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RESUMEN

La carpa de desierto Gila eremica es una especie endémica al Estado de Sonora para las
cuencas de los rios Sonora, Matape y el alto Rio Yaqui. Recientemente se registraron dos
poblaciones de Gila en la subcuenca del Arroyo El Tigre de la cuenca del Rio Matape
aparentemente relacionadas con G. eremica. Debido a que el aislamiento geografico de las
nuevas poblaciones registradas con respecto a G. eremica puede promover un evento de
especiacion es necesario confirmar de su identidad especifica por varios criterios bioldgicos.
El objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacion de las poblaciones del linaje de
G. eremica en su distribucion conocida. Para cumplir con este objetivo se realizaron analisis
morfométricos y distintos analisis moleculares con marcadores mitocondriales. Los
resultados del analisis morfométrico por el Protocolo box-truss mostraron a G. cf. eremica
como una unidad morfoldégicamente y meristicamente distinguible de G. eremica. Los
analisis de inferencia filogenética (Cyz-b) indicaron monofilia entre G. cf. eremica y G.
eremica de la subcuenca del Rio Matape y adicionalmente el analisis del reloj molecular
(Cyt-b) mostré una divergencia de 5.60 Ma entre ellas, lo que concuerda con eventos
geologicos locales. El codigo de barras del ADN (COXI) discriminé a G. cf. eremica de G.
eremica por un cambio fijo en la posicion 505 de su secuencia. Los analisis de variabilidad
genética para las poblaciones del linaje de G. eremica indicaron diferenciacion entre las
poblaciones de las cuencas de los rios Sonora, Matape y la subcuenca del Arroyo El Tigre lo
que sugiere manejarlas como unidades independientes. Los distintos analisis morfoldgicos y
moleculares revelan a Gila cf. eremica como una unidad bioldgica evolutiva independiente
de Gila eremica que debe ser considerada una nueva especie dentro del linaje de Gila

eremica.
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ABSTRACT

The desert chub Gila eremica is an endemic species to the State of Sonora for the Sonora,
Matape and Upper Yaqui River basins. Recently two populations of Gila were recorded in
the Arroyo El Tigre subbasin of the Matape River basin apparently related to G. eremica.
Because the geographic isolation of the new populations recorded with respect to G. eremica
may promote a speciation event it is necessary to confirm their specific identity by several
biological criteria. The objective of this study was to characterize populations of the G.
eremica lineage in their known distribution. Morphometric analyzes and molecular analyzes
with several mitochondrial markers were performed to carry out this objective. The results
of the morphometric analysis by the box-truss Protocol showed G. cf. eremica as a
morphologically and meristically distinguishable unit of G. eremica. Analyzes of
phylogenetic inference (Cyz-b) indicated monophyly between G. cf. eremic and G. eremica
from the Méatape River subbasin and additionally the analysis of the molecular clock (Cyt-b)
showed a divergence time of 5.60 Mya between them, which agrees with local geological
events. The DNA barcoding technique (COXI) discriminated G. cf. eremica from G. eremica
by a fixed change in the position 505 of its sequence. Genetic variability analyzes for
populations of the G. eremica lineage indicated differentiation between populations of the
Sonora and Matape River basins and The Arroyo El Tigre subbasin, suggesting that they
should be managed as independent units. The morphological and molecular analyzes reveal
Gila cf. eremica as an evolutionary biological unit independent of Gila eremica that should

be considered a new species within the Gila eremica lineage.
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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 aproximadamente
mas de dos mil especies y mas de 200 géneros (Nelson, 1994). Al interior de la familia
Cyprinidae, el género Gila Baird y Girard, 1853 incluye especies referidas como carpas
occidentales y representan un grupo taxonémicamente muy complejo, distribuido en regiones
aridas y semidridas del Oeste de Norteamérica (Schonhuth et al., 2012, 2014). Sus especies
muestran morfologias muy similares, con variaciébn en sus cuerpos, tallas y habitats de

ocupacion (Schonhuth et al., 2014).

La carpa del desierto, Gila eremica DeMarais, 1991 es una especie endémica al estado
de Sonora (Miller et al., 2006; Schonhuth ef al., 2014) que forma parte del grupo de las carpas
occidentales. Esta especie ha sido descrita para las cuencas de los rios Sonora y Matape, con
pocos registros en una localidad de la subcuenca del Rio Moctezuma en el alto Rio Yaqui
(Branson, 1960; DeMarais, 1991). Al igual que otras especies nativas al Estado de Sonora, las
poblaciones de G. eremica han sido afectadas por la alteraciéon de sus habitats naturales e
introduccion de especies exoticas (Varela-Romero y Hendrickson, 2010). A pesar de lo
anterior se desconoce el estado actual de sus poblaciones, lo que indica la falta de estudios

para la especie.

Diversas expediciones realizadas en la region Sur de la Sierra El Aguaje cerca del area
de San Carlos/Guaymas, Sonora han registrado nuevas poblaciones del género Gila en los
cafones subtropicales La Balandrona y La Pirinola (Varela-Romero, 2001; Bogan et al.,
2014). La presencia de estas poblaciones de Gila en pozas conectadas entre si por un arroyo
somero intermitente perteneciente a la subcuenca del Arroyo El Tigre en la cuenca del Rio
Matape, sugiere considerarlas parte del linaje de G. eremica. Sin embargo ambas poblaciones
en los cafiones se encuentran geograficamente aisladas del resto de las poblaciones de G.

eremica previamente registradas en las cuencas de los rios Sonora y Matape. Debido a que el



aislamiento geografico es un promotor de eventos de especiacion (Mayr, 1954; Bohonak,
1999; Echelle et al., 2000; Gould, 2002; Schonhuth et al., 2015), las poblaciones de Gila (de
aqui en adelante llamadas Gila cf. eremica) de la subcuenca del Arroyo El Tigre deben ser
caracterizadas y comparadas con las poblaciones de la G. eremica nominal de las cuencas de

los rios Sonora y Matape.

Un criterio cldsico en biologia para la descripcion y caracterizacion de especies y
poblaciones es el uso de caracteres morfoldgicos. Los caracteres morfométricos y meristicos
son los caracteres medibles y contables mas comunes para la morfologia de cualquier especie
de pez (Strauss y Bookstein, 1982). Las marcas de referencia utilizadas en los andlisis
morfométricos describen la disposicion espacial de las caracteristicas anatoémicas del
organismo en estudio, lo que hace posible determinar y analizar la forma individual del pez
(Barlow, 1961; Swain y Foote, 1999). El uso de estas marcas a partir del protocolo de enrejado
0 box truss (Strauss y Bookstein, 1982) han mostrado ser herramientas muy utiles para la
identificacion de poblaciones (Hossain et al., 2010). Este tipo de estudios son
complementados con los analisis de variables meristicas, donde se hace un recuento de las
caracteristicas cuantitativas de los peces, como el nimero de branquiespinas, nimero de
vértebras, radios de las aletas y escamas en la linea lateral. Los analisis morfométricos y
meristicos han sido ttiles en estudios filogenéticos ademas de su uso en la diferenciacion y
determinacion de especies de peces (Smith et al., 1979; Corti y Crosetti, 1996; Corti et al.,
1996, Walker, 1996, 1997; Cavalcanti et al., 1999; Douglas et al., 2001).

Adicionalmente el uso de las variables morfoldgicas ha sido complementado con los
analisis moleculares para la caracterizacion de especies y poblaciones (DeMarais y Minckley,
1993; Dominguez-Dominguez et al., 2007, 2009). El gen Citocromo b (Cyt-b) es uno de los
mas utilizados en peces (Kocher et al., 1989) y debido a su nivel de conservacion media
resulta muy util para esclarecer las relaciones filogenéticas a nivel de género y familia
(Lydeard y Roe, 1997; Hardman y Page, 2003). Este gen mitocondrial ha sido anteriormente
utilizado en conjunto con los andlisis morfologicos para determinar las relaciones filogenéticas
de especies nuevas de ciprinidos (Dominguez-Dominguez et al., 2007; Dominguez-

Dominguez et al., 2009).



La identificacion y clasificaciéon de especies hasta hace algunos afios era un trabajo
exclusivo para los taxonomos, y constituye una base nomenclatural y un requisito previo clave
para una gran cantidad de estudios bioldgicos/taxondmicos. Sin embargo la identificacion de
organismos a partir de caracteres morfoldgicos se ha considerado en ocasiones arbitraria para
la resolucion a nivel especie (Packer et al., 2009). Por otra parte, incluso bajo la vision de un
experimentado taxénomo, la plasticidad fenotipica de algunos taxa puede llevar a errores de
identificacion (Nekola y Barthel, 2002; Gutiérrez-Gutiérrez et al., 2013). Actualmente los
datos moleculares han mostrado una gran cantidad de especies bioldgicas con acumulacion de
divergencia genética sin poseer diferencias morfoldgicas, lo que impide identificarlas con el
tradicional concepto morfologico de especie y vuelve més complicada la identificacion de

especies cripticas para los taxonomos modernos (Heinrichs et al., 2011).

Los avances en sistematica molecular de los ultimos afios han generado diferentes
herramientas para el estudio de la biodiversidad (Avise, 1994). El uso de secuencias cortas de
ADN ha demostrado casi por 20 afios su utilidad en separar unidades bioldgicas (FiSer-
PeCnikar y Buzan, 2014). Actualmente, la técnica del codigo de barras del ADN ha sido
aplicada como un método en taxonomia molecular para la identificacion de especies y la
revelacion de especies cripticas (Hebert er al., 2003a, b; Witt et al., 2006; Lara et al., 2010;
Rach et al., 2008). Los actuales enfoques disponibles para asignar codigos de barras a taxa
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 aplicaciéon de este enfoque radica en el uso de 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 Schrddl, 2013). El
enfoque del método basado en caracteres sostiene que los miembros de un grupo taxondémico
comparten una combinaciéon de atributos caracteristicos unicos (e. g., polimorfismos de
nucleotidos) que estan ausentes de sus grupos mas cercanos (Sarkar et al., 2008; Taylor y
Harris, 2012). De esta forma a partir del enfoque basado en caracteres, es posible identificar
especies y detectar grupos taxondmicos a partir de la clasificacion de especies desconocidas al
tomar como base los caracteres diagnodsticos detectados por el codigo de barras en especies

previamente conocidas (Rach et al., 2008; Sarkar et al., 2008; Jorger y Schrodl, 2013). Sin



embargo los enfoques moleculares en la identificacion y discriminacion de especies también
pueden poseer ciertas limitaciones (Kress et al., 2005) y a pesar de que el codigo de barras del
ADN puede ser de gran ayuda para los taxonomos, esta técnica no puede remplazar
completamente los andlisis taxonémicos exhaustivos y la filogenia molecular. El codigo 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

verificado (Sarkar et al., 2008; Erickson y Kress, 2012).

Gran parte de los estudios evolutivos en biologia se basan en establecer enlaces entre la
ecologia y la evolucidon de las especies y esto se puede realizar al cuantificar el nivel de
diferenciacion genética en las poblaciones (Bohonak, 1999). El comprender la microevolucion
requiere una cuantificacion de como el flujo de genes entre las poblaciones interactia con la
deriva génica, seleccion natural y mutacion (Bohonak, 1999). Los estudios de diferenciacion
genética poblacional son Uutiles en este sentido, ya que permiten determinar inferencias sobre
como ciertas fuerzas microevolutivas han interactuado a lo largo de la historia de la especie
(Bohonak, 1999). La diferenciacion genética poblacional puede reflejar la seleccion natural,
eventos de vicarianza y la cantidad de flujo de genes que ha ocurrido histéricamente entre las
poblaciones (Bohonak, 1999). Debido a que la diferenciacion genética provee la materia prima
para la seleccion natural, la diferenciacion genética poblacional también puede indicar el

potencial de adaptacion local o especiacion en un futuro (Bohonak, 1999).

Los estudios de genética poblacional a partir de diferentes marcadores moleculares,
como nucleares y mitocondriales, han demostrado su utilidad en determinar estructura
genética en diferentes poblaciones de peces, lo que ha sugerido el manejo independiente de
cada una de ellas (Echelle et al., 2000; Connelly et al., 2006). Adicionalmente a partir de
analisis genéticos ha sido posible clasificar poblaciones como unidades evolutivamente
significativas (UES) separandolas de unidades de manejo (UM) con el fin de conservar cada
una de las poblaciones (Lin ef al., 2008). Otros estudios relacionados han encontrado niveles
moderados de diferenciacion genética incluso en poblaciones aisladas por diferentes cuencas.

Este resultado probablemente sugiere un ancestro en comun en algin periodo prehistérico,



atribuido al posible intercambio de individuos que pudo haber resultado en un flujo de genes

entre poblaciones en diferentes cuencas (Luhariya et al., 2012).

La presencia de G. cf. eremica en la Sierra el Aguaje representa el primer registro para
el género en cafones subtropicales de baja elevacion y la ocurrencia de sus poblaciones en la
subcuenca del Arroyo El Tigre sugiere una conexion ancestral de éste ultimo con la subcuenca
del Rio Matape. La falta de estudios para G. eremica y los nuevos registros para su linaje
hacen necesaria su evaluaciéon mediante diversos criterios biologicos. Por lo anterior se
propone utilizar andlisis morfométricos y diferentes marcadores mitocondriales para
caracterizar sus poblaciones y contribuir en el conocimiento de la biologia y sistematica del

género Gila y al interior del linaje de G. eremica.






I. ANTECEDENTES

I.1 Filogenia, sistematica y taxonomia del género Gila

El género Gila Baird y Girard, 1853, forma parte de un complejo grupo de ciprinidos conocido
previamente como el clado occidental (Coburn y Cavender, 1992) y recientemente redefinido
por Schonhuth et al. (2012, 2014). Este grupo de peces habita ambientes aridos y semiaridos
en la regiéon Oeste de Norteamérica, en el Norte de México y Sur de Estados Unidos de
América (EUA) (Coburn y Cavender, 1992; Simons y Mayden, 1998; Schonhuth et al., 2014).
El género Gila posee especies morfoldgicamente muy similares con variaciones morfoldgicas,
ademas de mostrar distintas tallas y diversos habitats de ocupacion. La presencia de especies
de Gila en porciones reducidas de sistemas de rios en regiones aridas y semiaridas, junto con
la degradacion de sus hébitats y la introduccion de especies exoticas, han puesto a gran parte

de sus especies en peligro de extincion (FWS, 2010; SEMARNAT, 2010; IUCN, 2016).

La historia taxonomica y sistematica de este grupo de peces ha sido bastante compleja.
De acuerdo con Schonhuth et al. (2014) los primeros estudios relacionados con ciprinidos en
Norte América proponian diferentes clasificaciones para especies actualmente consideradas al
interior del género Gila (Miller, 1945; Bailey, 1956; Uyeno, 1960). El estudio realizado por
Miller (1945) asign6 al género Gila diez especies de Cheonda, Gila, Siboma y Tigoma y
reconocid los subgéneros Gila Miller, 1945 (donde se incluian G. robusta, G. elegans, G.
minacae, G. nigrescens), Siboma Girard, 1856 (con G. atraria y la extinta G. crassicauda),
Temeculina Cockerell, 1909 (que incluia G. orcutti, G. purpurea, G. ditaenia) y estableci6 el
subgénero Klamathella para G. bicolor. Posterior al trabajo de Miller (1945), Bailey (1956)
asigné a Clinostomus y Richardsonius como sinonimia de Gila, sin embargo Uyeno (1960)
descartd esa hipotesis y propuso a Richardsonius como el género mas cercano a Gila.
Adicionalmente incluyd a los géneros Snyderichthys y Siphateles dentro de Gila. Esta
reorganizacion caus6 un arreglo del nombre cientifico para “bicolor” que era usado en Gila y

Siphateles. De esta forma Siphateles bicolor fue cambiado a Gila bicolor y Gila bicolor pasé a



ser G. coerulea (Bailey y Uyeno, 1964). Estos cambios provocaron que varios autores (Uyeno,
1960; Miller y Hubbs, 1962; Miller, 1976) reestructuraran a las especies Gila pandora (Cope,
1872), G. pulchra (Girard, 1856), G. conspersa Garman, 1881 y G. modesta (Garman, 1881)

como independientes de G. nigrenscens (Girard, 1856).

Por otra parte algunos autores han considerado como valido al subgénero Temeculina
(Miller, 1945; Barbour y Miller, 1978), sin embargo, de acuerdo a los analisis de Uyeno
(1960) ese reconocimiento asigné como parafilético al subgénero Gila (Compuesto por G.
robusta, G. elegans, G.minacae, G. nigrescens). A pesar de que los estudios de Simons y
Mayden (1997, 1998) realizados para Gila incluian datos moleculares y morfoloégicos, no fue
posible corroborar relaciones cercanas con Richardsonius y Clinostomus y no mostraron a
estas dos ultimas especies como parte de las 22 especies de ciprinidos del clado occidental
propuesto por Coburn y Cavender (1992). Las relaciones filogenéticas resueltas para Gila que
incluian a Siphateles y Snyderichthys indicaron que el género era parafilético. Sin embargo
Simons y Mayden (1997, 1998) trataron de corregir este resultado y consideraron a Siphateles

y Snyderichthys como géneros separados.

Mas recientemente se realizaron andlisis filogenéticos con marcadores nucleares (Rag/,
Rhod y S7) y mitocondriales (Cyt-b) que incluian los 22 géneros de ciprinidos de
Norteamérica representantes del clado occidental propuesto por Coburn y Cavender (1992).
Estos resultados (Schonhuth et al., 2012) reorganizaron al clado occidental en un grupo mas
reducido, nombrado como el clado occidental redefinido (COR). El COR mostré una nueva
hipotesis filogenética y coloca al género Gila como hermano de los 11 géneros occidentales
Acrocheilus, Chrosomus, Eremichthys, Hesperoleucus, Lavinia, Moapa, Mylopharodon,
Orthodon, Ptychocheilus, Relictus y Siphateles (Schonhuth et al., 2012). Al interior del COR
la mayoria de las especies existentes de Gila formaron un linaje parafilético que incluia a los

géneros monotipicos Moapa y Acrocheilus (Schonhuth et al., 2012).

Los analisis posteriores a partir de genes nucleares (Rhod, S7 y Ragl) y mitocondriales
(Cyt-b) de todo el COR (Schonhuth et al., 2014) corroboraron el resultado de Schonhuth et al.,
(2012) y soportaron la integracion de un linaje de Gila. Los resultados obtenidos con el gen

mitocondrial Cyt-b mostraron un linaje constituido por las 19 especies conocidas para Gila



hasta ahora (G. atraria, G. brevicauda, G. coerulea, G. conspersa, G. cypha, G. ditaenia, G.
elegans, G. eremica, G. intermedia, G. minacae, G. modesta, G. nigra, G. nigrescens, G.
orcutti, G. pandora, G. pulchra, G. purpurea, G. robusta, G. seminuda) ademas de incluir a
los géneros monotipicos Acrocheilus, Moapa y a la carpa gigante del Colorado Ptychocheilus
lucius. Sin embargo los resultados de Schonhuth et al., (2014) para el concatenado de los
marcadores nucleares (Rhod, S7 y Ragl) y éstos ultimos al ser concatenados con el marcador
mitocondrial (Cyz-b) fueron distintos al resultado obtenido con el uso individual de Cyz-b, ya
que no mostraron a Ptychocheilus lucius ni a G. coerulea como integrantes del linaje de Gila
(Schonhuth et al., 2014). Lo anterior sugiere que los limites diagnésticos para el género Gila
permanecen inconclusos, debido a la posicion filogenética de G. coerulea y Ptychocheilus
lucius fuera del linaje de Gila. Por lo tanto, hasta el momento el linaje de Gila se constituye de
21 o 23 especies segun el marcador molecular considerado (nuclear o mitocondrial,
respectivamente), lo que sugiere considerar un mayor muestreo de taxa y ampliar el nimero de

caracteres para garantizar una mejor inferencia filogenética.

El reconocimiento de los géneros Acrocheilus y Moapa al interior del linaje de Gila
colocd de nuevo a este tltimo como un grupo parafilético y muestra deficiencias en cuanto al
conocimiento de su historia natural, conservacion y manejo. Por lo tanto Schonhuth et al.,
(2014) sugieren que los géneros Acrocheilus y Moapa sean considerados como sinonimia de

Gila.

De acuerdo con Schonhuth ef al. (2012, 2014) la posicion de los géneros Snyderichthys
y Siphateles anteriormente muy relacionados con Gila (Uyeno, 1960; Coburn y Cavender,
1992), son congruentes con los de Simons y Mayden (1998) y Dowling et al. (2002) donde
Snyderichthys se mostr6 muy relacionado con Plagopterini, un clado muy lejano del COR
conformado por los géneros Lepidomeda, Meda y Plagopterus. Ademas Schonhuth et al.
(2012, 2014) resolvieron al género Siphateles dentro del clado Pikeminnow, que es incluido
dentro del COR, sin embargo al igual que en trabajos anteriores, este género siempre se
muestra separado del linaje de Gila (Simons y Mayden, 1998) y ninguno de los andlisis de
Schonhuth et al. (2012, 2014) recuperd a Siphateles como un grupo natural debido a que el

complejo de Siphateles bicolor nunca se resolvid como hermano de S. alvordensis y S.



boraxobius. El género Siphateles se observd muy cercano al género Ptychocheilus, sin
embargo Schonhuth et al. (2014) sugieren que Siphateles y Ptychocheilus puedan no ser

relacionados como grupos naturales.

