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Resumen

El género Algansea, es uno de los grupos de peces dulceacuicolas endémicos,
pertenecientes a la familia Cyprinidae con mayor representacion dentro de la Mesa Central
de México, debido a su amplia distribucién dentro de la region. Estas caracteristicas, amplia
distribucion y endemismo son de particular relevancia en el conocimiento de los procesos
evolutivos que han originado la diversidad Unica de la ictiofauna de esta region. A pesar de
contar con pocas especies, este grupo ha tenido una historia taxondmica compleja,
particularmente debido a la gran variacion morfoldgica encontrada en una de ellas, A.
tincella, la especie con el mayor intervalo de distribucion dentro de la Mesa Central;
aunado a esto, el uso de caracteres morfoldgicos altamente homoplasicos, el empleo de
métodos poco objetivos en la codificacion y polarizacion de los mismos, y el muestreo
parcial de organismos analizados debido al uso restringido de individuos a nivel de especie,
ha generado que las hipétesis filogenéticas del género Algansea que se han propuesto hasta
el momento se consideran parcialmente resueltas y poco robustas.

En el presente trabajo se llevo a acabo la reconstruccion de una hipoétesis filogenética
basada en dos marcadores moleculares, el gen mitocondrial citocromo b y el primer intrén
del gen de la proteina ribosomal S7. Se corrobor6 la monofilia del género Algansea con
ambos marcadores moleculares. La hipdtesis mejor resuelta de la historia evolutiva del
género Algansea se obtuvo al combinar la informacion de los dos marcadores (citocromo b
+ intron S7); ademéas de corroborar la validez de seis de las especies actualmente
reconocidas, se sugiere la existencia de una nueva especie distribuida en el Rio Ameca. De
acuerdo con el tiempo de divergencia estimado y los eventos geoldgicos que ocurrieron en
el Noroeste de México, se postula que el origen del género Algansea se remonta al Mioceno
medio, hace 15 M.a. aproximadamente. El patron biogeografico del género Algansea en la
Mesa Central de México es congruente con el de otros grupos de peces dulceacuicolas, que
incluyen miembros de la familias Goodeidae, Poecilidae, asi como otros ciprinidos.



Abstract

Members of the genus Algansea are one of the most representative groups of freshwater
fishes in the Mesa Central of México due to their wide geographic distribution and unusual
level of endemicity. Such traits, are very important in the description of the evolutionary
process that produced unique diversity of the ichthyofauna in this region. Even through the
small number of species included, this genus has had an unstable taxonomic history,
particularly due to the high morphological variation found in the most widely distributed
species within the genus, A. tincella; in addition, previous phylogenetic hypothesis
presented the following shortcomings: the use of morphological characters with a high
degree of homoplasy, the use of codification and polarization methods of characters lacking
objectivity, and the incomplete sampling since just a few specimens were included,;
therefore, previous phylogenetic hypothesis are not fully resolved and they are not robust.

In this study, a phylogenetic hypothesis based on two molecular markers, mitochondrial
gene cytochrome b, and the first intron of the ribosomal protein S7 gene, was obtained.
Monophyly of the genus Algansea was corroborated with both markers. Combined analysis
(cytochrome b + intron S7) showed the best performance of the evolutionary history of the
genus. In addition of confirming the validity of six species, our results suggest the
possibility of the existence of a new species from the Ameca river. In accordance with the
estimated divergence time and geological events occurred in the north-west part of Mexico,
the origin of genus A. tincella is dated approximately 15 million years ago, in the middle
Miocene. The genus Algansea shares the same biogeographic pattern with other freshwater
fishes in the Mesa Central of Mexico, such as members of the Goodeidae, Poecilidae, as

well other cyprinids.



1 Introduccién

La familia Cyprinidae es uno de los taxa de peces dulceacuicolas mas diversos del
planeta, cuenta con alrededor de 2000 especies que se encuentran en casi todos los
ecosistemas dulceacuicolas de casi todos los continentes, excepto en Australia y
Sudamérica (Howes, 1991). Estos peces presentan una considerable variabilidad
morfol6gica asociada con la diversidad de habitats que ocupan (Briolay et al., 1997).
Dichos atributos destacan la relevancia de este grupo de peces como modelo en estudios de
evolucion y diversidad bioldgica (Howes, 1991; Simmons et al., 2003; Cunha et al., 2002).
Actualmente la diversidad de dicho taxén estd comprendida en dos grandes grupos
reconocidos como las subfamilias Cyprininae y Leuciscinae (Cavender y Coburn, 1992;
Cunha et al., 2002).

Dentro de la subfamilia Leuciscinae las tribus Leuciscini y Phoxinini (Cavender y
Coburn, 1992; Simons et al., 2003), ademas de incluir especies en su mayoria euroasiaticas,
destacan por ser los unicos con representacion en Norteamérica. A excepcion de la especie
Notemigonus crysoleucas, el resto de la diversidad de ciprinidos americanos forma parte de
la tribu Phoxinini (Cavender y Coburn, 1992; Simons et al., 2003), considerado el taxon
con mayor numero especies de peces dulceacuicolas de Norteamérica (alrededor de 300
spp.) (Mayden, 1991; Burr y Mayden, 1992).

Phoxinini presenta un intervalo de distribucion cuya extension latitudinal abarca
desde Alaska hasta el centro de México (Mayden, 1991). La mayor parte de la diversidad
de este grupo de peces en Norte América se concentra en la parte central de su distribucion,
el sistema fluvial del Mississipi, disminuyendo de manera gradual el nimero de especies
hacia los extremos norte y sur (Schonhuth, 2002). Sin embargo, en el extremo sur de la
distribucion, el centro de México (Schénhuth, 2001), a pesar de su extensién territorial
relativamente pequefia, presenta altos indices de diversidad y endemismo, por lo que es
considerada una de las provincias biogeograficas con mayor relevancia para la familia
cyprinidae en Norte América (Mayden, 1991).

Esta regidn del territorio mexicano mejor conocida como Mesa Central alberga una
considerable diversidad Gnica de ictiofauna dulceacuicola de diferentes taxa (Miller y

Smith, 1986) representada principalmente por la subfamilia completa Goodeinae con 41



especies (Doadrio y Dominguez, 2004), los géneros de atherinopsidos, Chirostoma con 19
especies (Barbour, 1973a-b; Espinosa et al., 1993) y Poblana con cuatro especies (Espinosa
et al., 1993), y desde luego los géneros de ciprinidos incluidos en esta parte del territorio
mexicano, Algansea con siete especies (Mayden et al., 1992b; Espinosa et al., 1993; Miller
et al., 2005), Evarra con tres especies (Miller et al., 2005), Yuriria con tres especies
(Dominguez-Dominguez et al., 2007) y al menos cinco especies endémicas del género
Notropis (Schénhuth y Doadrio, 2003).

Dentro de la composicidon singular de estos ciprinidos, el género Algansea es uno de
los grupos con mayor representacion dentro de la Mesa Central. A pesar de ser un grupo
pequerio, presenta una amplia distribucion dentro de la region, con especies unicas en
diferentes sistemas hidrologicos y cuencas interiores que indican una estrecha asociacion
con la historia geoldgica de la Mesa Central (Barbour y Miller, 1978). Dicha caracteristica
es de particular relevancia en el conocimiento acerca de los procesos evolutivos que han
originado la diversidad Unica de la ictiofauna de esta region.

Actualmente, la obtencion de hipétesis filogenéticas en algunos grupos de peces
también representativos de la Mesa Central, como es el caso de la subfamilia Goodeinae
(Doadrio y Dominguez-Dominguez; 2004) y el complejo de especies de Notropis del centro
de México (Schonhuth y Doadrio, 2003), han establecido algunos patrones evolutivos
comunes entre ambos taxa vinculados a procesos de vicariancia por efecto de la actividad
geoldgica dentro de la region (Dominguez-Dominguez et al., 2006). Ambas hipétesis
fueron basadas en el gen mitocondrial citocromo b, cuyo desempefio permitié ademas de la
obtencion de relaciones filogenéticas considerablemente resueltas y robustas, estimar la
datacion de los diferentes eventos cladogenéticos que dieron lugar a sus respectivos linajes.

Con base en lo anterior, se considera que la obtencion de una hipétesis de relaciones
filogenéticas de las especies del género Algansea, ademas de las implicaciones en la
sistematica y clasificacion del taxon, contribuiria al conocimiento de los patrones
evolutivos que dieron lugar a la diversidad Unica de peces de la Mesa Central. La
determinacion de dichos patrones contribuiria al entendimiento del origen y de la
diversidad no solo bioldgica sino también de los procesos evolutivos que dieron lugar a la

ictiofauna de esta region.



Maés alla de la trascendencia evolutiva de este conocimiento, la ubicacion fisico-
geografica de dichos procesos evolutivos, es de particular relevancia como base para
priorizar las areas naturales que deben de ser protegidas en funcién de la ictiofauna

dulceacuicola dentro de la regién de la Mesa Central.

1.1. Sistematica vy clasificacion del Género Algansea

Actualmente se reconocen siete especies: A. aphanea Barbour y Miller, 1978; A.
avia Barbour y Miller, 1978; A. barbata Alvarez del Villar y Cortés, 1964; A. lacustris
Steindachner, 1895; A. monticola Barbour y Contreras, 1968; A. popoche Jordan y Snyder,
1900; y A. tincella Valenciennes, 1844 (Mayden et al., 1992b; Espinosa et al., 1993; Miller
et al., 2005). A pesar de sus pocas especies, este grupo ha tenido una historia taxonémica
compleja, particularmente debido a la gran variacion morfoldgica encontrada en A. tincella,
la especie con el mayor intervalo de distribucion dentro de la Mesa Central (Barbour y
Miller,1978).

El primer trabajo donde se analiz6 la composicion del género Algansea y se
discuten algunos aspectos sobre su taxonomia fue el realizado por Barbour y Miller (1978),
quienes hicieron uso de caracteres morfologicos y ecoldgicos para proponer en un contexto
fenético y cladista, una clasificacion del género donde reconocieron seis especies y dos
subespecies (A. monticola monticola y A. monticola avia), y donde establecieron por
primera vez las relaciones filogenéticas del género Algansea (fig. 1). El andlisis
filogenético arrojo dos grupos, uno compuesto por ((A. barbata, A. monticola) A. aphanea),
cuya monofilia se sustenta en la presencia de barbillas maxilares, y otro, carente de estas
mismas ((A. lacustris, A. popoche) A. tincella), apoyado por cuatro caracteres (fig. 1). La
relacion A. barbata—A. monticola fue apoyada por un estado de caracter presente en la

primer especie y observado Unicamente en algunos individuos de A. m. monticola.



N s & @
g &S & & d
L § $ ¢ ¢ Q
P ") N 3 o
< § 4 k N Q
v Ly ¥ v ¥ ¥
-} presencia de radii en
las escamas
=t nimero mayor de poros en el
enrollamiento del intestino, i sistéma preoperculomandibular
direccion anterior* —}— orientacién de la boca
hacia arriba
—t=— tallas mayores

—t— arcos prominentes en el
hueso epiotico

-t margen anterior del hueso

e eenEIae supraethmoides en forma de 3 U's

barbillas maxilares -t enrollamiento del intestino,
direccién posterior

—— ntimero medio de
branquiespinas

Figura 1. Hipdtesis filogenética del género Afgansea, de acuerdo a Barbour y Miller {1978). Las
pequefias lineas horizontales, corresponden a los caracteres apomarficos. *estado de caracter
que comparte A. barbata (inicamente con una de las dos subespecie, A. m. monticofa.

Posteriormente, Jensen y Barbour (1981) analizaron nuevamente la matriz de
caracteres obtenida por Barbour y Miller (1978) y realizaron algunos cambios en la
codificacion de caracteres, para proponer una hipotesis de las relaciones entre especies de
Algansea. Las relaciones filogenéticas resultantes fueron sustancialmente similares, con

algunas diferencias, particularmente dentro del grupo con barbillas presentes, donde se



establecio la relacion ((A. aphanea, A. barbata) A. monticola), apoyada por dos
sinapomorfias, orientacion de la boca hacia abajo y supraetmoides inclinado
anteroventralmente. Sin embargo, en este mismo trabajo, fue implementado un analisis
filogenético unicamente con las especies con barbillas presentes, donde fueron incluidas A.
m. monticola y A. m. avia. Los resultados de dicho andlisis contradicen en cierta forma las
relaciones previamente establecidas entre las especies con barbillas presentes, y la postulan
los autores como una mejor hipotesis filogenética (fig. 2). Dadas estas relaciones, donde no
se recupera la monofilia de cada una de las subespecies de A. monticola, Jensen y Barbour
(1981) sugieren que la interpretacion méas apegada a los principios de monofilia que
considera unidades lo suficientemente diferenciadas y diagnosticables, es la elevacion de A.

m. avia y A. m. monticola a nivel de especie.
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Figura 2. Hipdtesis filogenética de las especies y subespecies con barbillas maxilares presentes
del género Algansea, de acuerdo con Jensen y Barbour (1981). Las pequefias lineas horizontales,
corresponden a los caracteres apomdrficos. Los caracteres con asterisco representan
homoplasias.



