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RESUMEN

A. chrysogaster habita las cuencas de los rios Colorado, Gila, Sonoyta y de la Concepcion en
Sonora 'y EUA. Debido a la pérdida historica de sus poblaciones se ha catalogado Amenazada
en México y en la IUCN. La poblacion del Rio Sonoyta se encuentra extirpada y persiste en un
refugio artificial en el Centro de Estudios de Desiertos y Océanos (CEDQ) en Puerto Pefiasco.
Este estudio evalla la identidad especifica y la afinidad filogenética de sus poblaciones
utilizando ADN mitocondrial y nuclear. De 80 ejemplares recolectados en las cuencas de los
rios de la Concepcion, Santa Cruz y Sonoyta (Refugio del CEDO) en Sonora, se amplificaron
los genes Cytb, COXI y ND2 mitocondriales y el gen nuclear RAG1. Las filogenias
mitocondrial y nuclear muestran monofiléticas todas sus poblaciones sin generar clados
geogréficos. El Cytb y su concatenado con COX1 sustentan un clado independiente del Rio
Sonoyta anidado al interior de todos los individuos analizados. EI codigo de barras mostr6 18
caracteres puros que discriminan todos los individuos analizados de su género hermano
Algansea y es congruente con la sefial filogenética. Un polimorfismo fijo por COX1 en los
cinco ejemplares del Rio Sonoyta (refugio del CEDO) indica la divergencia de la poblacion
del Rio Sonoyta. En cuanto a los analisis de variabilidad genética, se mostré un alto grado de
variabilidad entre las poblaciones, mientras que los valores de Fst y Nem sugieren un alto
grado de diferenciacion genética, lo que indica poca presencia de flujo genético entre dichas
poblaciones. Por otro lado, la cuenca del Rio Sonoyta (refugio del CEDO) no comparte
haplotipos con el resto de las cuencas. El Rio Santa Cruz mostré los valores mayores en los
indices de diversidad molecular, mientras que para el Rio Sonoyta la diversidad fue cero. Esto
se requiere comprobar con evidencia morfoldgica adicional, sin retrasar los esfuerzos urgentes

de recuperacion y conservacion de esta poblacién cautiva.



ABSTRACT

A. chrysogaster inhabits the Colorado, Gila, Sonoyta and Concepcidn rivers basins in Sonora
and USA. Due the historical populations loss it has been listed as Threatened in Mexico and
by the IUCN. The Sonoyta River population is extirpated and persists in an artificial refuge at
the CEDO in Puerto Pefiasco. This study evaluates the specific identity and phylogenetic
affinity of their populations using mitochondrial and nuclear DNA. From 80 specimens
collected in the Concepcion, Santa Cruz and Sonoyta rivers basins (Refuge del CEDO) in
Sonora, the Cyth, COXI and RAG1 genes were amplified. The mitochondrial and nuclear
phylogeny show monophyletic all their populations without generating geographic clades. The
Cytb and it’s concatenated with COX1 support an independent clade of the Sonoyta River,
nested within all the individuals analyzed. The barcode showed 18 pure characters that
discriminate all the analyzed individuals of its sister genus Algansea and is congruent with the
phylogenetic signal. A fixed polymorphism by COXL1 in the five specimens of the Sonoyta
River (CEDO refuge) indicates the divergence of the Sonoyta River population. The genetic
variability analyzes was shown a high degree of variability between the populations, while the
Fst and Nem values suggest a high degree of genetic differentiation, which indicates little
presence of gene flow between these populations. On the other hand, the Sonoyta River basin
(CEDO refuge) does not share haplotypes with the rest of the basins. The Santa Cruz River
basin showed the highest values in the molecular diversity indices, while for the Sonoyta
River basin the diversity was zero. This needs to be verified with additional morphological
evidence, without delaying urgent recovery and conservation efforts for this captive

population.
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INTRODUCCION

La familia Cyprinidae es un grupo de peces teledsteos dulceacuicolas conocidos como carpas
y distribuidos en varias regiones de Africa, Eurasia y Norteamérica. Existen mas de dos mil
especies y mas de 200 generos (Nelson, 1994). Al interior de la familia Cyprinidae, el género
Agosia Girard, 1856 tiene como Unica especie a Agosia chrysogaster la cual se distribuye en

regiones aridas y semiaridas del Oeste de Norteamérica (Schonhuth et al., 2012, 2014).

El pupo panza verde Agosia chrysogaster, se encuentra en el Noroeste de México y el
Suroeste de Estados Unidos, en las cuencas de los rios Gila (Rio Santa Cruz y Rio San Pedro),
Sonoyta y de la Concepcidn, estos Gltimos en Sonora (Miller et al., 2009; Varela-Romero y
Hendrickson, 2010). La poblacion del Rio Sonoyta se encuentra extirpada a causa a la extrema
aridez y el uso indiscriminado del agua como recurso para el beneficio humano en la cuenca a
ambos lados de la frontera. Debido a ello, las poblaciones remanentes fueron removidas del
Rio Sonoyta para crear estanques artificiales a manera de refugios para su resguardo en
poblaciones al interior de la cuenca y posteriormente utilizarlas en la recuperacion de la
especie de la cuenca del Rio Sonoyta. No obstante, solo la poblacién de refugio del Centro de
Estudios de Desiertos y Océanos (CEDO) ubicado en Puerto Pefiasco es la Gnica poblacién
sobreviviente. De tal manera que, evaluando su afinidad filogenética utilizando el gen
mitocondrial Cyt-b y el gen nuclear RAG1, asi como el codigo de barras de ADN a partir del
gen COXI y la variabilidad genética por medio de ND2, hacen posible conocer su filogenia e
historia evolutiva, asi como la identidad especifica de la especie (Hardman y Page, 2003;
George et al., 2008; April et al., 2011).

Hasta hace algunos afios, la identificacion y clasificacion de las especies era un trabajo
exclusivamente taxondmico, sin embargo, la identificacion de los organismos a partir de
dichos caracteres morfoldgicos no es considerado algo preciso para la resolucion a nivel de
especie (Packer et al., 2009). Actualmente, datos moleculares han sefialado una gran cantidad
de especies biologicas que aun sin poseer diferencias morfolégicas presentan divergencia
genética, lo que impide identificarlas con el tradicional concepto morfolégico de especie y

vuelve mas complicada la identificacion de especies cripticas para los taxonomos modernos



(Heinrichs et al., 2011). La técnica del cddigo de barras del ADN ha sido aplicada como un
método en taxonomia molecular para la identificacion de especies y el descubrimiento de
especies cripticas (Hebert et al., 2003; Witt et al., 2006; Lara et al., 2010; Rach et al., 2008).
Los actuales enfoques disponibles para asignar codigos de barras a los diferentes taxones
incluyen el método basando en caracteres conocido como el sistema de organizacion de
atributos caracteristicos (CAOS, por sus siglas en inglés) (Sarkar et al., 2008; Taylor y Harris,
2012). La aplicacién de este enfoque utiliza caracteres diagnosticos para la identificacion y
discriminacion de unidades bioldgicas, al igual que los utilizados en la taxonomia tradicional
(Rach et al., 2008; Sarkar et al., 2008; Jorger y Schrodl, 2013). No obstante, los enfoques
moleculares en la identificacion de especies también pueden poseer ciertas limitaciones (Kress
et al., 2005) ya que no puede remplazar completamente los analisis taxondmicos exhaustivos y
la filogenia molecular. Aun asi, el cddigo de barras del ADN no busca construir arboles
filogenéticos, mas bien provee una rapida y precisa identificacion de especies no identificadas
a partir de material de referencia previamente analizado (Sarkar et al., 2008; Erickson y Kress,
2012). Los estudios de genética poblacional a partir de diferentes marcadores moleculares,
como nucleares y mitocondriales, han demostrado ser Utiles para determinar la estructura
genética de las poblaciones de peces, lo que ha propuesto el manejo independiente de cada una
de ellas y al mismo tiempo complementario para una investigacion mas robusta (Echelle et al.,
2000; Connelly et al., 2006).

En este trabajo se pretende determinar la afinidad filogenética y la identidad especifica
de las poblaciones de A. chrysogaster en Sonora a partir de la variacion de sus genes
mitocondriales Cyt-b, COXI y ND2 y su gen nuclear RAG1. Ademaés de conocer la variabilidad

genética al interior de cada una de las subcuencas donde se distribuye.



I. ANTECEDENTES

1.1 Situacion actual de Agosia chrysogaster

La familia Cyprinidae se conoce como la familia de las carpas, son peces dulceacuicolas
distribuidos en rios de Africa, Eurasia, Norteamérica y el norte de México (Nelson, 1994). El
pupo panza verde Agosia chrysogaster forma parte de los peces dulceacuicolas de la familia
Cyprinidae, una de las méas diversas de Norteamérica (Schonhuth et al., 2006). Esta especie
habita en la cuenca del Rio Colorado y Rio Gila (rios Santa Cruz [RSC] y San Pedro [RSP])
en el suroeste de Estados Unidos (EUA) y en el norte de Sonora en los rios Sonoyta (RS) y de
la Concepcion (DLC) (Miller et al., 2009; Varela-Romero y Hendrickson, 2010; Trujillo et al.,
2012; Troia et al., 2015). El Rio Sonoyta antiguamente desembocaba en el delta del Rio
Colorado previo a su desviacion hacia el sur provocada por la formacion de la Sierra del

Pinacate, desembocando ahora en la Bahia de Adair (Lynch, 1981).

Esta especie ocupa una variedad de ambientes térmicos, desde afluentes de montafias
frias hasta rios célidos de desierto (Troia et al., 2015). Es un omnivoro facultativo que se
alimenta de detritus y de una amplia variedad de plantas e invertebrados acuéaticos y
generalmente los individuos de esta especie tienen un periodo de vida no mayor a tres afos
(Miller et al., 2009; Minckley y Marsh, 2009). Se le considera una especie generalista y un
desovador oportunista ya que es capaz de responder a diversos cambios ambientales y su
periodo de reproduccion es de la primavera al verano (Minckley y Marsh, 2009; Trujillo et al.,
2012).

