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RESUMEN

El pez cachorrito del Sonoyta (Cyprinodon eremus) es una especie endémica de la cuenca del
rio Sonoyta (Sonora) y del manantial Quitobaquito (Arizona). Su distribucion actual esta
restringida por impactos antropogénicos. Como estrategia de conservacion, se construyeron
cuatro refugios, sin embargo, su establecimiento fue sin considerar la variacion genética y
estructura de las poblaciones de origen. La hipotesis plantea que los cambios en los indicadores
de variabilidad genética y endogamia en los refugios son causados por el aislamiento continuo
y su diferenciacion genética debido a cuellos de botella y efecto fundador. El objetivo fue
evaluar la variabilidad genética y nivel de endogamia en tres refugios y la poblacion silvestre
en Sonora, por medio de diez loci microsatelitales y determinar pardmetros basicos de
diversidad genética, equilibrio genético, indices de fijacion (Ry y Fis) y presencia de cuellos de
botella. Los resultados indican que hay una alta variabilidad genética en todas las poblaciones
teniendo a la poblacion Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos (CEDO) con la
mayor variabilidad genética. Todas las poblaciones en cautiverio y poblacion silvestre
actualmente presentan un desequilibrio genético causado por el déficit de heterocigotos. Los
indices de fijacion indican poca diferenciacion genética (Ry= 0.007) y un alto coeficiente de
endogamia (Fjs= 0.26), por lo que se infiere que hay divergencia entre todas las poblaciones por
el aislamiento que provee. El andlisis de cuello de botella solo se detect6 en el refugio artificial
de Centro Ecologico de Sonora (CES). Como conclusion la poblacion del CEDO es
potencialmente util para incrementar la variabilidad genética del resto de los refugios y, ademas
los indicadores de variabilidad genética concuerdan con los de la poblacion silvestre, por lo que

pudiera funcionar como fuente para la reintroduccion en el Rio Sonoyta.



ABSTRACT

The Sonoyta pupfish (Cyprinodon eremus) is an endemic species of the Sonoyta River basin
(Sonora) and the Quitobaquito spring (Arizona). Its current distribution is restricted by
anthropogenic impacts. As a conservation strategy, four refuges were constructed, however, this
was done without considering the genetic variation and structure of the populations of origin.
The hypothesis states that changes in genetic variability and inbreeding in the refuges are caused
by continuous isolation and genetic differentiation due to bottlenecks and founder effect. The
objective is to evaluate genetic variability and level of inbreeding in three refuges and the wild
population in Sonora, through ten microsatellite loci and determine basic parameters of genetic
diversity, genetic equilibrium, fixation index (R and Fjs) and evidence of past bottlenecks. The
results indicate high genetic variability in all populations, with the Intercultural Center for
Desert and Ocean Studies (CEDO) having the highest. All populations in captivity and the wild
population exhibit heterozygote deficits. Fixation indexes show little genetic differentiation
among populations (Ry = 0.007) and a high inbreeding coefficient (Fis = 0.26) indicating that
there is little divergence among populations. The only evidence of past bottlenecks is in the
refuge at Centro Ecologico de Sonora (CES). In conclusion, the CEDO population is potentially
useful for increasing the genetic variability of the rest of the refuges. The indicators of genetic
variability at CES are consistent with those of the wild population, so it could function as a

source for reintroduction into the Sonoyta River.
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INTRODUCCION

La pérdida, degradacion y fragmentacion del habitat en ecosistemas dulceacuicolas son
consecuencias de las alteraciones por el uso de suelo. Entre estas alteraciones se tienen la
transformacion del suelo a la agricultura, construcciones sobre margenes de rios, desviaciones
y sustraccion de agua para uso humano e intervencion antropogénica en las cuencas hidroldgicas
(ejemplo: presas) y cambio climatico (Mota et al., 2014). Este tipo de situaciones pueden
interrumpir la migracién de peces a lo largo de las cuencas, que aunada a la introduccion de
especies exoticas a este tipo de ecosistemas acudticos continentales, promueven fuerte
competencia con las especies locales (Benirschke, 2006). Generalmente, dichas especies son
desplazadas de su habitat provocando que se reduzcan sus nimeros poblacionales, condiciones
que afectan a la composicion genética (Whiteley et al., 2015). Por lo tanto, los peces
dulceacuicolas son mas vulnerables en comparacion a otras especies de vertebrados que tienen

mayor capacidad de dispersion.

En una perspectiva general, los peces dulceacuicolas se distribuyen en habitats muy
reducidos y en ocasiones pierden conectividad con otras poblaciones (Epifanio y Waples, 2015).
Como estrategia de conservacion, a partir de la década de los setenta se iniciaron los primeros
programas de recuperacion y conservacion de peces dulceacuicolas a través de las
translocaciones a refugios, refugios seminaturales y reintroducciones a habitats naturales como
una contramedida a la extincion de multiples especies de peces (Minckley, 1995). Sin embargo,
el aislamiento continuo que provee estas medidas puede llegar afectar a largo plazo la estructura

genética de las poblaciones de resguardo.