Los andlisis filogenéticos anteriormente referidos utilizaron caracteres tales como la
presencia/ausencia de barbillas maxilares o el enrollamiento del intestino, sin embargo, se
ha discutido ampliamente que estos caracteres son altamente homoplasicos dentro de los
ciprinidos (Gilbert, 1978; Howes, 1991), e incluso son considerados una de las principales
causas de la confusion en la clasificacion de los ciprinidos nortemericanos (Simmons et al.,
2003). Asi mismo, las hipétesis filogenéticas del género Algansea, ademas de presentar
estos caracteres considerados altamente homoplésicos que determinan los dos linajes
principales del género, presentan otros considerables inconvenientes, como el uso de otros
caracteres que representan adaptaciones derivadas independientes en medios lacustres, tales
como los que apoyan la relacion de A. lacustris y A. popoche (fig. 1), asi como métodos de
codificacion de caracteres cuestionables, sefialados incluso por los mismos autores
(Barbour y Miller, 1978; Jensen y Barbour, 1981), y ademas cabe resaltar la carencia de un
“grupo externo” en dichos analisis para establecer la polarizacion de caracteres,
indispensable para poner a prueba la monofilia de un grupo (Sanderson y Shaffer, 2002).

1.2. Marcadores moleculares

La clasificacion y sistematica de peces basadas en caracteres morfolégicos han
tenido considerable éxito, especialmente en la definicion de especies y en la organizacion
de éstas dentro de géneros, frecuentemente confirmados incluso por aproximaciones
moleculares (Stepien y Kocher, 1997). Sin embargo, el empleo de marcadores moleculares
ha revelado situaciones donde la variacion morfoldgica es limitada, y la homologia de los
caracteres morfoldgicos es cuestionable (Moritz y Hillis, 1997). Este es el caso de la
filogenia de la familia Cyprinidae, donde el empleo del gen mitocondrial citocromo b
revel6 de la presencia/ausencia de barbillas, caracter que determinaba los dos principales
linajes, Leuciscini y Barbini sensu Chen et al. (1984) era un caracter homoplasico (Briolay
et al., 1998; Cunha et al., 2002).

Para el caso particular de los ciprinidos norteamericanos, el empleo de marcadores

moleculares ha permitido dilucidar algunos de los inconvenientes de los caracteres



morfologicos en la inferencia filogenética, tales como los altos niveles de homoplasia en
caracteres que determinan linajes (v. gr. la abertura en el miodomo posterior), y la diferente
condicion de homologia que puede adquirir un caracter en funcién de la codificacion de
caracteres (Simons y Mayden, 1999).

1.2.1. Citocromo b

Este gen mitocondrial codificante ha sido ampliamente utilizado para diferentes
estudios filogenéticos dentro de los vertebrados. Particularmente en peces ha sido empleado
para resolver preguntas a diferentes niveles taxonémicos, que incluyen relaciones entre
especies muy cercanas, y relaciones mas profundas. Esta caracteristica tan versatil del cit-b,
es atribuida principalmente a las dos regiones o dominios que presenta, uno conservado y el
otro altamente variable, y a la variacion en la tasa evolutiva en las posiciones del codon
(Stepien y Kocher, 1997; Lydeard y Roe, 1997; Farias et al., 2001).

Dentro de la familia Cyprinidae el cit-b se ha empleado para resolver hipotesis
filogenéticas en diferentes niveles taxondmicos. A nivel de género ha tenido un buen
desempefio, delimitando especies y estableciendo sus relaciones filogenéticas (Brito et al.,
1997; Schonhuth y Doadrio, 2003).

1.2.2. Primer intrdén del gen de la proteina ribosomal S7

El andlisis de secuencias con intrones provee una resolucion en filogenias
comparable a la del DNA mitocondrial (Palumbi, 1996). Su amplia aplicabilidad (primers
universales), las altas tasas de variabilidad y su contexto genético bien entendido, lo
convierten en un marcador atractivo para estudios de estructura de poblaciones y diversidad
genética (Palumbi, 1996).

A partir de la caracterizacion de los primers de los primeros dos intrones del S7,
mediante RFLP’s, se demostro el considerable polimorfismo intraespecifico y la herencia
mendeliana de estos marcadores dentro de diferentes poblaciones (Chow y Hazama, 1998)
de atlnes de aleta amarilla (Thunnus albacares), e inclusive dentro de un par de
progenitores y las crias de la misma especie de atin (Chow et al.,2001).

El primer intron ha tenido un considerable desempefio a nivel interespecifico,

resolviendo relaciones filogenéticas a nivel de género, como es el caso de la filogenia de un
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género de peces de arrecifes de coral, Thalassoma (Bernardi et al., 2004), corroborada por

otros genes.
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2 Objetivos

General

e Proponer una hipotesis de las relaciones filogenéticas entre las especies del género
Algansea basada en marcadores moleculares nucleares y mitocondriales.

Particulares

e Determinar las relaciones filogenéticas de las especies del género Algansea,

utilizando el primer intrén del gen nuclear S7.

e Determinar las relaciones filogenéticas de las especies del género Algansea,

utilizando el gen mitocondrial citocromo b.
e Realizar un anélisis con una matriz combinada con base en el principio de
“evidencia de total”, utilizando ambos marcadores, para proponer una hipotesis de

las relaciones filogenéticas entre las especies del género Algansea.

e Comparar la filogenia obtenida con previas hipdtesis filogenéticas basadas en

caracteres morfologicos.
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3 Area de estudio

La Mesa Central es uno de los principales componentes fisiograficos del centro de
México. Es una planicie elevada en la parte central de México que incluye el Cinturén
Volcanico Transversal Mexicano (CVTM) y se encuentra limitada al norte y oriente por la
Sierra Madre Oriental, hacia el occidente por la Sierra Madre Occidental y al sur por la
depresion conocida como El Bajio (Nieto-Samaniego et al., 2005).

Su principal sistema hidroldgico es el Lerma-Chapala-Santiago. También cuenta
con varias cuencas interiores en los altos valles del CVTM, que incluyen los Valles de
México y los Llanos de Puebla en el Este; los valles de Tocumbo, Sayula y Zacoalco cerca
del lago de Chapala; asi como los lagos de Zirahuén, Patzcuaro, Zacapu y Cuitzeo las
cuencas circundantes tanto las de la vertiente pacifico como la atlantico, son parte también
de esta region. Ademas incluye varios de los tributarios en las cabeceras de algunos de los
principales rios que drenan hacia ambas vertientes, Pacifica y Atlantica, tales como el Rio
Panuco en el Este, el Rio Balsas en el Sur, y los rios Coahuayana, Armeria y Ameca, Lago
de Chapala y el Rio Grande de Santiago (Dominguez-Dominguez et al., 2006) (fig. 3).

Esta region fisiografica presenta una historia tecto-volcanica compleja. Su origen
data del Mioceno superior y esta asociado con la formacion del Proto Golfo de California 'y
la intensificacion de la actividad tectonica y volcanica en la parte Oeste del CVTM
(Dominguez-Dominguez et al., 2006). Aunado a dicha actividad geologica, el cambio de
clima en el Plioceno donde predomindé un ambiente seco, propicio el aislamiento de
sistemas hidrograficos (Doadrio y Dominguez-Dominguez, 2004) y con ello la ocurrencia
de eventos vicariantes que se consideran los responsables de los procesos de especiacion
gue en gran parte dieron lugar a este patron de diversidad Unica, observado y representado
no solo por ciprinidos, sino por otras familias de peces dulceacuicolas (Miller y Smith,
1986) como Goodeidae, con 41 especies, todos miembros de la subfamilia Goodeinae
(Doadrio y Dominguez, 2004), y Atherinopsidae, con 19 especies del género Chirostoma

(Barbour, 1973a-b; Espinosa et al., 1993), y 4 especies de Poblana (Espinosa et al., 1993).
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Figura 3. Distribucion del género Algansea en la Mesa Central de México. El area sombreada
de gris corresponde a la distribucion del género Algansea; el area sombreado de negro
corresponde a la distribucion de Agosia chrysogaster. Los simbolos en negro corresponden a
las localidades muestreadas; los simbolos grises corresponden al resto de la distribucion de
las especies.
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4 Materiales y métodos

4.1. Colecta de peces

Los sitios de colecta se establecieron con base los siguientes criterios: 1) localidad
de los ejemplares tipo de cada una de las siete especies reconocidas, y 2) poblaciones de
cada una de las especies. Se consultaron los registros de Barbour y Miller (1978), asi como
diferentes colecciones ictiologicas [Coleccion de Peces de la Universidad Michoacana
(CPUM); Coleccion Nacional de Peces del Instituto de Biologia, UNAM (CNPE-UNAM);
Coleccion Nacional de Peces de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IP (ENCBP-
IP); y Coleccion de Peces del Museo de Zoologia de la Universidad de Michigan
(UMM2Z)].

La unica especie que no se logrd colectar a pesar del esfuerzo realizado en més de
una ocasion, fue Algansea popoche, especie endémica de Lago de Chapala. Aunque
oficialmente esta especie presenta un estatus de conservacion de amenazada segun la
NOM-059-ECOL-2001, de acuerdo con testimonios de pescadores y de algunos
investigadores que trabajan en la region (Carlos Escalera, comunicion personal), se
considera extinta. Incluso en la revision del género de Barbour y Miller, (1978) se hace
mencion de la ausencia de A. popoche en el cuerpo de agua, atribuyéndosele a la
destruccion de la vegetacion acuatica que es considerada como el principal habitat de la
especie, a causa de la construccion de un dique a lo largo de la parte este del lago de
Chapala, cercana al Rio Lerma.

De acuerdo con el tipo de cuerpo de agua, es decir, arroyos, rios, embalses o lagos,
se empleod el método de captura mas adecuado. En los sistemas 16ticos se us6 un equipo de
electropesca y redes de mano; mientras que en los sistemas 1énticos naturales y artificiales,
se emplearon redes tipo chinchorro, que variaron de 10 a 50 metros de longitud.

Una vez que fueron capturados los organismos, se obtuvo un pedazo de tejido, a
través de un corte de las aletas caudal o pectoral, dependiendo del tamafio del individuo.
Posteriormente el tejido fue preservado en etanol 96°, en criotubos de 2 ml. Todos los

especimenes fijados y depositados en la Coleccioén de Peces de la Universidad Michoacana.
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4.2. Muestreo taxondmico

El muestreo se basé en las siete especies reconocidas actualmente, A. aphanea, A.
avia, A. barbata, A. lacustris, A. monticola, A. popoche, y A. tincella (Mayden et al., 1992;
Espinosa et al., 1993; Miller et al., 2005). Todos los taxa excepto A. popoche, fueron
incluidos en los analisis. Con la excepcion de A. barbata, se incluyé mas de una poblacion
por especie (tabla 1). Cabe destacar que A. lacustris, endémica del lago de Patzcuaro, es un
tradicional recurso pesquero en la region y ademas de su captura in situ, ha sido sujeta a un
manejo acuicola externo al Lago, por lo que se ha introducido en diferentes cuerpos de agua
aledanos a la localidad tipo. Tal es el caso de su presencia en la laguna de San Gregorio,
ubicada al Sur de Patzcuaro, localidad que fue incluida en el presente trabajo como otra
poblacion (tabla 1), con la finalidad de corroborar su identificacion y confirmar su
presencia en dicho cuerpo de agua.

El muestreo realizado cubrié casi por completo el intervalo de distribucion del
género (fig. 3), que incluy¢ la visita de todas las localidades de los ejemplares tipo de las
diferentes especies. Cabe sefalar que en cuatro de ellas se logro capturar las especies tipo,
incluyendo la subespecie A. monticola archidion (Barbour y Miller, 1994); por su parte, la
extensa distribucion de A. tincella estuvo bien representada por el muestreo realizado,
puesto que se logréd obtener organismos de la mayoria de las cuencas hidroldgicas donde se
registra esta especie (fig. 3).

Con la finalidad de probar la monofilia del género Algansea, se incluyeron tres
especies de ciprinidos representantes de géneros cercanos a Algansea. De acuerdo con lo
encontrado en la hipdtesis filogenética obtenida por Schonhuth (2002), basada en los genes
mitocondriales 16S y cit-b, el género monotipico Agosia fue el ciprinido que presentd la
relacion mas cercana con Algansea, seguido por los géneros Dionda y Campostoma. Con
base en dicha hipotesis, en el presente trabajo se incluyeron los ciprinidos Agosia
chrysogaster, Dionda melanops, Campostoma ornatum, y como grupo externo funcional al

ciprinido norteamericano que resulté mas alejado en Schonhuth (2002), Gila robusta.
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4.3. Obtencién de secuencias
4.3.1 Extraccion de DNA

Los tejidos fueron lavados con H,O para eliminar el exceso de etanol,
posteriormente se obtuvo una porcion de tejido, la cudl varié de 300 a 500 mg. Con la
ayuda de un bisturi fue reducido el tamafio de particula del tejido. Una vez obtenido el
menor tamafio de particula posible, se emple6 el método convencional de extraccion
proteinasa K/fenol/cloroformo (Sambrook et al., 1989), solo que remplazando el
cloroformo por una mezcla de diclorometano-alcohol isoamilico (24:1); esta mezcla cumple

la misma funcion que el cloroformo, eliminar el exceso de fenol, y es menos toxica (anexo

1.