Dado que A. chrysogaster se considera muy uniforme en cuanto a su morfologia, pero
genéticamente diverso en todo su rango de distribucién (Hendrickson, 1987, Tibbets, 1983;
1998; Tibbets y Dowling, 1996 Minckley y Marsh, 2009), los niveles de variacion
mitocondrial entre las poblaciones del alto Rio Gila (Green river) y de las del resto de los rios
de la cuenca del Gila resultaron altos, lo que sugiere que existe un aislamiento a largo plazo de
las regiones geograficas donde habita (Minckley y Marsh, 2009). Es por ello que
anteriormente, su distribucion se consideraba hasta las cuencas de los rios Yaqui, Mayo,

Fuerte y Sinaloa en Sonora, Chihuahua y Sinaloa. Sin embargo, el descubrimiento del pupo



mexicano como especie aln no descrita para el género Agosia y que ocupa esta distribucion
(Hendrickson, 1987; Miller et al., 2009), ocasiona una reduccion de mas de la mitad de la
antigua zona de ocupacion de A. chrysogaster, incrementando la necesidad de la reevaluacion
de su estatus de conservacion legal y promover la proteccién y recuperacion de sus

poblaciones.

De acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010 y la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés), A. chrysogaster actualmente
su estatus de conservacion es Amenazada (Miller et al., 2009; SEMARNAT, 2010). Esta
consideracion debe ser revisada debido a la dréstica reduccion del &rea de su distribucion
historica con respecto a la actual y al reconocimiento de los impactos sobre sus poblaciones
reportados en estudios recientes (Varela-Romero y Hendrickson, 2009; Minckley et al., 2013).
La poblacién del Rio Sonoyta se encuentra actualmente extirpada de su cauce natural y solo se
cuenta con individuos en una poblacién de refugio en Sonora, provenientes de los Gltimos
individuos silvestres capturados en el Rio Sonoyta. No obstante, a pesar de la pérdida de su
distribucion y abundancia, A. chrysogaster sigue siendo una de las especies localmente mas
abundantes en el suroeste de Estados Unidos y noroeste de México gracias a su notable

capacidad de resistencia a ambientes extremos (Minckley y Marsh, 2009).

El aislamiento natural entre las poblaciones de A. chrysogaster en su distribucion natural
entre el Rio Sonoyta y el resto de las cuencas de los rios de la Concepcion, Santa Cruz y San
Pedro (Minckley y Marsh, 2009), ademas del aislamiento promovido por la pérdida y el
deterioro de la calidad de los habitats acuaticos en el suroeste de Norteamérica, incrementa la
fragmentacion y pérdida de sus poblaciones naturales. En el Rio Sonoyta se registro la
extirpacion reciente de las poblaciones naturales del pupo panza verde debido a la pérdida del
flujo de agua en el cauce del rio (Minckley et al., 2013). Por lo anterior, se desarrollaron
actividades para el aseguramiento de la especie con la creacién de refugios de poblaciones en
cautiverio. Para el afio 2011, se establecieron cinco refugios y se abastecieron del pez
cachorrito del Sonoyta (Cyprinodon eremus) y del pupo panza verde (A. chrysogaster). Estos
refugios se ubicaron en Puerto Pefiasco en el Centro de Estudios de Desiertos y Océanos AC
(CEDO) y en el Centro de Estudios Tecnol6gicos del Mar (CETMAR), en Sonoyta en el



Colegio de Bachilleres (COBACH) y en la Reserva de la Biosfera El Pinacate y Gran Desierto
de Altar (RBEPGDA, dos refugios). Sin embargo, no existieron eventos de reproduccion para
el pupo panza verde en los afios siguientes, por lo que las poblaciones del COBACH y
RBEPGDA desaparecieron paulatinamente (Minckley et al., 2013). Recientemente en el 2018
se registrd un evento de reproduccion del pupo panza verde en el CEDO en Puerto Pefiasco,
notado debido a la remocion de los individuos de la poblacién del pez cachorrito del Sonoyta
contenidos en el mismo refugio. A partir de aqui, se cred un refugio independiente para el
pupo panza verde donde actualmente se ha mantenido con eventos ocasionales de
reproduccion. Esta poblacion se encuentra en etapa de recuperacion en cuanto a su numero
poblacional, de tal manera que se hace necesario evaluar no solo su variabilidad genética, sino
también su afinidad filogenética y su identidad especifica con respecto al resto de las
poblaciones naturales de la especie en toda su distribucion, lo que permitird conocer la

situacion actual de sus poblaciones para la construccion de un plan para su conservacion.

1.2 Sistematica y filogenia de Agosia chrysogaster

A. chrysogaster contaba en el pasado con una distribucién aparentemente homogénea debido a
que, las cuencas de los rios Sonoyta, de la Concepcién, Santa Cruz y San Pedro, se les
consideraba como una sola unidad hidrologica (Calmus et al., 2011). Sin embargo,
actualmente se encuentran separadas una de otra, colocando a la cuenca del Rio de la
Concepcion como la més antigua de las cuatro cuencas, surgiendo hace aproximadamente 39
millones de afios (Ma) en el Eoceno (Heindl et al., 1963; Calmus et al., 2011). Por otra parte,
la cuenca del Rio Sonoyta se formd aproximadamente entre 12 a 10 Ma en el Mioceno,
mientras que las cuencas de los rios Santa Cruz y San Pedro surgieron mas recientemente hace
12 a 5 Ma aproximadamente, ya que la cuenca del Rio Sonoyta y los rios Santa Cruz y San
Pedro formaban parte de la cuenca del Rio Colorado (Menges, 1981; Huckleberry, 1996;
Miller et al., 2009). No obstante, la cuenca del Rio Sonoyta fue aislada del resto de las
cuencas hace aproximadamente 2.5 Ma a causa de la formacion de la Sierra El Pinacate
(Menges, 1981; Varela-Romero y Hendrickson, 2010). Debido a estos eventos, se cree que no
existe intercambio genético entre las poblaciones de A. chrysogaster ya que su historia
geologica revela aislamiento entre cuencas (Minckley y Marsh, 2009).



Los analisis morfométricos iniciales realizados en el género Agosia provienen de
Hendrickson (1987). Sus resultados claramente indican que los especimenes del Rio Sonoyta
pertenecen al morfotipo nortefio junto con los de las cuencas del Gila, Bill Williams y de la
Concepcion. Sin embargo, casi el 71% de los peces de los Rios Sonoyta y Sonora mostraron
tendencias hacia formas corporales intermedias entre los morfotipos nortefio y surefio
detectado para la especie. Ademas, el andlisis genético basado en alozimas detectd un alelo
unico (peptidasa) en individuos del Rio Sonoyta. Mas recientemente, los estudios
morfoldgicos sugieren que se encuentra mas relacionado con el género Rhinichthys (Coburny
Cavender, 1992). Sin embargo, un estudio filogenético realizado por Schénhuth et al. (2006)
que incluye a siete géneros de ciprinidos mexicanos (Dionda, Notropis, Algansea, Cyprinella,
Codoma, Compostoma y Agosia) con base en secuencias del gen Citocromo b (Cyt-b), sugiere
al género Algansea, como grupo hermano de Agosia (A. chrysogaster) del suroeste de Estados
Unidos y Noroeste de México (Schonhuth et al., 2006, Pérez-Rodriguez et al., 2009). Esa
informacion es sustentada por Schonhuth et al. (2012) donde se describe como grupo
monofilético al género Algansea y es considerado grupo hermano de Agosia, ambos
pertenecientes a un clado occidental que incluye a los generos Tampichthys, Codoma,
Cyprinella, Yuriria, Hybognathus y Notropis, todos cercanos filogenéticamente a A.
chrysogaster (Schonhuth et al., 2008). Ademés, también se han utilizado marcadores
nucleares (RAG1, S7 y Rhod) y mitocondriales (Cyt-b) en andlisis filogenéticos entre
ciprinidos de Norteamérica, entre ellos A. chrysogaster con resultados concordantes con

respecto a su monofilia y relaciones evolutivas (Schonhuth et al., 2012).

El marcador mitocondrial de gran uso en andlisis filogenéticos en peces es el gen Cyt-b.
La variacion genética en este gen es el producto del modelo de replicacion asimétrica del
genoma mitocondrial, esto le confiere un nivel de variacion genética moderado y describe las
relaciones filogenéticas de casi la totalidad del grupo de peces 6seos a nivel géenero y familia
(Hardman y Page, 2003).

Las secuencias de nucleotidos de genes nucleares se han utilizado para reconstruir
relaciones filogenéticas profundas dentro de varios grupos de vertebrados (Baker et al., 2004;

Van-der-Meijden et al., 2004), incluyendo a los peces (Hardman, 2002, 2004; Hardman and



Page, 2003; Ldpez et al., 2004; Sullivan et al., 2000). Por su parte, el gen activador de la
recombinacion (RAG1), como muchos otros genes nucleares, cuenta con una baja tasa
evolutiva y esta presente en todos los vertebrados con mandibula (Sullivan et al., 2006;
Shedko et al., 2012). Ademas, desempefia un papel muy importante en la recombinacion de
inmunoglobulinas y genes receptores de células T (Tokunaga et al., 2017). No obstante, la
secuencia de este gen ha demostrado ser muy informativa en cuanto a analisis filogenéticos
para una gran variedad de grupos taxonémicos (Bufalino y Mayden, 2010). De acuerdo con
Schonhuth et al. (2012), los analisis con genes mitocondriales y nucleares son un esfuerzo por

entender mejor la historia evolutiva de especies con base en su geografia y sistematica.

1.3 Codigo de barras del ADN

El reconocimiento de la identidad de las especies y por consecuencia de la diversidad en
general resulta atil para su conservacion y para el manejo de sus poblaciones y, dado que
existe una gran parte de la biodiversidad que aln es desconocida, se requieren métodos
eficaces para la identificacion de las especies. Es por eso por lo que las herramientas

moleculares se han determinado como la base para los nuevos andlisis taxondmicos.