1.2 El complejo robusta del Rio Colorado

Gila robusta Baird y Girard, 1853, del sistema del Rio Colorado fue considerada por Jordan y
Gilbert (1877) en EUA como la especie tipo del género. Esta especie anteriormente incluia a
las subespecies Gila robusta seminuda, Gila. robusta elegans, Gila robusta grahami, sin
embargo estas ultimas hoy en dia son reconocidas como especies nominales (G. seminuda, G.
elegans y G. migra respectivamente, Schonhuth et al., 2014). El complejo robusta del Rio
Colorado esta actualmente integrado por G. robusta, G. cypha, G. elegans, G. intermedia, G.
nigra, y G. seminuda (Rinne, 1976; Rosenfeld y Wilkinson, 1989; Gerber et al., 2001; Nelson

et al., 2004; Schonhuth et al., 2014) y su historia taxonémica ha sido muy compleja.

La clasificacion taxonomica de las especies de Gila en el bajo Rio Colorado se
encuentra actualmente en debate. Mientras algunos autores consideran que estas se componen
de G. robusta, G. nigra y G. intermedia (Minckley y DeMarais, 2000; Nelson et al., 2004;
Page et al., 2013), los andlisis mas recientes indican que no existe evidencia morfoldgica ni
molecular que soporte a estas especies como independientes (Dowling et al., 2015; Copus et
al., 2016; Page et al., 2016). Page et al. (2016) atribuye que las diferencias morfologicas
detectadas por Minckley y DeMarais (2000) pueden deberse a antiguos periodos de
aislamiento geografico y diferenciacion con una posterior mezcla de linajes e hibridacion.
Adicionalmente, Page et al. (2016) también considera que las diferencias al interior de Gila en
el bajo Rio Colorado pueden ser respuesta por la plasticidad fenotipica debido a los diferentes

habitats donde se encuentran.

La situacion taxonomica y origen de G. nigra, una especie con morfologia intermedia
entre Gila robusta y G. intermedia, ain se encuentra en discusion (Minckley y DeMarais,
2000; Gerber et al., 2001). El resto de las especies del complejo robusta (G. cypha, G.

elegans, y G. robusta) poseen una distribucion simpatrica con reportes de posible hibridacion
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entre estos tres taxa (DeMarais et al., 1992; Dowling y DeMarais, 1993; Gerber et al., 2001).
A pesar de que en la mayoria de los casos la hibridacion puede dificultar la diferenciacion de
especies, algunos estudios moleculares han mostrado que este evento ha sido un factor
importante en la diversificacion de Gila (Rosenfeld y Wilkinson, 1989; DeMarais ef al., 1992;
Dowling y DeMarais, 1993; Gerber ef al., 2001; Schonhuth et al., 2014).

El posible origen hibrido de algunas especies de Gila como G. seminuda (G. robusta x
G. elegans) y G. nigra (G. robusta * G.intermedia) fue sugerido debido a las diferencias entre
los resultados morfologicos y moleculares obtenidos por varios autores (Rosenfeld y
Wilkinson, 1989; DeMarais et al., 1992; Dowling y DeMarais, 1993; Gerber ef al., 2001). Los
resultados posteriores con ADN mitocondrial (ADNmt) y ADN nuclear (ADNn) que incluian
las seis especies validas del complejo robusta del Rio Colorado (G. cypha, G. elegans, G.
intermedia, G. nigra, G. robusta y G. seminuda) no mostraron evidencia de formar un solo
grupo monofilético (Schonhuth et al., 2014). Sin embargo fueron anidadas en tres linajes
mitocondriales muy consistentes (Schonhuth et al., 2014). El grupo uno conformado por G.
chypa — G. robusta, el grupo dos, integrado por G. nigra — G. robusta — G. intermedia y el
grupo tres integrado por G. elegans — G. seminuda (Schonhuth et al., 2014). Los analisis
mitocondriales y nucleares de Schonhuth et al. (2014) nunca dieron apoyo a la monofilia de G.
robusta y resolvio a este complejo como un grupo parafilético de dos linajes (Grupos uno y
dos). De acuerdo con Schonhuth et al. (2014), este patron de resolucion filogenética puede ser
el resultado de introgresion entre G. cypha y G. robusta, como fue sugerido por Rosenfeld y
Wilkingson (1989) y Gerber et al. (2001) a partir de andlisis morfométricos y moleculares. De
igual manera la cercana relacion entre G. robusta con G. nigra y G. intermedia del grupo dos,
puede deberse a una clasificacion incompleta del linaje debido a hibridacién, como ha sido
visto en estudios anteriores (DeMarais et al., 1992; Dowling y DeMarais, 1993; Minckley y
DeMarais, 2000). Por otra parte la variacion de ADNmt mostré a G. elegans y G. seminuda
como los integrantes del grupo tres, pero la variacion en el ADN nuclear propone la hipotesis
de G. seminuda como una especie parafilética (Schonhuth ef al., 2014). Los resultados
obtenidos por Schonhuth et al. (2014) pueden sugerir introgresion y/o una clasificacion
incompleta del linaje, sin embargo son consistentes con los estudios anteriores donde se

mostraba a G. seminuda como una especie con posible origen hibrido con alelos nucleares de
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G. robusta y G. elegans, pero con variabilidad mitocondrial solo de G. elegans (Rosenfeld y

Wilkingson, 1989; DeMarais et al. 1992).

A pesar de los estudios encaminados a conocer el origen de las especies de Gila, hay una
gran falta de conocimiento filogenético de especies ya clasificadas para este género,
especialmente para aquellas que se encuentran en México (Simons y Mayden, 1998; Simons et
al. 2003; Schonhuth et al., 2014). Las relaciones filogenéticas entre las especies de Gila son
esenciales para entender su historia y distinguir los casos de clasificacion incompleta de
linajes, ademas ayudan en la delimitacion de especies y evitar conclusiones inadecuadas sobre

diversidad (Wiley, 1981; Mayden, 1999, 2002, 2013).

1.3 Las especies del género Gila en México

El estudio filogenético realizado por Schonhuth et al. (2014) que incluye todos los
representantes conocidos dentro del linaje de Gila mostrd la sistematica y distribucion actual
para las especies en México. Este trabajo determind un grupo que ellos clasificaron como “El
grupo del Desierto de Chihuahua” que incluye todas las especies nativas de esa region. Este
grupo se distribuye en cuencas independientes que se piensa fueron parte del hipotético
antiguo sistema del Rio Grande/Bravo (Smith y Miller, 1986) que incluia cuencas endorreicas
y se extendia al Sur del Rio Tunal, con un desagiie que ahora forma parte del Rio Mezquital.
De acuerdo con Schonhuth et al. (2014) las especies del grupo del Desierto de Chihuahua
muestran un patron de distribucion de endemismo en cuencas independientes y en ocasiones

en ambos zonas de la linea divisoria continental en Norte América.

El grupo del Desierto de Chihuahua resuelto por Schonhuth et al. (2014) incluye los
linajes de G. pulchra, G. conspersa, G. nigrescens, G. brevicauda, Gila sp. y un linaje
integrado por G. modesta con G. pandora. Actualmente estas dos ultimas especies son
reconocidas como especies validas por los gobiernos Mexicano y Estadounidense, sin
embargo el andlisis de Schonhuth et al. (2014) a partir de Cy#-b no mostr6é diferenciacion
genética entre estas dos especies nominales y este resultado fue interpretado como la

existencia de diferentes “morfotipos” de la misma especie, especies primitivas o especies con
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un linaje incompleto entre ellas. Gila pandora y G. modesta muestran una distribucion
alopatrica sin especies de Gila entre ellas. G. pandora se distribuye en EUA en cuencas del
alto Rio Grande y el bajo Rio Pecos en Texas, Nuevo México y Colorado, mientras que G.

modesta se encuentra en el Estado de Coahuila en México en el Rio San Juan.

El linaje de G. conspersa estudiado por Schonhuth ef al. (2014) mostr6 distribuirse en
los Rios endorreicos Nazas y Aguanaval en la parte Sur del Desierto de Chihuahua en los
estados de Durando y Zacatecas. Adicionalmente, los registros de Schonhuth ef al. (2014)
sugieren ampliar el rango de distribucion de esta especie al Rio Presidio con desembocadura al

Océano Pacifico.

Recientemente el linaje de G. pulchra ha sido restringido al Rio Conchos (Miller ef al.,
2006). Mientras que para Norris et al. (2003) las poblaciones vecinas en las cabeceras de los
rios Yaqui y Fuerte fueron consideradas “especies similares aun no descritas”. Schonhuth et
al. (2014) incluye dentro del linaje de G. pulchra especimenes ampliamente distribuidos a lo
largo del Rio Conchos, asi como especimenes de las cabeceras del Rio Fuerte en Chihuahua.
La baja diferenciacion genética obtenida para este linaje a través de Cyr-b entre los
especimenes de ambas regiones de la linea divisoria continental puede haberse debido a la
falta de anagénesis de los genes analizados, causas antropogénicas, alelos primitivos

compartidos en el grupo, o recientes conexiones en las cabeceras (Schonhuth et al., 2014).

El analisis mitocondrial de Schonhuth ez al. (2014) resolvio el linaje de G. nigrescens
con resultados distintos a los obtenidos por marcadores nucleares (Osborne et al., 2012). El
bajo grado de diferenciacion genética encontrado con Cyt-b para este linaje sugiri6 extender el
rango de distribucion de G. nigrescens e incluir las subcuencas independientes del complejo
endorreico de la cuenca del Rio Guzman en Chihuahua en el Norte de México (Rio Santa
Maria, Rio Casas Grandes, Rio Santa Clara), Nuevo México (Rio Mimbres), Laguna Bustillos,

Laguna Bavicora y el alto Rio Papigochi (Sur del Rio Yaqui en el Pacifico).

Ambos analisis con genes nucleares y mitocondriales de Schonhuth ef al. (2014) para G.
brevicauda fueron satisfactorios en determinar un linaje bien definido para esta especie y se

observo muy cercana a G. pulchra. G. brevicauda es una especie recientemente descrita por
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Norris et al. (2003) para las cabeceras del Rio Mayo. Ademas de los registros anteriores de
esta especie, recientes estudios han descubierto poblaciones dentro del linaje de G. brevicauda

en los rios Yaqui y Fuerte (Schonhuth ez al., 2014).

El ltimo linaje resuelto para el grupo del Desierto de Chihuahua incluye especimenes
referidos por Schonhuth et al. (2014) como Gila sp. 1. Los miembros de este linaje se
distribuyen a lo largo de diferentes cuencas del sistema Tunal-Mezquital en los estados de
Zacatecas y Durango. Los analisis con marcadores nucleares y mitocondriales apoyaron a Gila
sp. 1 como un linaje bien diferenciado y divergente del resto de sus congéneres locales y
sugieren considerar estas poblaciones como especies aun no descritas. El escaso grado de
diferenciacion genética detectado para este linaje pudiera indicar recientes conexiones entre
estas cuencas actualmente aisladas, similar a lo reportado por Schonhuth et al. (2011) para

otro ciprinido de esa region.

Adicionalmente al grupo del Desierto de Chihuahua, el analisis de Schonhuth et al.
(2014) incluy¢ a las especies G. minacae, G. eremica 'y G. ditaenia en cuencas del Noroeste de
Meéxico con vertiente al Pacifico. A pesar de que estas tres ultimas especies se mostraron
separadas del grupo del Desierto de Chihuahua, los andlisis nucleares y mitocondriales
siempre resolvieron a estas tres especies como un grupo con monofilia reciproca dentro de las

21 a 23 especies del linaje de Gila dentro del COR.

El linaje de G. minacae se encuentra distribuido en los rios Yaqui, Fuerte y San
Lorenzo. Debido a su morfologia Gila minacae Meek, 1902, era considerada por varios
autores (Miller, 1959, 1976; Minckley, 1973; Gilbert, 1998) como una subespecie de G.
robusta (G. robusta minacae) o una sinonimia de G. robusta. Posteriormente, G. minacae fue
restablecido por Norris et al. (2003). El analisis de Schonhuth er al. (2014) reconoce a G.
minacae como una de las especies mas divergentes dentro del linaje de Gila,

filogenéticamente muy separada del complejo robusta del Rio Colorado.

El linaje de G. ditaenia fue resuelto por Schonhuth et al. (2014) como un grupo
monofilético endémico para la cuenca del alto Rio de la Concepcion en el Estado de Sonora,

Meéxico. Las relaciones filogenéticas de G. ditaenia no fueron consistentes en los tres criterios
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utilizados por Schonhuth et al. (2014). Sin embargo, el gen mitocondrial Cyt-b y el
concatenado de los marcadores nucleares con el mitocondrial mostraron al linaje de G.

ditaenia relacionado con especies del complejo robusta del Rio Colorado.

El linaje de G eremica fue resuelto por Schonhuth et al. (2014) como un grupo
monofilético y endémico al Estado de Sonora para las cuencas de los rios Sonora y Matape. El
andlisis por Cyt-b indico una divergencia genética muy baja entre los especimenes de ambas
cuencas y los andlisis filogenéticos de todos los marcadores utilizados resolvieron a G.
purpurea como la especie hermana de G. eremica como ya ha sido declarado por DeMarais,
(1991). Adicionalmente el andlisis concatenado de los genes Ragl, Rhod, S7 y Cyt-b mostr6 a

estas dos ultimas especies como un grupo muy cercano a G. minacae (Schonhuth et al., 2014).

Los anélisis para el género Gila indican que sus especies en el Suroeste de EUA
aparentemente siguen un patréon de diferenciacion distinto al detectado para las especies de
Gila en México (Jordan y Gilbert, 1877; Schonhuth et al., 2014). Mientras que en el Suroeste
de EUA varias especies de Gila muestran una distribucion principalmente simpatrica con
reportes del posible origen hibrido para algunas de ellas (DeMarais et al., 1992; Dowling y
DeMarais, 1993; Gerber et al., 2001; Schonhuth er al., 2014; Dowling et al., 2015), las
especies de Gila de México son en gran parte alopatricas con un patréon de endemismo por
cuencas, lo que sugiere un modelo de especiacion peripatrico para los Gila de esa region
(Wiley, 1981; Schonhuth et al., 2014). Sin embargo, las especies de Gila en México han sido
muy poco estudiadas, por lo que existe una falta de comprension de la actual diversidad del

género en el pais.

1.4 Estado actual de Gila eremica y nuevos registros de poblaciones aisladas

Debido a su similitud morfologica y distribucion geogréafica, la carpa del desierto fue
inicialmente confundida con su pariente mas cercano la carpa Yaqui, Gila purpurea descrita
para el Arroyo San Bernardino de la subcuenca del Rio Bavispe en Arizona EUA (Miller,
1959; Barbour y Miller, 1978). El trabajo de Hendrickson et al. (1981) que incluia peces de la

cuenca del Rio Yaqui en México y EUA detect6 diferencias entre las poblaciones de G.
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purpurea de la cuenca del Rio Yaqui con las registradas para las cuencas de los rios Sonora y
Matape. Sin embargo, no incluia un andlisis formal de la variacion geografica de estas
poblaciones. A partir de los datos publicados por Hendrickson ef al. (1981), DeMarais (1991)
formul6 una hipdtesis que colocaba como una especie aun no descrita a las poblaciones de G.
purpurea para las cuencas de los rios Sonora, Matape y en regiones del Noroeste de la cuenca
del Rio Yaqui en la subcuenca de los Rios Nacozari-Moctezuma. El analisis de DeMarais
(1991) incluyo seis caracteres meristicos y 26 morfométricos para especimenes de estas tres
ultimas cuencas y adicionalmente incluyé a G. ditaenia de Rio de la Concepcion en Sonora.
Los resultados diagnosticos para las poblaciones de los rios Sonora y Matape las clasificaron
como una especie endémica para esas cuencas e independiente de G. purpurea del Rio Yaqui.
La nueva especie Gila eremica DeMarais, 1991 divergié de G. purpurea en varios caracteres
morfologicos en los que destacan un pedunculo caudal menos profundo, una distancia
promedio menor del origen de la aleta pectoral al origen de la aleta pélvica y una mandibula
superior mas larga. Adicionalmente, G. eremica mostro diferencias morfométricas y
meristicas respecto a G. ditaenia. Los andlisis filogenéticos mas recientes que incluyen a estas
especies han corroborado una relacion muy cercana entre G. eremica y G. purpurea
(Schonhuth ef al., 2012, 2014). Actualmente G. eremica es una especie incluida en el linaje de
Gila dentro del clado occidental redefinido por Schonhuth et al. (2012, 2014) del Oeste de
Norteamérica. La carpa del desierto habita regiones aridas del Estado de Sonora con un

promedio anual de lluvia muy bajo (Turner y Brown, 1982; DeMarais, 1991).

La distribucion alopatrica entre G. eremica y G. purpurea en el Noroeste de la cuenca
del Rio Yaqui (DeMarais, 1991; Schonhuth et al., 2014) aparentemente demuestra los cambios
que ha sufrido esta region. La ictiofauna del Rio Yaqui es la mas diversa en el Suroeste de
América debido principalmente al aparente intercambio de fauna con las cuencas adyacentes
(Hendrickson et al., 1981; Minckley et al., 1986). Ademas de G. eremica, la cuenca del Rio
Sonora comparte otras especies nativas con la cuenca del Rio Yaqui como la carpa aleta larga
Mexicana Agosia n sp. y el rodapiedras Mexicano Campostoma ornatum (ciprinidos) y el
guatopote de Sonora Poeciliopsis occidentalis y su forma hibirda P. monacha occidentalis

(Poeciliidos). La ictiofauna de la cuenca del Rio Matape, ademas de G. eremica incluye a P.
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occidentalis y P. monacha occidentalis (Juarez-Romero et al., 1988; Varela-Romero y

Hendrickson, 2010).

A pesar de que G. eremica es una especie nativa para el Estado de Sonora y sus
poblaciones han decaido por alteracion de sus hébitats naturales e introduccién de especies
exoticas (Varela-Romero y Hendrickson, 2010) la carpa del desierto no se encuentra en la
NOM-059-SEMARNAT dentro de las especies protegidas por el gobierno Mexicano
(SEMARNAT, 2010), ni en la lista roja de especies amenazadas de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2016). Recientemente Varela-Romero et al.
(2001) registrdé dos nuevas poblaciones de Gila cf. eremica en hébitats de tanques naturales
(pozas) en la subcuenca del Arroyo el Tigre, un tributario del extremo Suroeste de la
subcuenca del Rio Matape en los cafiones La Balandrona y La Pirinola en la porcién Sur de la
Sierra el Aguaje, aisladas de las conocidas para los rios Sonora y Matape. Los ejemplares de
G. cf. eremica fueron colectados en ambos cafiones en tanques naturales conectados entre si
por un arroyo somero intermitente con fondos de roca y arena con importantes coberturas de
vegetacion y palmas. Posteriormente Bogan et al. (2014) reporta la presencia de estas

poblaciones asignddolas a la especie nominal G. eremica.

Ademas de los cafiones La Balandrona y La Pirinola, La Sierra El Aguaje presenta otros
cafiones que mantienen agua permanente entre los que se cuentan el de Nacapule, Las
Barajitas y Los Anegados (Aguaje de Robinson), pero no mantienen poblaciones de peces
nativos. Todas estas regiones muestran areas de vegetacion tropical rodeada por vegetacion
desértica, con registros de plantas endémicas, especies tropicales geograficamente aisladas y
fauna nativa de interés para la conservacion. Los habitats de estas dos nuevas poblaciones de
Gila presentan un ecosistema con variables adecuadas para el desarrollo de especies nativas y
son areas ideales para la proteccion y conservacion de este pez, ademas de representar una
invaluable region ecolodgica del Desierto Sonorense (Burquez et al., 1999; Felger, 1999;

Varela-Romero, 2001; Bogan et al., 2014).
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1.5 Analisis morfométricos para caracterizar unidades biologicas

Los estudios clasicos de clasificacion taxondmica y biodiversidad se han basado en la
descripcion de las formas bioldgicas a partir de la comparaciéon anatdmica de los organismos
analizados. Debido a lo anterior, los analisis morfométricos han resultado muy utiles en la
caracterizacion de unidades biologicas ya que a partir de ellos es posible evaluar a fina escala
las diferencias morfoldgicas entre organismos y distinguir patrones de variacion
intraespecifica. Estos andlisis se centran en el estudio de la variacion de la forma y su

covariacion respecto a otras variables (Bookstein, 1991; Dryden y Mardia, 1998).

Los andlisis morfométricos para la caracterizacion de unidades biologicas en peces han
utilizado los enfoques de morfometria geométrica y morfometria tradicional, también
conocida como multivariada (DeMarais, 1991; Corti y Crosetti, 1996; Cavalcanti et al., 1999;
Douglas et al., 2001; Turan et al., 2004). Los avances en las técnicas de analisis
morfométricos han provisto métodos efectivos para evaluar la forma de los organismos para
identificar diferencias entre poblaciones, detectar diferencias entre grupos y diferenciar entre
especies con morfologia similar (Rohlf y Slice, 1990; Rohlf y Marcus, 1993; Mojekwu y
Anumudu, 2015).

El enfoque de la morfometria geométrica describe la disposicion espacial respecto a las
caracteristicas anatomicas de los organismos (Rohlf y Marcus, 1993; Rohlf, 1999; Caldecutt y
Adams, 1998; Adams y Rohlf, 2000; Riiber y Adams, 2001; Adams et al., 2004). A partir de
la morfometria geométrica es posible representar cada muestra por las posiciones relativas de
los puntos morfologicos de referencia (landmarks) que pueden ser localizados con precision
para establecer uno a uno la correspondencia entre todos los especimenes incluidos en el
analisis (Klingenberg, 2010). Los métodos de morfometria geométrica han sido utiles en peces
para la caracterizacion de poblaciones y para detectar diferencias morfologicas entre especies
que pueden ser atribuidas a su biologia y hébitats de ocupacidon, con implicaciones en su

manejo y conservacion (Khataminejad et al., 2013; Ghojoghi et al., 2014; Cicek et al., 2016).

