacion con una produccién de nidadas fér-

tiles del 60%, en los pares intraoceédnicos de control).

Taxones Tolerancia (T/I) Intolerancia (1/T) Compeatibilidad
Emparejado Contacto pasivo Ataque Contacto agresivo
P1, C1 0.86 1.97 2.18 0.49 1.42
P1, C2 0.00 0.00 0.11 0.10 0.05
P2, C2 0.67 0.33 1.40 0.48 0.58
P2, C1 0.00 0.02 0.15 0.10 0.06
P3, C3 0.45 0.66 0.49 0.31 0.47
P3, C3’ 0.00 0.03 0.35 0.26 0.15
P4, C4 0.00 0.07 0.33 0.53 0.20
P5, C5 0.33 0.51 0.14 0.13 0.24
P6, Co 0.00 0.01 0.33 0.19 0.10
P6, Cé 0.00 0.00 0.09 0.04 0.02
P3, C7 0.00 0.01 0.14 0.00 0.01

* balaeniceps, en el original

0.04 para la D de Nei, y de entre 2.2% y 2.6%, para la
secuencia del ADNmt por cada 10° afios (21). Los
tiempos calculados a partir de la divergencia para los
otros tres pares, utilizando estas calibraciones son de
4.4 a6.1 (P5-C5),de 4.0 6.3 (P6-C6)yde6.8a9.1
(P7-C7) millones de afios.

Es probable que la divergencia genética, anterior al
cierre definitivo se haya facilitado debido a los cam-
bios ocurridos en las condiciones oceanograficas. Los
conjuntos de foraminiferos fosilizados sugieren una in-
terrupcion de las conexiones circulatorias a través del
paso marino de Panama, de entre 12.9 y 7.0 millones
de afios, como un resultado de una alteracion en los pa-
trones de las corrientes, seguida por una nueva cone-
xi6n restringida de aguas someras, cuya profundidad se
redujo hasta menos de 50 m, hace 6.3 ma (7). Hace 5.0
ma, los gasteropodos estrombidos mostraban una di-
vergencia importante a nivel subgenérico (22) y se ha-
bian establecido comunidades de foraminiferos bénticos
relacionados con carbonatos, en el sur del Caribe (23).
Desde entonces, los pares P5-C5 y P6-C6 probable-
mente se separaron durante los periodos de marcada dis-
minucion de la profundidad y de divergencia ambiental,
que precedieron el cierre definitivo. El aislamiento de
P7/P7’ de C7, quizas ocurri6 cuando la hipotética barre-

ra cerro la circulacion y por falta de entrecruzamiento, al
restablecerse la conexion parcial entre los océanos. Las
transiciones ambientales también parecen haber estimu-
lado divergencias intraoceanicas (24).

Todos los camarones estudiados son formas com-
pletamente marinas de aguas someras, con larvas
planctonicas. Sin embargo, presentan algunas diferen-
cias de distribucion que podrian afectar la sensibilidad
a los cambios de las condiciones, relacionados con el
surgimiento gradual del istmo. Los miembros de los
pares mas divergentes del Pacifico se encuentran a
mayor profundidad en la zona intermareal o bien, son
escasos en ambientes de gran sedimentacidén (25)
(Figura 2). Por tanto, el hecho de que las larvas se
apartaran de las aguas someras sobre el istmo en for-
macion (6,7), pudo acelerar el aislamiento genético
de estos pares.

Nuestros datos también pueden usarse para calcu-
lar las tasas de divergencia de la compatibilidad repro-
ductora. Aun los pares menos divergentes muestran
fuerte aislamiento reproductor, pero considerable
compatibilidad de comportamiento y la produccion es-
poradica de nidadas fértiles, también ocurre (Cuadro
2). Esta observacion sugiere que, como para otros gru-
pos (5,27), entre 3.0 y 3.5 millones de afios serian el
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tiempo minimo necesario para desarrollar un fuerte
aislamiento reproductor bajo el modelo alopatrico cla-
sico, de division de dos poblaciones de gran tamafo,
sin contactos secundarios.
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Figura 2. Relacién entre la divergencia de alozimas (resumida co-
mo la D de Nei), la divergencia de la secuencia del ADNmt y
la compatibilidad de comportamiento entre machos y hem-
bras de siete pares de especies transistmicas hermanas (ambos
valores aparecen en negrilla en los Cuadros 1y 2). En cada par,
la compatibilidad mediana de comportamiento se resume en
forma de grafico, dentro del circulo que muestra la relacién
entre las dos medidas de divergencia bioquimica. Los datos
correspondientes a cada par son independientes de los datos
para los demas pares. Cada medida de diferenciacién se co-
rrelaciona significativamente con las otras dos medidas. Los
coeficientes de correlacién de rangos de Spearman son: r, =
0.82, P < 0.02 (D de Nei — ADNmt); r. = 0.93, P < 0.001 (D
de Nei — compatibilidad); r, = 0.79, P < 0.03 (ADNmt —
compatibilidad). Estos coeficientes son significativos, segin
se determina con el método secuencial de Bonferroni (28).
Los habitats de los miembros de los pares del Pacifico apare-
cen marcados (25). La linea de puntos que conecta el origen
con el par mas divergente muestra una relacion linear entre las
dos medidas bioquimicas, que es consistente con la suposicion
de la ausencia inicial de divergencia genética.
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los trios y el cuarteto son presencia o ausencia de manchas dor-