Una de estas herramientas moleculares mas empleadas es el Cddigo de barras del ADN,
que utiliza el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa I (COXI), el cual es el gen por excelencia
para andlisis de identidad especifica en vertebrados. Se utilizada para la identificacion y
reconocimiento de especies animales, siendo los peces uno de los grupos mas estudiados, ya
que se han analizado una gran cantidad de estos organismos bajo este enfoque (April et al.,
2011; Becker et al., 2011; Ward, 2012). Ademas, busca identificar especies ya descritas
tomando como base este marcador mitocondrial dado que presenta una baja tasa mutacional en
un numero aproximada de sus primeas 650 pb (Yi et al., 2017). Sin embargo, un estudio de
codigo de barras debe contener un segmento de ADN similar entre los organismos estudiados,
pero diferente entre especies (Ballesteros-Cérdova et al., 2019). La iniciativa del codigo de
barras de ADN dependia inicialmente en gran medida de métodos basados en distancias
genéticas, sin embargo, este tipo de analisis actualmente solo emplea una clasificacién

diagnostica e inferencial de los grupos taxonémicos (Sarkar et al., 2008; Ballesteros-Cordova



et al., 2019). Como una alternativa, Sarkar et al. (2008) desarrollaron un enfoque basado en
caracteres por medio de CAOS (por sus siglas en inglés), el cual identifica las reglas de
clasificacion, que a su vez se basan en una organizacion jerarquica existente, clasificando
taxones u organismos sin necesitar enfoques filogenéticos (Kelly et al., 2007; Rach et al.,
2008).

Este enfoque basado en caracteres se desarrolla en dos partes, primero se establecen los
codigos de barras, es decir, que se identifican las especies tomando en cuenta caracteres
diagnosticos. Una vez realizado el diagnostico, un lector de codigos de barras de ADN
clasifica las muestras de consulta desconocidas en funcion de los diagnosticos de cddigos de
barras de ADN previamente identificados. Dicho lector solo considera el numero de
posiciones diagndsticas relevantes para una clasificacion en particular. De esta manera, el
software CAOS identifica cambios diagnosticos en secuencias de ADN y establece “reglas”
para leer secuencias de ADN de especimenes de consulta e identificarlas para asi conocer sus
especies correspondientes (Sarkar et al., 2008). Con base en lo anterior, el codigo de barras
mediante CAOS se basa en un enfoque taxonémico clasico que toma en cuenta los atributos
puros, es decir, aquellos que se encuentran presentes en todos los miembros de un clado
(autoapomorfia) y se consideran novedades evolutivas sin compartir. Y los privados, que son
novedades evolutivas compartidas y estan presentes solo en algunos de los miembros del clado
(sinapomorfia) a nivel individuo. Esta técnica busca avanzar en la identificacién y en el
descubrimiento de nuevas especies mediante el analisis de patrones de divergencia entre
secuencias utilizando el gen mitocondrial COXI para la identificacion de especies en diversos
linajes animales (Steinke et al., 2009). Es por ello por lo que, el uso de herramientas
moleculares y bioinformaticas para llevar a cabo estudios de identidad especifica, en las
poblaciones de A. chrysogaster en su distribucion natural de manera conjunta e individual
lograran proporcionar las bases para la identidad especifica por unidad geogréfica,
informacidn necesaria para la creacion de un plan de manejo y conservacion para la especie en

toda su distribucioén.



1.4 Variabilidad genética de la especie

La variacion de genes mitocondriales se ha utilizado ampliamente en peces a lo largo del
tiempo debido a que el ADNmt evoluciona de 5 a 10 veces mas rapido que el ADN nuclear,
ademas tiene la capacidad de almacenar la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones
de interés en corto tiempo, lo que lo convierte en un marcador molecular de gran efectividad
(Avise, 1994).

Los estudios de variabilidad genética ayudan a comprender la estructura poblacional de
las especies, asi como la integridad de las poblaciones en general. Una herramienta para ello
es el gen mitocondrial ND2, el cual se ha utilizado ampliamente para estudios de variabilidad
genética en ciprinidos (Broughton y Gold 2000, Cashner y Bart 2010). Varios autores han
utilizado este marcador molecular para el estudio de estructura genética tanto intraespecifica
como interespecifica para especies de la familia Cyprinidae, ya que este gen presenta una alta
tasa de mutacion y por lo tanto una gran variacion (George et al., 2008; Schonhuth et al.,
2015; Ballesteros-Cérdova et al., 2019).

Para A. chrysogaster, no existen hasta el momento estudios de su variabilidad genética
reportados tanto para las poblaciones en México y en los EUA, por lo tanto, este seria el

primer trabajo que aborda este tema.



Il. HIPOTESIS

Las poblaciones del pupo panza verde A. chrysogaster en su distribucion geografica en Sonora
revelaran su afinidad filogenética e identidad especifica por medio de la variacion de los genes
mitocondriales Cyt-b y COXI y el gen nuclear RAG1, asi como la variabilidad genética de sus

poblaciones por el gen mitocondrial ND2.
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I11. OBJETIVOS

I11.1. Objetivo general

Determinar la afinidad filogenética y la identidad especifica de las poblaciones del pupo panza
verde A. chrysogaster en Sonora a partir de la variacion de sus genes mitocondriales Cyt-b y
COXI y su gen nuclear RAG1 vy la variabilidad genética de sus poblaciones con el gen

mitocondrial ND2.

I11.2. Objetivos particulares

1. Analizar las relaciones filogenéticas de las poblaciones de A. chrysogaster estudiadas a
partir de los genes mitocondriales Cyt-b, COXI y su concatenado y, el gen nuclear RAG1.

2. Corroborar la identidad especifica de las poblaciones de A. chrysogaster a partir del cédigo

de barras del ADN con el gen mitocondrial COXI.

3. Determinar la variabilidad genética de las poblaciones de A. chrysogaster por medio del gen

mitocondrial ND2.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Recolecta de ejemplares

Se recolectaron un total de 80 ejemplares y puntas de aletas en las cuencas de los rios de la
Concepcion (Rio Magdalena y Arroyo Agua Caliente), en la cuenca del Rio Santa Cruz y en el
refugio de Agosia chrysogaster del CEDO en Puerto Pefiasco. Sonora (Tabla 1, Figura 1) bajo
la licencia de recolecta SGPA/DGVS/01686/21. Todos los peces fueron recolectados en sus
habitats naturales con electropesca (Coffelt BP — 6) en cada localidad realizando transectos de
aproximadamente 100 a 200 m por arroyo muestreado. Sélo en el refugio del CEDO se
utilizaron 4 trampas para peces (G-minnow traps) donde se capturaron un total de 96
individuos en un periodo de 16 horas de permanencia de las trampas en el interior del refugio.
De estos 96 individuos capturados solo se seleccionaron cinco individuos de referencia
completos para muestra e ingreso a la coleccion de peces nativos del DICTUS y 15 individuos
fueron muestreados vivos para corte de puntas de aletas pélvica y pectoral derechas y

posteriormente regresados vivos al estanque del refugio.

Para todos los ejemplares recolectados se tomaron muestras de tejido de la aleta
pélvica derecha y fueron individualmente etiquetadas y preservadas en etanol absoluto en
tubos Eppendorf de 1.5 ml. En el refugio del CEDO se recolectaron 5 ejemplares completos
que fueron fijados en etanol absoluto y ademas 15 puntas de aletas de ejemplares vivos que se
regresaron al refugio para no promover un impacto en la poblacion del refugio. Las muestras
de tejido fueron transportadas al laboratorio de Ecologia Molecular del DICTUS y depositadas
en la coleccion de tejidos a -20° C. El resto de los organismos completos fueron fijados en
formol al 10% y preservados en etanol al 50 % para ser depositados en la Coleccion de Peces
Nativos del Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de
Sonora (DICTUS).
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Tabla 1. Localidades de recolecta para los ejemplares de Agosia chrysogaster en este estudio
para analisis moleculares. USON = Universidad de Sonora, Hermosillo.

. N° de
. Numero de .
Localidad , organismos
catalogo .
analizados
1.- Cuenca del Rio de la Concepcion, subcuenca Rio USON-425 19
Magdalena, Rio Magdalena en el vado, al cruce con
el camino a Terrenate, Son. 30°38°25°N,
110°57°58°°0
2.- Cuenca del Rio de la Concepcion, subcuenca Rio USON-1426 11

Magdalena, Rio Magdalena en el Arroyo Agua

Caliente, a 1km de carretera Imuris-Nogales, Sonora.

30°57'09"N, 110°51' 23"0O

3.- Cuenca del Rio Santa Cruz, Rio Santa Cruz en USON-1433 30
Mascarefias, Sonora, carretera Nogales-Santa Cruz.

31°17'36"N, 110° 49'19"0

4.- Cuenca del Rio Sonoyta, Refugio de Agosia USON-1439 20
chrysogaster en CEDO en Puerto Pefiasco, Sonora.

Se recolectaron 5 ejemplares completos y 15 puntas

de aletas de ejemplares que se regresaron vivos al

refugio

IV.2. Extraccién de ADN y amplificacién de genes mediante PCR

La extraccion de ADN genémico se realizd a partir de 25 mg de tejido de aletas
homogenizadas correspondientes a todas las muestras obtenidas. El producto de la
homogenizacion fue digerido con proteinasa K y ARNasa, obteniendo el ADN precipitado con
etanol de acuerdo con el kit Dneasy Blood & Tissue kit de Qiagen. La calidad y pureza del
ADN se determin6 por medio de un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 con absorbancias

de 260 y 280 nm y también visualmente por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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Arizona

California

Figura 1. Localizacion geogréfica de los sitios de recolecta para los ejemplares de A.
chrysogaster analizados en el presente estudio. Los circulos con ndmeros en su interior
indican las localidades de recolecta de la tabla 1, excepto para el Rio Sonoyta. Las divisiones
hidrograficas son representadas por lineas gruesas. Las lineas discontinuas indican cursos de
agua intermitentes. A = Cuenca del Rio Colorado, B = Cuenca del Rio Sonoyta, C = Cuenca
del Rio Gila, D = Cuenca del Rio de la Concepcion, E = Cuenca del Rio San Ignacio, G =
Cuenca del Rio Bacoachi, F = Cuenca del Rio Sonora.