4.3.2. Amplificacion

La amplificacion de los fragmentos de ambos marcadores, mitocondrial y nuclear,
se realizd mediante la técnica de PCR (por sus siglas en inglés, Polymerase Chain
Reaction), ver protocolo en anexo 2. Para el cit-b se emplearon los primers, GLUDG-5"
(5'-TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3"  Palumbi, 1996) 'y  HI16460  (5'-
CGAYCTTCGGATTACAAGACC-3" http://nmg.si.edu/bermlab.htm). El primer intrén del

gen de la proteina ribosomal S7, fue amplificado utilizando los primers S7TRPEXI1F (5'-
TGGCCTCTTCCTTGGCCGTC-"3) y STRPEX2R (5-AACTCGTCTGGCTTTTC GCC-
"3) (Chow y Hazama, 1998).

4.3.3. Secuenciacion

Los productos de amplificacion fueron purificados utilizando el kit ExoSAP-IT™
(USB), que se basa en la eliminacion de pequetios fragmentos de DNA, mediante la accion
de una exonucleasa, lo que garantiza la eliminacion de excesos de nucleo6tidos y primers
que sobraron de la PCR (anexo 3). Una vez purificados los productos de PCR, se
secuenciaron usando el Big Dye Deoxy Terminator cycle-sequencing kit (Applied
Biosystems Inc.), ver protocolos de reaccion de secuenciacion y purificacion en anexos 4 'y
5, respectivamente. Todas las muestras se secuenciaron en un secuenciador de DNA

Applied Biosystems 3700 en SECUGEN, Madrid, Espaia.
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4.4. Andlisis de secuencias

4.4.1. Alineamiento y variacion de las secuencias

El alineamiento de las secuencias de cit-b se realizd de manera manual. Por el
contrario, debido a que el primer intron del S7 si presentd indels (vacios a causa de
inserciones o deleciones), se emple6 el programa Clustal X 1.83 (Thompson et al., 1997)
utilizando los pardmetros predeterminados del el programa (Gap opening: 15, Gap
extension: 6.66). Después se reviso y corrigié el alineamiento de manera visual.

Se obtuvo la composicion nucleotidica y las frecuencias de las bases, asi como la
prueba de homogeneidad de las frecuencias de bases entre todos los taxa, para el cit-b
[completo (con las tres posiciones simultdneamente) y particionado (cada una de sus
posiciones por separado)] y el intron S7, utilizando PAUP 4.1 (Swoford, 2004).

Debido al limitado numero de estados posibles de los caracteres moleculares (A, T,
C, G), en la secuencias de DNA se presenta un fendmeno conocido como saturaciéon. Con
la finalidad de detectar si alguno de los marcadores se ve afectado por este fenémeno, se
compar6 la progresion de los cambios nucleotidicos en relacion a las distancias genéticas
entre taxones. Para esto se calcularon las “distancias absolutas” (cambios nucleotidicos
totales) pareadas, y las distancias genéticas pareadas corregidas de acuerdo al modelo de
evolucion mas adecuado para cada uno de los marcadores, utilizando el programa PAUP
4.1 (Swoford, 2004). Después se realizo una regresion lineal con el programa SigmaPlot 7
(SPSS Inc., 2001). Puesto que en el cit-b cada una de las posiciones tiene diferente tasa de
sustitucion de nucleotidos, se calcularan las distancias para cada tipo de sustitucion
(transicion y transversion) en cada una de las tres posiciones del codon.

Para las divergencias genéticas entre poblaciones, especies y linajes principales, se
calculd el promedio de los cambios nucleotidicos totales y la proporcion de los proporcion
de los mismos (distancias no corregidas “p”) para el cit-b y S7, utilizando el programa
MEGA v.3.1 (Kumar et al., 2004). También se calcularon las distancias genéticas
corregidas con el modelo que result6 mas adecuado en cada uno de los marcadores. Es
importe sefalar que para el célculo de estas distancias se utilizaron los 19 individuos
secuenciados con ambos marcadores (tabla 1), con el fin de comparar las divergencias

genéticas nucleares y mitocondriales.
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4.4.2. Andlisis filogenéticos

Los métodos de andlisis de inferencia filogenética utilizados en el presente estudio
fueron “Analisis de Maxima Parsimonia” (MP) e “Inferencia Bayesiana” (BY). Las
secuencias obtenidas de cada marcador se analizaron de manera independiente (cit-b y S7
por separado) y de manera simultanea, combinando ambas matrices de secuencias (cit-
b+S7). Previo a los analisis combinados, se realizd un consenso estricto con las topologias
obtenidas por separado para detectar los conflictos y las congruencias entre ambos
marcadores. También se llevé a cabo una prueba de homogeneidad de particiones mediante
el “Incongruence Length Difference Test” (ILD) (Farris et al., 1995a, 1995b), con la
finalidad de evaluar si bajo este criterio las particiones (cit-b y el intron S7) son
combinables.

Se realizdo un MP con pesajes iguales, para cada conjunto de datos por separado y
combinados, utilizando el programa PAUP v.4.1 (Swoford, 2004). Los analisis se basaron
en una busqueda heuristica, con 100 repeticiones usando “stepwise-random addition”, y el
algoritmo “Tree-Bisection-Reconnection (TBR)”; simultaneamente, con el fin de evaluar la
robustez de las topologias obtenidas se realizd un analisis de bootstrap no paramétrico
(Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas. Dado que el bootstrap no paramétrico es un
estimador de soporte conservador (Hillis y Bull, 1993; Wilcox et al., 2002), el criterio para
determinar el apoyo de los clados basados en los valores de bootstrap (Bt) fue el siguiente:
se consideraron altamente apoyados, si Bt > 90; moderadamente apoyados, si 70 < Bt < 90;
poco apoyados, si 50 < Bt < 70; y sin apoyo alguno, si Bs < 50 (Pedersen et al., 2007). Para
el caso particular de los conjuntos de datos S7 y cit-b+S7, se realizd6 un MP adicional,
siguiendo la misma estrategia de busqueda donde se considerd a los indels como un quinto
estado de caracter.

Para determinar el modelo evolutivo que refleje con mayor verosimilitud los
cambios evolutivos ocurridos en cada uno de los genes utilizados para los taxa incluidos en
este andlisis, se utilizo el programa Modeltest v.3.7 (Posada y Crandall, 1998), basado en el
criterio de informacion bayesiana (BIC). Con base en las diferentes tasas de evolucion en
cada una de las tres posiciones del codoén en el cit-b (Lydeard y Roe, 1997), se obtuvo el

modelo para cada posicion, asi como también para el S7 (tabla 2).
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Una vez determinados los modelos, se procedio con el BY mediante el programa
MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Para cada uno de los tres conjuntos de
datos, cit-b, S7 y el combinado de ambos genes, se utilizaron los modelos correspondientes
y los parametros por default del programa MrBayes, que consistieron en lo siguiente: se
corrieron dos cadenas de Markov para 1,000,000 generaciones, partiendo de un arbol al
azar, y muestreando arboles cada 100 generaciones. Dado que los valores de probabilidades
posteriores (Pr) representan la probabilidad de que un clado sea verdadero, segun el modelo
de sustitucion, las hipotesis previas y los datos (Huelsenbeck et al., 2002), y dado que las
Pr presentan mayor exactitud y con frecuencia son significativamente mayores a los Bt
(Wilcox et al., 2002; Alfaro et al., 2003, Erixon et al., 2003), se adopto el criterio de que
los clados con Pr > 95% son altamente apoyados, mientras que los clados con Pr menores a
dicho valor no se sustentan (Pedersen et al., 2007).

En todos los analisis realizados, la especie Gila robusta fue considerada el grupo

externo.

4.4.3 Reloj Molecular

Se estimaron los tiempos de divergencia basados en el cit-b, con el objetivo de
discutir e interpretar las implicaciones biogeograficas de las hipotesis filogenéticas
obtenidas del género. Para probar si se cumple con la hipdtesis de reloj molecular estricto,
que consiste basicamente en que diferentes linajes presentan tasas de sustitucion constantes
(Hillis et al., 1996), se compararon las tasas de sustitucion de las secuencias del cit-b entre
las diferentes especies del género Algansea mediante la “prueba de tasas relativas entre
grupos” (Relative Rate Test) (Sarich y Wilson, 1973; Wu y Li, 1985). Dicha prueba se
realizé con el programa RRTree v 1.1 (Robinson —Rechavi y Huchon, 2000).

Una vez determinada la constancia de los linajes, se procedid con el analisis de reloj
molecular utilizando el programa Tree-Puzzle 5.2 (Schmidt et al., 2004). Debido a la
carencia de fosiles lo suficientemente confiables de las especies incluidas, la calibracion del
reloj molecular se baso en la tasa de evolucion del cit-b del 1.31 % por millon de afios
(m.a.) establecida para ciprinidos norteamericanos (Dowling et al., 2002). Dicha tasa fue
calculada mediante la regresion lineal de los porcentajes de divergencia molecular versus

los tiempos de divergencia del registro fosil. Cabe sefialar que esta tasa de evolucion del
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cit-b del 1.31 % en los ciprinidos norteamericanos es consistente con las calculadas para los
ciprinidos euro-asiaticos con 1.52 y 1.32% por m.a. (Zardoya y Doadrio, 1999; Machordon
y Doadrio, 2001).
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Tabla 1. Localidades muestreadas

Especies Localidad Cuenca Voucher de tejido"
Cytb 1* intron S 7
CPUMDNAZ28 CPUMDNA28
Rio Ayutla, 5 Km al SE del poblado de Ayutla , Jalisco * Sistema Armeria-Ayuquila CPUMDNA29 CPUMDNA29
Algansea aphanea CPUMDNA30 -
CPUMDNA1267 -
Tributario del Rio Tamazula, poblado el Tule, Jalisco SistemaTamazula-Coahuayana CPUMDNA1268 CPUMDNA1268
CPUMDNA1269 -
CPUMDNAA4075 -
Tributario del Rio Grande de Santiago, camino Rio Grande de Santiago CPUMDNAA4076 CPUMDNAA4076
Santa Maria del Oro-la Cofradia, Nayarit * CPUMDNAA4077 CPUMDNAA4077
Algansea avia
MNCNM150 -
Rio Compostela, poblado Compostela, Nayarit Rio Compostela CPUMDNA93 -
CPUMDNA9%4 CPUMDNA9%4
Algansea barbata Rio Sila, Granja Piscicola de Tiacaque, Estado de México Alto Lerma CPUMDNA1278 CPUMDNA1278
CPUMDNAG614 CPUMDNAG614
Lago de Patzcuaro, Uranden, Michoacan * Cuenca Interior CPUMDNAG615 -
Algansea lacustris MNCNM3025 -
Lago San Gregorio, Santa Clara del Cobre, Michoacan Cuenca interior CPUMDNAZ?21 -
MNCNM4065 -

- = secuencia no realizada.
*= |ocalidad tipo.