Cuando las poblaciones se encuentran aisladas por un largo periodo de tiempo, puede
llegar a manifestar una pérdida en la variabilidad genética a nivel intraespecifico (Hedrick y
Garcia-Dorado, 2016). Esta pérdida de la variabilidad genética puede atribuirse a un cuello de
botella, que es un evento que reduce el naumero de individuos (perfiles genéticos) dentro de la
poblacion, al quedar un niimero finito de individuos con caracteristicas genéticas propias en el
habitat, que se le denomina efecto fundador, donde estos son los que se encargaran de repoblar
nuevamente el ecosistema acuatico dentro de su distribucién o una nueva darea a colonizar

(Caballero et al., 2017). Sin embargo, en la poblacion que cuenta con individuos con perfiles



genéticos Unicos (efecto fundador) en funcidn del tiempo, se va reduciendo la probabilidad de

apareamiento no azaroso produciendo endogamia en la poblacion (Pekkala et al., 2014).

El pez cachorrito del Sonoyta (Cyprinodon eremus) pertenece a la familia
Cyprinodontidae y es una especie endémica del noroeste de México. Actualmente, su
distribucion estd fuertemente restringida por impacto antropogénico a pequeios segmentos del
Rio Sonoyta en Sonora y del manantial de Quitobaquito en Arizona (Minckley y Marsh, 2009).
A pesar de originarse alopatricamente de Cyprinodon macularius, que es una especie en peligro
de extincion en México, el cachorrito del Sonoyta no cuenta con estatus de conservacion oficial.
Como estrategia de conservacion, dependencias gubernamentales y no gubernamentales de
Meéxico y Estados Unidos de América han construido refugios como reservorios para C. eremus
(QRSWG, 2011). Para estimar la variabilidad genética son utilizados los marcadores
moleculares que por definicién son todos aquellos segmentos que se pueden rastrear en el ADN
y un tipo particular de marcadores moleculares son los microsatélites, que son capaces de medir
la variabilidad genética y mostrar una idea clara del estado genético de las poblaciones, en
especial las que se encuentran bajo resguardo. Los microsatélites (repeticiones tdindem de
secuencias cortos) se distinguen principalmente por la alta tasa de polimorfismo en regiones
codificantes y no codificantes en nuclear, mitocondrial y cloroplasto), y su caracter codominante
nos permite la distincion de individuos heterocigotos y homocigoto (Vieira et al., 2016). Por lo
tanto, el presente estudio pretende evaluar la variabilidad genética, endogamia y la posibilidad
de cuellos de botellas en el pasado entre los refugios de C. eremus existentes en el Estado de
Sonora utilizando 10 loci de microsatélites y compararlos con los indicadores publicados en la
literatura y en poblaciones silvestres actuales. Los resultados se pretenden utilizar para el
conocimiento sobre las condiciones actuales de la diversidad genética del cachorrito del Sonoyta
en refugios y en poblaciones silvestres de esta especie endémica. Por lo tanto, este estudio
permitira disefiar el manejo futuro de las poblaciones de resguardo y a la vez permitira proponer
un plan de reintroduccion en caso de un evento de extincion en ambientes naturales en el Rio

Sonoyta.



I. ANTECEDENTES

I.1. Perspectiva general de la conservacion de peces dulceacuicolas

Los peces dulceacuicolas forman parte de los grupos mas diversos y amenazados a nivel mundial,
representando alrededor del 25 % de la diversidad total de los vertebrados. De las
aproximadamente 30,000 especies descritas, el 37 % estan en peligro de extincién (Hermoso et
al.,2015). La conservacion de la biodiversidad dulceacuicola esta directamente relacionada con
la presion que experimentan estos ecosistemas en todo el mundo debido a su importancia para
el desarrollo humano. Estos ecosistemas, junto con su diversidad bioldgica, estan sujetas a
mayores presiones y amenazas que los ecosistemas terrestres adyacentes (Nel et al.,, 2007,
Vorosmarty et al., 2010). La extraccion de agua, introduccion de especies no nativas, la
contaminacion y transformacion del habitat de las cuencas son las principales amenazas para la
conservacion de la biodiversidad dulceacuicola. Estas presiones crecen de manera alarmante
por el aumento de la poblacion humana en todo el mundo y el efecto del cambio climatico

(Strayer y Dudgeon, 2010).