El protocolo de enrejado o box truss es un método derivado del sistema de enrejado de
Truss (Truss Network system) (Strauss y Bookstein, 1982). El uso de esta técnica ha sido 1til

en la determinacion de unidades biologicas en peces (Corti et al., 1988; Haddon ef al., 1995;
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Pakkasmaa y Piironen, 2001; Turan et al., 2004; Merz et al., 2014; Wiadnya et al., 2015). A
partir del sistema de la red de Truss mediante marcas de referencia es posible cubrir la forma
completa del pez en una red uniforme de medidas lineales y tener una mayor cantidad de datos

que posibilitan detectar diferencias morfométricas intra e inter especificas (Turan, 1999).

La aplicacion de andlisis morfométricos requiere distintas técnicas de estadistica
multivariada. Algunos de estas técnicas consideran la muestra total analizada como un grupo
unico, sin embargo existen otros enfoques donde la muestra total es separada en distintos
grupos previamente definidos. Los primeros analisis resultan utiles para detectar subdivisiones
en la poblacion total, mientras que los otros ayudan en comprobar la estructura de la poblacion

total en los grupos anteriormente definidos (Turan, 1999).

Los analisis que consideran la muestra total como un grupo Unico son basicamente
exploratorios y no verifican una hipotesis estadistica, por lo general se utilizan los analisis de
componentes principales (ACP) y de agrupamiento jerarquico o analisis de Clusters. E1 ACP
(Pearson, 1901; Hotellig, 1933) combina y sintetiza la variacion asociada de cada una de las
variables medidas en un niimero menor de componentes principales (CP), considerados como
la combinacion lineal de las variables que describen las variaciones de la forma en la muestra
total en un unico grupo (Turan, 1999). Las correlaciones entre las variables originales y los
componentes principales pueden utilizarse para interpretar la importancia de las variables
individuales en la descripcion de la variacion del conjunto de datos. Cada componente
principal obtenido en el andlisis indica el porcentaje de variacion total de todas las variables

analizadas (Turan, 1999).

Los andlisis donde la muestra total es separada en distintos grupos previamente
definidos contrastan ésta hipdtesis y resuelve en niveles de significancia con los que se logra
verificar o rechazar las diferencias de conformacion promedio entre los grupos analizados
(Turan, 1999). Un método utilizado en los andlisis morfométricos es el andlisis de funcion
discriminante (AFD) también conocido como analisis variado candnico (Fisher, 1936). Este
analisis incluye en una sola prueba los andlisis de componentes principales, andlisis
multivariado de varianzas (MANOVA) y el calculo de funcién discriminante. A partir del

AFD es posible verificar la igualdad de las medias de las variables y ordenar a los grupos en
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graficas de dispersion, respecto a la mayor separacion posible entre ellos. Las distancias de
Mahalanobis (Mahalanobis, 1936) obtenidas por el AFD sefialan la separacion que posee cada
individuo analizado respecto a los centroides de cada grupo. La distancia discriminante se
asocia a la probabilidad de pertenecer a un grupo y esta distancia posee un valor taxonémico.
Si los grupos se encuentran natural y correctamente definidos, la probabilidad de
reclasificacion en el grupo seré alta. Adicionalmente el AFD genera funciones discriminantes
que permiten a posteriori clasificar un individuo de un grupo desconocido en su grupo mas
probable. A partir del AFD se obtienen las variables morfométricas y meristicas que

discriminan mas efectivamente entre los distintos grupos analizados.

Ambos métodos multivariados de componentes principales y funcién discriminante
pueden generar graficos para visualizar las relaciones entre los individuos de grupos a partir
del trazado de los centroides de las primeras dos funciones canodnicas y componentes
principales de las poblaciones. Las mediciones con altas cargas en andlisis candnicos
representan la diversidad entre las muestras y difieren del ACP ya que este ultimo analiza la
diversidad total. Cada componente principal posee el porcentaje de varianza total de todas las
variables, pero en el andlisis canonico, cada funcidn posee el porcentaje de la variabilidad total
entre grupos. Debido a esto el analisis canodnico resulta util para describir el patron de

diferenciacion fenotipica entre las poblaciones analizadas (Turan, 1999).

Los métodos morfométricos han sido utilizados dentro del género Gila por DeMarais
(1991) para diferenciar a la carpa del desierto G. eremica de su pariente mas cercano la carpa
Yaqui G. purpurea y adicionalmente en el andlisis incluyd a G. ditaenia. Los resultados
mostraron diferencias para G. eremica y G. purpurea en el tamano de la boca, la distancia
entre los origenes de las aletas pélvica y pectoral y el grosor del pedunculo caudal. Ambas
especies son alopatricas en la cuenca del Rio Yaqui y G. eremica resultéd diferir tanto meristica

como morfolégicamente de G. ditaenia del cercano Rio de la Concepcion (DeMarais, 1991).

Otro estudio relacionado utilizé caracteres morfoldgicos y alozimas dentro de Gila para
analizar el posible origen hibrido de G. seminuda del Rio Virgin (DeMarais et al., 1992). Los
resultados de ambos andlisis apoyaron la hipdtesis de una introgresion hibrida que dio lugar al

reconocimiento de esta especie y se sugirid que este tipo de evento podria haber sido parte del
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origen de otras especies del mismo género. Adicionalmente mediante estos analisis ha sido
posible diferenciar poblaciones de G. cypha y G. robusta del alto Rio Colorado. El andlisis de
la deformacién relativa separd las ubicaciones simpatricas, excepto para dos poblaciones
donde la forma del cuerpo de ambas especies convergioé (Douglas et al., 2001). Segin este
andlisis, la variacion de la forma de ambas especies resulto ser clinal. Aunque los andlisis de
morfometria geométrica de las poblaciones fueron estadisticamente similares a los basados en
distancias derivadas de un analisis de Truss, el enfoque geométrico demostrod visualmente las
diferencias fenotipicas entre las poblaciones y especies, lo que resultd en implicaciones para

su manejo (Douglas et al., 2001).

Los andlisis morfométricos y meristicos han ayudado en la descripciéon de Notropis
calabazas, un nuevo miembro para el complejo Notropis calientis del centro de México. Los
resultados para la nueva especie mostraron que se distingue de los demas miembros del
complejo por poseer un mayor numero de branquiespinas en el primero y segundo arco
branquial, un mayor numero de escamas en la linea lateral, més escamas con poros en la linea
lateral, mas hileras de escamas en la circunferencia del cuerpo y un mayor niumero de hileras
de escamas en la circunferencia del pedinculo caudal. Adicionalmente el andlisis determiné a
la nueva especie como poco comun dentro de su rango de distribucion (Lyons y Mercado-

Silva, 2004).

Por otro parte, los analisis morfométricos han sido utilizado en conjunto con los analisis
moleculares de alozimas y marcadores mitocondriales dentro de la familia Cyprinidae en la
descripcion de nuevas especies y poblaciones, lo que también ha apoyado para esclarecer sus
relaciones filogenéticas (Dominguez-Dominguez et al., 2007; Dominguez-Dominguez et al.,

2009).

I.6. El Codigo de barras del ADN

La confiable identificacion de especies y el seguimiento de la deteccion de la biodiversidad
para la conservacion de entidades bioldgicas, ha sido un reto desde afios atras para la ciencia.

El acelerado aumento en la extincién de especies, asi como la gran cantidad de biodiversidad
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desconocida, requiere métodos exactos y eficaces para la delimitacion de especies. Una
adecuada identificacion de organismos basada en caracteres morfologicos generalmente
resulta un trabajo dificil que requiere extensos conocimientos taxondémicos. Debido a la
reciente disminucion de expertos en esa ultima area y el gran nimero de especies actualmente
reconocidas, las herramientas moleculares se han convertido en una base para los analisis

taxondmicos modernos.

Los sistemas de identificacion a partir de segmentos cortos de ADN que permiten la
discriminacion de unidades bioldgicas representan uno de los enfoques mas prometedores para
el diagnodstico de la biodiversidad. Uno de los primeros trabajos en emplear este tipo de
técnicas fue realizado por Nanney (1982) para discriminar especies microbianas.
Subsecuentemente este enfoque fue probado en diferentes taxa (McAndrew y Majumdar,

1983; Anderson et al., 1985).

El término coédigo de barras del ADN fue inicialmente empleado por Arnot et al. (1993)
donde describio la posibilidad de discriminar cepas de Plasmodium falciparum a partir de un
gen circumsporozoite. Posteriormente se realizaron mas trabajos a partir de diferentes
marcadores moleculares para la discriminacion de especies a partir de segmentos cortos de

ADN (Eggert et al., 2002; Floyd et al., 2002).

Hebert ef al. (2003a, b) fueron mas alld de los estudios anteriores y propusieron una
region del gen mitocondrial COXI como un tnico locus para el codigo de barras del ADN para
la identificacion de especies animales. El sistema del codigo de barras del ADN propuesto por
Hebert et al. (2003a, b) prometia una mayor resolucion taxonémica que las obtenidas a partir
de estudios morfoldgicos y una solucion parcial al decremento del conocimiento taxonémico.
El codigo de barras del ADN fue propuesto como una herramienta para no sélo identificar

especies, sino que también para definir limites entre ellas y delimitarlas (Hebert ef al. 2003a).

De esta forma, el enfoque del codigo de barras del ADN a través del gen COXI empez6
a ser utilizado para la identificacion y descubrimiento de varias especies animales, ya sean
vertebrados e invertebrados (Hajibabaei et al., 2006a, b; Hebert et al., 2004; Waugh, 2007;

Hajibabaei, 2012; Herndndez-Davila et al., 2012) donde los peces son uno de los grupos mas
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estudiados (Ward et al., 2005; April et al., 2011; Becker et al., 2011; Ward, 2012). Una gran
cantidad de peces dulceacuicolas y marinos han sido analizados bajo el enfoque del cédigo de
barras del ADN (Carvalho et al., 2011; Mabragana et al., 2011; De Oliveira-Ribeiro et al.,
2012) y este tipo de estudios han ayudado en resolver casos de especies cripticas (Carvalho et

al.,2011; Pereira et al., 2011).

A pesar de que el codigo de barras del gen COXT propuesto por Hebert et al. (2003a, b)
ha mostrado gran utilidad en varios grupos de animales (Hebert et al., 2004; Hajibabaei ef al.,
2006a, b; Ward et al., 2005; Waugh, 2007, Hubert et al., 2008; Becker et al., 2011;
Hajibabaei, 2012; Herndndez-Davila et al., 2012), aun no ha sido posible identificar una
region o un solo gen universal para la identificacion de todos los taxa. Las propiedades
propuestas para un codigo de barras universal indican que el segmento de ADN debe ser muy
similar entre organismos de la misma especie pero diferente entre especies. Adicionalmente, el
mismo segmento de ADN debe poder ser utilizado para diferentes grupos taxondmicos y el
marcador debe ser robusto con sitios de union conservados para la amplificacién por

oligonucledtidos y una sencilla amplificacion y secuenciacion (FiSer-Pecnikar y Buzan, 2013).

Adicionalmente a la problematica de la falta de un codigo de barras universal, existen
criticas respecto a los métodos de distancias genéticas utilizados en varios de los trabajos que
implican al cédigo de barras del ADN (DeSalle et al., 2005; Kelly et al., 2007). Hebert et al.
(2003a, b) propusieron el uso de este tipo de distancias como un método estandar para el
analisis de datos del codigo de barras. El uso de distancias genéticas se basa en la suposicion
de que las divergencias intraespecificas deben ser menores que las intrerespecificas y en la
idea de un umbral de divergencia conocido como la brecha del cédigo de barras (barcoding
gap) (Meyer y Paulay, 2005). Sin embargo esta brecha del cddigo de barras ha sido puesta en
duda por varios autores (Meyer y Paulay, 2005; Gompert et al., 2006; Wiemers y Fiedler,
2007). Ademas se ha observado que los valores de divergencia a nivel especie pueden llegar a
ser bastante arbitrarios (DeSalle et al., 2005; Vogler, 2006), sin embargo Puillandre et al.

(2012) mostrd un intento de superar ese problema.

A pesar del gran uso de los métodos de distancias genéticas en los analisis del codigo de

barras del ADN, las criticas sugieren que estos no deben ser utilizados en todos los estudios,
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ya que resulta una medida fenética incompatible con los diagnésticos a partir de técnicas
basadas en caracteres por los taxdnomos tradicionales (DeSalle et al., 2005). Recientemente,
se ha observado que los métodos basados en caracteres pueden ser utilizados alternativamente
para identificar reglas de clasificacion basadas en una previa organizacidon jerarquica y asi
rapidamente clasificar nuevos datos sin necesidad de métodos basados en distancias genéticas
ni enfoques filogenéticos intensivos (Kelly ef al., 2007; Rach et al., 2008; Bergmann et al.,
2009, Lowenstein et al., 2009). Los esquemas a partir de andlisis basados en caracteres,
poseen una mayor analogia a la idea de un codigo de barras que los métodos basados en
distancias. Recientemente Sarkar et al. (2008) desarrollaron el software CAOS (Characteristic
Attributes Organization System, por sus siglas en inglés) con el fin de facilitar los analisis de
codigo de barras del ADN basados en caracteres. De acuerdo con Sarkar et al. (2008) el
desarrollo de un enfoque valido basado en caracteres a través de la herramienta CAOS se
divide en dos pasos. Primeramente se requiere establecer un cddigo de barras del ADN. Este
aspecto generalmente se refiere al proceso de “identificacion de especies” que involucra la
identificacion de caracteres que son diagnosticos para unidades taxondmicas previamente
clasificadas. Este paso es igual al equivoco descubrimiento de caracteres morfoldgicos
diagndsticos en la taxonomia cldsica. Una vez que el codigo de barras basado en caracteres
(polimorfismos de nucleodtidos) ha sido establecido, un “lector” de codigo de barras requiere
clasificar a la especie de consulta basandose en el “cddigo de barras diagnostico” identificado.
En el caso de los métodos de distancia o arboles, el codigo de barras del ADN es equivalente a
toda la secuencia de ADN y el lector del codigo de barras considera la posicion de la
secuencia de consulta en un arbol filogenético. Contrario a lo anterior, el enfoque basado en
caracteres considera solamente los sitios diagndsticos (polimorfismos) y el lector del codigo
de barras considera el numero de posiciones diagnosticas (sinapomorfias) que se muestran
relevantes para apoyar una clasificacion en particular. De esta manera el software CAOS
primeramente identifica cambios diagnosticos en secuencias de ADN de un conjunto de datos
y establece estos cambios como “reglas” para la segunda funcion del programa que puede leer
secuencias de ADN de especimenes de consulta e identifica a estas Ultimas para sus especies

correspondientes (Sarkar et al., 2008).
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De acuerdo con lo anterior, el andlisis del cddigo de barras mediante CAOS se basa en el
enfoque taxonomico clasico donde la discriminacion de taxa se realiza partir de atributos
caracteristicos Unicos para un grupo determinado que estdn ausentes de otros grupos
relacionados (Rach et al., 2008; Sarkar et al., 2008; Jorger y Schrodl, 2013). El enfoque del
codigo de barras a partir de diagnosticos basados en caracteres resulta un método bastante
apropiado ya que el objetivo del coédigo de barras del ADN no es construir arboles
filogenéticos, mas bien es buscar una rdpida y precisa identificacion de especies no
identificadas a partir de material de referencia previamente verificado (Rach et al., 2008;

Sarkar et al., 2008; Erickson y Kress, 2012; Jorger y Schrodl, 2013).

I.7. Analisis de genética de poblaciones y analisis filogenéticos en peces

La variacion de genes mitocondriales ha sido utilizada en diferentes 6rdenes de peces para
conocer el estatus de sus poblaciones como Acipenceriformes (Fontana et al., 2007),
Squaliformes (Murray et al., 2008), Cypriniformes (Li et al., 2009; Watanabe et al., 2009),
Salmoniformes (Van Houdt et al., 2005; Oleinik et al., 2007; Bouza et al., 2008). E1 ADNmt
es una molécula de herencia materna y evoluciona de 5 a 10 veces mas rapido que los genes
nucleares y adicionalmente su capacidad de acumular variabilidad genética dentro y entre
poblaciones en cortos periodos de tiempo evolutivo lo convierten en un marcador molecular

muy efectivo (Avise, 1994).

Uno de los marcadores mitocondriales mas empleados en analisis filogenéticos en peces
es el gen Cyt-b. La utilidad de esta molécula aparentemente resulta del modelo de replicacion
asimétrica del genoma mitocondrial (Kocher et al., 1989) lo que proporciona un nivel de
variacion media que le permite describir las relaciones filogenéticas de casi la totalidad del

grupo de peces 6seos a nivel género y familia (Lydeard y Roe, 1997; Hardman y Page, 2003).

El andlisis molecular de Zardoya y Doadrio (1998) a partir de Cyt-b determiné las
relaciones filogenéticas de todos los ciprinidos endémicos de la Peninsula Ibérica que incluian
especimenes del centro de Europa, Asia y Africa. El resultado de su trabajo agrupd a los

ciprinidos ibéricos en cinco linajes de géneros muy diversos, resultado de aislamiento
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historico de la Peninsula Ibérica. Adicionalmente, las relaciones filogenéticas entre los
principales linajes detectados apoyaron la hipotesis de la tradicional division de la familia

Cypinidae en las subfamilias Cyprininae y Leuciscinae (Cavender y Coburn, 1992).

Los recientes analisis filogenéticos para ciprinidos de Norteamérica mediante el gen
mitocondrial Cyt-b y los genes nucleares Ragl, Rhod y S7 (Schonhuth ef al., 2012) revelaron
las relaciones filogéneticas de 71 especies. Los resultados de este ultimo estudio resolvieron
un clado occidental muy definido que poseia un menor numero de integrantes que el clado
occidental originalmente propuesto por Coburn y Cavender (1992). Sin embargo, las especies
no incluidas en el clado occidental redefinido por Schonhuth et al. (2012) se mostraron
anidadas en al menos uno de los clados “Open Posterior Myodome” (OPM) (Mayden, 1989) o
Pikeminnow (Simons et al., 2003), lo que provocd una redefiniciéon de la sistematica y

filogenia del orden Cypriniformes.

Los analisis filogenéticos y filogeograficos mediante Cyt-b y dos marcadores nucleares
para Codoma en el Noroeste de México resolvieron sus relaciones evolutivas (Schonhuth et
al., 2015) y determinaron que el género no es monotipico como se habia considerado
anteriormente (Miller, 1976; Miller et al., 2006). Adicionalmente, el analisis anid6 al género
Tampichthys como el grupo hermano de Codoma y determino a estos dos géneros como mas
alejados de Cyprinella, Notropis y Pimephales. La presencia de cuatro linajes al interior de
Codoma fue atribuida a un largo periodo de aislamiento entre sus poblaciones que fue
provocado por la fragmentacion del hipotético ancestral sistema del Rio Grande (Smith et al.,

1986) que se extendia del Sur de EUA hasta el centro de México.

Ademéas de inferir relaciones filogenéticas y biogeograficas entre diferentes especies, el
gen Cyt-b ha sido util en determinar relaciones intraespecificas. El trabajo de Johnson y Jordan
(2000) para Lepidomeda [Snyderichthys] copei determind la divergencia genética entre diez
poblaciones de la especie que representaban toda su distribucion geografica conocida (cuencas
de la Laguna Bonneville y alto Rio Snake en Norteamérica). Sus resultados detectaron dos
clados evolutivamente distintos, aislados geograficamente y se revelé que la fragmentacion
geografica ha jugado un papel importante en generar estructura genética entre los clados

detectados.
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Los genes mitocondriales no s6lo son utiles en analisis filogenéticos, adicionalmente han
sido empleados para determinar la estructura genética poblacional de varias especies animales
(Luhariya et al., 2012). La asignacion de unidades biologicas a través de marcadores
moleculares se basa en la hipotesis de que una unidad se encuentra aislada reproductivamente
de otras por lo menos parcialmente, por lo que las diferencias genéticas entre ellas se
acumulan por diversos procesos naturales como la deriva génica, la seleccion natural y el flujo
genético restringido, todos estos procesos influenciados por componentes bioticos y abioticos.
Las diferencias genéticas acumuladas hacen de cada unidad bioldégica un componente

importante en la evolucion de la especie (Nielsen y Powers, 1995).

La region control (RC) del ADN mitocondrial y el gen Cyt-b se han usado en conjunto
para detectar variacion genética. El analisis de Alves et al. (2001) a partir de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs) en estos marcadores mitocondriales para el
ciprinido jarabugo, Anaecypris hispdnica, una especie altamente amenazada y endémica de la
cuenca del Rio Guadiana en la peninsula Ibérica mostré que los ejemplares de varios
tributarios de la cuenca exhibieron haplotipos en una gran cantidad de sitios polimorficos que
podrian indicar un cuello de botella en la poblacidon, lo que pudo causar la extincion
estocastica de haplotipos. En contraste, las poblaciones de otros rios tributarios de esta misma
cuenca mostraron bajos niveles de diversidad nucleotidica, que aunado a la alta diversidad
haplotipica, puede de igual manera indicar eventos genéticos de cuello de botella con
subsecuentes expansion de la poblacion. Los andlisis moleculares para todas estas poblaciones
revelaron estructura geografica con un limitado o incluso nulo nivel de flujo de genes entre
ellas. Adicionalmente, los resultados detectaron poblaciones que se sugiere sean manejadas

como unidades evolutivas significativas (UES) y unidades de manejo (UM).