T=tejidos depositados en la Coleccidn de Peces de la Universidad Michoacana (CPUM); Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (MNCNM)
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Continuacion de la Tabla

;Especies Localidad Cuenca Voucher de tejido"
Cytb 1* intron S 7
Arrollo San Jose, Huejuquilla, JaliscO* CPUMDNASg48 CPUMDNAZS848
Algansea monticola Rio Huejuquilla, Huejuquilla, Jalisco Sistema Bolanos-Santiago CPUMDNAS849 -
CPUMDNASS50 -
Presa Tesoreros, Jalisco CPUMDNAS869 -
CPUMDNAI1215 -
CPUMDNAI1216 -
Umecuaro River, Morelia, Michoacén Lago de Cuitzeo CPUMDNAI1217 CPUMDNAI1217
CPUMDNA1218 -
CPUMDNAI1219 -
Presa Orandino, Zamora, Michoacan Bajo Lerma MNCNM3734 -
Algansea tincella Laguna de Zacapu, Zacapu Michoacan Laguna de Zacapu MNCNM3450 -
Rio Querétaro, Querétaro Medio Lerma MNCNM3307 -
Arroyo en el poblado de la Paz, Ojuelos, Jalisco Sistema Verde-Santiago CPUMDNAA4212 -
CPUMDNAS842 CPUMDNAS842
CPUMDNAS56 -
Arroyo en el poblado de Guadalupe Victoria, Jalisco Sistema Verde-Santiago CPUMDNASS58 -
CPUMDNAS59 -
CPUMDNAS860 -
Arroyo en el poblado de Matanzas, Jalisco CPUMDNAR8S52 -

- =secuencia no realizada.
*= |ocalidad tipo.
T=tejidos depositados en la Coleccidn de Peces de la Universidad Michoacana (CPUM); Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (MNCNM)
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Continuacion de la Tabla

Especies Localidad Cuenca Voucher de tejido”

Cytb 1™ intron S 7

CPUMDNA407 -

Tecolote River, Los Pinos town, Zacatecas Rio Verde (Rio grande de CPUMDNA964 -

Santiago) CPUMDNA965 -
CPUMDNA1202 CPUMDNA1202
Arroyo en el poblado la Coronilla, Jalisco Rio Ameca CPUMDNA1203 CPUMDNA1203

Algansea tincella CPUMDNA3658 -

CPUMDNA718 -

Arrollo en el poblado de Jestis Maria , San Luis Potosi Rio Santa Maria (Panuco) CPUMDNA719 CPUMDNAT719

CPUMDNA720 -

Quitupan River, Michoacan Tepalcatepet-Balsas System CPUMDNAI1314 -
Agosia chrysogaster Sonora River, Hermosillo, Sonora Sonora River CPUMDNA1854 CPUMDNAI1854
Campostoma ornatum  Primero River Conchos River CPUMDNA1926 CPUMDNA1926
Dionda melanops Rio Nazas, Emilio Carranza ,Durango Nazas River CPUMDNA1941 CPUMDNA1941
Gila robusta Batopilas River CPUMDNA 1868 CPUMDNA 1868

- = secuencia no realizada.

*= localidad tipo.
T= tejidos depositados en la Coleccion de Peces de la Universidad Michoacana (CPUM); Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid (MNCNM)
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5 Resultados

5.1. Patrones de variacion genética

Se obtuvieron 52 secuencias de cit-b, 48 correspondientes a las diferentes especies y
poblaciones del género Algansea, y cuatro a cada uno de los ciprinidos empleados como
grupos externos (tabla 1). El tamafio del gen mitocondrial en el alineamiento final con todas
las secuencias fue de 1140 pares de bases (pb) y no presentd indels a lo largo de las
secuencias. Menos del 25% de los sitios del cit-b fueron filogenéticamente informativos
bajo el criterio de parsimonia, concentrandose en su mayor parte, en las terceras posiciones

del codon (tabla 2).

Tabla. 2 Parametros del andlisis de Maxima Parsimonia con cada matriz de datos

_ citocromo b S7
1°pos 2"pos 3°pos Todas
No. sitios 380 380 380 1140 965
No. sitios variables 74 31 320 425 279
No. sitios pars-info. 34 (9%) 2 (0%) 243 (64%) 279 (24%) 83 ( 9%)°
103 (11%)°
Modelo de sustitucién TrNef+G HKY TrN+G TrN+G HKY+G
Proporcién de sitios invariables 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Distribucion gamma (a)
0.23 t.i. 2.45 0.21 1.41
Proporcion de Adenina
24%z+ 20%+ 35% 26% 31%
Proporcion de Citosina
25%= 26%+ 34%+ 29%+ 15%z
Proporcion de Guanina
26%+ 13%z= 11%+ 17%z= 20%z+
Proporcion de Timina
25%= 40%= 20%= 28%x 34%=+
Prueba de homogeneidad de
frecuencias de bases X?=462  X*=1.28 X?=1.28 X?= 2168  X°= 3.71
gl= 153 gl =153 gl =153 gl =153 gl =54
P=1.00 P =1.00 P=1.00 P =1.00 P =1.00
3sin indels
®con indels
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La composicion de las bases fue considerablemente diferente entre las tres
posiciones del coddn, se observo el sesgo antiguaninas en las segundas (13%) y terceras
(11%) posiciones, comun no solo dentro de la familia Cyprinidae (Dowling y Naylor, 1997;
Cunha et al., 2002), sino en los peces (Lydeard y Roe, 1997; Farias et al., 2001) y
vertebrados en general (Johns y Avise, 1998). La composicion de las bases entre los
diferentes taxa fue homogénea en las tres posiciones (tabla 2).

El niimero de sustituciones increment6 linealmente a lo largo de las distancias
genéticas existentes entre todos los taxa analizados, presentdndose una relacion lineal casi
perfecta (R? = 0.99) para todas las sustituciones, excepto en las transversiones de la
segunda posicion del codon (R* = 0.87) y las transiciones de la tercera posicion (R* = 0.83)
del cit-b (fig. x). Debido a la carencia de cambios nucleotidicos a pesar del incremento de
las divergencias genéticas, estos dos ultimos casos indicaron la presencia de saturacion.
Cabe senalar que dicho fendmeno solo se observo entre el genéro Algansea y el resto de los
ciprinidos; con C. ornatum y G. robusta en las transversiones de la segunda posicion (fig.
X), y con los cuatro ciprinidos en las transiciones de la tercera posicion (fig. x).

Por otro lado, las secuencias obtenidas con el intrén del S7 correspondieron a 19 de
los mismos individuos muestreados con cit-b (tabla 1). Al editar las secuencias del intron se
presentaron dobles picos con la misma intensidad en el cromatograma; uno correspondiente
a Timina y el otro a Citosina en los sitios 333 en A. barbata (individuo CPUMDNA1278) y
31 en A. lacustris (individuo CPUMDNAG614). Dichos polimorfismos genéticos indicaron
la condicion de heterocigocidad, que debido a su escasa ocurrencia fueron considerados
como incertidumbres.

El alineamiento final incluyendo los indels fue de 965pb. Los sitios informativos
fueron pocos, atin cuando los indels fueron incluidos como quinto estado (tabla 2). Similar
a lo reportado en otras familias de peces (Orti et al., 1996; Lavoué et al., 2003), el primer
intron del S7, presentd un alto contenido de Adeninas y Timinas (tabla 2), caracteristica
peculiar de las regiones no codificantes, libres de cualquier limitante funcional (Prychitko y
Moore, 1997). Se presentd una relacién lineal (R* = 0.99) entre las distancias genéticas y
los cambios nucleotidicos, indicando la ausencia de saturacion (fig. 4). A diferencia del cit-
b, el nimero de cambios nucleotidicos y distancias genéticas alcanzados con transiciones y

tranversiones, fueron similares, siendo incluso ligeramente mayores las segundas (fig. 4).
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Figura 4. Curvas de saturacion de cada una de las posiciones del citcromo b, y del intron S7.
"TN"= modelo de evolucién Tamura-Nei; "HKY"= modelo de evolucion Hasegawa-Kishino-Yano 85.

Las divergencias genéticas con cit-b fueron mayores que las observadas con el S7

(tabla 3). La maxima divergencia genética entre todos los taxa fue de 0.20 con cit-b y 0.16

con S7, registrandose entre especies del grupo externo, mientras que las minimas con

ambos genes fueron observadas entre individuos de la misma poblacion.

26



Tabla. 3 Distancias genéticas promedio entre los principales grupos

citocromo b intron S7

absolutas p T-N absolutas p T-N
A. aphanea
Poblaciones
Arm—Ayu x Coa—Tam 2.000£0.808 0.002+0.001  0.002+0.001  4.000+1.412 0.004£0.002  0.004%0.002
Especies
A. aphanea x A. avia= 93.333+8.302 0.090£0.008 0.092+0.012  24.333+4.683  0.027+0.005  0.028%0.005
A. aphanea x A. barbata= 84.667+8.299 0.082+0.008 0.098+0.012  24.667+0.005  0.026+0.005  0.027+0.005
A. aphanea x A. lacustris= 87.667+8.310 0.084+0.008 0.101£0.012  25.667+4.712  0.028+0.005  0.028+0.006
A. aphanea x A. monticola= 83.667+8.497 0.081£0.008 0.099+0.011  32.667+5.646  0.036+0.006  0.037+0.006
A. aphanea x A. tincella'= 87.417+8.187 0.084£0.008 0.101+0.012  29.583+4.748  0.034+0.005  0.034+0.006
A. aphanea x A. tincella®= 85.667+8.845 0.083+0.009 0.092+0.011  26.667+4.633  0.030£0.005  0.031+0.006
A. avia
Poblaciones
Santiago bajo x Compostela 12.44413.133 0.011+0.003 0.011x0.003  2.500+1.457 0.003£0.002  0.003+0.002
Especies
A. avia x A. barbata= 89.000+8.619  0.086+0.008 0.094+0.012  11.667+3.485  0.012+0.004  0.013x0.004
A. avia x A. lacustris= 92.33348.630 0.089+0.008 0.089+0.011  12.667+3.295 0.014£0.004  0.014+0.004
A. avia x A. monticola= 80.667+8.265 0.078+0.008 0.078+0.009  22.667+4.421 0.025+0.005  0.026+0.005
A. avia x A. tincella'= 87.833+8.284 0.085+0.008 0.086+0.011  1591743.377  0.019%0.004  0.019+0.004
A. avia x A. tincella®= 91.33348.821  0.088+0.008 0.092+0.011  13.667+3.422 0.016£0.004  0.016+0.004

p= distancias no corregidas; T-N= distancias de Tamura-Nei.

Arm—Ayu= Armeria—Ayuquila; Coa—Tam= Coahuayana—Tamazula.
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Continuacion de Tabla. 3

citocromo b intron S7

absolutas p T-N absolutas p T-N
A. barbata
A. barbata x A. lacustris= 37.000+£5.227  0.036+0.006 0.030+0.006  11.000+3.384 0.012+0.004 0.012+0.004
A. barbata x A. monticola= 92.000+9.326  0.089+0.009 0.091+0.011 19.000+4.236 0.020+0.005 0.02040.005
A. barbata x A. tincella= 34.750+5.227 0.033+0.005 0.033+0.006  16.000+3.563 0.018+0.004 0.018+0.004
A. barbata x “A. tincella’= 30.000+5.369 0.030+0.005 0.028+0.006  13.000+3.431 0.014+0.004 0.01410.004
A. lacustris
Poblaciones
Patzcuaro x San Gregorio 5.167+1.470 0.006+0.002 0.006+0.002 — — —
Especies
A. lacustris x A. monticola= 88.000+8.819  0.085+0.009 0.081+0.010  24.000+4.754 0.027+0.005 0.027+0.006
A. lacustris x A. tincella= 20.750+3.670 0.020+0.004 0.017+0.004  8.250+2.249 0.008+0.002 0.008+0.002
A. lacustris x “A. tincella’= 39.000+5.669 0.038+0.006 0.028+0.006  5.500+1.865 0.005+0.002 0.00510.002
A. monticola
Especies
A. monticola x A. tincella= 85.250+8.447  0.082+0.008 0.076+£0.010  28.250+4.945 0.032+0.005 0.033+0.006
A. monticola x “A. tincella’= 93.000+9.352  0.09040.009 0.085+0.010  26.000+4.900 0.029+0.005 0.03040.006

p= distancias no corregidas; T-N= distancias de Tamura-Nei.
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Continuacion de Tabla. 3

citocromo b intron S7

absolutas p T-N absolutas p T-N
A. tincella
Poblaciones
Balsas x Lerma medio 19.000+4.261 0.018+0.004 0.019+0.004 — — —
Balsas x Zacapu 19.000+4.109 0.018+0.004 0.019+0.004 — — —
Balsas x Lerma bajo 17.000+4.114  0.016+0.004 0.017+0.004 — — —
Balsas x Verde-Santiago 15.857+3.559 0.015+0.004 0.016+0.004  4.000+1.716 0.005+0.002 0.005%0.002
Lerma medio x Zacapu 15.000+3.732 0.014+0.004 0.015+0.004 — — —
Panuco x Balsas 14.667+3.619 0.014+0.004 0.014+0.004  10.000+2.919 0.011+0.003 0.012+0.003
Cuitzeo x Balsas 14.600+3.655 0.014+0.004 0.014+0.004  7.000+2.489 0.008+0.003 0.008+0.003
Lerma bajo x Zacapu 12.0004+3.334  0.012+0.003 0.012+0.003 — — —
Cuitzeo x Lerma medio 11.600+3.143 0.011+0.003 0.011+0.003 — — —
Verde-Santiago x Zacapu 11.286+2.805 0.011+0.003 0.011+0.003 — — —
Verde-Santiago x Lerma medi 11.14342.893 0.011+0.003 0.011+0.003 — — —
Lerma medio x Lerma bajo 11.000+3.343 0.011+0.003 0.011+0.003 — — —
Lerma medio x Panuco 10.667+3.106  0.010+0.003 0.010+0.003 — — —
Zacapu x Cuitzeo 10.600+3.014  0.010+0.003 0.010+0.003 — — —
Especies
A. tincella x “A. tincella”= 35.250+5.093 0.03410.005 0.028+0.005  8.250+1.910 0.00940.002 0.00940.002

p= distancias no corregidas; T-N= distancias de Tamura-Nei.
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Continuacion de Tabla. 3

citocromo b intrén S7
absolutas p T-N absolutas p T-N

Linajes principales

aphanea x tinc-lacus—barb= 70.813+7.081 0.093+0.010 0.102+0.011  25.250+4.158 0.031+0.005 0.032+0.005
aphanea x monti-avia= 66.800+6.475 0.087+0.009 0.097+0.010  21.917+3.718 0.027+0.005 0.027+0.005
monti—avia x tinc—lacus—barb= 65.056+6.149  0.085+0.008 0.093+0.010  14.719+2.665 0.018+0.003 0.018+0.003
Agosia x monticola—avia= 109.600+7.933  0.143+0.011 0.166+0.014  38.500+8.028 0.047+0.010 0.04940.011
Agosia x tinc—lacust—barba= 104.594+8.456 0.137+0.011 0.157+0.015  40.625+8.169 0.050+0.010 0.051+0.011
Agosia x aphanea= 102.333+8.555 0.134+0.012 0.153+0.015 48.667+8.860  0.059+0.011 0.062+0.012
Grupo externo