La conservacion de los ecosistemas dulceacuicolas ha permanecido periférica a los
objetivos de conservacion desarrollados para los ecosistemas terrestres, a menos que se
considere importante para la biodiversidad terrestre (Olden ef al., 2010). La implementacion de
acciones de conservacion esté restringida por presupuestos limitados y posibles conflictos con
otros usos antropogénicos. Por este motivo, no es factible proteger todas las areas que
contribuyen a la persistencia de la biodiversidad (Margules et al., 2002) y se requiere una

planificacion adecuada.

Los ecosistemas dulceacuicolas plantean algunos desafios tunicos para la
implementacion de acciones de conservacion efectiva, como la importancia de la conectividad
de los ecosistemas para mantener los procesos naturales y facilitar la dispersion de las especies
(Linke et al, 2011). La conectividad espacio temporal desempefia un papel clave en el
mantenimiento de importantes procesos ecologicos, como las migraciones periddicas o la
dispersion desde las areas de refugio, el flujo de genes y el transporte de energia y materia,

esenciales para la persistencia de las poblaciones y las especies. La conectividad en los



ecosistemas dulceacuicolas se define en cuatro dimensiones (Ward y Stanford, 1989):
longitudinal (corriente arriba-corriente abajo), lateral (interacciones entre canales y sistemas
riberefios / fluviales), vertical (conexiones entre la superficie) y sistemas de aguas subterraneas,
las cuales estan sujetas a dinamicas temporales (Hermoso et al., 2015). Las dimensiones de los
ecosistemas han sido profundamente modificadas a través de la construccion de barreras como
presas, cruces de caminos o cualquier forma que pueda afectar el movimiento longitudinal de
individuos, reducen el flujo de nutrientes - sedimentos y afectan la conectividad lateral al

disminuir los pulsos de inundacion (Arthington, 2012; Pépino et al., 2012).

Los ecosistemas dulceacuicolas son extremadamente dependientes del paisaje terrestre
circundante (por ejemplo, como fuente de material o vulnerabilidad a amenazas originadas en
sistemas terrestres, como sedimentos o contaminantes). Por este motivo, el manejo adecuado
para la conservacion de la biodiversidad dulceacuicola debe ir mas alld del limite de este
ecosistema y extenderse en grandes areas terrestres (Hermoso et al., 2015). Otro aspecto clave
adicional para la conservacion de este tipo de ecosistemas es la necesidad de disponibilidad de
agua, a menudo en funcionamiento. Los flujos de agua definen ecosistemas dulceacuicolas
saludables y mantienen caracteristicas importantes como la temperatura, la geomorfologia o la
diversidad del habitat y procesos como el transporte de nutrientes, elementos clave para el

mantenimiento de la biodiversidad dulceacuicola (Hermoso et al., 2015).

I.2. Principios basicos de la genética de poblaciones

Los componentes de la diversidad biologica (genética, ecosistémica y de especies) son afectados
por diversos procesos que actiian en escalas espaciales y temporales (Pinero et al., 2008).
Aunque los tres niveles son relevantes, es importante resaltar que la diversidad genética es uno
de los niveles mas basicos de la diversidad bioldgica. La variabilidad genética de una especie es
un componente de la biodiversidad y se define como las variaciones heredables entre los
individuos dentro y entre poblaciones a través de los genes y su combinacion de distintos
genotipos (Molina-Freaner et al, 2010; Hedrick, 2011). Los genes pueden ser cuantificados

mediante parametros de diversidad dentro de las poblaciones a nivel génico (e.g nimero



promedio de alelos por locus en la poblacion) o genotipico (e.g proporcion de loci heterocigotos

en poblacion), ambos como ambito de la genética de poblaciones.

La genética de poblaciones pretende describir la variabilidad y los cambios que ocurren
a nivel intra - interespecifico de las poblaciones, incluyendo la adaptacion, la especiacion y
pretende abordar las causas de la evolucion (Hedrick, 2011). Los estudios se basan en el
principio del equilibrio de Hardy - Weinberg, que asumen que las poblaciones se encuentran en
equilibrio siempre y cuando las poblaciones sean muy grandes, todos los apareamientos ocurran
al azar, todos los alelos (alternativas de un locus) sean igualmente competentes para dejar
descendencia y no exista migracion de alelos; requisitos a cumplir para que la poblacion no se
encuentre en proceso evolutivo (Eguiarte et al., 2007). Sin embargo, cuando se rompen estas
suposiciones, las fuerzas evolutivas como la mutacion, flujo génico, deriva génica y la seleccion
natural pueden afectar el equilibrio Hardy - Weinberg y cambiar la composicion genética de las

poblaciones (Molina-Freaner et al., 2010).