En otros estudios relacionados, un analisis de las poblaciones silvestres de otro
ciprinido, el rohu, Labeo rohita, en nueve rios en la India mostré la utilidad de una secuencia
parcial de Cyt-b para determinar divergencia genética intraespecifica y discriminar stocks
genéticos en poblaciones silvestres. La diferenciacion para los 35 haplotipos encontrados fue

apoyada por el analisis molecular de varianza (AMOVA) que mostré ser significativo para
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estructura genética asi como el valor de 0.158 (P < 0.05) de Fst obtenido. Los resultados

implica generar estrategias de manejo para la especie (Luhariya ef al., 2012).

La RC también ha sido usada en conjunto con genes mitocondriales como NDZ2. Echelle
et al. (2000) realizaron un estudio de la variacion genética del pez cachorrito del desierto
Cyprinodon macularius para una poblacion en cautiverio y 11 poblaciones silvestres de todo
el area de su distribucion natural. Los andlisis moleculares detectaron 18 haplotipos a partir de
un segmento parcial de la RC y dos segmentos del gen ND2. Los resultados filogenéticos
mostraron una relacidon monofilética entre poblaciones de dos regiones generales, Rio
Sonoyta/Quitobaquito y Salton Sea/Delta del Rio Colorado. Los datos obtenidos por Echelle et
al. (2000), ademas de observaciones previas de morfologia, patrones de coloracion e historia
geologica, apoyaron el reconocimiento de las poblaciones del Rio Sonoyta/Quitobaquito como
Cyprinodon eremus, una especie independiente del pez cachorrito del desierto C. macularius
del Salton Sea y el Delta del Rio Colorado. La alta diversidad encontrada para el ADNmt entre
las poblaciones fue atribuida a diferencias entre las dos especies. Los analisis moleculares para
C. macularius del Salton Sea y las de la Delta del Rio Colorado mostraron una porcion
pequefia pero estadisticamente significativa de la diversidad del ADNmt de la especie. Este
resultado, aunado a la historia de conexiones entre estas dos regiones, sugirié el manejo
independiente de las dos poblaciones. A pesar de que las poblaciones C. eremus del Rio
Sonoyta y Quitobaquito Springs no fueron significativamente diferentes, la historia de
aislamiento entre ellas y la evidencia de divergencia morfologica indicaron la necesidad de un

manejo independiente de las formas.

En otro estudio relacionado con ND2, se llevd a cabo un andlisis para Cyprinella
caerulea, una especie endémica de la cuenca del Rio Mobile en el Sur de EUA y considerada
bajo amenaza debido a la reduccién de sus poblaciones. Los resultados de sus analisis de
variabilidad genética, relaciones filogenéticas y la presencia de un haplotipo comun
compartido en tres de las cuatro poblaciones actualmente presentes sugirieron que la pérdida
de conectividad entre sus poblaciones ha sido reciente, sin embargo ha sido suficiente para

provocar diferenciacion genética entre ellas (George et al., 2008).

28



II. HIPOTESIS

Las poblaciones de la carpa del desierto Gila eremica DeMarais, 1991 que habitan las cuencas
de los rios Sonora, Matape y la subcuenca del Arroyo El Tigre revelardn su identidad
especifica por medio su caracterizacion morfométrica y la variacion de sus genes

mitocondriales Cyt-b, COXI y ND2.
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III. OBJETIVOS

III.1. Objetivo general

Determinar la identidad especifica de las poblaciones de la carpa del desierto Gila eremica

DeMarais, 1991 en Sonora a partir de analisis morfométricos y moleculares.

I11.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar morfométricamente las poblaciones de Gila cf. eremica de la subcuenca del

Arroyo el Tigre y de las cuencas de los rios Sonora y Matape.

2. Analizar las relaciones filogenéticas y el tiempo de divergencia de las poblaciones de G.

eremica estudiadas a partir del gen mitocondrial Cyt-b.

3. Reconocer la identidad especifica de las poblaciones de G. eremica a partir del codigo de

barras del ADN con el gen mitocondrial COXI.

4. Determinar la variabilidad genética de las poblaciones de G. eremica a partir del gen ND2.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Recolecta de ejemplares

Los ejemplares de Gila fueron obtenidos en sus habitats naturales bajo los permisos de
recolecta DGOPA.03947.250406.1606 y SGPA/DGVS/00505/10. La recolecta se realizd6 mediante
electropesca Coffelt BP — 6 en cada localidad realizando transectos de aproximadamente 100 a
200 m por arroyo muestreado. Para el caso de G. cf. eremica sus ejemplares fueron
recolectados en estanques naturales utilizando chinchorro playero de 3 mm de luz de malla. Se
tomaron muestras de tejido en vivo de las aletas pélvica y pectoral derecha para cada ejemplar
recolectado y fueron etiquetadas individualmente con el nimero y sitio de recolecta. Se
registraron las coordenadas geograficas de los sitios de recolecta, asi como su descripcion
grafica. Las muestras de tejido de cada ejemplar se colocaron en tubos Eppendorf debidamente
etiquetadas con etanol absoluto. Las muestras de tejido fueron transportadas al laboratorio de
Ecologia Molecular del DICTUS y depositadas en la coleccion de tejidos en refrigeracion a -
20° C. El resto de los especimenes recolectados fueron fijados en formaldehido al 10% y
posteriormente transferidos a etanol al 50% para preservarlos y depositarlos en la coleccion de

peces nativos del DICTUS como ejemplares de referencia.

IV.2. Caracterizacion morfométrica.

El andlisis morfométrico incluyd ejemplares del linaje de Gila eremica de las subcuencas de
los rios Sonora y San Miguel en la cuenca del Rio Sonora, la subcuenca del Rio Matape en la
cuenca del Rio Matape y la subcuenca del Arroyo El Tigre en los cafiones La Balandrona y La
Pirinola (Tablal, Figura 1). Adicionalmente se incluyeron ejemplares de G. ditaenia de las
subcuencas de los rios Altar y Magdalena en la cuenca del Rio De la Concepcion, G. purpurea
del Arroyo San Bernardino en el alto Rio Yaqui y G. minacae del Arroyo El Largo en la

subcuenca del Rio Bavispe. La caracterizacion morfométrica también incluyo ejemplares de
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Gila eremica asignados como paratipos y ejemplares de G. purpurea utilizados por DeMarais

(1991) para la descripcion formal de G. eremica (Tabla 1, Figura 1).

Tabla 1. Lista de las localidades de recolecta para los ejemplares de Gila utilizados en este estudio
para analisis morfométricos y moleculares. USON = Universidad de Sonora, Hermosillo, MNCN =
Museo Nacional de Ciencias Naturales, Madrid, Espafia; UAIC = University of Alabama, Tuscaloosa,
Alabama, EUA; BYU = Brigham Young University, Provo, Utah, EUA. N/A indica que los
organismos no fueron utilizados para analisis morfologico.

Taxon

Localidad

Nuimero de
catalogo

N° de
organismos
analizados
(morfometria)

G. eremica

1.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio Bacanuchi, Rio Bacanuchi en el
vado de Tahuichopa, 5 km N de
Arizpe, Sonora.

30°21°31.85°N, 110°6°21.63°°0O
30°21°59.66°°N, 110°09°24.52°°0

2.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio Bacanuchi, Rio Bacanuchi al S de
bacanuchi al cruce con el camino a
Arizpe, Sonora.

30°34'32.916"N, 110° 13' 14.952"0
3.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio Bacoachi, Arroyo Chinapa en el
vado entre la carretera a Arizpe,
Sonora.

30°55'55.06"N, 110° 2'31.13"O

4.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio Bacoachi, en el Canon de Miller,
Sonora.

31°0"1.65°°N, 110°2°15.27°0

5.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio Sonora, Rio Sonora en El Cahui al
km de La Labor, Sonora.
29°36°23.65’N, 110° 7°29.57°0

6.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio San Miguel, Rio San Miguel en
Rayo6n, Sonora.

29°42°45.62°N, 110°34°43.41°0

7.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio San Miguel, Arroyo Saracachi 8
km al N de Agua Fria, Sonora.
30°21°32.66°°N, 110°36°2.11’W

34

USON-0247
USON-1301

USON-1310

USON-1323

ASU-9036

MNCN-279686

USON-0318

USON-0297

N/A

N/A

10

N/A

10
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G. cf. eremica

G. purpurea

G. ditaenia

8.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio San Miguel, Rio San Miguel al N
de Cucurpe, Sonora.

30°20°26.59°°N, 110°41°37.09”°W

9.- Cuenca del Rio Sonora, subcuenca
Rio San Miguel, Rio San Miguel en el
Cajon de la Brisca, Sonora.
30°23°39°N, 110°33°38°°0

10.- Cuenca del Rio Matape, subcuenca
Rio Matape, Rio Matape en Mesa
Quemada, Mazatan, Sonora
29°59°56.04°°N, 100°8°51.25°0
29°59°56.04°N, 100°8°51.25°0
29°59°56.04°°N, 100°8°51.25°0
29°59°56.04°N, 100°8°51.25°0

11.- Cuenca del Rio Matape, subcuenca
Rio Matape, Rio Matape al O de San
José de Pimas, carretera 16, Sonora.
28°43°7.82"N, 110°20°53.43°0

12.- Cuenca del Rio Matape, subcuenca
Arroyo El Tigre, Caién La
Balandrona, Sierra el Aguaje, Sonora.
28°02°38.04°N, 111°04°2198°°0

13.- Cuenca del Rio Matape, subcuenca
Arroyo El Tigre, Caién La Pirinola,
Sierra el Aguaje, Sonora.
28°05°32°°N, 111°02°15°0
28°04°58°N, 111°02°47.4°0
28°03°52.9’N,111°02°54.7°0O

14.- Cuenca del Rio Yaqui, subcuenca
Rio Bavispe, Arroyo San Bernardino
en la frontera entre Sonora y Arizona.
31°19°57.37°°N, 109°15°35.17°°0
Captive stock, Dexter National Fish
Hatchery.

15.- Cuenca Rio de la Concepcion,
subcuenca Rio Magdalena, Rio
Magdalena 8.8 km al S de Magdalena
de Kino, Sonora.

30°35°27.89°°N, 111°3°30.77°0

16.- Cuenca Rio De la Concepcion,
subcuenca Rio Magdalena, Rio
Magdalena en la carretera que cruza
hacia San Ignacio-Terrenate, Sonora.
30°41°50.7°°N,110°55°39.5”°0

USON-1304

ASU-11052

USON-0017
USON-0120
USON-0118
ASU-11052

UAIC-15296

USON-1300

USON-1006
USON-1121
USON-1302

USON-0766
ASU-11555

USON-0095

USON-1377-1

N/A

10

~ 00 Wn

—
()

N/A

30

11

15
15

N/A
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17.- Cuenca Rio De la Concepcion,
subcuenca Rio Altar, Arroyo Agua USON-0080
Caliente en la carretera de Saric a
Nogales, Sonora.
31°9°30.75°N, 111°21°13.39°0
G. minacae 18.- Cuenca del Rio Yaqui subcuenca
Rio Bavispe, Arroyo El Largo 2.5 km al
E del Ejido Arroyo El Largo, Sonora.
29°44°3.9°N, 108°36’48.6°0O USON-1224 20

El analisis morfométrico se desarrolld a partir de 33 distancias lineales basadas en el
protocolo de box-truss (Bookstein et al., 1985) y seis caracteres meristicos (Hubbs y Lagler,
1958) (Figura 2, Tabla 2). Cada ejemplar examinado fue medido con un vernier digital
(precision 0.01 mm) conectado a una computadora personal. Las medidas morfométricas de
cada ejemplar fueron estandarizadas por la regresion de Elliot et al. (1995) con el objetivo de
homogenizar sus varianzas (Jolicoeur, 1963) y remover el efecto de alometria en la talla del

pez. La regresion de Elliot fue calculada para cada caracter medido por la ecuacion:

Donde Ms = medida estandarizada del caracter, Mo = medida original del caracter (mm),
Ls = promedio de la longitud estandar de cada caracter medido de cada ejemplar (mm), Lt =
Longitud estandar (mm) de cada ejemplar y “b” fue calculado para cada cardcter por la
ecuacion no lineal, M = aLP. El parametro “b” fue estimado como la pendiente de la regresion

LogMo sobre Log Lt a partir de cada individuo.

Los datos morfométricos estandarizados y valores meristicos para todos los ejemplares
fueron analizados entre poblaciones de subcuencas por medio de un analisis de funcion
discriminante (AFD) paso a paso hacia adelante con el software STATISTICA 5.0 (StatSoft,
Inc., Tulsa), con el fin de detectar que combinacion de caracteres discrimina mejor entre los

grupos analizados.
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Figura 1. Localizacion geografica de los sitios de recolecta para los ejemplares de Gila analizados en el presente estudio. Los
nimeros en los circulos negros representan las localidades que estan detalladas en la Tabla 1. Las divisiones hidrograficas son
representadas por lineas gruesas. Las lineas discontinuas indican cursos de drenaje intermitentes. Las estrellas indican centros

urbanos.
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Figura 2. Marcas de referencia para el protocolo de box-truss utilizadas en especimenes de Gila
analizados. Ver la Tabla 2 para explicacion de los codigos de las mediciones. El espécimen de la

imagen representa a Gila cf. eremica.

Tabla 2. Medidas lineales (distancias) basadas en el protocolo de box-truss y caracteres meristicos
cuantificados para las poblaciones de Gila spp. en Sonora, México. En la Figura 2 se observan los

numeros de los codigos para marcas de referencia. M = medida.

Caodigo Caracter morfométrico

MI1-2 Longitud estandar

MI1-3 Longitud predorsal

Ml1-4 Longitud prepélvica

M2-5 Origen de la aleta anal a la placa hipural
MI1-6 Longitud de la cabeza

M1-7 Longitud media dorsal de la cabeza
M7-8 Profundidad de la cabeza

MO-10 Anchura de la cabeza

MI11-12  Profundidad del cuerpo

M13-14  Anchura del cuerpo

M4-15 Origen de la aleta pectoral al origen de la aleta pélvica
M-16 Longitud del hocico

M-17 Longitud del hocico al istmo

M-18 Longitud de la barbilla al istmo
M-19 Diametro del ojo

M-20 Longitud postorbital

M-21 Ancho interorbital carnoso

M-22 Longitud de la mandibula superior
M-23 Ancho de la boca

MS5-24 Longitud del pedunculo caudal
M25-26  Profundidad del pedunculo caudal
M-27 Longitud de la aleta pélvica

M-28 Longitud de la aleta dorsal

M-29 Longitud de la aleta anal

M-30 Longitud de la aleta pectoral

M-31 Longitud de la aleta caudal
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M3-15 Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta pectoral

M3-4 Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta pélvica

M3-5 Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta anal

M3-25 Origen de la aleta dorsal a la base del ultimo radio en la aleta anal
M3-2 Origen de la aleta dorsal a la placa hipural

M4-5 Origen de la aleta pélvica al origen de la aleta anal

M15-19  Origen de la aleta pectoral al margen posterior de la 6rbita
Cardacter meristico

1.- Numero de branquiespinas

2.- Radios de la aleta dorsal

3.- Radios de la aleta anal

4.- Radios de la aleta pectoral

5.- Radios de la aleta pélvica izquierda

6.- Escamas en la linea lateral

IV.3. Extraccion de ADN y amplificacion por PCR de los genes Cyt-b, ND2 'y COXI

El ADN total de los ejemplares recolectados fue obtenido de acuerdo con los protocolos del
Kit de extraccion QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN). Las reacciones de amplificacion fueron
llevadas a cabo en un volumen total de 50 pl mediante la solucion GoTaq Colorless Master
Mix (Promega). El gen mitocondrial Cys-b fue totalmente amplificado (1,140 pb) con los
oligonucle6tidos 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). La secuencia
nucleotidica completa del gen mitocondrial ND2 (1,047 pb) fue amplificada con los
oligonucle6tidos ND2F: 5°-AAC CCA TRC YCA AGA GAT CA-3’ y ND2R: 5’-ACT TCT
RCT TAR AGC TTT GAA GG-3’ disefiados a partir de otras secuencias de ciprinidos
disponibles en el GenBank. Las condiciones de amplificacion de Cy#-b y ND2 comprendieron
una desnaturalizacion inicial por 5 minutos a 94° C seguida de 35 ciclos de 50 segundos a 94°
C, 50 segundos de temperatura de alineamiento a 50° C para Cyt-b y 60° C para ND2, seguido
de 2 minutos a 72° C. La extension final se llevo a cabo a 72° C por 7 minutos. Una region de
651 pb del gen mitocondrial COXI fue amplificada con los oligonucleotidos 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 comprendieron 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°
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C por 7 minutos. Para determinar si el producto de PCR obtenido era del tamafo esperado
para cada gen, se tomd una muestra de 2 pl, se realizd una electroforesis y se visualizd
mediante geles de agarosa (Sigma-Aldrich) preparados al 1% con bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich). Se utiliz6é un marcador de peso molecular de 1000 pb (Invitrogen) para comparar con
el peso molecular de la banda obtenida. Las iméagenes de los geles expuestos a luz UV fueron
capturadas con la ayuda de un fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio Imaging System).
Los productos de PCR fueron enviados a la compafiia Macrogen en Seoul, Korea para su

purificacion y secuenciacion en ambos sentidos de la cadena.

IV 4. Analisis filogenéticos y estimacion del tiempo de divergencia para el linaje de Gila
eremica

Los analisis filogenéticos para el linaje de G. eremica incluyeron poblaciones de la cuenca del
Rio Sonora (subcuencas de los rios Sonora y San Miguel) y de la cuenca del Rio Matape
(subcuenca del Rio Matape y la subcuenca del Arroyo El Tigre en los cafiones La Balandrona
y La Pirinola ). Adicionalmente los analisis filogenéticos incluyeron secuencias utilizadas por
Schonhuth ef al. (2014) para la inferencia filogenética del género (Tabla 3, Figura 1). Las
secuencias obtenidas en nuestro analisis fueron editadas y ensambladas con el software
Chromas Pro v1.6. La identidad de cada gen fue determinada en BLAST (Altschul et al.,
1990) con otros genes del GenBank. Las relaciones filogenéticas de Gila cf. eremica de los
cafones La Balandrona y La Pirinola fueron primeramente evaluadas mediante el gen Cyt-b
contra nuestras secuencias y las secuencias de Gila spp. utilizadas por Schonhuth et al. (2014).
Las relaciones evolutivas de las dos poblaciones de G. cf. eremica fueron corroboradas con el
concatenado de las secuencias de los genes mitocondriales obtenidas en este estudio y otros

congéneres disponibles en el GenBank.
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Tabla 3. Taxa, marcadores moleculares, nimeros de acceso, nimeros de catalogo y referencias de las
fuentes de los ejemplares utilizados en los analisis de inferencia filogenética. Los detalles de las
localidades de recolecta se muestran en la Tabla 1.

Taxon Localidad Gen No.de Numero de Referencia
acceso catalogo
G. eremica 1 Cyt-b  KF514191  MNCN-279687  Schonhuth et al. (2014)
KF514192  MNCN-279687  Schonhuth et al. (2014)
KX855966 USON-1301-1 Este estudio
KX855967 USON-1301-3 Este estudio
KX855968 USON-1301-15 Este estudio
KX855969 USON-1301-17 Este estudio
KX855970  USON-1301-25  Este estudio
ND2 KX858655 USON-1301-1 Este estudio
KX858656 USON-1301-15 Este estudio
COXI KX858664 USON-1301-1 Este estudio
G. eremica 5 Cyt-b  KF514189  MNCN-279686  Schonhuth et al. (2014)
G. eremica 8 JX443052  UAIC-15297 Schonhuth et al. (2014)
KX855971 USON-1304-1 Este estudio
KX855972  USON-1304-6 Este estudio
ND2 KX858657 USON-1304-6 Este estudio
COXI KX858665 USON-1304-6 Este estudio
G. eremica 10 Cyt-b  KX855973  USON-1376-4 Este estudio
KX855974 USON-1376-9 Este estudio
KX855975 USON-1376-25 Este estudio
ND2 KX858658 USON-1376-4 Este estudio
KX858659 USON-1376-9 Este estudio
KX858660 USON-1376-25 Este estudio
COXI KX858666 USON-1376-9 Este estudio
G. eremica 11 Cyt-b  KF514193  UAIC-15296 Schonhuth et al. (2014)
G. cf. eremica 12 Cyt-b  KX855976  USON-1300-17  Este estudio
KX855977 USON-1300-18  Este estudio
KX855978 USON-1300-29  Este estudio
ND2 KX858649 USON-1300-17 Este estudio
KX858650 USON-1300-18  Este estudio
KX858651 USON-1300-29 Este estudio
COXI KX858667 USON-1300-17 Este estudio
G. cf. eremica 13 Cyt-b  KX855981 USON-1302-7 Este estudio
KX855979 USON-1302-12  Este estudio
KX855980 USON-1302-13  Este estudio
ND2 KX858654 USON-1302-7 Este estudio
KX858652 USON-1302-12  Este estudio
KX858653 USON-1302-13  Este estudio
COXI KX858668 USON-1302-7 Este estudio
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G. purpurea 14 Cyt-b  JX443020 BYU-14072 Schonhuth et al. (2014)
ND2 KX858661 USON-1378-1 Este estudio
COXI KX858669 USON-1378-1 Este estudio

G. minacae 18 Cyt-b  KF514195  UAIC-14983 Schonhuth et al. (2014)
ND2 KX858663 USON-1224-1 Este estudio
COXI KX858671  USON-1224-1 Este estudio

G. ditaenia 16 Cyt-b  JX443022  UAIC-15299 Schonhuth et al. (2014)
ND2 KX858662 USON-1377-1 Este estudio
COXI KX858670 USON-1377-1 Este estudio

Las hipotesis filogenéticas mediante Cyt-b y la secuencia de los genes concatenados
fueron resueltas con los criterios de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB).
Previo al andlisis de maxima verosimilitud se determindé que el modelo mas optimo de
sustitucion de nucledtidos para el andlisis de ML fue el GTR + G + I obtenido mediante 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). Este modelo se utiliz6 para calcular los valores y la
topologia del arbol a partir de una busqueda de ML utilizando el intercambio de ramas
(branch-swapping search) para un arbol de alta verosimilitud con los parametros recuperados
en el programa PAUP* (Swoford, 2002). El &rbol fue utilizado como el arbol de inicio para un
analisis de bootstrap no paramétrico de 1,000 pseudo réplicas para estimar el soporte de nodos
en el andlisis de ML. Los arboles fueron editados utilizando el programa FigTree v1.4.2

(Rambaut, 2014).