Algansea x Agosia= 105.354+7.864 0.138+0.010 0.159+0.014  41.667+5.788 0.051+0.007 0.053+0.007
Algansea x Dionda= 122.333+8.534  0.160+0.011 0.186+0.015  79.467+7.984 0.097+0.010 0.10410.011
Algansea x Campostoma= 137.771+£9.326  0.180+0.012 0.211+£0.017  79.33348.075 0.097+0.010 0.104+0.011
Algansea x Gila= 123.604+8.407 0.162+0.011 0.187+0.015  111.067+9.255  0.135%0.011 0.151+0.014

p= distancias no corregidas; T-N= distancias de Tamura-Nei.
tinc—lacus—barb= tincella—lacustris—barbata.

monti—avia= monticola—avia.
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5.2. Andlisis filogenéticos
5.2.1. Citocromo b

5.2.1.1. Maxima Parsimonia

El MP gener6é un solo arbol con una longitud (L) de 872 pasos, un indice de
consistencia (IC) de 0.63 y un indice de retencién (IR) de 0.83. En la topologia obtenida
(fig. 5), la monofilia del género Algansea fue apoyada por un alto valor de bootstrap (Bt=
97%). El género se dividid en dos clados principales, el primero estuvo integrado por las
poblaciones de A. aphanea incluidas en el analisis, apoyandose (Bt= 100%) aunque sin
resolucion la monofilia de esta especie. El segundo clado con bajo valor de bootstrap (Bt=
65%), esta conformado por el resto de las especies, que a su vez se subdivide en dos clados
compuestos. Uno de estos muestra la relacion con un moderado valor de bootstrap (Bt=
80%), entre A. avia y A. monticola, mientras que el otro, bien apoyado (Bt= 100%), esta
integrado por las especies A. barbata, A. lacustris y A. tincella.

Dentro del clado A. avia—A. monticola, ambas especies formaron grupos
monofiléticos con alto valor de bootstrap (Bt= 100%). Dentro de cada uno de estos grupos,
se mantuvo una estructura con altos valores de bootstrap, misma que refleja las diferentes
poblaciones de ambas especies incluidas en el analisis. Por su parte, en el clado integrado
por las especies A. barbata, A. lacustris y A. tincella, esta tltima especie resultd ser un
grupo parafilético, a causa de la poblacion del Rio Ameca (“A. tincella”). Esta poblacion
present6 una relacion mas cercana, relativamente poco apoyada con A. barbata (Bt= 83%).
El resto de las poblaciones de A. tincella forman un clado con bajo valor de bootstrap,
donde las poblaciones de Cuitzeo y del Balsas son altamente apoyadas (Bt= 86% y 100%
respectivamente) como grupos monofiléticos. Las dos poblaciones incluidas de A. lacustris,
formaron un grupo monofilético bien apoyado (Bt= 94%), que a su vez es grupo hermano
de A.tincella, relacion que es bien apoyada por altos valores de bootstrap (Bt=90%).

Respecto a las relaciones con los otros ciprinidos incluidos, A. chrysogaster resulto
ser el género hermano de Algansea; mientras que D. melanops y C. ornatun formaron un
clado poco apoyado (Bt= 62%). G. robusta se ubicdé como el ciprinido mas alejado del

género Algansea.
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5.2.1.2. Inferencia Bayesiana

En virtud de la variacion en la tasa evolutiva existente entre cada una de las
posiciones del codon, y en el tipo de sustitucion de nucleodtidos registradas para el cit-b
(Lydeard y Roe, 1997), cada una de las tres posiciones del codon presentd un modelo de
evolucion diferente. El més complejo correspondi6 a la tercera posicion, que evidentemente
influyé de manera contundente en el modelo obtenido para el cit-b con todas las posiciones
(tabla 2).

Se obtuvieron 10,000 arboles. Se proyectaron los valores de likelihood versus el
numero de generaciones, y la estabilidad de dichos valores fue alcanzada antes de la
generacion 200,000 (asintota de la grafica no mostrada), por consiguiente en el
calentamiento de las cadenas (burn-in), proceso que consistié en la eliminacion de los
arboles cuyos valores de log-likelihood aun presentaban considerable variacion conforme al
incremento de generaciones, fue a partir de la generacion 200,000 con un valor log-
likelihood de -5761.443. De esta manera con los 8,000 arboles restantes, se llevd a cabo un
consenso de mayoria del 50%.

El arbol consenso (Fig. 6), resulté en gran medida congruente con el generado con
MP. La monofilia del género fue altamente apoyada (Pr=100%); el clado A. tincella—A.
lacustris—“A. tincella”—A. barbata, se mantuvo casi idéntico, tanto en las relaciones
establecidas como en los valores de apoyo de las mismas. Por la posicion en el cladograma
de la poblacion del Rio Ameca, la especie A. tincella resulté un grupo parafilético. El
ciprinido més cercano al género Algansea fue A. chrysogaster, relacion que fue altamente
apoyada (Pr=100%); D. melanops y C. ornatum formaron un clado que se colapso en una
politomia en la raiz del arbol junto con G. robusta.

Las diferencias con respecto a la hipétesis de MP radicaron en la base del cladograma; el
clado A. avia—A. monticola que esta bien apoyado (Pr=100%), resultd ser grupo hermano
de A. apahanea, sin embargo, con base en el criterio adoptado (Pedersen et al., 2007) el Pr=
84% que presento dicha relacion se considerd bajo. Cabe sefalar que las diferencias entre
ambas hipotesis estan asociadas con bajos valores de bootstrap en MP y de probabilidades

posteriores en el BY.
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5.2.2. Intron S7
5.2.2.1. Méaxima Parsimonia

Con este método se obtuvo un so6lo arbol con L= 343 pasos, IC= 0.907 ¢ IR= 0.819
(fig. 7). Al igual que el cit-b, la monofilia del género fue altamente apoyada (Bt=100%), sin
embargo, hubo poca resolucion en las relaciones dentro del género, presentdndose una
politomia en la base. Se presentan cuatro grupos dentro de Algansea, alcanzando cada uno
de ellos un valor alto de bootstrap con excepcion del clado compuesto por A. barbata y A.
monticola. Algnsea aphanea y A. avia mantuvieron la monofilia bien apoyada (Bt= 100%
y 97%, respectivamente).

A diferencia de ambas hipdtesis con cit-b, se establecid una relacion mas cercana
entre A. monticola y A. barbata, aunque con bajo apoyo (Bt=58%); A. tincella, A. lacustris
y “A. tincella” formaron un clado bien apoyado (97%), y nuevamente se presenta la
parafilia de A. tincella, puesto que uno de los individuos correspondiente a la poblacion del
Rio Ameca no queda anidado con el resto. Tal como resultd en las hipétesis con cit-b, el
ciprinido mas cercano al género fue A. chrysogaster, mientras que en esta ocasion la
relacion inmediata fue C. ornatum con alto valor de apoyo, seguido de D. melanops, y por

ultimo G. robusta como el ciprinido mas alejado.

5.2.2.2. Inferencia Bayesiana

Se obtuvieron 10,000 arboles, de los cuales aquellos que precedieron a la generacion
25,000 (arbol 250) fueron descartados, y el resto (9750 arboles) fueron utilizados para
realizar un consenso de mayoria del 50%.

La hipotesis BY con S7 (fig. 7) resultd practicamente idéntica a la obtenida con MP,
excepto que los ciprinidos D. melanops y G. robusta se colapsaron en la raiz del arbol.

El género resultd un grupo monofilético, absolutamente apoyado (Pr=100%); al
interior del género se mantuvieron los mismos clados que en el MP con una politomia,
alcanzando altos valores de apoyo en las probabilidades posteriores; A. chrysogaster fue el

grupo hermano de Algansea.
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mediante inferencia bayesiana y Maxima Parsimonia. Los valores de la parte superior de los
nodos corresponden a las probabilidades posteriores; los de la parte inferior a los valores

de bootstrap. 36



5.2.3. Consenso de cit-b y S7

Debido a que las topologias obtenidas con los distintos métodos de inferencia
filogenética presentaron inconsistencias, sobre todo en aquellas basadas en cit-b, se obtuvo
tanto el consenso de las hipotesis MP del cit-b y S7, como el consenso de las hipotesis BY
de ambos marcadores. Cabe sefalar que las topologias obtenidas con cit-b mediante los dos
métodos de analisis utilizados, se basaron en una matriz reducida en el nimero de taxa,
puesto que se emplearon los mismos individuos incluidos en los andlisis con el intron S7
(ver tabla 1).

El consenso estricto de las dos hipdtesis MP gener6 una topologia donde el género
Algansea resultdo monofilético, asi también los clados integrados por las poblaciones de A.
aphanea y A. avia; sin embargo, el resto de las especies se colapsaron en una politomia
basal (fig. 8A).

Por su parte, el consenso estricto de las hipotesis BY generado a partir de todos los
arboles restantes después del calentamiento de las cadenas (8,000 con cit-b y 9,750 con S7)
en los andlisis bayesianos, gener6 una topologia totalmente colapsada en una politomia (no
mostrada). Es importante sefialar que previo al consenso, la hipotesis BY con cit-b con la
matriz reducida, no soporto la monofilia del género debido a la inclusion de A. chrysogaster
dentro de Algansea (topologia no mostrada). Ademas se establecieron relaciones
inconsistentes con la hipotesis de BY con cit-b donde se empleo la matriz completa.
Evidentemente estas inconsistencias ocurrieron por efecto del submuestreo en la matriz

incompleta de cit-b.

5.2.4. Analisis combinado
5.2.4.1. Homogeneidad de particiones

La prueba de homogeneidad de particiones (ILD) con un intervalo de confianza de
0.05, determind que el cit-b y el introbn S7 son significativamente incongruentes (P=
0.0200), sin embargo, con base en que el incremento en el nimero de caracteres aumenta la
probabilidad de que la sefial filogenética supere al ruido filogenético (Queiroz et al., 1995),

se combinaron las matrices del cit-b y S7 y se llevaron a cabo un MP y un BY.
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Figura 8. Consenso estricto de las hipétesis filogenéticas del género Algansea obtenidas con

citocromo b y el intréon s7 mediante Maxima Parsimonia.
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5.2.4.2 Maxima Parsimonia

Con la matriz combinada (cit-b + S7) se obtuvieron 2105 pb, de los cuales solo el
16% (345pb) de los sitios fueron informativos. Se obtuvo un solo arbol con L= 1183 pasos,
IC=0.693, e IR=0.666.

La topologia obtenida (fig. 9) es altamente consistente con la hipotesis MP con cit-b
(fig. 5). Ademés de los clados principales y los correspondientes a las especies, se
establecieron las mismas relaciones, excepto que en esta ocasion A. barbata result6 ser
especie hermana del clado A. tincella—A. lacustris—A. tincella”. El clado A. tincella—A.
lacustris—A. tincella”—A. barbata, se recuper6 como monofilético con alto valor de
boostrap (Bt= 100%). Al igual que el MP mitocondrial el clado A. avia—A. monticola,
presentd un moderado apoyo (Bt=73%), y al interior de este se mantuvieron bien apoyadas
la monofilia de A. avia y una de sus poblaciones; a su vez dicho clado quedé como grupo
hermano del clado A. tincella—A. lacustris—“A. tincella”—A. barbata con bajos valores de
bootstrap (Bt= 55%). El otro clado principal, conformado por las poblaciones de A.
aphanea, también resulté monofilético, y fue grupo hermano del resto de las especies de
Algansea. Al igual que los analisis por separado MP mitocondrial, en el analisis
combinado, A. chrysogaster resulté ser el grupo hermano del género Algansea, con un alto
valor de bootstrap (Bt= 100%).