Las reacciones de PCR realizadas se llevaron a cabo mediante la solucién GoTag®
Colorless Master Mix (Promega Corporation). La amplificacion del gen Cytb se realiz6 con
los oligonucledtidos FW-L15058 5°-TGA CTT GAA AAM CCA CCG TTG-3’ y RV: H16249
5’-TCA GTC TCC GGT TTA CAA GAC-3’ reportados por Kocher et al. (1989) con
condiciones que comprenden una desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 94° C seguida de 35
ciclos de 50 segundos a 94° C y una temperatura de alineamiento de 45° C por 50 segundos,

seguido de 2 minutos a 72° C y una extension final de 7 minutos a 72° C.
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En el resto de los genes se utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion. En el
caso del gen ND2 se amplificd a partir de los oligonucleotidos ND2F: 5°-AAC CCA TRC
YCA AGA GAT CA-3’ y ND2R: 5’-ACT TCT RCT TAR AGC TTT GAA GG-3’ disenados
a partir de otras secuencias de ciprinidos disponibles en el GenBank. La amplificacion se
realizé a partir de una desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 94° C seguida de 35 ciclos
de 50 segundos a 94° C, 50 segundos de temperatura de alineamiento a 60° C, seguido de 2
minutos a 72° C y una extension final de 7 minutos a 72° C. La region del codigo de barras del
ADN del gen COI se amplifico con los oligonucledtidos FishF2 tl: 5°-TCT ACA AAY CAC
AAA GAC ATT GGT AC-3’ y FishR2 tl: 5’-ACC TCT GGG TGR CCA AAG AAT CAG
AA-3’ de Ivanova et al. (2007).

Las condiciones de amplificacion para COXI incluyen una desnaturalizacion inicial por
5 minutos a 94° C seguida de 34 ciclos de 50 segundos a 94° C, 50 segundos a 50° C y 1
minuto a 72° C y una extension final de 72° C por 7 minutos. Los oligonucleétidos para
amplificar el gen RAG1 fueron RAG1(3)’F14831 5°- CTC AGC TGT AGC CAG TAC CAC
AAA ATG-3’ y como reverse RAG1(3’) R3055 5°-TGA GCC TCC ATG AAC TTC TGA
AGr TAy TT-3’, obtenidos de Sullivan et al. (2006). La amplificacion de este gen se realizd
mediante una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, seguido de otra
desnaturalizacion a 94 °C por 50 segundos, posteriormente, el alineamiento se llevo a cabo a
53 °C durante 50 segundos, seguido de 2 minutos a 72 °C y 34 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94 °C por 50 segundos, alineamiento a 53 °C por 50 segundos y extension

a 72 °C durante 2 minutos), seguido de una extension final a 72 °C por 7 minutos.

Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al 1% y se
enviaron a Macrogen Inc. en Seul, Corea del Sur, para su purificacion y secuenciacion Sanger
en ambos sentidos de la cadena. Las secuencias nucleotidicas de todos los genes secuenciados
se editaron utilizando ChromasPro version 2.1
(http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html). Posteriormente se realizo un anélisis de
similitud de secuencias en BLAST (Altschul et al., 1990) para comparar las secuencias
obtenidas con las existentes en GenBank. Por Gltimo, las secuencias se alinearon en Clustal W

para observar la variacion entre las secuencias analizadas.
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IVV.3 Analisis filogenéticos para el linaje de A. chrysogaster

Los analisis filogenéticos de A. chrysogaster incluyen secuencias de todas las poblaciones
recolectadas de las cuencas y de secuencias utilizadas por Schénhuth et al. (2012) para la
inferencia filogenética del género y de las relaciones geogréficas postuladas hasta el momento
(Tabla 2). Las relaciones filogenéticas de A. chrysogaster en todas sus poblaciones
primeramente fueron evaluadas con nuestras secuencias del gen Cyt-b contra las secuencias
utilizadas por Schonhuth et al. (2012). Posteriormente las relaciones evolutivas fueron
reevaluadas con el concatenado de las secuencias de los genes mitocondriales obtenidas en
este estudio (Cyt-b y COXI) y otros congéneres disponibles en el GenBank. Ademas, se

aplicaron estas aproximaciones cladistas con el gen nuclear RAGL1.

Toda la inferencia filogenética fue resuelta con los criterios de Maxima Verosimilitud
(ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Para la determinacion del modelo méas Optimo de
sustitucion de nucleotidos para el anélisis de ML se utilizaron las pruebas de tasa jerarquica de
verosimilitud (hLRTs por sus siglas en ingles) y el criterio de informacion de Akaike (AIC,
por sus siglas en inglés) (Posada y Buckley, 2004) obtenidos en ModelTest 3.2 (Posada y
Crandall, 1998), resultando un modelo TrN + | + G para los genes mitocondriales y K80+G
para RAG1. Estos modelos se utilizaron para el calculo de los valores y la topologia de los
arboles a partir en una busqueda de ML utilizando el cuchillo de Jack (Jackknife) para un
arbol de alta verosimilitud con el programa PAUP* (Swoford, 2002). Este arbol se utilizd
como el arbol inicial para el andlisis de remuestreo no paramétrico (Bootstrap) de 1,000
pseudo réplicas para estimar el soporte de nodos en el analisis de ML. El analisis de Inferencia
Bayesiana (IB) se realizd6 mediante una busqueda de 4 cadenas de Markov de Monte Carlo
(MCMC) simultaneas de 5 millones de ciclos en Mr Bayes. La cadena de Markov fue
muestreada a intervalos de 100 generaciones. La estabilidad de la probabilidad logaritmica se
alcanz6 después de 100.000 generaciones. Los primeros 1000 &rboles fueron descartaron
(Burn-in) en cada analisis. El soporte para los nodos del arbol de IB se determind en funcion
de los valores de las probabilidades posteriores bayesianas. Todos los arboles finales de ML e

IB fueron visualizados y editados en FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014).
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Tabla 2. Taxa, marcadores moleculares, numeros de acceso, nimeros de catalogo y referencias de las fuentes de los ejemplares
utilizados en los andlisis de inferencia filogenética. Los detalles de las localidades de recolecta se muestran en la Tabla 1. A.
chrysogaster = Agosia chrysogaster, A. lacustris = Algansea lacustris, A. amecae = Algansea amecae, A. avia = Algansea avia, A.
monticola = Algansea monticola, Y. alta = Yuriria alta, C. funduloides = Clinostomus funduloides, E. monachus = Erimonax

monachus.

Taxén Localidad Gen No. de Namero de Referencia
acceso catalogo
A. chrysogaster ly2 Cytb  EnProceso USON-1425-1 Este estudio
En Proceso USON-1425-2 Este estudio
En Proceso USON-1426-1 Este estudio
En Proceso USON-1426-2 Este estudio
JX442999
COX1 EnProceso USON-1425-1 Este estudio
En Proceso USON-1425-2 Este estudio
En Proceso USON-1426-1 Este estudio
En Proceso USON-1426-2 Este estudio
En Proceso USON-1426-3 Este estudio
HQ556979
RAG1 EnProceso USON-1425-1 Este estudio
En Proceso USON-1425-2 Este estudio
En Proceso USON-1425-3 Este estudio
En Proceso USON-1425-4 Este estudio
En Proceso USON-1426-1 Este estudio
En Proceso USON-1426-2 Este estudio
En Proceso USON-1426-3 Este estudio
En Proceso USON-1426-4 Este estudio
En Proceso USON-1426-5 Este estudio
En Proceso USON-1426-6 Este estudio
A. chrysogaster 3 Cyt-b  EnProceso USON-1433-1 Este estudio
En Proceso USON-1433-2 Este estudio
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A. chrysogaster

A. lacustris

A. amecae

A. avia

Lago Patzcuaro, Rio Lerma, Michoacéan
Lago Patzcuaro, Rio Lerma, Michoacan

Rio Lerma
No disponible
No disponible

Rio Compostela, Cuenca R. Chila., Nayarit

COX1

RAG1

Cytb

COX1
RAG1

Cyt-b
COX1
RAG1
Cyt-b
COX1
Cyt-b

18

En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
En Proceso
EU082506
MG806729
EU082597
FJ913812
MG806727
EU082509

USON-1433-3
USON-1433-4
USON-1433-5
USON-1433-6
USON-1433-7
USON-1433-8
USON-1433-9
USON-1433-1
USON-1433-2
USON-1433-3
USON-1433-4
USON-1433-5
USON-1433-6
USON-1433-7
USON-1433-1
USON-1433-2
USON-1433-3
USON-1433-4
USON-1439-1
USON-1439-2
USON-1439-3
USON-1439-1
USON-1439-1
USON-1439-2
USON-1439-3
USON-1439-4
MNCN-302526
MNCN-302526
UAIC-8352
No disponible
MNCN3696
STL 1106.01

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth et al. (2008)



A. monticola

E. monachus

Y. alta

C. funduloides

R. osculus

Rio Compostela, Cuenca R. Chila., Nayarit
Rio Compostela, Cuenca R. Chila., Nayarit
Rio Santiago, Centro México
No disponible
Rio Bolafios, Cuenca Gde. Santiago, Zacatecas
No disponible
No disponible
Rio Juchipila, Cuenca Gde. Santiago, Zacatecas
No disponible
Rio Lerma
Mill Creek, Cuenca Santee River
No disponible
No disponible
Oregon Lakes Wall Canyon, Nevada
No disponible
South Fork Zumbro River (Zumbro —
Mississippi River)

COX1
RAG1
Cyt-b
COX1
RAG1
Cyt-b
COX1
Cyt-b
COX1
RAG1
Cyt-b
COX1
RAG1
Cyt-b
COX1
RAG1