El andlisis de Inferencia Bayesiana se realizd6 mediante una busqueda de cadenas de
Markov de Monte Carlo (MCMC) de 1.0 x 10® generaciones en BEAST (Drummond ef al.,
2012), con un registro de arboles y parametros cada 10,000 generaciones. Se aplico un proceso
de especiacion de Yule prior y un modelo de reloj relajado con tasas de ramificacion extraidas
de una distribucion lognormal no correlacionada (Media = 0, Desviacion estandar = 1). Se
utilizo Tracer v1.6 (Rambaut et al., 2014) para evaluar la normalidad y verificar que los
valores de tamafio de muestra efectivo (ESS) estuvieran por encima de 200. El arbol del clado

de maxima credibilidad (MCC) fue seleccionado (posterior a un Burning-in de 50%) mediante
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el programa Tree Annotator v1.8.2 (Rambaut y Drummond, 2015). Los Arboles finales de ML
e IB fueron visualizados y editados en FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014).

Los tiempos de divergencia y los intervalos de credibilidad (HPD, por sus siglas en
inglés) del linaje de G. eremica se estimaron con el gen mitocondrial Cyt-b en BEAST v1.8.2
(Drummond et al., 2012). Debido a que BEAST estima tanto la topologia como el tiempo de
divergencia del arbol, el andlisis no requiere un grupo externo, sin embargo se incluy6 a Gila
purpurea como el pariente mas cercano del linaje de G. eremica. La topologia de arbol
resultante se utilizo para inferir los tiempos de divergencia. El analisis se realizo6 mediante el
modelo de evolucion GTR + I + G con un arbol de especiacion Yule y un modelo de reloj
relajado con tasas de ramificacion extraidas de una distribucion lognormal no correlacionada
(Drummond et al., 2006). El punto de calibracion que representa el ancestro comun mas
reciente (MRCA, por sus siglas en inglés) se derivo de Gila turneri (Eastman, 1917), el fosil
mas antiguo reportado para el género Gila, que data del Mioceno medio, ~ 12 millones de
afios (Ma) en la Formacion Esmeralda, Nevada, EUA (Uyeno y Miller, 1963, Smith et al.,
2000, Dowling et al., 2002, Smith et al., 2002). El nodo que representa al MRCA fue dado en
una distribucion lognormal con un desplazamiento de 12 Ma, una media de 1.5 y una
desviacion estandar de 0.55, lo que produce una edad mediana de 16.48 Ma y un intervalo del
95%, extendiéndose hasta el comienzo del Mioceno (23.07 Ma). El analisis fue corrido por 1.0
x 10% generaciones de cadena de Markov, iniciado con arboles de partida aleatoria. Los
parametros fueron muestreados con TreeAnnotator (Rambaut y Drummond, 2015) cada 1,000
generaciones con un posterior Burning-in de 10% de los arboles. El software Tracer v1.6
(Rambaut et al., 2014) fue utilizado para evaluar la normalidad y verificar que los valores de
ESS estaban por encima de 200 para todos los parametros. El arbol fue visualizado y editado

en FigTree. 1.4.2 (Rambaut, 2014).

IV.5. Analisis del codigo de barras del ADN basado en caracteres

El andlisis del codigo de barras del ADN se realizd para individuos de todo el linaje de G.

eremica junto con G. purpurea y se incluy6 a G. ditaenia como grupo externo (Tabla 4, Figura
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1). Primeramente se llevd a cabo un analisis tradicional de distancias genéticas bajo el criterio
de Kimura 2 parametros (K2P) en el software MEGA v5 (Kimura, 1980; Tamura et al., 2011)
y se construy6 un arbol de Vecino mas Cercano (NJ, por sus siglas en inglés) con 1,000,000 de
réplicas de bootstrap en PAUP* (Swoford, 2002). Se realizé un andlisis para determinar el
perfil de red haplotipica de las muestras analizadas con el software Network v5.0.0.0 (Fluxus-
engineering.com). El arbol obtenido en PAUP* fue incorporado al archivo NEXUS de la
matriz de datos de los Gila analizados mediante el software Mesquite v3.10 (Maddison y
Maddison, 2016). El archivo NEXUS/TREE obtenido fue editado segin las especificaciones
de Jorger and Schrodl (2014) y fue corrido en el software CAOS (Sarkar et al., 2008) para

obtener el codigo de barras basado en caracteres de los especimenes analizados.

IV.6. Analisis de variabilidad genética para las poblaciones del linaje de Gila eremica

Los andlisis de variabilidad genética para el linaje de Gila eremica se realizaron a partir de
siete poblaciones conformadas por especimenes de las cuencas de los rios Sonora y Matape y
la subcuenca del Arroyo EI Tigre. Las poblaciones de la cuenca del Rio Sonora incluyeron las
localidades 1 (n = 30), 2 (n = 25), 3 (n = 30) y 8 (n = 35) de las subcuencas de los rios
Bacanuchi, Bacoachi y San Miguel. La poblacion de la cuenca del Rio Matape incluyd
muestras de la subcuenca del Rio Matape en la localidad 10 (n = 32) y la subcuenca del
Arroyo El Tigre incluyd muestras de Gila cf. eremica de los cafiones La Balandrona

(Localidad 12, n = 32) y La Pirinola (Localidad 13, n =32) (Tabla 1, Figura 1).

La variabilidad genética para las poblaciones del linaje de G. eremica se analizd en el
programa Arlequin 3.0 (Excoffier ef al., 2005) con las pruebas de diversidad de gene, nimero
de loci analizados, sitios polimorficos (S), diversidad de nucleodtido, frecuencia haplotipica y
se llevo a cabo el analisis molecular de varianza (AMOVA) (Excoffier et al., 2005) a partir de
10,000 permutaciones para corroborar su significancia estadistica. El criterio para datos
mitocondriales fue implementado en el AMOVA mediante un modelo de matriz de distancias
con diferencias pareadas (Excoffier et al., 1992). La variabilidad genética se analizd

primeramente para las siete poblaciones del linaje de G. eremica y posteriormente se realizo
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un andlisis jerarquico de varianza molecular para determinar la variabilidad genética entre las
poblaciones de las tres regiones analizadas (cuenca del Rio Sonora, sub-cuenca del Rio
Matape y sub-cuenca del Arroyo El Tigre). El valor obtenido del indice de diferenciacion
genética (Fst) en el analisis de AMOVA se probo mediante la hipotesis Fist = 0 con la formula
x> = 2NFst(k- 1), con g.1= (k- 1)(s- 1), en donde k es el nimero de alelos diferentes, N el
nimero de organismos y s el nlimero de muestras (Workman y Niswander, 1970). Se estim¢ el
niimero de migrantes por generacion de acuerdo a Nem = (Fst'-1)/2 (Hartl, 1981). Se utilizo el
software Network v5.0.0.0 (Fluxus-engineering.com) para obtener el perfil de red haplotipica
y determinar el haplotipo basal para las poblaciones de G. cf. eremica en los cafones La

Balandrona y La Pirinola.

Tabla 4. Especies, localidades, numeros de catalogo y ntimeros de acceso al GenBank de las
secuencias del gen COXI obtenidos en este estudio para el analisis del codigo de barras del ADN. Los
detalles de las localidades (Loc) de recolecta se muestran en la Tabla 1.

Especie Loc No. de No. de No. de No. de
catalogo Acceso catalogo Acceso
G. eremica 1 USON-1301-1 KX858664 USON-1301-9 Pendiente

n=11 USON-1301-2 Pendiente USON-1301-10  Pendiente
USON-1301-3 Pendiente USON-1301-11 Pendiente
USON-1301-4 Pendiente USON-1301-12  Pendiente
USON-1301-5 Pendiente USON-1301-13  Pendiente
USON-1301-6 Pendiente
8 USON-1304-1 Pendiente USON-1304-8 Pendiente
n=12 USON-1304-2 Pendiente USON-1304-11 Pendiente
USON-1304-4 Pendiente USON-1304-13  Pendiente
USON-1304-5 Pendiente USON-1304-14 Pendiente
USON-1304-6 KX858665 USON-1304-15 Pendiente
USON-1304-7 Pendiente USON-1304-16 Pendiente
10 USON-1376-1 Pendiente USON-1376-11 Pendiente
n=11 USON-1376-2 Pendiente USON-1376-12  Pendiente
USON-1376-3 Pendiente USON-1376-13  Pendiente
USON-1376-5 Pendiente USON-1376-14 Pendiente
USON-1376-6 Pendiente USON-1376-15 Pendiente
USON-1376-9 KX858666
G. cf. eremica 12 USON-1300-17 KX858667 USON-1300-25 Pendiente
n=15 USON-1300-18 Pendiente USON-1300-26  Pendiente
USON-1300-19  Pendiente USON-1300-27 Pendiente
USON-1300-20  Pendiente USON-1300-28  Pendiente
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G. purpurea

G. ditaenia

13
n=14

USON-1300-21
USON-1300-22
USON-1300-23
USON-1300-24
USON-1302-2
USON-1302-3
USON-1302-4
USON-1302-5
USON-1302-6
USON-1302-7
USON-1302-8
USON-1378-1
USON-1378-2
USON-1378-3
USON-1378-4
USON-1377-1
USON-1377-2
USON-1377-3
USON-1377-4
USON-1377-5

Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
KX858668
Pendiente
KX858669
Pendiente
Pendiente
Pendiente
KX858670
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente

USON-1300-29
USON-1300-30
USON-1300-31

USON-1302-9
USON-1302-10
USON-1302-11
USON-1302-13
USON-1302-14
USON-1302-15
USON-1302-16
USON-1378-5
USON-1378-6
USON-1378-7
USON-1378-8
USON-1377-6
USON-1377-7
USON-1377-8
USON-1377-9
USON-1377-10

Pendiente
Pendiente
Pendiente

Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
Pendiente
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V. RESULTADOS

V.1. Caracterizacion morfométrica del linaje de Gila eremica

El andlisis de funcion discriminante (AFD) para los 219 ejemplares de Gila en nueve
subcuencas de Sonora selecciond 36 de 39 caracteres morfologicos analizados (Tabla 5). El
valor global de la lambda de Wilks (A) fue 0.00001 (p < 0.0000) lo que indica un alto grado de
discriminacion entre los grupos analizados. El AFD mostrd 16 variables significativas (p <
0.001) obtenidas en el andlisis y fueron, el didmetro del ojo (A = 0.000007), profundidad del
pedunculo caudal (A = 0.000007), longitud de la cabeza (A = 0.000007), ancho interorbital
carnoso (A = 0.000007), longitud postorbital (A = 0.000007), longitud de la mandibula superior
(A =0.000007), origen de la aleta dorsal al origen de la aleta anal (A = 0.000007), nimero de
branquiespinas (A = 0.000007), longitud de la aleta dorsal (A = 0.000007), longitud de la aleta
pectoral (A = 0.000007) longitud de la aleta pélvica (A = 0.000007), radios de la aleta dorsal (A
= 0.000007), radios de la aleta pélvica izquierda (A = 0.000008), ancho del cuerpo (A =
0.000009), escamas en la linea lateral (A = 0.000011), radios de la aleta pectoral (A
0.000013) (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de significancia de lambda de Wilks (p) y tolerancia para 36 variables morfométricas
y meristicas seleccionadas por el AFD para los Gila analizados.

Wilks y aposteriori, Lambda: 0.00001 approx.
F (396,1847) =10.085 p<0.0000

Wilks&apos  Parcial  F-remove Nivel-p  Tolerancia

Escamas en la linea lateral 0.000011 0.488753 16.35601 0.000000 0.689506

Radios de la aleta pectoral 0.000013  0.423103 21.32006 0.000000 0.812193

Ancho del cuerpo 0.000009  0.620300 9.57140  0.000000  0.393929

Radios de la aleta pélvica izquierda 0.000008  0.695419 6.84843  0.000000 0.750890

Diametro del ojo 0.000007  0.740949 5.46679 0.000000 0.731614

Origen de la aleta dorsal al origen de la 0.000007  0.766875 4.75335 0.000002 0.376914
aleta anal

Numero de branquiespinas 0.000007  0.742800 5.41419 0.000000 0.798986

Longitud de la mandibula superior 0.000007  0.767180 4.74526  0.000002  0.590169

Largo de la cabeza 0.000007  0.808984 3.69202 0.000099 0.267669

Ancho interporbital carnoso 0.000007  0.788881 4.18459 0.000017 0.499793

Origen de la aleta dorsal al origen de la 0.000006  0.838593 3.00959 0.001080 0.229160
aleta pélvica

Profundidad del pedunculo caudal 0.000007  0.774429 4.55446 0.000005 0.405759
Origen de la aleta anal a la placa hipural 0.000006  0.859766 2.55040 0.005179 0.522077
Longitud de la aleta dorsal 0.000007  0.755945 5.04815 0.000001 0.625851
Radios de la aleta dorsal 0.000007  0.739079 5.52018 0.000000 0.775450
Longitud de la barbilla al istmo 0.000006  0.847017 2.82415 0.002046  0.379835
Longitud postorbital 0.000007  0.780665 4.39317  0.000008 0.487151
Ancho de la boca 0.000006  0.863213  2.47778 0.006602 0.602724
Origen de la aleta dorsal a la base del 0.000006  0.876050 2.21234 0.015789 0.451316
ultimo radio en la aleta anal
Longitud media dorsal de la cabeza 0.000006  0.878945 2.15356 0.019076  0.460327
Profundidad de la cabeza 0.000006  0.851767 2.72119 0.002908 0.351721
Longitud de la aleta pectoral 0.000007  0.722332  6.01070  0.000000 0.397810
Longitud de la aleta pélvica 0.000007  0.795990 4.00757  0.000032 0.386918
Ancho de la cabeza 0.000006  0.839579 298770 0.001165 0.372947
Longitud predorsal 0.000006  0.920384  1.35259 0.199661 0.553359
Longitud del hocico 0.000006  0.841030 2.95556 0.001302 0.563181
Longitud del pedunculo caudal 0.000006  0.863928 2.46278 0.006940 0.330058

Origen de la aleta pectoral al origen de la 0.000006  0.866767 2.40351 0.008449 0.452833
aleta pélvica

Origen de la aleta pectoral al margen 0.000006  0.906828 1.60657 0.100529 0.526182
posterior de la orbita
Profundidad del cuerpo 0.000006  0.893565 1.86248 0.047374  0.250209
Origen de la aleta dorsal al origen de la 0.000006  0.905253 1.63657 0.092301 0.465614
aleta pectoral
Origen de la aleta dorsal a la placa hipural ~ 0.000006  0.914284  1.46594 0.148281 0.473273
Longitud de la aleta caudal 0.000006  0.910403 1.53884 0.121524 0.749141
Origen de la aleta pélvica al origen de la 0.000006  0.918271 1.39168 0.180502 0.665490
aleta anal
Longitud del hocico al istmo 0.000006  0.925189 1.26437 0.248887 0.376851
Radios de la aleta anal 0.000006  0.926458 1.24121 0.263238 (.773844
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Los coeficiente estandarizados de las variables canonicas (raices) uno y dos obtenidos
por el AFD explicaron el 51.67% y 72.36% de la variacion entre las poblaciones analizadas,
con nueve principales variables para discriminar a los grupos (Tabla 6). Para la raiz canénica
uno, las variables con mayores efectos fueron, las escamas en la linea lateral (Y = 0.76974),
diametro del ojo (Y = 0.47073), radios de la aleta pélvica izquierda (Y = 0.44503) y ancho
interorbital carnoso (Y= -0.30356). Para la raiz dos, las variables con mayor efecto fueron,
radios de la aleta pectoral (Y = 0.769969), longitud del pedinculo caudal (Y = 0.404508),
longitud de la aleta dorsal (Y =-0.355048), longitud de la barbilla al istmo (Y =-0.325370) y
longitud de la aleta pélvica (Y = 0.309796). El andlisis de clasificacion predictiva de los
individuos para todos los grupos mostrd un valor global del 97.7%. Los especimenes de la
poblacion de G. eremica de la subcuenca del Rio Sonora (90%) compartieron dos individuos
con la poblacion de la subcuenca del Rio San Miguel (100%) y las poblaciones de G. cf.
eremica del candn La Pirinola (96.6%) compartié un individuo con el caiiéon La Balandrona

(100%).

Tabla 6. Coeficientes estandarizados de variables candnicas uno y dos resultantes del AFD para los
datos morfométricos para poblaciones de Gila analizadas.

Variable Raiz 1 Raiz 2

Escamas en la linea lateral 0.76974  0.223118

Radios de la aleta pectoral -0.11876  0.769969

Ancho del cuerpo 0.21254 -0.081903

Radios de la aleta pélvica izquierda 0.44503 0.251517
Diametro del ojo 0.47073 -0.093308

Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta anal -0.16995  0.292728
Numero de branquiespinas 0.26933 -0.095938

Longitud de la mandibula superior 0.08110 -0.112509
Longitud de la cabeza -0.10649 -0.137349

Ancho interorbital carnoso -0.30356  0.225682

Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta pélvica -0.06771 -0.043964
Longitud del pedunculo caudal -0.09354 0.118636

Origen de la aleta anal a la placa hipural 0.09056 -0.226180
Longitud de la aleta dorsal 0.33916 -0.355048

Radios de la aleta dorsal 0.09270  0.238970

Longitud de la barbilla al istmo 0.19597 -0.325370
Longitud postorbital -0.08409 0.172674

Ancho de la boca -0.05710  0.059838

Origen de la aleta dorsal a la base del ultimo radio en la aleta anal  -0.09337 -0.227314
Longitud media dorsal de la cabeza 0.29850 -0.279097
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Profundidad de la cabeza -0.18544 -0.105579

Longitud de la aleta pectoral -0.04293 -0.057245

Longitud de la aleta pélvica 0.00245 0.309796

Ancho de la cabeza -0.05100  0.023703

Longitud predorsal 0.15031 0.025810

Longitud del hocico 0.16754  0.095840

Longitud del pedunculo caudal 0.04583  0.404508

Origen de la aleta pectoral al origen de la aleta pélvica 0.04220 -0.070744
Origen de la aleta pectoral al margen posterior de la 6rbita -0.12483  0.063458
Profundidad del cuerpo -0.22292  -0.112075

Origen de la aleta dorsal al origen de la aleta pectoral -0.17920 -0.196471
Origen de la aleta dorsal a la placa hipural 0.15664 -0.088975
Longitud de la aleta caudal 0.21167 -0.008323

Origen de la aleta pélvica al origen de la aleta anal 0.06608 0.000897
Longitud de la barbilla al istmo 0.08791 -0.169208

Radios de la aleta anal -0.23251 -0.008403

Eigenvalor 2221117  8.891306

Cum.Prop 0.51675 0.723607

El diagrama de arbol de las distancias cuadraticas de Mahalanobis (D?) (Figura 3)
clasifico cinco grupos a un nivel de corte del 60%: (1) Todas las poblaciones de G. eremica de
las subcuencas de los rios Sonora, San Miguel y Matape, incluyendo a los paratipos
examinados, (2) los individuos de G. purpurea del Arroyo San Bernardino, (3) las poblaciones
de G. cf. eremica de los canones La Balandrona y La Pirinola, (4) las poblaciones de G.
ditaenia de las subcuencas de los rios Atar y Magdalena y (5) G. minacae de la subcuenca del
Rio Bavispe. Ambas poblaciones de G. cf. eremica fueron notablemente discriminadas de la
G. eremica nominal y G. purpurea. De igual manera G. cf. eremica de ambas poblaciones fue
discriminada de G. ditaenia y de G. minacae, esta ultima la poblacion de Gila

morfoldgicamente mas distante del complejo analizado (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de arbol resultante de las distancias cuadraticas de Mahalanobis para las
poblaciones de Gila analizadas.

El diagrama de dispersion resultante de la categorizacion sobre la base de las raices
canodnicas uno y dos para las 12 poblaciones de Gila examinadas coloraron a los individuos en
su respectivo grupo (Figura 4). Los especimenes de G. eremica de las subcuencas de los rios
Sonora, San Miguel, Matape y los paratipos analizados fueron colocados como un solo grupo
en el diagrama. Por otra parte el grupo de G. eremica fue colocado en yuxtaposicion con G.
purpurea, lo que sugiere una cercana relacion morfologica entre las especies. Ambas
poblaciones de G. ditaenia de las subcuencas de los rios Altar y Magdalena fueron colocadas
en un solo grupo aislado del resto de los grupos analizados. G. minacae resulto ser el grupo
morfoloégicamente mas aislado. Las poblaciones de G. cf. eremica de los cafones La
Balandrona y La Pirinola fueron colocadas en un solo grupo y resultaron morfolégicamente

aisladas de todas las especies de Gila incluidas en el anélisis.
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Figura 4. Grafico de dispersion de las poblaciones de Gila analizadas (ver Tabla 6 para los
coeficientes estandarizados de las variables candnicas).