sales y banda terminal del abdomen dividida o entera (pares

P1-C1 y P2-C2, respectivamente), en ambos sexos la pinza

menor con peine de setas (par P3-C3) y antenas azules y ausen-

cia de espina mévil en el isquion del tercer periépodo (par 6-

C6). Actualmente, P7 y P7’ s6lo pueden distinguirse por medios

bioquimicos y parecen haberse diferenciado con posterioridad

a la separacion del Caribe y el Pacifico (véase Figura 1).

Utilizamos técnicas y terminologia estindar de electroforesis
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G. Buth, C. H. Haufler, en Molecular Systematics, D. M. Hillis

y C. Moritz, Eds. (Sinauer, Sunderland, MA, 1990), pp. 45-
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de OPDH, FUMH, ALD, LDH-1)]. Cinco loci fueron mono-

morfos (PER, GP, FUMH, LDH-1, CK) y 11 fueron polimorfos

(ALD, MDHP, LDH-2, GDH, ICD, MDH-1, MDH-2, OPDH,

GPI, TPI-2, PCM). El tamano medio de la muestra por locus,

promediado para todas las especies fue 18.7 y el porcentaje

de los loci polimorfos vario entre el 12.5 y el 37.5%, con un
promedio del 20.9%. Los datos se analizaron con BIOSYS-1

[D. L. Swofford y R. B. Selander, J. Hered. 72, 281 (1981)].
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El ADN genémico se extrajo de camarones individuales y en la
mayoria de las especies, una regién 681-pn (pares de nucleé-
tido) fue amplificada por la reaccién en cadena de la polime-
rasa y los iniciadores COl a y f del ADNmt [S. Palumbi y otros,
The Simple Fool s Guide to PCR (Department of Zoology, Uni-
versity of Hawaii, Honolulu, 1991)]. Una regién 640-pn de las
especies P1, C1, P2, C3 y P7 se amplific6 con un iniciador es-
pecifico para Alpheus (H7188 5'-CATTTAG-GCCTAA-
GAAGTGTTG-3') con COI fy una regién 511-pn de la espe-
cie C2 se amplific6 con dos iniciadores especificos para Alp-
heus (H7083 5’-AATARGGG-GAATCAGTGGGCAAT-3" y
L6595 5'-TATAT-CAACACTTATTTTGATT-3'). Se hizo la se-
cuencia del trenzado ligero y del pesado, del ADNmt, en ex-
perimentos separados, luego de una digestién de exonucleasa
del producto de la amplificacién de la doble trenza o con mé-
todos de secuenciacién de doble trenzado. Se hizo la secuen-
cia de dos individuos de cada uno de los 17 taxones, que pro-
dujeron cuatro valores de divergencia para cada par de taxones.
En promedio, el 76% de las secuencias analizadas fueron com-
probadas por el traslapo de los trenzados ligeros y pesados.
Observamos el comportamiento de un macho y de una hem-
bra colocados en una vasija con un pequeno resguardo duran-
te 30 minutos y registramos dos medidas de tolerancia (ntime-
ro de contactos pasivos, pareados versus separados, al final del
periodo de observacién) y dos medidas de intolerancia (niime-
ro de ataques, nimero de contactos agresivos) [ver métodos en
(16)]. Los machos y hembras eran de tamano superior al tama-
fio minimo reproductor, concordaban en tamarno y se usaron
s6lo una vez. Por cada par de taxones transistmicos emparen-
tados efectuamos cuatro categorfas de experimentos: dos in-
traoceénicos (macho caribefio + hembra caribefa, macho del
Pacifico + hembra del Pacffico) y dos transistmicos (macho ca-
ribefio + hembra del Pacifico, hembra caribefia + macho del
Pacifico). Se utilizaron las réplicas de cada uno (en general de
tres a cuatro) para calcular el porcentaje de pruebas que resul-
taron en parejas, nimero promedio de ataques, contactos agre-
sivos y contactos pasivos por prueba. Con estos datos, se calcu-
laron los valores promedios intraocednicos y transistmicos para
cada una de las cuatro medidas de comportamiento. Calibra-
mos encuentros transistmicos con encuentros intraoceanicos de
los mismos taxones, dividiendo el uno por el otro (valores tran-
sistmicos divididos por valores intraocednicos para interaccio-
nes de tolerancia, intraoceanicos divididos por transistmicos
para interacciones de intolerancia), asi que, mientras mayor
fuera el valor, mayor serfa la compatibilidad de comportamien-
to transistmico en relacién con los controles intraocednicos.
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El promedio de los porcentajes con sitios degenerados cua-
tro veces con las transversiones fueron 7.2 (P1-C1), 4.2 (P2-
C2), 3.6 (P3-C3), 3.0 (P4-C4), 10.1 (P5-C5), 10.6 (P6-C6) y
26.9 (P7-C7).