5.2.4.3 Inferencia Bayesiana

De los 10,000 arboles obtenidos, se descartaron los que precedieron a la generacion
10,000 (arbol 100), utilizando los 9,900 arboles restantes para hacer el consenso de mayoria
del 50%. La topologia obtenida (fig. 10) mantuvo el clado A. tincella—A. lacustris—A.
tincella”—A. barbata con las mismas relaciones encontradas en ¢l MP combinado, aunque
con diferencias en los valores de apoyo de algunos clados (fig. 9). Todos los valores de
probabilidades posteriores dentro de este clado, presentaron un absoluto apoyo (Pr=100%).
El otro clado incluye a A. aphanea como el grupo hermano de A. monticola+A. avia. De
igual manera, el ciprinido A. chrysogaster es el grupo hermano de Algansea, relacion
apoyada por un alto valor de probabilidades posteriores (Pr= 100%). En términos generales,

esta topologia es consistente con la obtenida utilizando BY con cit-b.(fig. 6).
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Figura 9. Hipétesis filogenética del género Algansea basada en el analisis combinado cit-b + s7,
obtenida mediante Maxima Parsimonia
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5.3. Reloj molecular

Los resultados del “Relatve Rate Test” mostraron dificultades para el célculo de las
transiciones sindnimas, a causa de la saturacion en las transiciones, como las ocurridas en la
tercera posicion del cit-b (fig. 4). Para este caso, Robinson-Rechavi y Huchon (2000)
sugieren utilizar las transversiones sinénimas, partiendo de la premisa de que la tasa de
transversiones no depende de la frecuencia de bases (Galtier y Gouy, 1995). Los valores de
probabilidad de las transversiones sinénimas (B4), y las sustituciones no sindénimas (Ka) no
mostraron diferencias significativas entre los diferentes linajes del género Algansea, por lo
que las tasas de sustitucion no fueron heterogéneas (tabla 4). Una vez cumplida la hipotesis
del reloj molecular, las divergencias genéticas fueron convertidas directamente a tiempo
absoluto (Doadrio y Perdices, 2005).

La escala obtenida por el programa Tree-Puzzle del 10% por linaje por millén de
afios (M.a.) fue calibrada empleando la tasa de evolucion del 1%, establecida para los
phoxinini norteamericanos (Cyprinidae) con cit-b por Dowling et al., (2002). De acuerdo
con el modelo de evolucion del cit-b, se emplearon las distancias Tamura-Nei en el calculo

del reloj molecular.

Tabla 4. Resultados del analisis "Relative Rate Test”

aphanea avia barbata lacustris monticola Tincella ameca
aphanea - 0.444 n.s. 0.480 n.s. 0.228 n.s. 0.117 n.s. 0.309 n.s. 0.259 ns.
avia 0.848 n.s. — 0.986 n.s. 0.180 n.s. 0.325 n.s. 0.465 n.s. 0.302 n.s.
barbata 0.876 n.s. 0.988 n.s. - 0.402 n.s. 0.405 n.s. 0.644 n.s. 0.494 n.s.
lacustris 0.527 n.s. 0.591 n.s. 0.280 n.s. — 0.742 n.s. 0.138 n.s. 0.729 n.s.
monticola 0.712 n.s. 0.545 n.s. 0.605 n.s. 0.342 n.s. — 0.729 n.s. 0.658 n.s.
tincella 0.612 n.s. 0.692 n.s. 0.413 n.s. 0.158 n.s. 0.408 n.s. - 0.500 n.s.
ameca 0.542 n.s. 0.611 n.s. 0.359 n.s. 0.988 n.s. 0.293 n.s. 0.675 n.s. —

Las columnas inferiores corresponden a las probabilidades de B4 (transversiones sinonimas), y las columnas superiores a

las probabilidades de Ka (sustituciones no sinonimas).

De acuerdo con la topologia obtenida con el reloj molecular (fig. 11), el origen
ancestro del género Algansea se remonta al menos al Mioceno medio, hace 15 M.a.
aproximadamente. Posteriormente, en el Mioceno superior ocurri6 la diversificacion de los
tres principales clados: A. tincella—A. lacustris—A. barbata, A. monticola—A. avia, y A.
aphanea. La politomia basal dentro del género, indica que el origen de estos tres linajes

ocurrié en el mismo tiempo. El segundo evento de especiacion, que consistio en el origen
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de las especies A. monticola y A. avia, data de hace 7 M.a. aproximadamente. A finales del

Plioceno ocurri6 el origen a las especies A. tincella y A. lacustris.
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Figura 11. Arbol de reloj molecular. La escala superior muestra los periodos
geologicos y la escala inferior, muestra la duracion de cada periodo. Oli=
Oligoceno; Mi= Mioceno inferior; Mm= Mioceno medio; Ms= Mioceno superior;
Pli= Plioceno inferior; Pls= Plioceno superior; Pt= Pleistoceno.
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6 Discusion

En este trabajo se recuperaron seis hipotesis filogenéticas, en general congruentes,
pero que mostraron algunas diferencias como resultado del uso de dos marcadores
moleculares, analizados de manera independiente y combinada, ademés de haber utilizado

dos métodos de andlisis filogenéticos, maxima parsimonia e inferencia bayesiana.

6.1. Incongruencia entre métodos de analisis (MP y BY)

Los analisis basados en el gen S7, tanto MP como BY, recuperaron sustancialmente
una misma hipotesis (fig. 7 A-B). Por su parte, los datos de cit-b y la matriz combinada (cit-
b+S7), tuvieron algunas diferencias entre las hipdtesis generadas por ambos métodos,
mismas que radicaron basicamente en la posicion variable de el linaje avia—monticola y en
la relacion de algunos de los otros ciprinidos.

Las hipotesis de MP basadas en cit-b (fig. 6 A) y cit-b+S7 (fig. 8 A) que fueron
considerablemente resueltas y consistentes entre si, proponen un escenario donde A.
aphanea es la especie o linaje basal y es grupo hermano del clado que contiene al resto de
las especies. Este ultimo, con un bajo valor de apoyo obtenido con ambos conjuntos de
datos (Bt= 65% con cit-b, Bt= 57% con cit-b+S7), estd compuesto por otros dos linajes
principales, monticola—avia, y tincella—lacustris—barbata. Por el otro lado, las hipotesis
BY con los mismos conjuntos de datos, relativamente resueltas y consistentes entre si (fig.
6 B y 8 B), establecieron otro escenario diferente al MP, conformado también por dos
grupos principales pero diferentes en su composicion. El primero de estos, poco apoyado
(Pr= 65% con cit-b, Pr= 84% con cit-b+S7), esta compuesto por los linajes aphanea y
monticola—avia, y el segundo con absoluto soporte (Bt= 100%, Pr= 100%) por el linaje
tincella—lacustris—barbata.

Las inconsistencias entre los métodos pueden ser ocasionadas por diferentes causas,
sin embargo, una de las mas frecuentes, particularmente entre MP y alguno de los métodos
pamétricos, es la atraccion por ramas largas (Wilcox et al.,, 2004). Las especies
involucradas en este conflicto, A. monticola y A. avia, son junto con A. aphanea, las que

presentan las mayores divergencias genéticas del género (tabla 3). Dadas estas condiciones,
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es posible que particularmente el escenario MP este siendo influido por un efecto de
atraccion de ramas largas (Felsenstein, 1978), mismo que ha sido sefialado como una de las
principales desventajas de este método (Holder y Lewis, 2003). Probablemente lo anterior
explica la asociacion entre los linajes tincella—lacustris—barbata y monticola—avia.

Por otra parte, en el escenario BY, los internodos que sustentan la relacion,
monticola—avia con aphanea, obtenida mediante cit-b (fig. 6 B) y cit-b+S7 (fig. 8 B), son
muy cortos y presentan un apoyo muy bajo en términos de los valores de las probabilidades
posteriores (Pr= 84%, Pr= 65%, respectivamente). Esto indica que, a pesar de la alta
sensibilidad de BY-Pr para detectar sefal filogenética y dar altos valores de apoyo cuando
el numero de caracteres es relativamente pequefio (Alfaro et al., 2003), la relacion
monticola—avia con aphanea no esta sustentada por un nimero de caracteres suficiente. Por
consiguiente, ninguno de los escenarios proveen por si mismos, los elementos suficientes

para resolver dicho conflicto.

6.2. Incongruencias entre los marcadores moleculares (cit-b, S7 y cit-b+S7)

De los tres conjuntos de datos distintos que se utilizaron en el presente trabajo, las
hipodtesis generadas con el S7 (fig. 7 A-B) presentaron las diferencias més conspicuas, a
pesar de recuperarse la monofilia con un apoyo absoluto (Bt= 100%, Pr= 100%), las
relaciones entre las especies de Algansea fueron inciertas. Por otro lado, las topologias
obtenidas al usar cit-b (fig. 6 A-B) y la combinacion de cit-b+S7 (fig. 8 A-B), fueron
similares. Dicha similitud, se atribuye a una considerable influencia de la sefial filogenética
del cit-b, que contribuyd con un mayor niimero de caracteres informativos sobre la matriz
combinada cit-b+S7 (tabla 2).

A pesar de que la tasa de divergencia molecular del gen mitocondrial fue
considerablemente més alta que aquella del gen nuclear (tabla 3), como se habia registrado
por otros autores (Sullivan et al., 2002; Bernardi et al., 2004; Johnson et al., 2004), el
intrén presentd un buen desempeiio en los clados terminales, apoyando la monofilia de A.
aphanea, A. avia, y el linaje tincella—lacustris. Con base en estos grupos, se establece que
la sefial filogenética del primer intron del S7 dentro del género Algansea presentd un
intervalo de divergencia de entre el 0.3% y 0.9% de divergencia genética (tabla 3). Las

relaciones establecidas fuera de este intervalo se consideran incorrectas, particularmente la
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asociacion A. monticola+A. barbata. Dicha relacion presentd un bajo apoyo (Bt= 59%) en
la hipotesis con MP (fig. 6 A), y un absoluto apoyo (Pr=100%) en la hipotesis con BY (fig.
7 B), sin embargo, en esta ultima, el internodo corto indica que la relacion estd sustentada
por pocos caracteres. Alfaro et al. (2003), mencionan que en esta particular situacion, bajos
valores de bootstrap y altos valores de probabilidades posteriores en internodos pequefios,
la alta sensibilidad del analisis BY tiende a asignar altos valores de apoyo a internodos
incorrectos, especialmente cuando el muestreo de caracteres no fue lo suficiente para
recuperar las relaciones correctas. Algunas de las posibles causas que determinan esta
relacion pueden ser atribuidas a diferentes factores tales como: el sesgo en la composicion
de las bases, con un bajo contenido de CG en el S7 (tabla 2), al enraizamiento del arbol, o
debido a la longitud de la rama de A. monticola (fig. 7 B), o bien, a un posible efecto de
atraccion por ramas largas documentado también en los métodos paramétricos (Sanderson y
Shaffer, 2002).

Dentro del linaje tincella—lacustris, la no monofilia de la poblacion del Rio Ameca
de A. tincella, se atribuye a los polimorfismos ancestrales, resultado de un sorteo de linajes
incompleto (Moran y Konrfield, 1993). Por un lado, uno de los individuos de esta
poblacion esta dentro del clado de A. tincella, agrupandose con un clado formado por las
poblaciones correspondientes al lago de Cuitzeo y al Rio Panuco, y por el otro, el individuo
restante queda fuera del clado A. tincella, haciéndolo parafilético.

La particular versatilidad del cit-b, dada por la presencia de una region conservada y
otra variable, y desde luego por las diferentes tasas de sustituciéon en cada una de las
posiciones del codon en el cit-b (Lydeard y Roe, 1997; Farias et al., 2001), generaron las
hipétesis basadas en cit-b y cit-b+S7 totalmente resueltas. El conflicto observado en estas
hipotesis fue incorporado por los diferentes métodos de analisis empleados. No obstante,
las relaciones dentro del linaje tincella-lacustris-barbata obtenidas mediante la matriz
combinada, son mas congruentes con los patrones biogeograficos sugeridos en el presente
trabajo (ver implicaciones biogeograficas), con base en ello se considera que la matriz
combinada tuvo el mejor desempeiio en el establecimiento de las relaciones filogenéticas

entre las especies del género Algansea.
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6.3. Implicaciones biogeogréaficas

Los datos del presente trabajo indican que el origen del género Algansea es a partir
de una poblacion ancestral que amplio su intervalo de distribucidon en una trayectoria del
noroeste de los Estados Unidos hacia el centro de México. Esto confirma lo establecido
para otros componentes de la ictiofauna del centro de México, en particular los miembros
de la familia Goodeidae, y los ciprinidos asociados con la cordillera oeste de México
(Miller y Smith, 1986; Webb, 1998), como el complejo Notropis calientis (Chernoff y
Miller, 1986), y el mismo género Algansea, cercanamente emparentado con el género
Agosia (Schonhuth, 2002) (ver figura 3).