Los diagramas de cajas mostraron 16 caracteres lineales y meristicos como los mas
utiles para distinguir a G. cf. eremica de las poblaciones de G. eremica nominal de las
subcuencas de los rios Sonora, San Miguel y Matape. Los caracteres lineales de longitud
media dorsal de la cabeza, aleta caudal, barbilla al istmo, hocico al istmo, aleta dorsal y
diametro del ojo ilustrados en los diagramas de cajas mostraron ser mas largos en G. cf.
eremica contra G. eremica nominal (Figura 5 A-F). Por otra parte, los graficos de cajas
mostraron que G. cf. eremica posee un menor tamafio para el ancho de la cabeza, la longitud y
profundidad del pedinculo caudal (Figura 5 G-I), el origen de la aleta dorsal al origen de las
aletas pectoral, pélvica y anal, el origen de la aleta pectoral a la orbita del ojo, la profundidad
del cuerpo, el ancho interorbital carnoso y el ancho de la boca comparada con G. eremica

(Figuras 5 y 6 G -P). Los caracteres meristicos en los graficos de cajas detectaron un menor
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nimero de radios en la aleta pectoral y un mayor nimero de escamas en la linea lateral en G.

cf. eremica en comparacion con G. eremica nominal (Figura 6 Q-R).

V.2. Variacion en las secuencias del gen mitocondrial Cyt-b para las poblaciones del

linaje de Gila eremica

Las secuencias amplificadas del gen Cy#-b para todos los especimenes del linaje de Gila
eremica analizadas tuvieron una longitud de 1,140 pb sin inserciones ni deleciones. Treinta y
cuatro posiciones fueron variables y 15 de ellas fueron parsimoniosamente informativas. Los
individuos del linaje de G. eremica fueron clasificados en 19 haplotipos. Los haplotipos 8 y 10
estuvieron compartidos entre individuos de los subcuencas de los rios Sonora y San Miguel de
la cuenca del Rio Sonora. Ninguno de los haplotipos restantes fue compartido entre miembros
de las distintas poblaciones del linaje de G. eremica. La distancia no corregida de p para la
divergencia de las secuencias al interior del linaje de G. eremica tuvo un rango entre 0.26% y
1.11% con un promedio de 0.70%. Las secuencias de los individuos de G. eremica de las
subcuencas de los rios Sonora, San Miguel y Matape tuvieron una distancia genética de 0.44 a
1.14% contra las poblaciones de G. cf. eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre. La
distancia promedio entre las poblaciones de G. eremica nominal y G. cf. eremica fue de
0.83%. La distancias de los individuos de G. eremica nominal contra G. purpurea fue de 1.93
a 2.72%. Para las poblaciones G. cf. eremica y G. purpurea la distancia tuvo un rango de 2.11

a2.46%.
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Figura 5. Graficos de cajas (medias e intervalos de confianza de 0.95) de las variables morfométricas y
meristicas mas distinguibles para discriminar a Gila cf. eremica.
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V.3. Relaciones filogenéticas y tiempo de divergencia de las poblaciones del linaje de G.

eremica

Las inferencias filogenéticas de Méaxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB) con
el gen Cyt-b para el linaje de G. eremica mostraron la misma topologia para ambos criterios
con variaciones en los valores de bootstrap (BP) y probabilidades posteriores (PP) (Figura 7).
Los miembros del linaje de G. eremica siempre fueron resueltos como un grupo monofilético
soportado por altos valores de BP (99%) y PP (100%), con G. purpurea como su clado
hermano (BP = 98%, PP = 100%) (Figura 7). El andlisis filogenético resolvid clados
geograficos al interior del linaje de G. eremica con un clado para las poblaciones de las
subcuencas de los rios Sonora y San Miguel de la cuenca del Rio Sonora y su clado hermano
de la cuenca del Rio Méatape conformado por las poblaciones de las subcuenca del Rio Matape
y la subcuenca del Arroyo El Tigre (BP = 68%, PP = 99%). Los andlisis adicionalmente
resolvieron un ancestro comun putativo entre G. cf. eremica de la subcuenca del Arroyo El

Tigre y G. eremica de la subcuenca del Rio Matape (Figura 7).

Los andlisis filogenéticos de ML e IB con el concatenado de los marcadores
mitocondriales Cyt-b, COXI y ND2 fueron integrados por Gila robusta, G. ditaenia, G.
purpurea, los miembros del linaje de G. eremica y se incluyd a G. minacae como grupo
externo. La topologia de los arboles obtenidos fue el mismo para ambos criterios con
diferencias en los valores de BP para ML y PP para IB (Figura 8). Los analisis del
concatenado mostraron la misma topologia que en Cyt-b, evidenciando monofilia (BP = 99%,
PP = 100%) y clados geograficos al interior del linaje de G. eremica con G. purpurea como su
clado hermano (BP = 100%, PP = 100%) (Figuras 7 y 8). El clado geografico para la cuenca
del Rio Matape que incluye a las poblaciones de G. cf. eremica tuvo un mayor soporte de BP
(71%) y PP (100%) en los analisis concatenados en comparacion del uso individual de Cyt-b
(Figuras 7 y 8). Las poblaciones de G. cf. eremica de ambos cafiones fueron soportadas como
un grupo monofilético de identidad especifica (Figura 8, BP = 80%, PP = 100%) y mostraron
una relacion muy cercana con G. eremica de la subcuenca del Rio Matape como su pariente

mas cercano (Figura 8), asi como fue resuelto con el uso de solo el Cyz-b.
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Los datos obtenidos por un reloj molecular relajado sugieren que la divergencia para el
clado compuesto por el linaje de G. eremica y G. purpurea ocurrid hace aproximadamente
15.5 Ma (~20.42-12.91 Ma) en el Mioceno medio (Figura 9). Al interior del linaje de G.
eremica se estimd un tiempo de divergencia de 7.63 Ma (~13.36-3.85 Ma) para las
poblaciones de las cuencas de los rios Sonora y Matape en el Mioceno medio/tardio (Figura
9). El andlisis del reloj molecular sugiere que las poblaciones de G. cf. eremica de la
subcuenca del Arroyo El Tigre divergieron de la poblacion de G. eremica de la subcuenca del
Rio Matape hace aproximadamente 5.60 Ma (~11.03-2.37 Ma) en el Mioceno medio/tardio o a

inicios del Plioceno (Figura 9).

V.4. Discriminacion de Gila cf. eremica por medio del codigo de barras del ADN

El analisis de 74 secuencias del gen COXI en especies de Gila mostrdé nueve haplotipos, cinco
para Gila eremica nominal uno para G. cf. eremica, otro para G. purpurea y dos para G.
ditaenia. El linaje de G. eremica con G. cf. eremica mostrd una diversidad haplotipica y de
nucledtido de 0.6093 (Desviacion estandar = 0.034) y 0.00125 (Desviacion estandar =
0.00112) respectivamente. Los individuos de G. eremica de las subcuencas de los rios Sonora,
San Miguel y Matape compartieron al menos un haplotipo entre ellos y adicionalmente
mostraron haplotipos tnicos para los individuos de las subcuencas de los rios Sonora y San
Miguel. El andlisis no mostré haplotipos compartidos entre G. cf. eremica y la G. eremica

nominal.
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Figura 7. Arbol filogenético resuelto con el gen Cyt-b por Maxima verosimilitud (modelo de
evolucion GTR + G + I) para todos los integrantes del linaje de Gila y otros miembros del Clado
Occidental Redefinido (Schonhuth et al., 2012, 2014). Los numeros en los nodos representan el soporte
de bootstrap (BP > 65%)/Inferencia bayesiana (PP > 70%). Los asteriscos (*) representan especimenes

de la subcuenca del Arroyo El Tigre.
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Figura 8. Arbol filogenético resuelto por Maxima verosimilitud con el concatenado de los genes Cyt-b, COXI, y ND2 (modelo de evolucién
GTR + G + 1) para las poblaciones del linaje de Gila eremica. Los niimeros en los nodos representan el soporte de bootstrap (BP >
65%)/Inferencia bayesiana (PP > 70%). Los asteriscos (*) representan especimenes de la subcuenca del Arroyo El Tigre.
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Figura 9. Tiempos estimados en millones de afios (Ma) de divergencia entre las poblaciones del linaje de G. eremica incluyendo G. purpurea.
Las barras sobre los nodos representan el tiempo de divergencia de los linajes y los valores en paréntesis bajo los nodos representan el 95% de
los intervalos de credibilidad para los tiempos de divergencia. Los asteriscos (*) representan especimenes de la subcuenca del Arroyo El Tigre.
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El arbol de distancias genéticas por NJ con K2P resolvid a todos los individuos del
linaje de G. eremica en un clado monofilético y mostr6 a la criptica G. cf. eremica muy
relacionada con los miembros del linaje (Figura 10). El andlisis de distancias genéticas por
K2P entre grupos mostrd un valor de 1.46% entre las poblaciones de G. eremica nominal y
G. purpurea, la distancia entre G. cf. eremica y G. purpurea fue 1.40% y el valor entre la

G. eremica nominal y G. cf. eremica fue 0.37%.

G. eremica (Subcuenca Rio Sonora)

61 G. eremica (Subcuencas Rios Sonora, San Miguel)

G. eremica (Subcuencas Rios Sonora/San Miguel/Matape)
G. eremica (Subcuenca Rio Soncra)

G. eremica (Subcuenca Rio San Miguel)
100

G. cf. eremica* (Subcuenca Arroyo El Tigre)

G. purpurea

|_ G. ditaenia

IG. ditaenia

0.004

Figura 10. Arbol de distancias genéticas por K2P para el gen COXI de los Gila analizados. Los
valores en los nodos representan el porcentaje de bootstrap.

El potencial haplotipo basal del linaje de G. eremica definido por su posicidon central
en la red haplotipica fue detectado para las poblaciones de las subcuencas de los rios
Sonora, San Miguel y Matape, de donde derivaron el resto de los haplotipos incluyendo el
de G. cf. eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre. El andlisis de red haplotipica mostro
que los haplotipos al interior de G. eremica nominal difirieron entre ellos en no mas de tres
mutaciones, mientras que el unico haplotipo detectado para G. cf. eremica difiri6 de los
haplotipos de G. eremica nominal de uno a cuatro mutaciones (Figura 11). Los individuos

de G. purpurea difirieron del linaje de G. eremica de ocho a 11 mutaciones.

El anélisis del codigo de barras del ADN basado en caracteres con CAOS mostro

siete caracteres puros individuales (sPu) para discriminar a la G. eremica nominal de G.
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purpurea, ocho sPu para discriminar a G. cf. eremica de G. purpurea y un sPu fijo en la
base niumero 505 de las 29 muestras analizadas de G. cf. eremica para discriminarla de la

G. eremica nominal (Tabla 7).

. cremica Subcucnca Rie Socnora

. eremica Subcuenca Rio San Miguel
eremica Subcuenca Rio Matape

. gf. eremica Canfdn La Balandrona

. cf. eremica Canfdn La Pirinola

. purpured

o000 D

]

Figura 11. Perfil de red haplotipica para el gen COXI de los especimenes de Gila analizados. Cada
haplotipo es representado por un circulo. El tamafio de los circulos es proporcional a los organismos
que presentaron el haplotipo mostrado. Los niimeros en las lineas representan la posicion de la
mutacion del gen.

Tabla 7. Codigo de barras del ADN para G. cf. eremica, G. eremica y G. purpurea basado en
atributos caracteristicos puros (sPu) obtenido por CAOS.

Taxa\Posicion 46 145 175 379 397 505 601 628

G. cf. eremica T G T A G G C A
G. eremica T G T A G A C A

G. purpurea C A C G A A T G

62



V.5. Analisis de variabilidad genética para las poblaciones del linaje de Gila eremica

Para el analisis de variabilidad genética de las poblaciones del linaje de Gila eremica se
analizaron 215 secuencias del gen mitocondrial ND2 todas con una longitud de 1,047 pb sin
inserciones ni deleciones. Cincuenta y ocho posiciones fueron variables y 48 fueron
parsimoniosamente informativas. El andlisis de datos para la distribucion de frecuencias
haplotipicas mostr6 un total de 33 haplotipos distribuidos en las poblaciones analizadas.
Dieciocho haplotipos fueron Unicos y el resto fueron detectados en al menos dos de las
poblaciones analizadas. No se detect6 ningun haplotipo compartido entre las poblaciones de
la cuenca del Rio Sonora con las del Rio Matape. Al interior de la cuenca del Rio Matape
los cuatro haplotipos de la subcuenca del Rio Méatape fueron exclusivos para esa localidad y
solo se detectaron dos haplotipos compartidos entre las poblaciones de G. cf. eremica de los
cafnones La Balandrona y La Pirinola (Tabla 8). El analisis del perfil de red haplotipica para
las poblaciones del linaje de G. eremica mostrod 3 haplogrupos, dos de ellos integrados por
individuos de la cuenca del Rio Sonora y el otro haplogrupo integrado por las poblaciones
de la cuenca del Rio Matape que resulto ser el més distante del haplotipo basal (Figura 12).
La posicion central en la red del haplotipo 24 integrado por individuos de todas las cuatro
poblaciones de la cuenca del Rio Sonora lo sugieren como el potencial haplotipo basal del

linaje de G. eremica de donde surgen el resto de los haplotipos obtenidos (Figura 12).

El andlisis de secuencias para las poblaciones del linaje de Gila eremica en la cuenca
del Rio Sonora mostré indices de diversidad de gen de 0.8719 (+/- 0.0372) y un valor de
diversidad de nucleotido de 0.004004 (+/- 0.002279) para los individuos del Rio Bacanuchi
en el Vado de Tahuichopa. Las secuencias analizadas para la cuenca del Rio Bacanuchi al
Sur del poblado de Bacanuchi mostraron valores de diversidad de gen y nucleétido de
0.9100 (+/-0.0350) y 0.004266 (+/-0.002423) respectivamente. Para la subcuenca Rio
Bacoachi en el Arroyo Chinapa los indices de diversidad de gen y de nucledtido mostraron
valores de 0.8621 (+/- 0.0411) y 0.003502 (+/- 0.002028) respectivamente. Las secuencias
para las muestras de la subcuenca del Rio San Miguel indicaron valores de 0.9109 (+/-
0.0253) para la diversidad de gen y 0.003040 (+/- 0.001790) para diversidad de nucleétido.

Los valores de diversidad de gen y nucledtido para todas las poblaciones en conjunto de la
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cuenca del Rio Sonora fueron de 0.9107 (+/- 0.0129) y 0.003748 (+/- 0.002095)

respectivamente.

Con lo que respecta a los individuos analizados para la cuenca del Rio Matape, las
secuencias para la poblacion de la subcuenca del Rio Matape mostraron valores de
diversidad de gen y nucledtido de 0.4214 (+/- 0.0982) y 0.000476 (+/- 0.000464)
respectivamente. Las poblaciones para Gila cf. eremica del Arroyo El Tigre en el Caiéon La
Balandrona mostraron valores de diversidad de gen y nucledtido de 0.5161 (+/- 0.0225) y
0.000493 (+/- 0.000474) respectivamente, mientras que G. cf. eremica del Arroyo El Tigre
en el Cafion La Pirinola tuvo valores de 0.4335 (+/- 0.1048) para diversidad de gen y
0.002715 (+/- 0.001634) para diversidad de nucleotido.

Los indices de diversidad molecular mostraron valores muy similares al interior de
las poblaciones de la cuenca del Rio Sonora y este patron fue detectado para las
poblaciones de la cuenca del Rio Matape, sin embargo los individuos del Cafion La Pirinola

resultaron ser mas diversos en comparacion a las otras dos poblaciones de la cuenca (Tabla

9).
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Tabla 8. Distribucion de las frecuencias haplotipicas de las siete poblaciones del linaje de
G.eremica analizadas. H = haplotipos.

Cuenca del Rio Sonora Cuenca del Rio Matape
Subcuenca Subcuenca Subcuenca Canon Cafion
Vado de Rio Arroyo Rio Rio La La
H  Tahuichopa Bacanuchi Chinapa San Miguel Matape Balandrona  Pirinola
1 1
2 6 4 2 2
3 1
4 3
5 1
6 1
7 2 2 4
8 2 3 4
9 2 1
10 1
11 2 2 1
12 1 2
13 8 6 6 5
14 2 1 1
15 2
16 1
17 2
18 2
19 1
20 1
21 2
22 3 1 6
23 1 7
24 2 1 2 1
25 1
26 24
27 3
28 16 2
29 16 2
30 1
31 5
32 24
33 2
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Figura 12. Perfil de red haplotipica del gen ND2 para las poblaciones del linaje de G. eremica. El tamafio de los circulos es proporcional a los
organismos que presentaron el haplotipo mostrado. Las estrellas representan el median vector que separa a los haplogrupos resueltos. La linea que
une a los haplotipos es proporcional a los pasos mutacionales.

66



Tabla 9. Indices de diversidad molecular para las siete poblaciones del linaje de G. eremica
analizadas. T's = transiciones Tv = transversiones, Sus = Sustituciones, Spr = Sitios privados, Spo =
Sitios polimorficos.

i Nuimero de

Localidad\Indice
Ts Tv Sus Spr Spo

Vado de Tahuichopa 15 1 16 0 16
Subcuencz-l Rio 19 1 20 1 20
Bacanuchi
Arroyo Chinapa 15 1 16 2 16
Su.bcuenca Rio San 20 2 2 9 2
Miguel
Subcuenca Rio Matape 2 1 3 2 3
Cainon La Balandrona 1 0 1 0 1
Caiion La Pirinola 12 2 14 12 14

El analisis molecular de varianza (AMOVA) para las siete poblaciones en conjunto
explico el 78.17 % de la variacion entre las poblaciones y el 21. 83 % dentro de las
poblaciones e indicé una Fst de 0.781 (p = 0.0000) (Tabla 10) con un nimero de migrantes
por generacion (Nem) de 0.15. Los valores de Fst en el andlisis pareado de todas las
poblaciones del linaje G. eremica, mostraron a las cuatro poblaciones de de la cuenca del
Rio Sonora con un grado de pequeiio (0 - 0.05) a moderado (0.05 - 0.15) de diferenciacioén
genética y un alto Nem (Tablas 11 y 12) lo que sugiere la presencia de flujo genético entre
ellas. Las tres poblaciones analizadas para la cuenca del Rio Méatape mostraron un alto
grado de diferenciacion genética (> 0.25) y un Nem menor a uno entre ellas y también
contra las cuatro poblaciones de la cuenca del Rio Sonora (Tablas 11 y 12). 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 al interior de las
poblaciones de la cuenca del Rio Matape y estas contra las poblaciones de la cuenca del Rio

Sonora.
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Tabla 10. Analisis molecular de varianza (AMOVA) para las siete poblaciones en conjunto del
linaje de G. eremica.

Fuente de la Suma de Varianza en los Porcentaje de
variacion GL cuadrados componentes variacion
Entre 6 892.918 4.80878 78.17
poblaciones

Dentro de las 208 279.352 1.34304 21.83
poblaciones

Total 214 1172.270 6.15181

Fst=0.78168 (p = 0.0000)

Tabla 11. indices pareados de diferenciacion genética (Fst) para las siete poblaciones del linaje de
G. eremica. El asterisco (*) indica P < 0.05.

Vado de Bacanuchi Chinapa San Miguel = Matape Balandrona Pirinola

Tahuichopa
Vado de
Tahuichopa 0
Bacanuchi 0.028 0
Chinapa 0.046* 0.015 0
San Miguel 0.033 0.019 0.099* 0
Matape 0.852%* 0.845% 0.871* 0.881* 0
Balandrona 0.853* 0.847* 0.872* 0.882* 0.942* 0
Pirinola 0.806* 0.8018* 0.825* 0.832* 0.849* 0.836* 0

Tabla 12. Nuimero de migrantes pareados calculados por Fst para las siete poblaciones del linaje de

G. eremica.
Vado de

Tahuichopa Bacanuchi Chinapa San Miguel Matape Balandrona Pirinola
Vado de
Tahuichopa 0
Bacanuchi 16.873 0
Chinapa 10.147 31.125 0
San Miguel 14.619 24.906 4.508 0
Matape 0.086 0.091 0.073 0.067 0
Balandrona 0.085 0.089 0.072 0.066 0.030 0
Pirinola 0.119 0.123 0.106 0.100 0.088 0.097 0

El andlisis jerarquico de varianza molecular para las tres regiones analizadas (cuenca
del Rio Sonora, sub-cuenca del Rio Matape y sub-cuenca del Arroyo El Tigre) indic6 que el

67. 63 % (Fst = 0.82877, p = 0.0000) de la variacién ocurre entre los grupos, el 15. 25 %
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entre las poblaciones al interior de los grupos (Fsc = 0.47107, p = 0.0000) y 17.12% (Fct =
0.676, p = 0.0000) dentro de las poblaciones (Tabla 13). Los valores de Fst en el andlisis
pareado para los tres grupos de las poblaciones del linaje mostraron un alto grado de
diferenciacion genética (> 0.25) (Tablas 14 y 15) con un bajo Nem entre ellas (Tablas 14 y
15). Al igual que para las siete poblaciones en conjunto, los resultados indican un alto nivel
de variabilidad genética entre las poblaciones con un alto grado de diferenciacion genética

entre ellas.