Las poblaciones que reducen su nimero de individuos constantemente por eventos
naturales o antropogénicos, dan origen a poblaciones pequeias, que en una perspectiva general,
estas son sometidas a una fuerza evolutiva que se le denomina deriva genética (Pifiero ef al.,
2008). Esta fuerza evolutiva modifica las frecuencias alélicas y produce cambios evolutivos
completamente al azar, lo que da como resultado cambios en el acervo genético entre
generaciones sucesivas de una poblacion. Este se debe a su efecto acumulativo por eventos
aleatorios, la deriva genética no produce adaptacion, pero puede hacer que cambien las
frecuencias de los alelos, lo que es por si mismo un mecanismo de evolucion (Pifero et al.,

2008).

El movimiento de las frecuencias de los alelos tiene dos efectos importantes y
relacionados, en el primero los alelos se pueden desplazar hacia la fijacion o pérdida, con una
probabilidad de fijacion igual a la frecuencia del alelo, en el segundo la frecuencia de los
heterocigotos disminuye, llevando a una pérdida de heterocigosidad y por lo tanto la
homocigosidad expone alelos deletéreos a la seleccion (Hedrick y Garcia-Dorado, 2016). Un
atributo que se origina de la deriva genética es el efecto fundador, que se da cuando los
fundadores originales de una poblacion son pequefias muestras de la poblacién donante y por lo

tanto difieren entre si en las frecuencias de los alelos debido a un efecto aleatorio, por lo que



llega a distinguirse una estructura genética inicial. El efecto fundador puede resultar del
establecimiento de una nueva poblacion de individuos derivados de una poblacion mucho mayor
o de una reduccidn extrema en el tamafio de la poblacion (cuello de botella), en ambos casos los
alelos presentes inmediatamente después del evento se pueden encontrar en una frecuencia
mucha mas alta de lo que eran originalmente y alcanzar frecuencias mayores por deriva genética
que tienen lugar mientras la poblacion siga pequetia (Wright et al., 2008; Pekkala et al., 2012;
Whiteley et al., 2015).

Las poblaciones aisladas derivadas de un pequefio nimero de individuos que se
separaron a causa de un evento fundador y que preservan este estado por muchas generaciones,
produce un flujo génico a nivel intraespecifico tnicamente, por lo que se produce homogeneidad
en los genomas de la poblacion debido al fendmeno de la endogamia (Nietlisbach et al., 2017).
La endogamia, que consiste en el apareamiento no aleatorio en individuos que tienen algin
parentesco, aumenta la frecuencia de los homocigotos en comparacion con lo que se espera en
los supuestos de Hardy-Weinberg (Love- Stowell et al., 2017). Sin embargo, la endogamia
induce cambios en las frecuencias genotipicas de generacion en generacion y no promueve que
las frecuencias de los alelos cambien. Por lo tanto, la endogamia por si misma no es un
mecanismo de evolucion, pero, puede tener importantes consecuencias evolutivas (Hedrick y

Garcia-Dorado, 2016).

I.3. Conservacion de la biodiversidad de peces dulceacuicolas: Beneficios y riesgos en el
uso de la propagacion artificial (ecosistemas receptores de stock, translocacion y

reintroduccion)

La conservacion de la diversidad de peces dulceacuicolas, la sostenibilidad del habitat y los
beneficios de la viabilidad en cualquier enfoque de la conservacion (propagacion,
almacenamiento, translocacion y reintroduccion de individuos), no solo afectan a la especie o
poblacién objetivo, sino ademads a otras especies que coexisten en los ecosistemas receptores.
En una perspectiva general, los peces son a menudo utilizados como un ejercicio para abordar
la "oferta y demanda" de organismos vivos para garantizar su persistencia y viabilidad a largo

plazo. A la inversa, la propagacion artificial de peces, el almacenamiento en stocks, la



reintroduccion y la translocacion se pueden ver como enfoques de "oferta" para complementar
las mejoras in situ del hébitat o la eliminacion de otras presiones para aumentar la produccion
por encima de la capacidad de carga inherente en un hébitat pristino o en un ecosistema estresado
(Epifanio y Waples, 2015). El almacenamiento y la propagacion artificial se han llevado a cabo
bajo el enfoque de la conservacion y/o restauracion, por lo tanto, los programas que iniciaron
desde la década de los cuarenta han cambiado el enfoque y objetivos, paralelos a la gestion de
recursos de pesca (Epifanio y Waples, 2015). Las translocaciones y las reintroducciones estan
relacionadas, pero son actividades sutilmente diferentes que, en ultima instancia, mueven los
peces dulceacuicolas dentro y entre los ecosistemas en los que evolucionaron en un sentido
general, es decir, representan el movimiento de una especie a un area nueva mas alld de su

distribucidn natural.