De acuerdo con los tiempos de divergencia estimados en el presente estudio, el
evento cladogenético que da origen al linaje Algansea se remonta al Mioceno medio (Mm),
hace aproximadamente 15 M.a. (fig. 9). Webb et al. (2004) estimaron que la separacion
entre las subfamilias Goodeinae y Empethrycthynae data de hace 16.8 M.a., y que se dio
justo con la aparicion del desierto de Sonora; por otro lado, Doadrio y Dominguez (2004)
fecharon el mismo evento cladogenético en 11.5 m.a., también dentro del Mm, asociado
también a la formacion del desierto de Sonora. Se considera que esta desertificacion, junto
con la actividad volcanica ocurrida en el Oligoceno (Oli) — Mioceno (M) en la Sierra
Madre Occidental (Ferrari et al., 1999), son los posibles eventos que dieron lugar a la
separacion de los linajes Algansea y su grupo hermano Agosia.

Siguiendo los tiempos de divergencia estimados y los patrones biogeograficos de los
goodeidos (Dominguez et al., 2006), se considera que una vez que el ancestro de Algansea
colonizd6 el centro de México, experimentd el primer evento vicariante hace
aproximadamente 10 M.a., mismo que consistio en el levantamiento de la Mesa Central,
que ocasiono la formacidon de los sistemas hidroldgicos de la vertiente del Pacifico, tales
como, Ayuquila—Armeria y Cohuayana—Tamazula, Balsas, Purificacion y Mascota, y
Ameca, en algunos de estos se origino el linaje aphanea. Dicho evento coincide con la
separacion experimentada en dos grupos de peces del centro de México: 1) el evento
cladogenético que dio origen a la tribu Ilyodontini, aislandola del resto de los goodeidos del
centro (Doadrio y Dominguez, 2004; Dominguez et al., 2006); y 2) la posible separacion de

los dos grupos de especies de Notropis bien definidos del centro de México, uno
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correspondiente a la Mesa Central (N. altus, N. sallei y N. calientis) y otro a la cuenca del
Rio Balsas (N. boucardi, N. imeldae y N. moralesi) (Schonhuth, 2002; Schonhuth y
Doadrio, 2003). De esta manera, el linaje aphanea quedé aislado en los sistemas
hidrologicos de la vertiente del pacifico, ya fuera en la cuenca de los rios Ayuquila—
Armeria, o bien el Cohuayana—Tamazula, donde actualmente se distribuyen.

Se sugiere que los mismos eventos tectonicos, como el levantamiento de la Mesa
Central y el comienzo de la actividad volcanica en la parte noroeste del Cinturéon Volcénico
Transversal Mexicano en el Mioceno superior, asi como el extenso sistema de fallas en la
region (Ferrari et al.,, 1999 y 2000), pudieron ocasionar una separacion entre los linajes
restantes, monticola—avia, y tincella—lacustris—barbata, de manera casi simultanea con el
aislamiento del linaje aphanea. Dicha separacion consistié en el aislamiento del linaje
monticola—avia dentro del sistema hidrolégico del Rio Grande de Santiago y por otro lado,
el aislamiento del linaje tincella—lacustris—barbata, dentro del sistema hidrologico Lerma-
Chapala. A pesar de que se ha mencionado la independencia de ambos sistemas
hidrolégicos hasta el Terciario tardio, cuando el Lerma-Chapala fue capturado por el Rio
Grande de Santiago, no se cuenta con evidencia contundente acerca del aislamiento y
conexion entre ambos sistemas (Miller et al., 2005). Esta interpretacion es consistente con
el escenario MP obtenido con el cit-b (fig. 6 A) y la matriz combinada (fig 8 A). Sin
embargo, también existe la posibilidad de que se hubiera llevado a cabo el escenario BY,
aunque desafortunadamente tampoco se cuenta con la evidencia geoldgica que apoye dicho
escenario.

Siguiendo los tiempos de divergencia estimados, el siguiente evento cladogenético
se presento dentro del linaje monticola—avia, con la separacion de A. monticola y A. avia,
ambas especies cohabitantes del sistema hidroldégico del Rio Grande de Santiago. De
acuerdo con Barbour y Miller (1994), el evento vicariante que di6 origen a estas dos
especies fue causado por la formacion de un cafidn en el cauce principal del Rio Grande de
Santiago. Esta separacion data aproximadamente de hace 7 m.a., en el Mioceno superior,
periodo en el que se registrd una intensa actividad tecto-volcanica en la region limitrofe de
la Sierra Madre Occidental con el Cinturon Volcanico Transversal Mexicano, dentro de la
cual se ubica el Cafion del Rio Grande de Santiago, considerablemente influenciado por

dichos eventos (Ferrari et al., 2002). La presencia de A. avia en el Rio Compostela es
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atribuida a la captura de tributarios, evento frecuentemente registrado en las cuencas de la
vertiente pacifica (Webb et al., 2004).

Dentro del linaje tincella—lacustris—barbata, se present6 la mayor parte de los
eventos cladogenéticos del género Algansea. De acuerdo con las hipotesis obtenidas en el
presente estudio, a partir de dicho linaje derivaron tres de las especies del género y una
poblacion, A. tincella del rio Ameca con suficiente estructura y diferencia genética para ser
considerda una entidad distinta. Una vez que se aislo el ancestro del linaje tincella—
lacustris—barbata, éste posiblemente se distribuy6 a lo largo de los paleolagos miocénicos
cuya extension actual corresponde en su mayoria al Rio Lerma (Tamayo y West, 1964;
Israde-Alcantara y Garduiio-Monroy, 1999), donde el ancestro de dicho linaje evoluciond
hacia una forma adaptada al medio lacustre, preservandose algunos de sus rasgos en las
especies derivadas, como una mayor talla (A. barbata= 78.5-108.6mm; A. tincella= 60.7-
175mm; A. lacustris= 149.8-168.3mm; A. popoche= 83.9-230mm), un mayor numero de
poros preoperculomandibulares (A. barbata= 24-26; A. tincella= 20-32; A. lacustris= 35-
48; A. popoche= 34-45), y  un enrollamiento del intestino mas complejo (las cuatro
especies al menos con un doblez en la parte media) (Barbour y Miller, 1978).

De acuerdo con Moncayo et al., (2001), a causa de la actividad volcéanica y
tectonica (fallamiento Taxco-Queretaro) en el Mioceno superior-Plioceno inferior (7 a 3.5
M.a), las regiones del alto y medio Lerma fueron aisladas. Dicho aislamiento coincide con
los estimados de tiempo de divergencia en que tuvo lugar el evento cladogenético que dio
lugar a A. barbata, en el alto Lerma (fig. 9). Por otro lado, Dominguez et al., (2006),
reportaron un evento vicariante que experiment6 la tribu Girardinichthyni en goodeidos, el
cual fue ocasionado por la actividad tectonica de la falla Chapala-Tula, registrada entre el
Mioceno superior y el Pleistoceno inferior, en las regiones del medio Lerma. Con este
evento la tribu fue dividida en dos grupos bien definidos, el grupo Allotoca ubicado al oeste
(medio Lerma) y el grupo conformado por el resto de la tribu, con ubicacion al este (alto
Lerma). Se sugiere que Algansea pudo haber estado sujeto a dicho evento, quedando al este
(alto Lerma), A. barbata. Cualquiera de los dos eventos mencionados, coinciden con el
fechamiento obtenido del evento cladogenético de A. barbata.

Por otro lado, la poblacién suficientemente estructurada y diferenciada de A.

tincella correspondiente al Rio Ameca (“A. tincella”), no solo sugiere una historica
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conexion entre este Rio y el sistema Lerma-Chapala, como se ha registrado en otros peces
dulceacuicolas como Notropis (Chernoff y Miller, 1986), Chirostoma (Barbour, 1973), ¢
Ictalurus (Miller y Smith, 1986), sino que, ademas indica que dicha conexion data de
alrededor de 4-2.5 M.a.; posteriormente, la actividad tectonica ocasionada por diferentes
fallas geologicas, aislaron los paleolagos, dando lugar a un evento vicariante que se
considera el responsable de diferentes eventos cladogenéticos, tales como el origen de las
especies de goodeidos, Allotoca goslinae, Ameca splendens y Zoogoneticus tequila en la
cuenca del Rio Ameca (Dominguez et al., 2006), asi como también a dos clados bien
definidos de poblaciones de Poeciliopsis infans (Mateos et al., 2002). Ademas de compartir
especies hermanas en ambos sistemas hidrologicos, las divergencias genéticas con cit-b
observadas en los taxa mencionados (Mateos et al., 2002; Doadrio y Dominguez, 2004),
son similares a los encontrados en A. tincella del Rio Ameca con respecto a las otras
poblaciones de A. tincella (tabla 3). Con base en lo anterior, se sugiere que el aislamiento
de la poblacion del Rio Ameca tiene el suficiente tiempo y divergencias acumuladas para
ser considerada como una entidad independiente.

Algansea lacustris, especie endémica del Lago de Patzcuaro, presenta divergencias
genéticas relativamente pequefas con respecto a A. tincella, inclusive por debajo de las
observadas entre A. tincella y “A. tincella” (tabla 3). Esto sugiere alguna posible conexion
entre el lago de Patzcuaro y el sistema Lerma-Chapala. De Buen (1943), basado en criterios
ictiofaunisticos, propuso que habia un tributario del Rio Lerma que fluia a través de los
lagos de Zirahuén, Patzcuaro y Cuitzeo. Se considera que dicho tributario fue interrumpido
hace 700 mil afios (Israde-Alcantara, 1999). Por su parte, Alvarez (1972) considerd la
existencia de un tributario que pasaba a través de Zacapu, Zirahuén y Patzcuaro, cuyo flujo
fue interrumpido por actividad tectdénica hace aproximadamente 1 M.a.-700 mil afios. No
obstante la posible conexion entre el lago de Patzcuaro con el sistema Lerma-Chapala, el
tiempo de aislamiento de estos sistemas, se encuentra desfasado, tanto de los tiempos de
divergencia, como de las divergencias genéticas estimadas en el presente trabajo.

Dentro del clado A. tincella, la poblacion con estructura y mayor diferencia es la del
Rio Quitupan, uno de los tributarios que drena hacia el Rio Grande, correspondiente a la
parte noroeste del sistema hidroldgico del Rio Balsas. La ictiofauna compartida entre rios y

lagos de la Mesa Central, con el Rio Balsas, particularmente miembros de la familia
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Goodeidae, es atribuida a la captura de tributarios, debido a la erosion de las partes altas de
la Mesa Central, particularmente del Rio Lerma, fendmeno que se considera reciente
(Doadrio y Dominguez, 2004). La presencia de A. tincella en el Balsas puede ser atribuida
al mismo fenémeno. Sin embargo, con base en las divergencias genéticas observadas entre
la poblacion del Balsas y el resto de las poblaciones de A. tincella, y la region donde fue
muestreada esta poblacion, se considera otra posible ruta de A. tincella hacia el Balsas. El
muestreo dentro de esta cuenca, fue realizado en la region del Valle de Tocumbo, donde a
principios del siglo XX, fueron vertidas las aguas del Lago de San Juanico, localidad tipo
de lo que alguna vez se consider6 Algansea paratincella (Alvarez, 1963).
Desgraciadamente, no se muestreo el suficiente numero de organismos para corroborarlo
morfoldgicamente.

La poblacion de A. tincella correspondiente a la cuenca de Cuitzeo, bien
estructurada aunque con menor divergencia genética, tiene relativamente poco tiempo de
haber sido aislada de lo que es el sistema Lerma-Chapala. De acuerdo a los tiempos
estimados, este aislamiento data de hace aproximadamente 1 M.a., tiempo que corresponde
a la interrupcion del flujo del tributario lermense a través de Zirahuén, Patzcuaro y Cuitzeo,
hace 1 M.a.-700 mil afios (Israde-Alcantara, 1999).

La presencia de ictiofauna lermense en otras cuencas que actualmente son unidades
independientes, sugiere que la cuenca del Rio Lerma tuvo una estructura geografica
diferente a la actual (Alvarez, 1972). Tal es el caso de la presencia de A. tincella en el Rio
Verde, uno de los principales tributarios nortefios del Rio Grande de Santiago. Por otro
lado, la erosién de la Mesa Central hacia la cuenca del Panuco, explica la presencia de
especies lermenses, tales como los goodeidos Goodea gracilis, Xenotoca variata, y
Girardinichthys multiradiatus (Doadrio y Dominguez, 2004) y el ciprinido N. sallei
(Chernoff y Miller, 1981; Schonhuth y Doadrio, 2003) y por supuesto la presencia de A.

tincella.