Tabla 13. Analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) para los tres grupos geograficos de
las poblaciones del linaje de Gila eremica.

Fuente de la Suma de Varianza en los Porcentaje de
variacion GL cuadrados componentes variacion
Entre grupos 2 17.406 5.30445 67.63
Entre poblaciones 4 82.622 1.19614 15.25
dentro de los

grupos

Dentro de las 208 279.352 1.34304 17.12
poblaciones

Total 214 1172.270 7.84363

Fst=0.828 (p = 0.0000)
Fsc=0.471 (p = 0.0000)
Fet=0.676 (p = 0.02542)

Tabla 14. indices de diferenciacion genética (Fst) pareados para los tres grupos geograficos de las
poblaciones del linaje de Gila eremica. El asterisco (*) indica P < 0.05.

Sonora Mitape Arroyo El Tigre
Sonora 0
Matape 0.861%* 0
Arroyo El Tigre 0.710* 0.671* 0

Tabla 15. Nuimero de migrantes por generacion (Nem) pareados calculados por Fist para los tres
grupos geograficos de las poblaciones del linaje de Gila eremica.

Sonora Matape Arroyo El Tigre
Sonora 0
Matape 0.080 0
Arroyo El Tigre 0.203 0.244 0

69



70



VI. DISCUSION

VI.1. Eventos relacionados con la especiacion de ciprinidos en Norte América

Gran parte de la diversidad de ciprinidos en el Suroeste de EUA y el Norte de México fue
aparentemente causada por fendmenos hidrologicos promovidos por diversos eventos
geologicos transcurridos en el Mioceno (~23.7-5.3 Ma) (Smith y Miller, 1986; Mayden et al.,
1992; Schonhuth et al., 2006, 2011, 2014, 2015). Los eventos tectonicos y magmaticos
durante la subduccion de la Placa de Farallon debajo de la Placa de Norte América provocaron
la formacion de la Sierra Madre Occidental (SMO) y aparentemente la configuracion de los
principales drenajes en el Suroeste de EUA y el Noroeste de México durante el Oligoceno y
Mioceno (~36-5.3 Ma) (Miller y Smith, 1986; Ferrari et al., 1999, 2005; Minckley y Marsh,
2009). De acuerdo con varios autores, el incremento en volumen y area de la SMO iniciaron la
formacion de un antiguo sistema del Rio Grande que en algin momento conectd varios
drenajes actualmente independientes en el Norte de México (Smith y Miller, 1986; Mayden et
al., 1992; Galloway et al., 2011; Schonhuth et al., 2006, 2011, 2014, 2015). La distribucion
actual de diversos linajes de ciprinidos en ambos lados de la linea divisoria continental apoya
la hipotesis de un ancestral sistema del Rio Grande que fue fragmentado debido a eventos
tectonicos y magmaticos y al incremento de la aridez en la regiéon durante el Mioceno
(Schonhuth er al., 2006, 2011, 2014, 2015). Posterior al desarrollo de la SMO la corteza
continental en el Noroeste de México y Suroeste de EUA fue adelgazada por procesos de falla
y extension en el Oligoceno tardio (~27 Ma) y dieron lugar a la formacion de la provincia
extensional de cuencas y sierras (Lo que en inglés se conoce como “Basin and range

extensional province”) (Scarborough y Brusca, 2015).

De acuerdo con Schonhuth et al. (2014), los patrones de distribucion de varias especies
de ciprinidos y las relaciones filogenéticas inferidas para el linaje de Gila sugieren que las
principales areas de diversificacion del género son los tributarios del antiguo sistema del Rio

Grande en el Desierto de Chihuahua, los drenajes del Rio Colorado y los drenajes con
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vertiente al Océano Pacifico. La presencia de endemismos por cuenca hidroldgica y aparente
monofilia de varios linajes de Gila en México (Schonhuth ef al., 2014) sugieren un proceso de
especiacion alopatrico predicho por el Modelo I de vicarianza (separacion geografica) (Wiley,
1981) que fue promovido por la fragmentacion del antiguo sistema del Rio Grande. Este
patron resulta ser distinto para las especies del complejo robusta del Rio Colorado donde

varias especies presentan distribucion simpatrica (Schonhuth et al., 2014).

El género Gila resulta un grupo de peces taxonOmicamente muy complejo que requiere
ser analizado mas a detalle. Los distintos patrones de especiacion detectados para sus linajes,
asi como los recientes descubrimientos de poblaciones desconocidas (Varela-Romero, 2001;
Schonhuth et al., 2014) y los debates de clasificacion taxondomica para algunos miembros del
complejo robusta en el Rio Colorado (Minckley y DeMarais, 2000; Brandenburg et al., 2015;
Carter et al., 2016) indican la necesidad de realizar mas estudios enfocados al conocimiento de

la evolucion y diversidad del género tanto en México como en EUA.

El registro de poblaciones de Gila en la Sierra El Aguaje al Sur de Sonora, México
aisladas del resto de las conocidas para el género, representa el primer registro de especies del
género Gila en pozas de cafiones subtropicales de baja elevacion (Varela-Romero, 2001;
Bogan et al., 2014) y corrobora su capacidad de adaptacion del género a distintos ambientes
(Douglas et al., 2001; Schierenbeck, 2014; Dowling et al., 2015). La localizaciéon geografica
de estas poblaciones en el Arroyo El Tigre al interior del sistema hidrologico del Rio Matape
sugiere considerarlas como miembros del linaje de G. eremica, por lo que hasta el momento

han sido asignadas como Gila cf. eremica.

Hasta hace algunos afos la carpa del desierto fue confundida con la carpa Yaqui G.
purpurea. La similitud morfolégica entre estos cirpinidos y su rango de distribucion
provocaron que originalmente fueran consideradas como una sola especie. Los analisis
morfologicos realizados por DeMarais (1991) entre poblaciones de Gila de distintas vertientes
en las cuencas de los rios Sonora, Matape y Yaqui demostraron diferencias morfoldgicas entre
ellas. Los resultados de DeMarais (1991) sugirieron a las poblaciones de Gila de las cuencas
de los rios Sonora, Matape y la subcuenca del Rio Moctezuma-Nacozari en el alto Rio Bavispe

como una especie distinta de la Gila purpurea del Arroyo San Bernardino de la cuenca del Rio
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Yaqui. A partir del estudio de DeMarais (1991), las poblaciones de Gila de las cuencas de los
rios Sonora y Matape fueron nombradas formalmente como Gila eremica. Los andlisis
genéticos posteriores corroboraron a G. eremica 'y G. purpurea como dos especies
independentes pero filogenéticamente muy relacionadas (Schonhuth e al., 2012, 2014). La
cercana relacion de estas especies y su localizacion geografica han sugerido un evento de
especiacion de tipo peripatrico donde aparentemente una derivé de la otra (Schonhuth ef al.,

2014).

VI1.2. Evidencia de morfotipos al interior de Gila eremica

El analisis taxonomico tradicional realizado en este estudio para caracterizar
morfologicamente las poblaciones de G. eremica en Sonora y otros congéneres nativos para el
Estado mostraron un alto grado de discriminacion entre los taxa analizados. Los resultados
corroboraron semejanza morfoldgica entre G. eremica nominal y G. purpurea que concuerda
con lo reportado por DeMarais (1991). Las poblaciones recientemente registradas de G. cf.
eremica en los canones La Balandrona y La Pirinola de la subcuenca del Arroyo El Tigre
fueron resueltas como una unidad morfolégica y no revelaron diferencias entre ellas. Los
resultados mostraron a Gila cf. eremica como morfologicamente mas divergente de G.
eremica nominal en comparacion de G. purpurea y los otros integrantes del género Gila
analizados. Nuestros resultados morfoldgicos indicaron distintas caracteristicas somaticas que
revelaron un cuerpo mas delgado para G. cf. eremica en comparacion de G. eremica nominal y
adicionalmente se observaron diferencias meristicas de un mayor numero de escamas en la
linea lateral y un menor niimero de radios en la aleta pectoral para G. cf. eremica con respecto
a G. eremica nominal. Lo anterior demuestra que G. cf. eremica puede ser diferenciada de G.
eremica nominal a partir de dos caracteres meristicos. Esto tltimo no resulta aplicable para
diferenciar a G. eremica de G. purpurea debido a que ambas especies no presentan diferencias
meristicas entre si (DeMarais, 1991). Con respecto a lo anterior G. cf. eremica se reveld6 como
una unidad morfolégica distinta de G. eremica nominal. Las variaciones morfoldgicas y
meristicas detectadas para G. cf. eremica pudieran representar un ejemplo de variacion clinal

(Huxley, 1938) como respuesta a la plasticidad del género para adaptarse a distintos ambientes
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(Hubbs, 1940), por lo que G. cf. eremica pudiera ser considerada como una variante
morfolédgica al interior del linaje de G. eremica. La localizacion geografica de la subcuenca
del Arroyo El Tigre adyacente a la Sierra Santa Ursula puede sugerir que el origen de estas
montafias volcanicas (~23-8 Millones de afios atrds, Mora-Alvarez y McDowell, 2000)
provocaron la desconexion del Arroyo El Tigre de la subcuenca del Rio Matape. Este tipo de
eventos de aislamiento geografico entre poblaciones han sido considerado como causa de
vicarianza y posteriores eventos de especiacion entre cyprpinidos (Schonhuth et al., 2006,
2011, 2014, 2015). Por lo tanto las diferencias morfoldgicas detectadas entre G. cf. eremica y
G. eremica pueden ser atribuidas a un evento de especiacion de tipo peripatrico al interior del
linaje de G. eremica, como ha sido sugerido entre G. eremica y G. purpurea (Schonhuth et al.,

2014).

V1.3. Filogenia y divergencia genética de linajes al interior de Gila eremica

La filogenia mitocondrial y divergencia de secuencias obtenido por Schonhuth et al. (2014)
resolvio las relaciones filogenéticas de las especies de Gila en México, incluyendo un linaje
que comprende todas las especies nominales que habitan la region del Desierto de Chihuahua,
denominado como el Grupo del Desierto de Chihuahua. El resto de las especies nominales
presentes en México, G. ditaenia, G. minacae, G. eremica y G. purpurea, fueron resueltas
como linajes independientes y reciprocamente monofiléticos dentro de Gila, pero no
relacionados con el Grupo del Desierto Chihuahua (Schonhuth et al., 2014). La monofilia del
linaje de G. eremica (cuencas de los rios Sonora y Matape) y G. purpurea (Rio Bavispe en las
cabeceras de la cuenca del Rio Yaqui) obtenida en el presente estudio fue altamente apoyada
por los criterios ML e IB, como fue sugerido previamente mediante analisis morfologicos

(DeMarais, 1991) y datos moleculares (Schonhuth et al., 2014).

Las relaciones filogenéticas por los criterios de ML e IB utilizando el gen Cyr-b
individualmente y el conjunto concatenado de los genes Cyt-b, ND2 y COXI inferidas en el
presente estudio soporta con altos valores de probabilidades posteriores, la monofilia del linaje

de G. eremica e indica un antepasado comun para todas sus miembros analizados. La
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monofilia reciproca, los clados geograficos y la baja divergencia genética detectada dentro del
linaje de G. eremica pueden explicarse por aislamientos relativamente recientes de drenajes
que una vez estuvieron conectados y habitados por los miembros de este linaje, como se
sugiere para otras especies nominales de Gila que se producen en México (Schonhuth et al.,
2014). Adicionalmente, los andlisis filogenéticos evidencian la existencia de dos clados
geograficos monofiléticos para las cuencas de Sonora y Matape, con altos soportes tanto para

el criterio de ML como para IB.

La estrecha relacion y la baja divergencia genética entre G. eremica de la subcuenca del
Rio Matape y G. cf. eremica de la subcuenca de Arroyo El Tigre detectadas en nuestro analisis
con el gen Cyt-b sugieren un ancestro en comun para esas poblaciones e indica una conexion
relativamente reciente entre ambas subcuencas. Por otra parte los analisis filogenéticos apoyan
a G. cf. eremica como un clado de identidad especifica, independiente de otros miembros del
linaje, pero estrechamente relacionado con las poblaciones de G. eremica en la subcuenca del
Rio Matape. A pesar de que la subcuenca del Arroyo El Tigre forma parte del sistema
hidrologico de la cuenca del Rio Matape, ésta no tiene conexidn con el cauce principal del Rio
Matape, promoviendo que las dos poblaciones de G. cf. eremica estén geograficamente

aisladas de las existentes en el resto de la cuenca.

La identidad especifica del clado de G. cf. eremica, junto con su aislamiento geografico
y los resultados de los analisis morfométricos y meristicos dentro del linaje de G. eremica, dan
mas sustento para considerar a G. cf. eremica como una unidad evolutiva independiente de G.
eremica. Los datos filogenéticos presentados aqui también sugieren a G. cf. eremica como el

pariente mas cercano de G. eremica, con G. purpurea como el clado hermano de ese linaje.

La localizacion geografica y monofilia entre el linaje de G. eremica y G. purpurea
sugieren un evento de divergencia causado por aislamiento geografico que promovidé una
especiacion de tipo peripatrica (Wiley, 1981; Schonhuth er al., 2014). El tiempo de
divergencia de 15.60 Ma (~20.42-12.91 Ma) estimado entre estos dos linajes por el reloj
molecular puede sugerir uno o varios eventos de fragmentacion hidroldgica durante el
Mioceno medio o Mioceno temprano entre las cuencas de los rios Sonora, Matape y Yaqui

durante esa época (Figura 13). Hendrickson ef al. (1981) atribuyen al clima arido como una
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posible causa de desconexiodn entre las tres cuencas. Adicionalmente el incremento en la aridez
regional ha sido asociado como un factor para el aislamiento de la biodiversidad en el Desierto

de Sonora (Van Devender, 2000).

La presencia de poblaciones de G. eremica en las cuencas de los rios Sonora y Matape
indican una antigua conexidn entre ambos drenajes. La posicion geografica de estas cuencas
sugiere al levantamiento de la Sierra de Mazatan (Vega-Granillo, 1992) (Figura 13) como una
posible causa de desconexion entre ellas. La Sierra de Mazatan pertenece al “complejo de
nucleo metamorfico” (Coney, 1979; Crittenden et al., 1980), un conjunto de estructuras en
forma de domo con un metamorfismo dindmico relacionado al evento extensional de la
provincia de cuencas y sierras durante el Mioceno (Wong y Gans, 2008; Calmus et al., 2011).
El dato estimado para la divergencia de las poblaciones de G. eremica de las cuencas de los
rios Sonora y Matape durante el Mioceno medio sugiere que la desconexion entre estas
cuencas puede estar relacionada al levantamiento final de la Sierra de Mazatan en el Mioceno

Medio hace ~12.4 Ma (Figura 13) (Wong y Gans, 2008).

Las poblaciones de G. cf. eremica en los cafiones La Balandrona y La Pirinola habitan
estanques naturales conectados entre si por un arroyo perteneciente a la subcuenca del Arroyo
El Tigre que drena a través de la Sierra El Aguaje y desemboca de manera independiente en el
Estero El Rancho. La Sierra El Aguaje se encuentra cerca del Golfo de California y es
contigua a la porcidon mas surefia de la provincia extensional de cuencas y sierras (King, 1939;
Raisz, 1964; McPhee, 1981; Figura 13). Los estudios geoldgicos en la Sierra Santa Ursula
adyacente a la Sierra El Aguaje han datado (K-Ar) el emplazamiento de rocas volcéanicas entre
~23,5 y 8,5 Ma. Las fechas mas antiguas son consideradas como resultado del magmatismo de
arco subductivo que dio lugar a la formaciéon de la Provincia Extensional del Golfo de
California (Stock y Hodges, 1989; Mora-Alvarez y McDowell, 2000; Rolddn-Quintana et al.,
2004; Figura 13), mientras que las fechas mas recientes (~10,3-8,5 Ma) estan representadas
por corrientes de lava mafica emplazadas durante las primeras etapas de rifting que finalmente

condujeron a la apertura del Golfo de California (Mora-Alvarez y McDowell, 2000).

La cercana relacion filogenética de G. cf. eremica con G. eremica de la subcuenca del

Rio Matape y el bajo grado de divergencia genética detectado entre sus poblaciones sugieren

76



una reciente desconexion entre la subcuenca del Arroyo El Tigre y la subcuenca del Rio
Matape. Al igual que otras especies de Gila para México el aislamiento geografico de G. cf.
eremica puede ser atribuido a distintos fendémenos hidrologicos promovidos por eventos
geologicos durante el Mioceno (Schonhuth ef al., 2014, 2015). La localizacion geografica del
Arroyo El Tigre y el tiempo de divergencia de 5.60 Ma (~11.03-2.37 Ma) estimado mediante
el reloj molecular relajado sugieren que su desconexidon con la subcuenca del Rio Matape
posiblemente fue promovida por los eventos volcanicos en la Sierra Santa Ursula posteriores a
la formacion de la Provincia Extensional del Golfo de California durante el Mioceno medio

(Stock y Hodges, 1989; Mora-Alvarez y McDowell, 2000; Roldan-Quintana ef al., 2004).

Los oasis subtropicales de los cafiones de las montanas de la Sierra El Aguaje donde G.
cf. eremica habita proveen habitats con agua limpia y amplia proteccidon contra las extremas
oscilaciones de temperatura de la region. Los oasis de los cafiones La Balandrona y La
Pirinola representan microhébitats aislados que sostienen ecosistemas relictos con afinidades
mesiticas subtropicales (Burquez et al., 1999; Felger, 1999; Bogan et al., 2014).
Aparentemente estos oasis tuvieron sus origenes en el Holoceno (~8.000 afios atras) durante la
transformacion de un ambiente mesico a un ambiente xérico en el actual desierto de Sonora
(Axelrod, 1948, 1979; Grismer y McGuire, 1993). Muchas de las tobas volcéanicas e
ignimbritas soldadas de la zona resultan bastante porosas, con una gran cantidad de zonas de
contacto suficientemente agrietadas y erosionadas para permitir el desarrollo de cafiones con
pozas alimentadas por manantiales (Burquez et al., 1999; Bogan et al., 2014). De acuerdo con
los datos obtenidos por nuestro reloj molecular, el célculo de 5.60 Ma (~11.03-2.37 Ma) de
aislamiento de G. cf. eremica en los cafiones de la Sierra El Aguaje aparentemente coincide
con una transicion regional de condiciones tropicales a condiciones mas secas durante el

Mioceno tardio o Plioceno temprano (Van Devender, 2000).
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Figura 13. Principales cuencas hidroldgicas y provincias fisiograficas en el Noroeste de México y
Suroeste de EUA. El mapa desplegado indica las principales areas de estudio. Los mapas fueron
modificados de Stock y Hodges (1989), Mora-Alvarez y McDowell (2000) Roldan-Quintana et al.
(2004) y Minckley y Marsh (2009). Los limites de las cuencas hidrolégicas estan representados por
lineas gruesas. Las lineas discontinuas indican flujos intermitentes. Los nombres en los circulos
indican cuencas/subcuencas hidrolégicas y las letras indican rios o arroyos: 1 Cuenca Rio Sonora, 2
Cuenca Rio Matape, 3 Cuenca Rio Yaqui, 4 Cuenca Rio De la Concepcion, 5 Cuenca Rio Mimbres-
Casas Grandes, 6 Cuenca Rio Grande (Bravo), 7 Cuenca Rio Conchos, 8 Cuenca Rio Mayo, 9 Cuenca
Rio Fuerte, 10 Subcuenca Rio Gila, 11 Cuenca Pequefio Rio Colorado, 12 Cuenca Rio Colorado, 13
Cuenca Rios Moapa-Virgin-White, 14 Subcuenca Rio Green. A = Subcuenca Rio Sonora, B =
Subcuenca Rio San Miguel, C = Subcuenca Rio Matape, D = Arroyo El Tigre, E = Subcuenca Rio
Altar, F = Subcuenca Rio Magdalena, G = Arroyo El Largo en la subcuenca del Rio Bavispe, H =
Arroyo San Bernardino en la subcuenca del Rio Bavispe.
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VI1.4. Caracteres diagnosticos para la discriminacion de linajes de Gila eremica

La técnica de codigos de barras de ADN se ha utilizado anteriormente para identificar peces a
un nivel especifico y revelar la presencia de diversidad criptica desconocida (Lara et at., 2010;
April et al., 2011). Las inconsistencias genéticas obtenidas por April ef al. (2011) revelaron
linajes evolutivos independientes al interior de especies nominales, lo que sugirid la presencia
de una diversidad morfologica criptica desconocida de peces en Norteamérica. El andlisis de
codigo de barras basado en distancias genéticas ha demostrado resultados positivos para la
discriminacion de peces y ha sugerido la presencia de diversidad criptica (Lara e/ at., 2010;
April et al., 2011). Sin embargo, el enfoque tradicional de distancias genéticas con Kimura 2
parametros (K2P) utilizado aqui reveld una distancia muy pequeiia entre G. cf. eremica y G.
eremica nominal, lo que no hizo posible una discriminacion de especies mediante este

enfoque.