Una translocacion implica el desplazamiento de individuos de una especie (o linaje
distinto y divergente, definido como un stock, poblacion, unidad evolutivamente significativa,
unidad de manejo genético) a un lugar afuera del rango historico. Por otra parte, cuando
involucra una translocacion a un stock con un remanente de stock nativo, puede conducir a
efectos de cruzamiento y erosion de la diversidad entre poblaciones (Epifanio y Waples, 2015).
Las translocaciones pueden ser “directas” (embriones, jovenes o adultos se capturan de un lugar
y se mueven a otro) o “indirectos” (por ejemplo, adultos capturados de un lugar y criados para
producir jovenes que posteriormente se liberan en un habitat especifico) (Epifanio y Waples,

2015; Heilveil y Stockwell, 2017).

Las reintroducciones, que son mas utilizadas para la conservacion de la biodiversidad,
implican el retorno o restauracion de una especie a un lugar dentro de su rango histérico nativo
previamente ocupado desde el cual se ha extirpado. De manera similar, la translocacion es una
accion humana impulsada para la conservacion que involucra el movimiento de una especie a
un lugar o habitat donde actualmente no existe esa especie, incluidos los refugios fuera del sitio

(Epifanio y Waples, 2015).



1.3.1. Beneficios y riesgos en la propagacion artificial de peces dulceacuicolas:

conservacion genética

La propagacion artificial que involucra las translocaciones y reintroducciones tiene mejor
funcion si se realiza después de una evaluacion exhaustiva de los posibles beneficios y riesgos
ecoldgicos y genéticos para la especie que se pretende rescatar o utilizar. La dispersion artificial
desde stocks tiene el potencial de proporcionar dos tipos de servicios ecosistémicos: (1) aquellos
que promueven beneficios para la sociedad humana y (2) aquellos que promueve beneficios para
las poblaciones naturales y los ecosistemas asociados (Epifanio y Waples, 2015; Whiteley et al.,

2015).

Para especies en peligro de extincion, la translocacion de especimenes a refugios a corto
plazo es una respuesta rapida para evitar la pérdida de la diversidad bioldgica, sin embargo, la
conservacion de poblaciones de resguardo a largo plazo puede tener graves problemas para el
mantenimiento de su estructura genética, debido al aislamiento geografico y al nulo flujo
genético, produciéndose endogamia en la poblacidon, ocasionando una reduccion en la
variabilidad genética (Hedrick y Garcia-Dorado, 2016). Las poblaciones con bajos niveles de
variabilidad genética tienen menos capacidad para responder al cambio ambiental. Los niveles
de variabilidad genética dentro de las poblaciones estan determinados en gran medida por el
tamafio efectivo de la poblacion (Ne), que puede ser influenciado por muchos factores,
incluyendo la propagacion artificial (Whiteley et al., 2015). En general, cuando el tamafio
efectivo de la poblacion es mas bajo y a menudo, los riesgos de reducir la variabilidad genética
aumentan cuando N en la poblacion cautiva es mucho més bajo que en la naturaleza y cuando
la fraccion de reproductores naturales que son de origen cautivo es relativamente alta llegando
a inducir posiblemente una reduccion adaptativa (Epifanio y Waples, 2015; Nietlisbach et al.,

2017).

La principal preocupacion con respecto a la pérdida de la diversidad genética entre las
poblaciones de resguardo es que los individuos, generalmente de uno o unos pocos
reproductores, conducirdn a la sustitucion de los patrones existentes de poblaciones adaptadas
localmente con un niumero menor de individuos relativamente homogéneos. Es decir, puede
producirse un desplazamiento de perfiles genéticos y podria desplazar una adecuacion

importante para dicho habitat a largo plazo. Por lo tanto, las especies que han estado en



resguardo por un largo periodo generalmente son menos aptos en la naturaleza y si se reproducen
con ¢€xito, su progenie puede deprimir la condicion fisica y comprometer la viabilidad de la
poblacion silvestre (depresion exogdmica) en caso que se realizara una reintroduccion a dicho
habitat (Frankham, 2016). Un fendémeno indeseable relacionado también con la pérdida de
adecuacion que se produce cuando los individuos de dos poblaciones genéticamente divergentes
se cruzan, es la depresion exogamica, que consiste en la reproduccion o cruza de individuos
genéticamente muy distintos y por mecanismos de recombinacion que suceden en los genomas
nucleares puede mejorar la variabilidad genética o incrementar alelos deletéreos a la poblacion
nativa del area que se desea rescatar (Hedrick y Fredrickson, 2010; Hedrick y Garcia-Dorado,
2016). Por lo anterior, es necesaria la utilizacion de reproductores locales para evitar la pérdida
de adecuaciones y la reduccion probabilistica de los efectos que pueda traer la translocacion,

con el posterior cruce de poblaciones genéticamente divergentes (Epifanio y Waples, 2015).