EU082509
EU082590
FJ913790
MG806728
JX443341
GQ275172
MG806753
EU082475
MG806810
EU082582
JX442999
MG806735
GU136294
KY399011
KX145309
KF640174

STL 1106.01
STL 1106.01
No disponible
SLUM1106
UANL 18775
UAIC 10655.02
UAIC10655.02
MEX 15
MNCN3809
MNCN 3324
UAIC 7920.02
UAIC 10774.02
UAIC 10774.02
No disponible
NXG2014132
No disponible

Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2008)
Pérez-Rodriguez et al. (2009)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth et al. (2012)
Schonhuth y Mayden (2010)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth et al. (2008)
Schonhuth et al. (2012)
Schonhuth et al. (2018)
Schonhuth y Mayden (2010)
Smith et al. (2017)

No disponible

Kim y Conway (2014)
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IV.4. Andlisis de Codigo de barras del ADN de A. chrysogaster

Se analizo el codigo de barras del ADN basado en caracteres con el gen COXI para todos
los individuos de A. chrysogaster recolectados en las cuencas de distribucion natural y en el
refugio del CEDO en Puerto Pefiasco, utilizando como grupo externo al género Algansea,
reportado por varios autores como su género hermano (Schénhuth et al., 2006; Schénhuth
et al., 2012; Schénhuth et al., 2014). Inicialmente se realiz6 un analisis de distancias
genéticas estimado con el modelo de Kimura-2 parametros (K2P) y por medio de vecino
mas cercano (Neighbor-joining) en PAUP*. El arbol obtenido fue incorporado al archivo
NEXUS de la matriz de secuencias de las poblaciones de A. chrysogaster analizadas por
medio del software Mezquite v3.10 (Maddison y Maddison, 2016). EI archivo
NEXUS/TREE fue editado segun Jorger and Schrodl (2014) y ejecutado en el software
CAOS (Sarkar et al., 2008) para obtener el cddigo de barras basado en caracteres de los

especimenes de las poblaciones analizadas.

IVV.5. Andlisis de variabilidad genética de las poblaciones del linaje de A. chrysogaster

La variabilidad genética de las poblaciones de A. chrysogaster se desarrolld utilizando el
gen mitocondrial ND2 y considerando las tres poblaciones conformadas por especimenes
de las cuencas de los rios de la Concepcion, Santa Cruz y Sonoyta (Refugio del CEDO).
Las poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcidn incluyeron las localidades 1 Arroyo
Agua Caliente (n = 11) y 2 Rio Magdalena (n = 19), la poblacién de la Cuenca del Rio
Santa Cruz fue la localidad 3 en Mascarefias (30) y por ultimo la Cuenca del Rio Sonoyta
en la localidad 4 Refugio del CEDO en Puerto Pefiasco (n = 20) (Tabla 1, Figura 1).

La variabilidad genética para las poblaciones de A. chrysogaster en las cuencas de
los rios de la Concepcién, Santa Cruz y Sonoyta (Refugio del CEDO) se analiz6 con el
programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005) donde se estimé la diversidad de genes,
namero de loci analizados, sitios polimdrficos (S), diversidad nucleotidica, frecuencia
haplotipica y analisis molecular de varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 2005)
considerando 10,000 permutaciones para corroborar la significancia estadistica. Se
implemento el criterio de datos mitocondriales en la AMOVA por medio de una matriz de

distancias de medias pareadas (Excoffier et al., 1992). El valor obtenido del coeficiente de

20



diferenciacion genética (Fst) en el anélisis de AMOVA se prob6 con la hipétesis Fst = 0
mediante la formula x? = 2NFst(k-1), con g.1. = (k- 1) (s- 1), en donde k es el nimero de
alelos diferentes, N el numero de organismos y s el nimero de muestras (Workman vy
Niswander, 1970). Adicionalmente se estimd el nUmero de migrantes por generacion de
acuerdo con Nem = (Fst*-1/2) (Hartl, 1988).
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V. RESULTADOS

V.1 Variacion en las secuencias del gen mitocondrial Cyt-b para las poblaciones de
Agosia chrysogaster

Se amplificaron 989 pb del gen Cytb para todos los especimenes recolectados del refugio
del CEDO vy de las cuencas de los rios de la Concepcién y Santa Cruz. Se observo una
transicion A por G en la posicion 496 para los individuos del refugio del CEDO. Se
detectaron 15 haplotipos para las tres localidades, solo uno de ellos fue compartido entre las
cuencas de los rios de la Concepcién y Santa Cruz, cuatro fueron exclusivos para el refugio

del CEDO y ocho también lo fueron para la cuenca del Rio Santa Cruz (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucién de las frecuencias haplotipicas del gen Cyt-b para las poblaciones
analizadas de Agosia chrysogaster en el Noroeste de México. H = haplotipos.

Cuenca del Rio de la Cuenca del Rio Cuenca del Rio
Concepcion Santa Cruz Sonoyta
H Agua Magdalena
Caliente
1 4 5
2 2 7 1
3 1
4 2
5 1
6 3
7 1
8 1
9 1
10 1
11 1
12 1
13 1
14 1
15 1
Total 6 16 9 4

V.2. Relaciones filogenéticas para las poblaciones de Agosia chrysogaster

Las inferencias filogenéticas de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB)

con el gen Cytb para A. chrysogaster resolvieron a todas las poblaciones como un grupo
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monofilético con la misma topologia y con variaciones en los valores de bootstrap (BP) y
probabilidades posteriores (PP) (Figura 2). Las posiciones variables fueron 253 y de ellas
82 fueron parsimoniosamente informativas. Todos los individuos de las tres cuencas
hidroldgicas se agruparon en un clado junto con la secuencia de GenBank (JX443014) de la
especie reportada para Arizona, con valores de BP 65 % y PP 100 %. Hasta ahora, el clado
monofilético de A. chrysogaster se presenta como grupo hermano del género Algansea spp.
y este a su vez, hermano de los géneros Yuriria (FJ913791Yalta) y Erimonax
(EU082475Emonachus, Figura 2) con valores altos de BP (86 %) y PP (100 %).

Los andlisis filogenéticos de ML e IB con el concatenado de los genes
mitocondriales Cytb y COXI resultaron en topologias muy similares para los arboles
obtenidos, pero con diferencias en los valores de BP para ML y PP para IB (Figura 3),
evidenciando la monofilia de las poblaciones de A. chrysogaster para el noroeste de México
(BP = 100 %, PP = 100%) y con un clado geogréafico solo para la cuenca del Rio Sonoyta
(Refugio del CEDO) (BP = 100%, PP = 100%) (Figuras 2 y 3). El clado hermano para A.
chrysogaster fue el género Algansea con valores de soporte elevados (BP = 96 %, PP =
100%). El grupo hermano a este clado mexicano resultaron ser los géneros Yuriria y

Erimonax igualmente con valores altos de BP (98 %) y PP (100 %) (Figura 3).

Las inferencias filogenéticas con el gen nuclear RAG1 para las poblaciones de A.
chrysogaster fueron resueltos por ML e IB y se detectdé nuevamente monofilia entre las
poblaciones de A. chrysogaster con las secuencias del GenBank utilizadas y similitud con
la topologia de Cytb mitocondrial (Figura 4). Se detectaron 14 haplotipos donde s6lo los
haplotipos 12 y 13 se compartieron en las dos localidades de Rio de la Concepcidn (Tabla
4, AC y M). Las posiciones variables fueron 91 y de ellas 39 fueron parsimoniosamente
informativas y todos los individuos de A. chrysogaster formaron un clado con las
secuencias reportadas en GenBank con valores altos de BP (100 %) y PP (100 %).
Igualmente, el clado monofilético de A. chrysogaster se presenta como hermano de
especies del género Algansea y este a su vez, hermano de los géneros Yuriria
(FJ913791Yalta) con valores altos de BP (100 %) y PP (100 %).
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Tabla 4. Distribucién de las frecuencias haplotipicas del gen RAGL1 para las poblaciones
analizadas de Agosia chrysogaster en el Noroeste de México. H = haplotipos.

Cuenca del Rio de la Cuenca del Rio Cuenca del Rio
Concepcidn Santa Cruz Sonoyta
H Agua Magdalena
Caliente
1 1
2 1
3 1
4 1
5 1
6 1
7 2
8 1
9 1
10 1
11 1
12 1 4
13 1 1
14 5
15
Total 6 12 3 3

24



AC1
AC2
AC3
AC4
M11
M12
M13
M14
M15
— SC2
AC5
AC7
M1
M7
M8
M9
M10
M16
M18
SC4

JX443014Achr
65/100 M4

M2
4[ M3
56/98 M6
Cc4
99/100+ C1
i Cc2
100/100 c5
SC19
SC11
SC3
100/100 100/100 SC12
SC29

SC5

—— SC17
98/100 ———————— EU082506Alacustris
ﬂ|—| L FJ913812Aamecae
EU082509Aavia
FJ913790Amonticola
| 8onoo, GQ275172Emonachus
N EU082475Y alta
JX442999Cfunduloides

KY399011Rosculus

0.02

Figura 2. Arbol filogenético con el gen Cyt-b resuelto por IB con el modelo evolutivo TrN+I+G para 35 integrantes de A.
chrysogaster de las cuencas de los rios bajo estudio y de miembros del Clado Occidental Redefinido (Schonhuth et al., 2012).