El enfoque basado en caracteres con el analisis CAOS ha sido exitosamente utilizado
para definir codigos de barras para especies (Rach et al., 2008; Jorger y Schrodl, 2013). Al
igual que en la taxonomia tradicional, la identificacion de especies por el codigo de barras por
el método de CAOS se basa en la premisa de que miembros de un grupo taxondmico
comparten atributos caracteristicos (e.g. nucledtidos diagnosticos putativos) que no se
encuentran en otros grupos relacionados (Rach et al., 2008; Sarkar et al., 2008; Jorger y
Schrodl, 2013). Este enfoque basado en caracteres para asignar codigos de barras revelo en el
presente estudio caracteres diagndsticos moleculares (polimorfismos) que permiten la
discriminacién de G. cf. eremica de G. eremica nominal y de G. purpurea, la especie mas
cercana al linaje. A pesar de que existe la propuesta de la existencia de mas de tres caracteres
diagnosticos como una brecha de cddigo de barras para separar grupos taxondémicos (Rach et
al., 2008), Jorger y Schrodl (2013) consideran que CAOS no posee por si mismo un criterio
objetivo para delimitar una brecha de coédigo de barras del ADN. El analisis CAOS no
determina una cantidad distinguible de nucledtidos que puedan indicar un limite de especies, u
otros niveles taxonomicos. Lo anterior sustenta que la presencia de un solo cambio
distinguible en las secuencias de G. cf. eremica comparado con las secuencias de G. eremica

nominal puede ser considerado como un criterio valido para discriminarlas. Por otra parte, la
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suposicion de que un atributo caracteristico (AC) ha sido fijado al interior de una poblacion se
vuelve mas confiable con un mayor nimero de muestras analizadas (Rach et al., 2008). De
acuerdo a Zhang et al. (2010) el nimero de muestras necesario para considerar al cdédigo de
barras como confiable debe tener un rango de 9.5 a 216.6. El nimero de muestras analizadas
aqui para el codigo de barras del linaje de G. eremica resulta estar dentro del rango propuesto
por Zhang et al. (2010). Los resultados del coédigo de barras obtenidos en el presente estudio
revelaron un polimorfismo fijo en las 29 secuencias de G. cf. eremica que no fue detectado en
ninguna de las secuencias de las poblaciones de G. eremica nominal. El polimorfismo
detectado en G. cf. eremica representa un atributo caracteristico puro que sélo se encuentra en
ese grupo (Autapomorfia o Autoapomorfia) e indica un patrén de variacion genético distinto

para G. cf. eremica contra G. eremica nominal y G. purpurea.

El proceso de identificacion de especies a través del codigo de barras del ADN ha sido
en ocasiones confundido con el descubrimiento de especies (DeSalle, 2006). La aplicacion del
codigo de barras del ADN para la identificacion de especies ha sido considerada como
correcta ya que su uso no se basa en un concepto de especie (Rach et al., 2008). Esto ultimo es
debido a que la identificacion de especies con el codigo de barras del ADN es consistente con
cualquier concepto utilizado por un taxdnomo al momento de identificar una especie conocida.
Sin embargo, el descubrimiento de especies resulta un trabajo mas complicado debido a que
requiere un concepto de especie aunado a un sistema de corroboracion basado en taxonomia
tradicional (DeSalle ef al., 2005). De acuerdo con lo anterior, una sola fuente de datos como lo
son los moleculares, morfologicos, ecologicos o etologicos no es valida para el descubrimiento

de especies (Rach et al., 2008).

El enfoque de CAOS para el codigo de barras del ADN es considerado como un método
valido para probar limites entre especies, sin embargo, este método requiere una clasificacién
previa para los grupos a analizar, lo que lo hace incapaz de un descubrimiento de especies
(Jorger y Schrodl, 2013). Los resultados del codigo de barras del ADN aunados a los datos
para la morfologia e inferencia filogenética obtenidos a lo largo de este estudio apoyan a G. cf.

eremica como una unidad evolutiva independiente de G. eremica nominal.
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VLS. Variabilidad genética al interior de los linajes de Gila eremica

La distribucion de frecuencias haplotipicas del gen mitocondrial ND2 para las poblaciones del
linaje de G. eremica analizadas en nuestro estudio mostraron una gran cantidad de haplotipos
compartidos entre las poblaciones de la cuenca del Rio Sonora. Al interior de la cuenca del
Rio Matape los haplotipos determinados para la subcuenca del Rio Matape fueron exclusivos
para esa localidad. Adicionalmente se detectaron haplotipos compartidos entre las poblaciones
de los cafiones La Balandrona y La Pirinola. El perfil de redes haplotipicas mostrod las
relaciones entre los diferentes haplotipos y determind un haplotipo basal que estuvo presente
para las cuatro localidades del Rio Sonora. Por otra parte, este andlisis revelo tres haplogrupos
y evidencid que los haplotipos detectados para la cuenca del Rio Matape estan
mutacionalmente mas alejados del haplotipo basal que los haplotipos de la cuenca del Rio
Sonora. La presencia de distintos haplogrupos ha sido también considerada anteriormente

como evidencia de aislamiento entre poblaciones (George ef al., 2008).

Los analisis de diversidad de gen y nucledtido donde se evaluaron siete poblaciones en
conjunto del linaje de G. eremica y otro donde estas siete fueron repartidas en tres grupos con
afinidad geografica mostraron valores muy similares al interior de las poblaciones de la
cuenca del Rio Sonora y al interior de la cuenca del Rio Matape. Los resultaron
adicionalmente indicaron valores distintos de diversidad de gen y nucledtido para las
poblaciones de la cuenca del Rio Sonora en contra de las poblaciones de la cuenca del Rio
Matape. De la misma forma, Perdices et al. (2004) detectan valores bajos de diversidad
nucleotidica y estructura poblacional en el andlisis de Zacco platypus en la cuenca de Chang

Jiang.

Los AMOVA donde las poblaciones fueron consideradas como siete y tres grupos
mostraron el mismo patron de resultados al indicar que el mayor porcentaje de la variacion se
encuentra entre los grupos analizados. Estos resultados aunados al bajo nimero de migrantes
por generacion entre los tres grupos geograficos y los elevados indices de diferenciacion
genética sugieren que no existe flujo genético entre ellos e indican grupos genéticamente
diferenciados. Los indices de diferenciacion genética en el andlisis pareado de las cuatro

poblaciones de la cuenca del Rio Sonora mostraron valores moderados (Fst < 0.09) con un
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nimero de migrantes por generacion elevado (Nem > 4). Los resultados anteriores no
demuestran divergencia genética entre las poblaciones analizadas para la cuenca del Rio
Sonora. Adicionalmente, el elevado numero de migrantes por generacion sugiere que no
existen barreras geograficas que interrumpan el flujo de genes entre sus poblaciones. Al
interior de la cuenca del Rio Matape los indices de diferenciacion en el andlisis pareado
indicaron un alto grado de diferenciacion genética entre ellas (Fst > 0.8) y valores de
migrantes por generacion menores a uno. Estos resultados sugieren un alto grado de estructura
genética entre las poblaciones y sugieren que la deriva génica actua independientemente para
las poblaciones de Gila cf. eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre con respecto a las
poblaciones de la G. eremica nominal en el resto de su distribucion (Hartl, 1981; George ef al.,

2008).

Diversos trabajos de variabilidad genética en peces a partir de datos mitocondriales
sugieren que un alto grado de variabilidad genética entre las poblaciones es atribuible a
diferenciacion genética debido a un restringido flujo de genes. George et al. (2008) obtuvieron
resultados similares a los nuestros al analizar cuatro poblaciones de Cyprinella caerulea en
EUA a partir del gen ND2 y atribuyeron sus resultados a diferenciacion genética entre sus
poblaciones. En otro estudio que involucra a peces, Echelle et al. (2000) indicaron que las
diferencias de las poblaciones de C. macularius de Salton Sea y las del Delta del Rio Colorado
son explicadas por el 3.7% (p < 0.05) de variacion entre ellas. A pesar de que el resultado de
Echelle et al. (2000) entre esas dos poblaciones puede considerarse bajo, este fue
estadisticamente significativa. Echelle ez al. (2000) consideraron que sus resultados aunados a
la historia de conexiones entre Salto Sea y el Delta del Rio Colorado sustentan la necesidad de
considerar un manejo independe de ambas poblaciones. En otro analisis para 10 poblaciones
de Cyprinella gibbsi en EUA se determinaron cuatro unidades de manejo para la especie
debido a que sus poblaciones difirieron significativamente en frecuencias alélicas
mitocondriales, lo que indic6 un bajo grado de flujo genético entre ellas (Connelly et al., 2006;

Moritz, 1994a, b)

Para nuestro caso, los valores de variabilidad genética obtenidos sugieren un alto grado

de diferenciacion genética para las poblaciones del linaje de G. eremica y al igual que en el
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caso de Echelle et al. (2000) y Connelly et al. (2006), las poblaciones de Gila de las cuencas
de los rios Sonora y Matape y la subcuenca del Arroyo El Tigre pueden ser consideradas como
unidades de manejo independiente. Los resultados del AMOVA, la presencia de haplotipos
compartidos entre varias de las poblaciones del linaje de G. eremica y la evidencia

filogenética del linaje pueden sugerir una reciente desconexion entre ellas.

VI1.6. Analisis de las evidencias de la presencia de Gila cf. eremica como una nueva

entidad evolutiva al interior del linaje de Gila eremica

La localizacién de las poblaciones de Gila cf. eremica aisladas por barreras geograficas de la
G. eremica nominal sugiere que el linaje de G. eremica puede haber estado sujeto a un evento
de vicarianza que produjo especiacion al interior del linaje. Los eventos de vicarianza han sido
una causa comun de especiacion alopatrica en peces dulceacuicolas (Coyne y Orr, 2004;
Dawson y Hammer, 2008; Schonhuth et al., 2014, 2015). La especiacion alopatrica puede
ocurrir cuando una poblacion parental es dividida por el surgimiento de barreras fisicas y
consecuentemente genera subpoblaciones (Hedrick, 2005). La especiacion en este caso ocurre
debido a que las subpoblaciones son individualmente sujetas a distintas presiones selectivas
como la seleccion natural o la deriva génica y sus frecuencias alélicas son alteradas de manera
independiente. Con el paso del tiempo las subpoblaciones son sometidas a cambios
morfologicos y fenotipicos lo que resulta en la formacion de unidades discretas de distintos

organismos que son considerados especies (Hedrick, 2005).

La definicion de Gila cf. eremica como una especie independiente de Gila eremica
puede ser sustentada por el concepto filogenético de especie. De acuerdo con este concepto,
una especie es definida como un grupo de organismos que son diagnosticamente diferentes de
otros grupos similares, son descendientes de un antepasado comun y poseen una combinacion
de ciertos rasgos derivados dentro de los cuales hay un patrén de ascendencia-descendencia
(Cracraft, 1989). Los resultados de este trabajo para la caracterizacion de las poblaciones de la
carpa de desierto G. eremica obtenidos a lo largo de este estudio han revelado a Gila cf.

eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre como una unidad biologica distinguible de G.
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eremica nominal. La caracterizacion morfolégica de las poblaciones de G. cf. eremica
comparadas con las de G. eremica nominal, mostrd caracteristicas distintas entre ellas lo que
concuerda con el concepto filogenético al referirse como grupos con caracteres diagndsticos
distinguibles. Por otra parte, los analisis filogenéticos y el reloj molecular evidenciaron la
relacion ancestro-descendiente para G. cf. eremica. Los diferentes criterios filogenéticos
revelaron un Unico ancestro en comun para las poblaciones de G. cf. eremica de la subcuenca
del Arroyo El Tigre. Adicionalmente los andlisis filogenéticos mostraron una relacion muy
cercana entre G. cf. eremica con las poblaciones de G. eremica de la subcuenca del Rio
Matape. Este ultimo resultado sugiere que las poblaciones de G. cf. eremica probablemente

derivaron de un ancestro perteneciente a la subcuenca del Rio Matape.

El concepto evolutivo de especie de Wiley y Mayden (2000) también resulta aplicable a
los resultados obtenidos en nuestro estudio. De acuerdo con estos autores una especie es una
sola linea de poblaciones ancestro-descendientes que mantiene su identidad respecto a otras
lineas y que mantiene sus propias tendencias evolutivas y destino histérico. Este concepto
resulta coherente para nuestros resultados obtenidos por el codigo de barras del ADN basado
en caracteres en el linaje de Gila. A partir de esa técnica fue posible detectar caracteres unicos
en G. cf. eremica que estuvieron ausentes de sus grupos mas cercanos. La discriminacioén de
G. cf. eremica a partir de caracteres diagndsticos exclusivos (autapomorfias o autoapomorfias)
revela sus tendencias evolutivas y demuestra identidad genética en contra de otros miembros

del linaje de Gila.

Por otra parte, el concepto biologico de especie resulta util para definir a G. cf. eremica
como una especie independiente de G. eremica nominal. De acuerdo con Mayr (1942) una
especie esta conformada por poblaciones con capacidad real o potencial de entrecruzarse entre
si, que estan aislados reproductivamente de otros grupos similares. La localizacion geografica
que ocupan las poblaciones de G. cf. eremica sugiere un evidente aislamiento reproductivo
con respecto a las otras poblaciones del linaje de G. eremica y este resultado es corroborado
por nuestros datos genéticos que revelaron ausencia de flujo genético entre ellas. Sin embargo,
para las poblaciones de G. cf eremica de los cafiones, que se encuentran en apariencia

reproductivamente aisladas por una discontinuidad en la unién de los flujos de agua entre los
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cafiones (arroyos intermitentes), ningin dato morfométrico ni evidencia molecular las
discrimina, por lo que es posible considerarlas como la misma entidad bioldgica segun los
conceptos filogenético y evolutivo de especie (Crafraf, 1989; Wiley y Mayden, 2000). La falta
de caracteres diagnosticos entre las dos poblaciones de G. cf. eremica sugieren que el tiempo
de aislamiento reproductivo no ha sido suficiente para provocar divergencia entre ellas

(Hedrick, 2005).

Las relaciones filogenéticas y los tiempos de divergencia estimados al interior del linaje
de G. eremica son congruentes con la hipdtesis propuesta por Schonhuth ef al. (2014) de
radiaciones rapidas resultando en breves periodos de divergencia o eventos de especiacion
dentro del linaje de Gila. De acuerdo con Schonhuth et al. (2014) los eventos de especiacion
para Gila ocurrieron durante el Mioceno y fueron promovidos por distintos fendmenos
hidrologicos relacionadas a episodios orogénicos y la aridez progresiva en el Noroeste de

Meéxico y Suroeste de EUA (Miller y Smith, 1986; Minckley et al., 1986; Smith et al., 2002).

Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio para la caracterizacion de las
poblaciones del linaje de G. eremica aunados a la aplicacion de distintos conceptos de especie
(Mayr, 1942; Cracraft, 1989; Wiley y Mayden, 2000) revelan a las poblaciones de Gila de la
subcuenca del Arroyo El Tigre como una especie distinta y evolutivamente independiente de
la especie nominal Gila eremica. El reconocimiento de esta nueva especie de Gila replantea la
hipétesis de Gila purpurea como la especie hermana de G. eremica. La evidencia filogenética
obtenida en nuestros andlisis sustenta a la Gila de los cafones La Balandrona y La Pirinola
como el grupo hermano de G. eremica y G. purpurea se muestra como la especie hermana del
linaje integrado por estas dos especies. Adicionalmente, los resultados obtenidos aportan
conocimiento para la sistematica, evolucion e historia del linaje de Gila. El reconocimiento
para la Gila de la subcuenca del Arroyo El Tigre en la Sierra el Aguaje como una nueva
especie revela un microendemismo para el género en la region lo que implica en su
descripcion formal para reconocerla como una especie valida y desarrollar estrategias para su

manejo y conservacion.
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VII. CONCLUSIONES

El anélisis de funcién discriminante (AFD) por el protocolo de box-truss mostr6 un alto grado

de discriminacion entre las distintas poblaciones para Gila analizadas.

Las variables canonicas (Raices) uno y dos del Analisis de funcion discriminante
explicaron el 51.67 y en conjunto 72.36 % de la variacion entre los taxa comparados con

nueve variables principales para discriminar a los grupos.

El diagrama de dispersion del AFD mostrd separado al grupo de Gila cf. eremica del

Arroyo El Tigre de las demas especies de Gila nativas para Sonora.

El dendrograma para los diferentes Taxa agrupados por subcuencas mostré a las
poblaciones de Gila cf. eremica de la subcuenca del Arroyo el Tigre (Subcuenca del Rio
Matape) muy relacionadas con la poblacion de G. eremica de la cuenca del Rio Matape y

mostro al resto de las poblaciones de G. eremica muy relacionadas con G. purpurea.

La caracterizacion morfologica mostrd 16 caracteres lineales y dos meristicos distintivos

entre G. cf. eremica y G. eremica.

Los andlisis de inferencia filogenética mostraron a G. cf. eremica de la subcuenca del
Arroyo El Tigre en una relacion muy cercana con G. eremica de la cuenca del Rio Matape y
sugieren que probablemente esta ultima mencionada dio origen a la primera y evidencia la

relacion ancestro descendente de G. cf. eremica.

Los andlisis filogenéticos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana para los
distintos marcadores mitocondriales resolvieron dos clados hermanos definidos por G.
eremica de la cuenca del Rio Sonora y otro para las poblaciones de G. eremica de la cuenca
del Rio Matape incluido G. cf eremica, lo que evidencia monofilia y clados geograficos al

interior de la especie.
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El andlisis del tiempo de divergencia resuelto por el reloj molecular sugiere que las
poblaciones del linaje de G. eremica divergieron del linaje de G. purpurea hace ~15.60 Ma
(20.42-12.91) durante el Mioceno medio y sugiere a la aridez regional de esa época como una

posible barrera de interconexion entre las cuencas de los rios, Yaqui, Sonora y Matape.

El andlisis del reloj molecular sugirié que las poblaciones de G. eremica de la cuenca del
Rio Sonora divergieron hace ~7.63Ma (13.36-3.85 Ma) de las poblaciones de la cuenca del
Rio Matape y sugiere al levantamiento final de la Sierra de Mazatan (12.4 Ma) como la

posible causa de desconexion entre estos sistemas hidrologicos.

Los datos del Reloj molecular sugieren que la divergencia entre las poblaciones de G. cf.
eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre y las de G. eremica de la subcuenca del Rio
Matape ocurrid6 hace ~5.60 Ma (11.03-2.37) y apoya a la teoria de actividad volcéanica
relativamente reciente en la Sierra Santa Ursula como una causa de desconexion entre los dos

drenajes.

El tiempo de aislamiento de G. cf. eremica en los cafiones de la Sierra El Aguaje
aparentemente coincide con una transicion regional de condiciones tropicales a condiciones

mas secas durante el Mioceno tardio o Plioceno temprano.

La técnica del codigo de barras del ADN mediante el andlisis de atributos
caracteristicos, muestra caracteres unicos para discriminar a G. cf. eremica de sus grupos mas

cercanos y otros integrantes del género analizados.

El codigo de barras del ADN que discrimina a G. cf. eremica de G. eremica nominal es
un polimorfismo fijo en la base 505 de su secuencias analizadas que representa una novedad

evolutiva que no estd presente en sus grupos mas cercanos (autapomorfia o autoapomorfia).

Los andlisis de distribucion de frecuencias haplotipicas mostraron muchos haplotipos
compartidos entre las poblaciones de G. eremica de la cuenca del Rio Sonora que no fueron
detectados para ninguna de las poblaciones de la cuenca del Rio Matape y ademaéds se

detectaron haplotipos exclusivos para la subcuenca del Rio Matape.
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Se detectaron cinco haplotipos para las dos poblaciones de G. cf. eremica de la

subcuenca del Arroyo El Tigre, sdlo dos son compartidos entre ellas.

Los distintos analisis moleculares de varianza explicaron que el mayor porcentaje de
variacion ocurre entre las poblaciones del linaje Gila eremica y puede ser atribuido a

diferenciacion genética entre sus poblaciones.

Los indices de diferenciacion genética y el nimero de migrantes por generacion
detectados entre los tres grupos geografcos de las poblaciones del linaje de G. eremica
sugieren diferenciacion genética entre ellas debido a un restringido flujo de genes por lo que

deben considerarse un manejo independiente para cada una ellas.

Los resultados moleculares obtenidos por los distintos marcadores mitocondriales
utilizados sugieren que el aislamiento entre las poblaciones de G. cf. eremica y las de G.

eremica nominal pudo haber ocurrido recientemente en el Mioceno.

La evidencia filogenética obtenida sustenta a las poblaciones de Gila cf. eremica que
habitan los cafiones La Balandrona y La Pirinola como el grupo hermano de G. eremica y G.

purpurea se muestra como la especie hermana del linaje integrado por estas dos especies.

La presencia de poblaciones pertenecientes al género Gila en la Sierra el Aguaje
representa el primer registro para este género en cailones subtropicales de baja elevacion y es

la primera evidencia de la existencia de una especie microendémica para Sonora.
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VIII. RECOMENDACIONES

Proponer a Gila cf. eremica de la subcuenca del Arroyo El Tigre como una nueva especie

nominal y desarrollar su descripcion.

Estudiar la biologia de la nueva especie de Gila de la subcuenca del Arroyo El Tigre

para generar conocimiento que apoye estrategias de manejo y conservacion de la especie.

Desarrollar analisis de marcadores nucleares para las poblaciones de Gila del Arroyo El

Tigre para corroborar sus relaciones evolutivas y variabilidad genética.

Desarrollar estrategias de metagendmicas para caracterizar los genomas nucleares y

mitocondriales de esta especie microendémica de Sonora.

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

ocupacion de la especie en los cafiones La Balandrona y La Pirinola para su caracterizacion.

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

Promover la restauracion del héabitat y promocion de practicas para el mantenimiento de
los niveles de agua superficial en los habitats acuaticos de los Cafiones La Balandrona y La

Pirinola.

Reinventariar la fauna de peces dulceacuicolas en el Noroeste de México con énfasis en
los integrantes del género Gila y evaluar con precision el estado de conservacion de la

diversidad de peces nativos del Noroeste de México.
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