En una vision general, las translocaciones y reintroducciones pueden ser herramientas
de manejo para la reproduccion entre individuos de diferentes poblaciones de refugio, que
produce un flujo génico artificial que puede promover una reduccion en la endogamia y aumento
el potencial reproductivo del stock resultante (Whiteley ez al., 2015). Sin embargo, también este
tipo de manejo del flujo genético puede llegar a producir una depresion exogamica en el
apareamiento de las especies o restringir la adaptacion local, por lo tanto el uso de esta estrategia
para incrementar el flujo genético debera ser cuestionado en cuanto a los posibles beneficios

para restaurar la diversidad (Heilveil y Stockwell, 2017).

I.4. Microsatélites como marcadores moleculares: Una herramienta para evaluar la

diversidad genética

Los microsatélites, también conocidos como repeticiones cortas en tdindem (STRs, Short tandem
repeats por sus siglas en inglés), son secuencias de ADN que contienen bloques de repeticiones
de 6 nucledtidos o0 menos, dispuestas sin interrupcioén por un numero limitado de veces llamadas
tandem (Guichoux et al., 2011). Se localizan a lo largo de todo el genoma, siendo abundantes
en regiones centromeros o en porciones heterocromaticas de los cromosomas y su densidad

promedio por genoma es de un locus STR cada 104 o 105 bases (Vieira et al., 2016). Los



microsatélites surgen como uno de los marcadores moleculares més utilizados para el estudio
de la variabilidad genética, porque representan un locus unico, codominante, con una alta tasa
de mutacion y su andlisis puede efectuarse combinando distintos microsatélites para proveer una
réplica rapida del genoma con un costo accesible (Frankham et a/., 2010). El primer uso de los
microsatélites en poblaciones naturales fue reportado hace mas de 20 afios (Vieira et al., 2016),
desde entonces los microsatélites representan un marcador importante para un numero

considerable de trabajos de genética de la conservacion (Vieira et al., 2016).

Los microsatélites se clasifican segun el tipo de arreglo de sus secuencias repetidas, los
de estructura simple se componen de una misma secuencia de repeticion (AAA),
independientemente del numero de bases que la conformen. Los de estructura compuesta estan
conformados por mas de un tipo de repeticion en tandem, generalmente con repeticiones muy
similares en tamafio y secuencia y varian solo en un nucledtido (GAGA). Los de estructura
compleja (GAGCGAGC) presentan mas de un tipo de repeticion, pero pueden ser de diferente
tamafo y secuencia. Otra categoria de clasificacion son las que consideran secuencias perfectas,
imperfectas, interrumpidas o compuestas. En un microsatélite perfecto (AAAA) la secuencia de
repeticion no estd interrumpida por ninguna base que no pertenezca al motivo, en un
microsatélite imperfecto (GGGCAGGG) hay un par de bases entre los motivos repetidos que
no concuerdan con la secuencia motivo. En un microsatélite interrumpido (GATACGGATA)
se detecta una pequefia secuencia dentro de la secuencia repetitiva que no coincide con la
secuencia tandem, y en uno compuesto (GAGATCTC), la secuencia contiene dos secuencias de

repeticiones distintas y adyacentes (Guichoux et al., 2011; Vieira et al., 2016).

Las regiones microsatélites tienen una tasa de mutacion estimada de 107 a 10 de
eventos por locus por generacion (ganancia o pérdida de repeticiones), la cual es mucho mayor
que la tasa de sustitucion de nucledtidos simples (Vieira et al., 2016). El origen de las
repeticiones (STRs) en los genomas se debe a la gran frecuencia por deslizamiento -
apareamiento desigual de las hebras de ADN y a errores de correccion de la polimerasa
(“slippage and proofreading errors”) durante la replicacion del ADN (Lai et al., 2015). Consiste
basicamente en un mal apareamiento por deslizamiento de las hebras de ADN, que afecta a la
ADN polimerasa, provocando una detencion del copiado. Al parecer es ocasionada por factores

como la misma secuencia repetitiva, que produce la detencion de la actividad y del complejo de
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replicacion, durante el copiado y la procesividad de la polimerasa sobre la hebra molde, se crea
una disociacion del complejo de replicacion que desplaza la enzima y se aleja al extremo prima
terminal de la hebra nueva a sintetizar del sitio activo de la polimerasa (Vieira et al., 2016).
Después de que la enzima puede volver a su sitio original, contintia con la copia desde la misma
cadena de repeticion que habia dejado en el momento de la interrupcion, o en una repeticion

previa o posterior a ella.

El modelo de mutacion en microsatélites mejor aceptado es el modelo por pasos, Step
wise mutation model (SMM por sus siglas en inglés), que consiste en que un microsatélite muta,
gana o pierde una repeticion, esto implica que dos alelos que difieren solo en una repeticion, es
decir, que comparten un ancestro comun mas reciente, estan mas relacionados que aquellos que

difieren en varias unidades (Guichoux et al., 2011; Vieira et al., 2016).