6.4. Implicaciones en la clasificacion y sistematica de Algansea
Cada una de las hipotesis filogenéticas obtenidas en el presente trabajo, recuperaron
la monofilia del género Algansea, delimitaron de manera contundente a las poblaciones y

especies reconocidas (fig. 6 A-B, 7 A-B y 8 A-B), y corroboraron el parentesco cercano
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entre Agosia y Algansea (Schonhuth, 2002), a excepcion de la hipotesis MP con cit-b (fig.
6 A). No obstante, la resolucion en la base fue incierta. A pesar de las aparentes diferencias
entre dichas hipdtesis, localizadas principalmente en la base, el resto de la estructura se
mantuvo relativamente consistente, destacando la hipotesis basada en cit-b+S7 por mostrar
influencia de ambos conjuntos de datos, ademas de la congruencia con los patrones
biogeograficos del género.

De acuerdo con la hipdtesis con cit-b+S7, los linajes con o sin barbillas maxilares de
las hipoétesis previas (Barbour y Miller, 1978; Jensen y Barbour, 1981), a pesar de ser
monofiléticos (condicidon nunca puesta a prueba en las hipotesis previas), no se apoyaron,
por el contrario, se corrobord el nivel de homoplasia del caracter barbillas maxilares
(Gilbert, 1978; Howes, 1991; Simons et al. 2003), puesto que A. barbata se asocio con las
especies carentes de barbillas, A. lacustris y A. tincella. Con base no sélo en las relaciones
filogenéticas, si no también en las divergencias genéticas observadas entre A. barbata y el
resto de las especies del género (tabla 3), y por los patrones biogeograficos que
determinaron la distribucion actual de esta especie, se postula que ésta tuvo que derivar del
linaje tincella—lacustris—barbata.

A pesar de haberse obtenido un valor bajo de probabilidades posteriores en la
hipotesis BY con cit-b+S7, se forma una asociacion entre especies con barbillas, A.
aphanea y A. monticola, y esta ultima presenta una relacion mas cercana con A. avia,
reflejando el parentesco propuesto por Barbour y Miller (197, 1994). Por el otro lado, se
rechaza la polifilia de estas dos ultimas especies, sugerida por Jensen y Barbour (1981).

La especie A. aphanea descrita en la revision del género realizada por Barbour y
Miller (1978), limita su intervalo de distribucion a los sistemas hidrolégicos Armeria-
Ayuquila y Coahuayana-Tamazula (Barbour y Miller, 1978; Miller et al., 2005). En cada
una de las hipotesis obtenidas en el presente trabajo, se recuperd la monofilia de las dos
poblaciones incluidas, representantes cada una de ellas de los sistemas hidrologicos que
comprenden la distribucion de esta especie. Sin embargo, con ninguno de los dos
marcadores moleculares empleados se logro tener resolucion a nivel intraespecifico, y las
divergencias genéticas observadas entre estas poblaciones fueron minimas, alcanzandose a
registrar 0.002+0.001 con cit-b y 0.004+0.002 con S7 (promedio de distancias p + error

estandar). Esto sugiere que estos dos sistemas hidroldgicos adyacentes, Armeria-Ayuquila y
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Coahuayana-Tamazula, estuvieron conectadas hace relativamente poco tiempo, por su
cercania geografica, posiblemente mediante una captura de rios, que de acuerdo con Webb
et al., (2004), es de los procesos mas comunes tanto en las cuencas de la vertiente atlantica,
como en las de la vertiente pacifica.

El linaje sin barbillas (sensu Barbour y Miller, 1978; Jensen y Barbour, 1981) es
congruente con el consistente linaje tincella—lacustris—barbata, excepto por la presencia de
A. barbata, y por supuesto por la posicion incierta de la especie ausente en el presente
estudio A. popoche. Sin embargo, como se menciond anteriormente, la presencia/ausencia
de barbillas maxilares resultd ser un caracter homoplasico; por otro lado, la condicion de
una mayor talla, mayor nimero de poros preoperculomandibulares, y un enrollamiento del
intestino mas complejo, son caracteristicas asociadas a ambientes lacustres, y aunadas a las
implicaciones biogeograficas, sugieren la tedrica incorporacion de A. popoche al linaje
consistente de tincella—lacustris—barbata.

Como fue reportado por Barbour y Miller (1978), la especie A. tincella es la que
presenta el mayor rango de distribucion. Sin embargo, de las poblaciones incluidas en el
presente estudio, aquella correspondiente al Rio Ameca presentd una serie de condiciones
que la sugieren como una posible entidad taxondmica diferente y bien definida, debido a
los siguientes argumentos: a) la contundente relacion parafilética que guardo con el resto de
las poblaciones de A. tincella, en todas las hipdtesis excepto en las basadas en S7 (fig. 7 A-
B); b) las divergencias genéticas con respecto a las otras poblaciones (tabla 3); y ¢) la
monofilia de la poblacién bien estructurada y apoyada. No obstante estos argumentos, se
requieren otros estudios comparativos para determinar la consistencia de esta hipotesis. Por
otro lado, la poblacion del Balsas, que presenta estas mismas cualidades, aunque en un
menor grado, podria considerarse otra entidad taxonomica diferente. Tomando en
consideracion que la especie de Algansea correspondiente a la presa de San Juanico fue
descrita por primera vez como A. paratincella por Alvarez (1963), y que a mediados del
siglo XX el agua del embalse fue canalizada hacia el valle de Tocumbo, por donde se
conecta al Balsas (Alvarez, 1963), se considera que esta poblacion de A. tincella, puede ser
una entidad taxondmica diferente, reconsiderandose de esta manera su estado de especie
original. Sin embargo, al igual que el caso previo, se requiere de estudios morfométricos

detallados y de mayor profundidad, para una determinacién mas contundente.
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7 Conclusiones

La monofilia del género Algansea se evidencio en las hipdtesis generadas
con los dos marcadores moleculares (Cit-b+S7) y con los dos métodos de

analisis (Maxima Parsimonia y Analisis Bayesiano).

La mejor resolucion de la historia evolutiva del género Algansea se obtuvo

al combinar la informacion de los dos marcadores (Cit-b+S7).

La topologia del cladograma entre las especies del género Algansea
muestra tres linajes bien definidos, uno que esta representado por A.
aphanea, otro por A. monticola y A. avia, y uno mas por A. tincella, A.

lacustris y A. barbata.

La hipotesis filogenética propuesta en el presente trabajo es altamente
consistente con la clasificacién actual del género Algansea. Se reconocen

las seis especies incluidas en el analisis como entidades validas.

La especie A. tincella es parafilética. La poblacion de esta especie
correspondiente al rio Ameca es el grupo hermano del clado formado por

A. lacustris y el resto de las poblaciones de A. tincella.

Los caracteres morfoldgicos, con base en los cuales se establecieron las
hipotesis filogeneticas previas del género Algansea, resultaron altamente
homoplasicos.

De acuerdo con el tiempo de divergencia estimado y los eventos
geoldgicos que ocurrieron en el noroeste de Mexico, el origen del género

Algansea se remonta al Mioceno medio, hace 15 M.a. aproximadamente.
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El patron biogeografico del género Algansea en la Mesa Central de México
es congruente con el de otros grupos de peces dulceacuicolas , incluyendo

godeidos, ciprinidos y poecilidos.
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Anexo 1. Extraccion de DNA, con el método de Sambrook et al (1989) modificado.

1.- Se colocé el tejido triturado en un tubo de 1.5 ml, con 600 ul de buffer
extraccion (CTAB) a 65 °C, se afiadieron 6ul de proteinasa K (stock a 20 mg/ml), y
después se dejo agitando en un equipo Termomix a 300 revoluciones por minuto

(rpm), a una temperatura constante de 37 °C, durante 12 horas.

2.- Después del periodo de agitacion, se prosiguid con la extraccion organica, que
consistié en verter todo el contenido del tubo de 1.5 ml a un tubo de 2 ml, al que
después le fue afiadido 300 pl de fenol y 300 ul de diclorometano-alcohol

isoamilico, y se dejo mezclandose en un rotor durante 10 min.

3.- Se continud con la centrifugacién, que fue 13000 rpm durante 10 min, después
se recuperé el sobrenadante (fase superior de la mezcla separada) el cual contiene

los acidos nucleicos y se coloco en un tubo nuevo de 2 ml.

4.- Se afadieron 600 ul de diclorometano-alcohol isoamilico, con la finalidad de
eliminar restos de desechos organicos, incluyendo el fenol. Se mezcl6 en un rotor

durante 10 min.

5.- Se centrifugd nuevamente a 13000 rpm durante 10 min, al término, se recupero

el sobrenadante el cual vari6 de 300 pl a 600 pl.

6.- En la precipitacion del DNA, de acuerdo al volumen final, se afiadio el 10% de
acetato sodico a una concentracion de 0.3 M, y el 200% del volumen final, de etanol
absoluto frio y se mezcld por inversion. Se dejé precipitando a -20 °C durante 2

horas.

7.- Se centrifugd 12000 rpm durante 10 min, y se elimind el sobrenadante.
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8.- Una vez maés se afiadieron dos volimenes de etanol frio pero esta vez al 70%, se

centrifugd a 12000 rpm durante 5 min y se desecho el sobrenadante.

9.- EI DNA precipitado se seco al vacio durante 20 min a 35 °C.

10.- El precipitado se resuspendi6 con 100 ul de H,O miliQ.

11.- Para comprobar la presencia y calidad de DNA, se corri6 un gel de agarosa

al 0.8% en el tampon TAE (tris-acetato+EDTA) y 0.5 ul de bromuro de ethidio, a

80 V y se visualizé en una lampara de UV.
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Anexo 2. Amplificacion de citocromo b y el primer intrén del S7, mediante PCR

Preparacion de las reacciones a un volumen total de 25 ul

Para cada muestra por amplificar se agregaron:

Buffer Tris-HCI 10X con MgCl; (Biotools)

dNTP [10 mM]

Primer (forward) [100 uM]
Primer (reverse) [100 uM]
Taq polimerasa (Biotools)
DNA

H,0 miliQ

Programa de Termociclador
Cyt-b
Desnaturalizacion  T=94°C 2 min

35 ciclos

Desnaturalizacion  T=94°C 45 seg

Alineamiento T=46°C 1 min
Extension T=72°C 1.30 min
Extension final T=72°C 5min

2.5 pl
0.5 pl [0.2 uM] c/dinucleotido
0.5 ul [10 uM]
0.5 ul [10 pM]
0.25 ul
1-2 ul (diluciones 1/100, 1/50
0 1/25 [50 ng/MI]
aforoa 25 pl

S7
T=95°C 5 min
40 ciclos
T=94°C 1 min
T=54°C 1.30 min
T=72°C 1.30 min
T=72°C 5min
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Anexo 3. Protocolos de limpieza de los productos de PCR,
mediante el kit EXoSAP-IT.

1.- Por cada 5 pl del producto de PCR se afade 2 ul de enzima.
Producto de PCR 15 ul
EX0oSAP-IT 6 ul
Total 21 ul

2.- Activacién de ExoSAP-IT
Mezcla

Incubacion en termociclador, 37 °C durante 15 min

3.- Desactivacion de ExoSAP-IT
Elevacién de la Temperatura a 80 °C durante 15 min

4.- DNA listo para secuenciar directo
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Anexo 4. Protocolos de reaccion de secuenciacion, mediante

el kit Big Dye Deoxy Terminator cycle-sequencing (Applied Biosystems Inc.).

1.- Preparacion de las muestras

Para cada muestra se agregaron:

Terminator Ready Reaction Mix (Big Dye) 2 ul

Buffer 2.5X (concentracion diluida) 2 ul
Primers (p/cada uno) Tul 2u)
DNA 1ul
H,0 miliQ 3ul
Total 10 pl

2.- Programa para la reaccion

Desnaturalizacion previa=96°C 5 min

25 ciclos:
Desnaturalizacion = 96 °C 10 seg
Alineacion cyt-b = 46°C 5seg

S7= 54°C 5seg
Extension = 60°C 4 min



Anexo 5. Protocolos de purificacion del amplificado después de la reaccion de
secuenciacion, mediante columnas Centri-sep (Princeton Separations P/N CS-901)

1.- Se agregan 800 ul de H,O miliQ a la columna con sephadex

2.- Se tapa la columna y se agita en el vortex para mezclar el H,O con el
sephadex

3.- Se remueven las burbujas de aire invirtiendo la columna

4.- Se deja hidratando el sephadex a temperatura ambiente por menos durante 2
horas

5.- Se quitan ambas tapas, superior e inferior y se pone la columna sobre los
tubos colectores, dejandose secar completamente por gravedad. Se desecha
el H,O del tubo colector

6.- Se centrifuga la columna a 2, 800 rpm durante 2 min

7.- Se agregan 10 pul de H,O miliQ a los tubos que tienen el producto
amplificado

8.- Se coloca la columna dentro de un tubo nuevo de 1.5 ml, y se le agrega todo
el contenido del producto amplificado

9.-Se centrifuga a 2, 800 rpm durante 3 min

10.- Se desecha la columna, y se pone secar la muestra ahora contenida en el
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tubo de 1.5 ml, durante 30 min en una centrifuga al vacio a temperatura

ambiente
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