Si las diferencias de tamano histérico de las poblaciones fue-
ran causantes de la variacién concordante en la divergencia,
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entonces los pares mas divergentes deberfan mostrar la me-
nor heterocigocidad [M. Nei, T. Maruyama, R. Chakraborty,
Evolution 29,1 (1975); R. Chakraborty y M. Nei, ibid, 31, 347
(1977)]. El promedio de los valores de la heterocigocidad va-
riaron de 0.016 a 0.080 (observados) y de 0.015 a 0.125
(Hardy-Weinberg, esperados). No hubo relacién entre la he-
terocigocidad (del Caribe o del Pacifico, valores minimos,
maximos o promedios) y cualquier medida de divergencia
[para las correlaciones de rango de Spearman, los valores P
en todo el cuadro son no significativos en la prueba secuen-
cial de Bonferroni (28); los tinicos dos valores individualmen-
te significativos, mostraron una correlacién en la direccién
contraria a la esperadal. Igualmente, si las diferencias en el
tiempo de generacién produjeron el patrén de concordan-
cia, entonces los taxones de menor tamano deberian mostrar
la mayor divergencia, debido a una correlacién positiva en-
tre el tamano del cuerpo y el tiempo de generacién [R. H.
Peters, The Ecological Implications of Body Size (Cambridge
Univ. Press, Cambridge, 1983), p. 132] y una correlacién ne-
gativa entre el tiempo de generacion y la tasa de cambio evo-
lutivo (9). Los datos publicados sobre la  longitud maxima
del caparazon varian entre 6.1y 15.1 mm, para las especies
del Pacifico (10). No hay correlacién entre el tamafio maxi-
mo y ninguna otra medida de divergencia (en las correlacio-
nes de rango de Spearman, todos los valores P son > 0.6).
Se usaron las medianas del promedio de divergencia del
ADNmt y las distancias Nei (Cuadro 1) para los cuatro pa-
res. Estas calibraciones suponen una relacién linear entre el
tiempo y la divergencia para los intervalos sobre los que se
calculan o aplican. Estos muestran amplia concordancia
con estudios anteriores (3,4,8), aunque los sistemas enzima-
ticos y las regiones del ADNmt no son equivalentes.

J. B. C. Jackson, P. Jung, A.G. Coates, L. S. Collins, Science
260, 1624 (1993). Este estudio también muestra variaciones
en el tiempo de divergencia comparables a las de Alpheus.
L. S. Collins, Paleontol. Soc. Spec. Pub. 6, 67 (1992).

Los valores de los promedios porcentuales corregidos de las
secuencias de divergencia para miembros simpdtricos de
conjuntos de especies hermanas son: 8.1 (P1-P2), 16.4 (C1-
C2), 12.1 (C3- C3'), 7.6 (P6-P6’) y 6.3 (P7-P7’). Los valo-
res D, de Nei, son 0.109 (P1-P2), 0.194 (C1-C2), 0.165 (C3-
C3’), 0.216 (P6-P6’) y 0.019 (P7-P7’).

Las diferencias de los habitats son méas evidentes en el Paci-
fico [P W. Glynn, Bull. Biol. Soc. Wash. 2, 13 (1972)]. La es-
pecie P7 se captura normalmente en aguas someras subma-
reales de islas cercanas en corales muertos, la especie P6 so-
lo se captura durante las mareas bajas extremas (-60 a -85
cm) y la especie P5 estd en medio de intermareales, pero
restringida a las aguas mas claras de las islas cercanas. En
contraste, las especies P1, P2, P3 y P4 son abundantes en la
zona intermareal mediana y baja a lo largo de la costa.

Las habilidades de natacién de las larvas de los crustaceos,
les permite una amplia eleccién de habitats [R. S. Burton y
M. W. Feldman, en Estuarine Comparisons V. S. Kennedy,
Ed. (Academic Press, New York, 1982), pp. 537-551] y la
distribucion de las larvas en la columna de agua puede re-
flejar distribuciones de profundidad de adultos de aguas so-
meras [R. K. Grosberg, Ecology 63, 894 (1982)].

J. A. Coyne and H. A. Orr, Evolution 43, 362 (1989).

W. R. Rice, ibid., p. 223.