La ventaja de los microsatélites es el acceso a una escala fina de estudio, permite el uso
de una cantidad pequefia de la muestra, su especificidad, por lo que se previene la contaminacion
amplificando otro ADN extrafio. Sin embargo, una de las limitantes més importantes en la
utilizacion de microsatélites es que un solo locus no muestra suficiente informacion de la
estructura genética en todos los individuos de una poblacion, por lo que se necesita utilizar
varios loci para proveer una perspectiva mds robusta. En ocasiones la disponibilidad de
microsatélites especificos para ciertas especies esta limitada a la disponibilidad de las genotecas
en la utilizacion de genomas completos para el disefio de microsatélites especificos (Guichoux

etal.,2011; Vieira et al., 2016).

En particular, los STRs son ttiles en estudios de diversidad genética, en especial en los
vertebrados medidos con base a la distancia genética, para estimar el flujo de genes y las tasas
de cruzamiento y en estudios evolutivos, sobre todo para inferir relaciones genéticas

intraespecificas (Benirschke, 2006; Lai et al., 2015).
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LI.5. La familia Cyprinodontidae y su origen evolutivo

La familia Cyprinodontidae forma parte del orden Cyprinodontiformes (1,200 especies) que
surgieron a finales del Cretacico hace aproximadamente entre 80 - 67 millones de afos (ma),
distribuidos principalmente en ambientes dulceacuicolas y salobres en el sur de Norte América
y Norte de América del Sur, el Mediterraneo en Europa y norte de Africa y sudeste Asiatico
(Capobianco y Friedman, 2018). Los Cyprinodontiformes estan actualmente divididos en los
subclados Aplocheiloidei y Cyprinodontoidei, fuertemente apoyados por evidencia morfologica
y molecular (Parenti, 1981; Setiamarga et al., 2008). El registro fosil mas antiguo del orden
provienen del maastrichtiano del Cretacico tardio de la formacion Molino de Bolivia, la cual

podria representar un linaje basal (Capobianco y Friedman, 2018).

Las clasificaciones tradicionales del suborden Cyprinodontoides del viejo mundo refleja
tres linajes no relacionados, sin embargo, las filogenias moleculares recientes las agrupan en un
clado anidado dentro de una radiacion estadounidense (Pohl ez al., 2015). Esta topologia implica
un solo evento (vicarianza o dispersion a larga distancia), la cual explica la presencia de
Cyprinodontoides en ambos lados del Atlantico. Las filogenias recientes de Aplocheiloidei
indican que Africa y los Cyprinodontides indo-malayos son linajes hermanos (Furness et al.,
2015; Pohl et al., 2015). Por lo tanto, la evidencia fosil y molecular ha mostrado que la mayoria
de las especies se dispersaron desde dos regiones biogeograficas, argumentando la dispersion
marina con origen sudamericano y dispersiones sucesivas desde Africa durante el Cretacico
tardio al Paledgeno, lo cual se explica posiblemente por qué los peces cachorrito de ecosistemas
dulceacuicolas aun conservan la capacidad para tolerar la salinidad (Capobianco y Friedman,

2018).

La familia Cyprinodontidae estd constituida por seis géneros y 100 especies y es
comunmente reconocida como peces cachorrito que se distribuyen en Norte y Centro América,
en el norte de América del Sur, las Indias Occidentales y Africa del norte (Figura 1) (Alfonsi et
al., 2003; Echelle et al., 2005; Esmaeili et al., 2018). El género Cyprinodon (peces cachorritos)
tiene distribucién mas extendida y habita desde desiertos a grandes planicies en el sudoeste de
Norte América (Echelle et al., 2005), ademés, habitan en aguas dulces, salobres y costeras
marinas (Miller et al., 2009). Existen 50 especies de Cyprinodon, de las cuales treinta

unicamente se distribuyen en regiones aridas de manera alopatrica y habitan pequefos cuerpos
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de agua, torrentes cortos u ojos de agua de valles aislados (Echelle et al., 2005; Esmaeili et al.,

2018).

Distribucion
[ Famihia Cyprinodontidae

R - i

Figura 1. Distribucion geografica de la familia Cyprinodontidae. Disefio con base en Alfonsi y
Perez (2003).