Cuenca del Rio de la Concepcién: AC =Agua Caliente, M = Magdalena; SC = Cuenca del Rio Santa Cruz; Cuenca del Rio Sonoyta:
Refugio del CEDO =C.
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M2
M5
SC5

M12
AC7
M10
AC5
M1
SC2
M7
SC4

60/100

54/100

AC1
54/63 4 HQ556979Ach

C4
100/100 C1
C2
96/100 CS
L 3C17

100/100 ————— MG806729Alacustris
88/100 L MG806727Aamecae
98/100 MG806730Amonticola

| MG806728Aavia

98/1007 MG806753Emonachus
- L MG806810Yalta
MG806735Cfunduloides

KX145309Rosculus

100/100

0.02

Figura 3. Arbol filogenético con el concatenado de los genes Cyt-b y COXI resuelto por Inferencia Bayesiana con el modelo
evolutivo TrN+I+G para 17 integrantes de A. chrysogaster de las cuencas de estudio, ademas de otros miembros del Clado
Occidental Redefinido (Schonhuth et al., 2012). Cuenca del Rio de la Concepcion: AC =Agua Caliente, M = Magdalena; SC =
Cuenca del Rio Santa Cruz = SC; Cuenca del Rio Sonoyta: Refugio del CEDO = C.

26



r AC1
AC2

— JX443343Achrysogaster
—— AC3

77199— M2

—— ACS8

— AC9

— M12
77/100 L M6

ool —— =
c4

— M1
— C2

SC16
77/100 — i

SC2
1004100 GU136291Achrysogaster
JX443341Amonticola
100/100 68/99 ————— EU082587Allacustris
EU082590Alavia
EU082588Altincella

77/100

EU082586Yalta
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0.002
Figura 4. Arbol filogenético con el gen RAG1 resuelto por Inferencia Bayesiana (modelo de evolucion K80+G) para 21 integrantes
de A. chrysogaster de las cuencas de los rios de la Concepcion, Santa Cruz y el refugio del CEDO, ademas de otros miembros del
Clado Occidental Redefinido (Schonhuth et al., 2012). Cuenca del Rio de la Concepcion: AC =Agua Caliente, M = Magdalena; SC
= Cuenca del Rio Santa Cruz = SC; Cuenca del Rio Sonoyta: Refugio del CEDO = C.
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V.3. Andlisis del codigo de barras del ADN de las poblaciones de Agosia chrysogaster

El andlisis de 64 secuencias del gen COXI para A. chrysogaster de las cuencas de los rios
de la Concepcion, Santa Cruz y Sonoyta (Refugio del CEDO) resulto en 10 haplotipos, de
estos solo tres haplotipos se compartieron entre las localidades de las cuencas de los rios de
la Concepcion y Santa Cruz, esta Gltima mostro seis haplotipos exclusivos y solo el refugio
del CEDO con la poblacion remanente del Rio Sonoyta present6 haplotipos exclusivos para
los cinco individuos analizados (Tabla 5). La diversidad haplotipica para la especie fue de
0.885 (Desviacion estandar = 0.00086) y la de nucledtido de y 0.01511 (Desviacion

estandar = 0.00165) respectivamente.

Tabla 5. Distribucion de las frecuencias haplotipicas del gen COIl para las poblaciones de
Agosia chrysogaster en el Noroeste de México analizadas. H = haplotipos.

Cuenca del Rio de la Cuenca del Rio Cuenca del Rio
Concepcion Santa Cruz Sonoyta
H Agua Magdalena
Caliente
1 5
2 1 1
3 1 1
4 1 4
5 1 1 5
6 1 3
7 1
8 1
9 2
10 1
Total 5 6 14 5

El arbol de distancias genéticas por NJ con K2P resolvio a todos los individuos de
todas las cuencas hidroldgicas de la distribucion de A. chrysogaster en un clado
monofilético y mostré como género hermano a las especies del género Algansea (Figura 5).
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Figura 5. Arbol de distancias genéticas por K2P para el gen COXI de los individuos de
Agosia chrysogaster analizados.
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El analisis del codigo de barras del ADN basado en caracteres con CAOS mostro
18 caracteres puros individuales (sPu) para discriminar a las poblaciones de A. chrysogaster
en toda su distribucion en las cuencas de los rios de la Concepcion, Santa Cruz y Sonoyta
de las especies de su género hermano Algansea (Tabla 6). Dieciséis caracteres puros (sPu)
resultaron transiciones del tipo T-C (226, 361,434, 535, 637), C-T (268, 496, 547), G-A
(349, 385, 388, 520, 634), A-G (580, 655) y solo dos sitios fueron transversiones T-A (322)
y G-C (634). Ademas, la poblacién del Rio Sonoyta registré una transicion contra todas las
especies comparadas en la posicion (607) identificAndose como una autoapomorfia para la

poblacién del Rio Sonoyta al interior de A. chrysogaster (Tabla 6).

Adicionalmente y considerando solo los individuos analizados de A. chrysogaster
es posible observar que los individuos de la poblacién del Rio Sonoyta mantenidos en el
refugio del CEDO en Puerto Pefiasco muestran autoapomorfias en las posiciones 165y 700
(T por C), 337y 694 (A por G) y 607 (C por T), todas transiciones.

V.4. Analisis de variabilidad genética para las poblaciones del linaje de Agosia
chrysogaster

Para el analisis de variabilidad genética de las poblaciones de Agosia chrysogaster se
analizaron 64 secuencias del gen mitocondrial ND2 todas con una longitud de 1,113 pb sin
inserciones ni deleciones. Se encontraron 108 posiciones variables y 92 fueron
parsimoniosamente informativas. El analisis de datos para la distribucién de frecuencias
haplotipicas mostr6 un total de 26 haplotipos distribuidos en las poblaciones analizadas.
Diez haplotipos fueron Unicos y el resto fueron detectados en al menos dos de las
poblaciones analizadas. No se detectd ningln haplotipo compartido entre las cinco muestras
del CEDO de la cuenca del Rio Sonoyta con las de los rios De la Concepcién y Santa Cruz.
Al interior de la cuenca del Rio de la Concepcidn se detectaron cinco haplotipos exclusivos
para la cuenca, de los cuales tres fueron compartidos entre las poblaciones de Magdalena y
Agua Caliente y dos fueron exclusivos para Agua Caliente. Finalmente, se detect6 un
haplotipo compartido entre la localidad de Agua Caliente del Rio De la Concepcion vy el
Rio Santa Cruz (Tabla 7).
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Tabla 6. Codigo de barras del ADN para Agosia chrysogaster (AC1, C1, M1, SC1), Algansea amecae, Algansea lacustris y Algansea
monticola basado en atributos caracteristicos puros (sPu) obtenido por CAQOS. En la posicion 607 se marca en recuadro la Citosina que
representa una autoapomorfia para la poblacion del Refugio del CEDO provenientes del Rio Sonoyta.

226 268 322 349 361 385 388 434 498 502 520 535 547 580 607 634 637 655 664

. chrysogaster AC1 T C T G T G G T C G G T C A T G T A T

. chrysogaster C1

. chrysogaster M1

. chrysogaster SC1

. amecae MG806727
. lacustris MG806729
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Tabla 7. Distribucion de las frecuencias haplotipicas para el gen ND2 de las cuatro

poblaciones del linaje de A. chrysogaster analizadas. H = haplotipos.

Rio Sonoyta Rio de la Concepcion Rio Santa
CEDO Magdalena Agua Caliente Cruz

1
5

©Co~NoohswN R|T
RPRPNDRRN

H
H
PR RERPWELN

)
o
PRPRPRONRONNDODN

26
Total 5 18 11

w
o

El anélisis del perfil de red haplotipica para las poblaciones analizadas del linaje de
A. chrysogaster mostrd tres haplogrupos, uno de ellos integrado solo por los individuos de
la cuenca del Rio Sonoyta donde se detectd solo el haplotipo 5, otro integrado por
individuos de las poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcién y del Rio Santa Cruz
(Haplotipo 6) vy, el tercero integrado por individuos del Rio Santa Cruz (Haplotipos 15 al
26; Tabla 7, Figura 6). La posicion central en la red del haplotipo 3 integrado por
individuos de las dos poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcién lo sugieren como
el potencial haplotipo basal del linaje de A. chrysogaster de donde surgen el resto de los

haplotipos obtenidos para la cuenca del Rio de la Concepcion (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de red haplotipica del gen ND2 para las poblaciones analizadas del linaje de A. chrysogaster. El tamafio de los circulos
es proporcional a los organismos que presentaron el haplotipo mostrado. Los puntos rojos representan el median vector que separa a
los haplogrupos resueltos. Las marcas representan el nimero de pasos mutacionales. Azul = CEDO, Negro = Magdalena, Gris = Agua

Caliente y Verde = Rio Santa Cruz.
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El anélisis de secuencias para las poblaciones del linaje de A. chrysogaster en la
cuenca del Rio de la Concepcidn mostrd indices de diversidad de gen de 0.8545 (+/- 0.0852) y
un valor de diversidad de nucleétido de 0.047475 (+/- 0.028116) para los individuos de la
localidad Agua Caliente, mientras que las secuencias analizadas para la localidad de
Magdalena mostraron valores de diversidad de gen y nucleétido de 0.9020 (+/- 0.0497) y
0.048778 (+/- 0.027647) respectivamente. Los valores de diversidad de gen y nucledtido para
las dos poblaciones en conjunto de la cuenca del Rio de la Concepcion fueron de 0.8867 (+/-
0.0450) y 0.047756 (+/- 0.026510) respectivamente. Para la cuenca Rio Santa Cruz los indices
de diversidad de gen y de nucledtido mostraron valores de 0.9241 (+/- 0.0236) y 0.228182 (+/-
0.114722) respectivamente. Finalmente, para las cinco secuencias de las muestras del CEDO,
cuenca del Rio Sonoyta, se obtuvieron valores de 0.0000 (+/- 0.0000) para la diversidad de
geny 0.000000 (+/- 0.000000) para diversidad de nucleo6tido.

Los indices de diversidad molecular mostraron valores muy similares al interior de las
poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcion (Tabla 8). A nivel de cuenca, se observo
gue el Rio Santa Cruz fue el que obtuvo los valores mas altos en los indices de diversidad
molecular, mientras que para el CEDO la diversidad fue nula, probablemente debido al bajo

namero de muestras empleadas.

Tabla 8. indices de diversidad molecular para las cuatro poblaciones del linaje de A.
chrysogaster analizadas. Ts = transiciones Tv = transversiones, Sus = Sustituciones, Spr =
Sitios privados, Spo = Sitios polimorficos.

indice NUmero de
Localidad Ts Tv Sus Spr Spo

CEDO 0 0 0 0 0

Magdalena 18 2 20 6 20
Agua Caliente 15 0 15 2 15
Rio Santa Cruz 67 10 77 61 77
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El analisis molecular de varianza (AMOVA) para las cuatro poblaciones en conjunto
explico el 61.57 % de la variacion entre las poblaciones y el 38.43 % dentro de las poblaciones
e indicé una Fst de 0.61573 (p = 0.0000) (Tabla 9) con un numero de migrantes por
generacion (Nem) de 0.31. Los valores de Fst en el analisis pareado de todas las poblaciones
del linaje A. chrysogaster, mostraron a las dos poblaciones de la cuenca del Rio de la
Concepcion con un bajo valor de diferenciacion genética (Tabla 10) lo que sugiere la
presencia de flujo genético entre ellas. Los resultados indican un alto grado de variabilidad
genética entre las poblaciones. Adicionalmente los valores de Fst y Nem sugieren un alto

grado de diferenciacion genética entre las diferentes cuencas hidrolégicas (Tabla 10, 11).

Tabla 9. Analisis molecular de varianza (AMOVA) para las cuatro poblaciones en conjunto
del linaje de A. chrysogaster.

Fuente de la Suma de Varianzaen los Porcentaje de
variacion GL cuadrados componentes variacion
Entre poblaciones 3 507.956 11.42347 61.57
Dentro de las 60 427.747 7.12912 38.43
poblaciones

Total 63 935.703 18.55259

Fst = 0.61573 (p = 0.0000)

Tabla 10. indices pareados de diferenciacion genética (Fst) para las cuatro poblaciones del
linaje de A. chrysogaster. El asterisco (*) indica P < 0.05.
CEDO Magdalena Agua Caliente Rio Santa Cruz

CEDO 0.0000

Magdalena 0.90971*  0.00000

Agua Caliente 0.92205*  -0.02343 0.00000

Rio Santa Cruz 0.62727*  0.56264* 0.53018* 0.00000
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Tabla 11. Numero de migrantes pareados calculados por Fst para las siete poblaciones del
linaje de A. chrysogaster. N/A = No se puede obtener el nimero de migrantes debido a un
valor de Fst negativo.

CEDO Magdalena Agua Caliente Rio Santa Cruz

CEDO

Magdalena 0.04963

Agua Caliente 0.04227 NI/A

Rio Santa Cruz 0.29710 0.38866 0.44307

El analisis jerarquico de varianza molecular para las tres cuencas analizadas (cuenca
del Rio Sonoyta (CEDO), cuenca del Rio de la Concepcion y cuenca del Rio Santa Cruz)
indicd que el 67.23 % (Fst = 0.65326, p = 0.0000) de la variacion ocurre entre los grupos. Se
encontro que el -1.90 % de la variacion ocurre entre las poblaciones al interior de los grupos,
sin que la diferenciacion sea significativa (Fsc = 0.05800, p = 0.49169), indicando que no
existe variacion entre poblaciones, posiblemente debido a que s6lo se tienen dos poblaciones
en el grupo de la cuenca del Rio de la Concepcion. Por su parte, se encontrd que el 34.67 % de
la variacion ocurre entre las poblaciones, sin que su diferenciacion sea significativa (Fct =
0.67227, p = 0.15934) (Tabla 12). Los valores de Fst en el analisis pareado para los tres
grupos de las poblaciones del linaje mostraron un alto grado de diferenciacion genética (>
0.50) (Tablas 13 y 14) con un bajo Nem entre ellas (Tablas 13 y 14). Al igual que para las
cuatro poblaciones en conjunto, los resultados indican un alto grado de diferenciacidn genética

entre las tres cuencas analizadas.
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Tabla 12. Analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) para las tres cuencas
hidrolégicas de las poblaciones analizadas del linaje de A. chrysogaster.

Fuente de la Suma de Varianzaenlos  Porcentaje de
variacion GL cuadrados componentes variacion
Entre grupos 2 506.163 13.82218 67.23
Entre poblaciones 1 1.793 -0.39079 -1.90

dentro de los grupos

Dentro de las 60 427.747 7.12912 34.67
poblaciones
Total 63 935.703 20.56051

Fst = 0.65326 (p = 0.0000)
Fsc = -0.05800 (p = 0.49169)
Fct = 0.67227 (p = 0.15934)

Tabla 13. indices de diferenciacion genética (Fst) pareados para las tres cuencas hidroldgicas
de las poblaciones analizadas del linaje de A. chrysogaster. El asterisco (*) indica P < 0.05.

CEDO Riode la Concepcion Rio Santa Cruz

CEDO 0.00000
Rio De la Concepcion 0.90512* 0.00000
Rio Santa Cruz 0.62737* 0.60139* 0.00000

Tabla 14. Numero de migrantes por generacion (Nem) pareados calculados por Fst las tres
cuencas hidrolégicas de las poblaciones analizadas del linaje de A. chrysogaster.

CEDO Rio de la Concepcion Rio Santa Cruz

CEDO 0.00000
Rio De la Concepcion 0.05241 0.00000
Rio Santa Cruz 0.29698 0.33141 0.00000
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VI. DISCUSION

V1.1 Filogenia en las poblaciones de Agosia chrysogaster

La monofilia de Agosia chrysogaster detectada en este estudio en ejemplares de su
distribucion en las cuencas del noroeste de Mexico (cuencas de los rios de la Concepcion,
Santa Cruz y Sonoyta en su refugio del CEDO) estd puntualmente evidenciada por las
publicaciones donde se incluye a esta especie como parte de los andlisis dirigidos a otras
especies de la familia Cyprinidae con genes mitocondriales y nuclear utilizando ML e IB
(Schénhuth et al., 2006; Schonhuth et al., 2012; Schénhuth et al., 2014).

Las relaciones filogenéticas por ML e IB utilizando el gen mitocondrial Cyt-b y el gen
nuclear RAGL1 inferidas en el presente estudio, soporta con valores altos de remuestreo y
probabilidades posteriores su monofilia sin generar clados geograficos y, ademas, la baja
divergencia genética detectada, pueden explicarse por aislamientos relativamente recientes en
las cuencas que una vez estuvieron conectados y habitadas por miembros de esta especie,
como se ha sugerido para especies del género Gila que se distribuyen en el Noroeste de
México (Schonhuth et al., 2014). Sin embargo, el arbol de los genes mitocondriales Cyt-b y el
concatenado con COX1, muestra a los dos haplotipos detectados en cinco individuos de la
poblacién del Rio Sonoyta como un clado independiente anidado al interior del resto de los
individuos de A. chrysogaster analizados. Esta condicion divergente de la muestra de la
poblacion en resguardo del Rio Sonoyta se acentla con la presencia de cuatro autoapomorfias
(transiciones) adicionales en forma de transiciones en las posiciones 16 y 700 (T por C) y 337
y 694 (A por G).

Hendrickson (1987), ademas de separar morfolégicamente a las poblaciones de A.
chrysogaster en su distribucion actual en las cuencas de los rios de la Concepcidn, Gila y
Sonoyta de las poblaciones de su congenérico ain sin describirse, Agosia n sp. en su
distribucion desde la cuenca del Rio Sonora hacia el sur hasta el Rio Sinaloa, generd
informacidén genética (Alozimas) que muestra rasgos Unicos para la poblacién del pupo panza
verde en la Cuenca del Rio Sonoyta. La presencia de un alelo unico de la enzima peptidasa en
dos individuos de los 65 analizados se indica como una autoapomorfia y, adicionalmente

registré resultados incongruentes en su analisis morfolégico, asignando el morfotipo del Rio
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Sonoyta al morfotipo surefio detectado para la nueva especie del género en lugar de asociarlo
con el morfotipo nortefio afin a la geografia de la especie. Tibbets y Dowling (1996)
detectaron divergencia en la diversidad nucleotidica del Cyt-b entre las poblaciones del norte
de la distribucion de A. chrysogaster (Arroyo Valle Williamson, Rio Verde) con respecto a las
poblaciones analizadas mas surefias en Arizona restringidas al Rio Gila. Debido a la falta de
informacion sobre la variabilidad genética y la posible presencia de endogamia en las
poblacién de refugio de A. chrysogaster del Rio Sonoyta y del resto de su distribucion, los
indicadores de divergencia podrian estar relacionados con el aislamiento histérico que la
cuenca registra primeramente por haber pertenecido a la cuenca del Rio Colorado antes que al
Gilay, posteriormente, haberse separado del primero por el evento de surgimiento de la Sierra

Volcanica El Pinacate (Calmus et al., 2011).

V1.2 Caracteres diagnosticos para las poblaciones de Agosia chrysogaster

La eficacia de los métodos basados en caracteres, en este caso CAOS para la deteccion de
taxones, se basa en el uso de caracteres diagndsticos como lo hace la taxonomia tradicional. El
método basado en caracteres postula que los miembros de un determinado taxén comparten
una combinacion distintiva o combinaciones de atributos de caracteres diagnosticos
(Autoapomorfias) que estan ausentes en grupos relacionados y que pueden utilizarse para la
discriminacion de especies (Rach et al., 2008; Sarkar et al., 2008; Bergmann et al., 2009;
Jorger y Schrodl, 2013). A pesar de la propuesta de utilizar mas de tres caracteres como brecha
de cddigo de barras de ADN para separar agrupaciones taxonémicas naturales (Rach et al.,
2008), Jorger y Schrddl (2013) argumentan que CAOS no posee un criterio objetivo con el
cual delimitar un nimero umbral de nucle6tidos distintivos que indicarian un limite de especie
(es decir, para delimitar una probable nueva especie) o una poblacién independiente

perteneciente a la misma especie.

El codigo de barras mostrd 18 caracteres puros individuales (sPu) que discriminan a las
poblaciones de A. chrysogaster en toda su distribucion de las especies de Algansea. Nuestro
analisis reveld un anico polimorfismo fijo en las cinco secuencias examinadas de la poblacién

de A. chrysogaster del Rio Sonoyta que son mantenidos en el unico refugio existente en el
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CEDO en Puerto Pefiasco, Sonora y que estuvo ausente en resto de los especimenes analizados
de la distribucion geografica de la especie. Esta autoapomorfia en la posicion 607 se trata de
una transicion Unica detectada que podria indicar un patron divergente de variacion genética
para esta poblacion. Considerando el alelo variante en la peptidasa reportado por Hendrickson
(1987), este seria el segundo polimorfismo genético detectado para la poblacion del Rio
Sonoyta. Rach et al. (2008) indica que la suposicion de que un atributo caracteristico se ha
fijado dentro de una poblacion gana mas confianza si se analiza un mayor numero de
muestras, Zhang et al. (2010), indica que el tamafio de muestra deseado para un analisis de
cadigos de barras de ADN debe oscilar entre 9.5 y 216.6. Sin embargo, dentro de la familia
Cyprinidae, Ballesteros-Cordova et al. (2019) detectaron también s6lo un polimorfismo en
Gila cf. eremica del Arroyo el Tigre (Cafiones la Balandrona y la Pirinola) en la Cuenca del
Rio Matape. Esta variante genética fue determinada como una autoapomorfia en comparacion
con G. eremica y también con el congénere cercano G. purpurea. Rach et al. (2008)
identificaron menos de tres caracteres diagnosticos en diez taxones hermanos relacionados
muy cerrados del orden de insectos Odonata utilizando el gen mitocondrial NDH1, mostrando

resultados similares a los obtenidos entre poblaciones de G. cf. eremica y G. eremica.

Estos caracteres diagnosticos resultado del analisis del codigo de barras basado en
caracteres son sustentados por la filogenia mitocondrial y nuclear definiendo caracteres
diagnosticos para todas las poblaciones de A. chrysogaster, ya que no se registraron clados
geograficos en el andlisis cladista efectuado. Para el caso de la poblacion del Rio Sonoyta, su
cardcter diagnostico es sustentado por la filogenia de los genes mitocondriales y del
concatenado, donde su autoapomorfia muestra un clado monofilético al interior de la variacion
del resto de las poblaciones de A. chrysogaster. Sin embargo, hasta el momento no existen
evidencias morfoldgicas que se sean Utiles para relacionar con estos datos moleculares, sélo
Hendrickson (1987) observo un morfotipo intermedio entre el morfotipo nortefio resultante
para A. chrysogaster y el morfotipo surefio asignado a la nueva especie ain sin describir del
género Agosia en su analisis morfometrico. EI descubrir una variante genética como una nueva
especie es insuficiente si no se utiliza un criterio adicional, tradicionalmente de tipo
morfoldgico que se ajuste al sistema tradicional de corroboracién taxondmica (DeSalle et al.,
2005; DeSalle, 2006; Ballesteros-Cdérdova et al., 2016). Una fuente de datos Unica de caracter
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molecular o morfoldgica o de cualquier otro tipo no debe utilizarse por si sola para la
propuesta en el descubrimiento de especies (Rach et al., 2008). Tradicionalmente la
comparacion de secuencias de ADN se esta utilizando para detectar variantes genéticas que
después de una corroboracién taxonomico integrado de enfoque morfolégico utilizando un

concepto de especie, pueden resultar en especies nuevas (Rubinoff, 2006; Rach et al., 2008).

Las diferencias detectadas a nivel molecular y morfolégico indican que la poblacion del
Rio Sonoyta es la mas divergente de las existentes en el Noroeste de Sonora para A.
chrysogaster. Su condicion de extremo riesgo de extirpacion reciente obliga a acelerar las
estrategias de recuperacion de su Ultima poblacién remanente ubicada en el refugio del CEDO
en Puerto Pefiasco, Sonora. Minckley et al. (2013) documentan este evento de extirpacion de
sus poblaciones naturales del cauce del Rio Sonoyta y los esfuerzos multiinstitucionales
binacionales para la recuperacion de los individuos remanentes y la construccion de refugios

para su resguardo.

VI1.3. Analisis de variabilidad genética para las poblaciones del linaje de Agosia
chrysogaster

La distribucion de frecuencias haplotipicas del gen mitocondrial ND2 para las poblaciones del
linaje de A. chrysogaster analizadas en nuestro estudio mostraron un total de 26 haplotipos, de
los cuales las poblaciones del Rio Magdalena y el Arroyo Agua Caliente compartieron tres
haplotipos, mientras que el Rio Santa Cruz s6lo compartié uno con el Arroyo Agua Caliente.
Por otro lado, los individuos de la cuenca del Rio Sonoyta (Refugio del CEDO) solo tuvieron

un haplotipo unico para esa poblacion.

El perfil de redes haplotipicas mostré las relaciones entre los diferentes haplotipos y
determiné un posible haplotipo basal en la red del haplotipo 3 integrado por individuos de las
dos poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcién, lo que lo sugieren como el potencial
haplotipo basal del linaje de A. chrysogaster de donde surgen el resto de los haplotipos
obtenidos para la cuenca del Rio de la Concepcién. Por otra parte, el analisis reveld tres
haplogrupos, uno de ellos integrado solo por los individuos de la cuenca del Rio Sonoyta, otro
por la cuenca del Rio de la Concepcion y Rio Santa Cruz y el tercero integrado solo por
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individuos del Rio Santa Cruz (Figura 6). Sin embargo, a pesar de que la presencia de distintos
haplogrupos ha sido considerada anteriormente como evidencia de aislamiento entre
poblaciones (George et al., 2008), esto puede indicar un posible intercambio genético entre
individuos de la cuenca del Rio Santa Cruz y Rio de la Concepcion en algin punto de su

historia evolutiva.

Los andlisis de diversidad de gen y nucle6tido donde se evaluaron cuatro poblaciones
en conjunto del linaje de A. chrysogaster mostraron valores muy similares al interior de las
poblaciones de todas las cuencas. Los resultados adicionalmente indicaron valores distintos de
diversidad de gen y nucle6tido para las poblaciones de la cuenca del Rio Sonoyta en contra de

las poblaciones de la cuenca del Rio de la Concepcion y el Rio Santa Cruz.

Los AMOVA donde las poblaciones fueron consideradas como cuatro mostraron el
mismo patron de resultados al indicar que el mayor porcentaje de la variacion se encuentra
entre los grupos analizados. Los valores de Fst en el andlisis pareado de todas las poblaciones
del linaje A. chrysogaster, mostraron a las dos poblaciones de la cuenca del Rio de la
Concepcion con un bajo valor de diferenciacion genética (Tabla 10) lo que sugiere la
presencia de flujo genético entre ellas. Estos resultados aunados al bajo nimero de migrantes
por generacion entre las cuatro poblaciones y los elevados indices de diferenciacion genética
entre cuencas sugieren que no existe flujo genético entre ellas e indican grupos genéticamente
diferenciados. Los indices de diferenciacion genética en el analisis pareado dentro de las
poblaciones de las cuencas mostraron valores de Fst = 0.61573 con un namero de migrantes
por generacion de Nem < 1. Dichos valores de Fst y Nem sugieren un alto grado de
variabilidad genética entre las poblaciones y un alto nivel de diferenciacion genética entre las

diferentes cuencas hidrologicas.
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VII. CONCLUSIONES

Toda la filogenia mitocondrial y nuclear de Agosia chrysogaster detectan la monofilia para

todas las poblaciones en su distribucion en Sonora.

No se evidenciaron clados geograficos para las poblaciones de la especie y el Cytb y su
concatenado con COX1 muestra a la poblacion del Rio Sonoyta como un clado independiente

anidado al interior del resto de los individuos analizados.

El codigo de barras con el gen COX1 mostré 18 caracteres puros individuales para
discriminar a las poblaciones de A. chrysogaster en toda su distribucién, de las especies de su

género hermano Algansea y es congruente con la sefial filogenética.

Se detect6 un polimorfismo dnico fijo en los cinco ejemplares de la poblacion del Rio
Sonoyta (refugio del CEDO) como evidencia de la divergencia de la poblacién del Rio

Sonoyta.

Se detectdé un haplotipo exclusivo para la poblacion del Rio Sonoyta (Refugio del

CEDO) ya que no se compartié con ninguna otra de las cuencas.

Los analisis moleculares de varianza demostraron un alto porcentaje de variacion entre
las cuencas analizadas para el linaje de A. chrysogaster, lo que puede ser a causa de la alta

diferenciacion genética entre ellas.

Los indices de diferenciacién genética y el nimero de migrantes por generacion
detectados entre cuencas hidroldgicas del linaje de A. chrysogaster sugieren diferenciacion
genética entre ellas debido a un restringido flujo de genes por lo que deben considerarse un

manejo independiente para cada una ellas.
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VIill. RECOMENDACIONES

Desarrollar investigaciones mas amplias sobre la especie utilizando marcadores nucleares para
las poblaciones de A. chrysogaster en toda su distribucion para corroborar sus relaciones

evolutivas y variabilidad genética.

Analizar la morfologia de A. chrysogaster de la cuenca del Rio Sonoyta en
comparacion con el resto de su distribucion en Sonora y el suroeste de los Estados Unidos por

medio de técnicas morfométricas novedosas.

Monitoreo de las abundancias poblacionales y de las condiciones de los habitats de

ocupacion de la especie a lo largo de toda su distribucion.

Proponer un estatus de conservacion de la especie de acuerdo con el método de
evaluacion de riesgo de especies silvestres de Mexico (MER) propuesto en la NOM-ECOL-
059-SEMARNAT-2010.

Promover la restauracion del habitat y promocion de practicas para el mantenimiento

de los niveles de agua superficial en los habitats acuaticos del Rio Sonoyta.

Reinventariar la fauna de peces dulceacuicolas en el Noroeste de México con énfasis
en las poblaciones de A. chrysogaster y evaluar con precision el estado de conservacién de la

diversidad de peces nativos del Noroeste de México.
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