Los estudios sobre el género Cyprinodon han permitido entender la adaptacion de estos
organismos a ambientes extremos (Burg et al., 2002). Varias especies del género Cyprinodon
han proporcionado un conjunto de sistemas y modelos ideales para la investigacion de la
adaptacion a lo largo de gradientes ecoldgicos y el mantenimiento del flujo de genes, asi como
para la cohesion de especies y fenotipos (Burg et al., 2002). Echelle et al. (2005) mediante un
analisis de la variabilidad en secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) (regiones ND2, Cytb
y 2,548 pb de la region control) demostraron que el género Cyprinodon empezo a divergir de
un antepasado comun con Megupsilon, un género monotipico de la Mesa del Norte de México,

a partir del mioceno tardio.
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1.6. Pez cachorrito del Sonoyta: Ecologia, distribucion y divergencia

El pez cachorrito del Sonoyta (Cyprinodon eremus) llegan a tener una talla maxima de 50 mm,
una longevidad promedio de 3 afios, toleran altas temperaturas (44.2 °C - 45 °C) y bajas
concentraciones de oxigeno (0.13 mg/l), permitiéndole sobrevivir en ambientes acuaticos
desérticos (Minckley y Marsh, 2009). Esta especie presenta dimorfismo sexual (Figura 2), donde
las hembras (Figura 2a) y los juveniles son de color plateado y muestran un conjunto de barras
estrechas y oscuras en los costados del cuerpo que se interrumpen lateralmente, presentan un
ocelo en la aleta dorsal y en ocasiones una mancha oscura en la anal (Miller ef al., 2009). Por el
contrario, los machos (Figura 2b) tienen un cuerpo iridiscente con tonalidades azul cielo en el
area dorsal, las aletas son oscuras y en la época reproductiva se distinguen por tener aleta caudal
y el pedunculo color amarillo palido (Miller et al., 2009). Ademas, presentan al afio hasta dos
temporadas reproductivas, una en primavera y otra en verano, donde los machos son territoriales
contra otros machos, excepto con las hembras que liberan los 6vulos en los limites de los
territorios de proteccion de los machos en cuerpos de agua con poca profundidad. Por otra parte,
el cachorrito del Sonoyta en comparacion con otras especies tiene la mandibula mas larga y la

cabeza mas alta como rasgos distintivos (Minckley y Marsh, 2009).

El cachorrito del Sonoyta se consideraba como una subespecie de Cyprinodon
macularius (Miller y Fuiman, 1987). Posteriormente, mediante un estudio filogenético de ADN
mitocondrial, Echelle et al. (2000) demostraron una relacién monofilética reciproca entre
poblaciones de los del clado del Rio Sonoyta/Quitobaquito y el clado del Salton Sea/Delta del
Rio Colorado como distribucion historica de C. macularius (Figura 3). Ademas, con la diagnosis
morfoldgica previa para la subespecie de Miller y Fuiman (1987) y la historia geoldgica, se
apoya el reconocimiento de las poblaciones del Rio Sonoyta/Quitobaquito como una especie
distinta propuesto por Echelle et al. (2000). Por lo tanto, C. macularius eremus ascendid
taxondmicamente a nivel especie con el nombre de Cyprinodon eremus (Echelle et al., 2000).
No obstante, a pesar de que el Rio Sonoyta y el manantial de Quitobaquito (Figura 4) habita la
misma especie, ambas areas deben ser manejadas como diferentes demes poblacionales debido
al grado de diferenciacion genética y aislamiento (Echelle et al., 2000). Cyprinodon eremus
divergi6 de Cyprinodon macularius hace aproximadamente 1.7 ma (Echelle ef al 2005; Echelle

2008), lo cual concuerda con los datos reportados por Lynch (1981) de la ultima actividad
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volcénica en la region, donde los flujos de lava del Pinacate desviaron el curso del Rio Sonoyta

hacia el Este donde conectaba con el bajo Delta del Rio Colorado.

Figura 2. Dimorfismo sexual de Cyprinodon eremus. A = Hembra, B = Macho. Tomado de
Miller y Fuiman (1987).
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Figura 3. Distribucion y localidades de Cyprinodon eremus. A = Rio Sonoyta, B = Manantial
de Quitobaquito.

15



Figura 4. Habitats del pez cachorrito del Sonoyta. Foto superior localidad el Papalote en el
Rio Sonoyta, Sonora. Foto inferior localidad manantial de Quitobaquito, Arizona.
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L.7. Factores de riesgo y acciones de conservacion del cachorrito del Sonoyta

La ictiofauna nativa del noroeste de México y el suroeste de Estados Unidos se ha reconocido
actualmente como en riesgo de extincion debido a la disminucidn de sus poblaciones, fendémeno
causado por la pérdida y modificacion del hébitat, contaminacion e introduccion de especies
exoticas (Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero y Hendrickson, 2009; Rosen et al., 2010;).
Particularmente, la poblacion de C. eremus del Rio Sonoyta se encuentra fuertemente
amenazada debido a la degradacion y la desecacion de los habitats acuaticos (Hendrickson y
Minckley, 1985; Hendrickson y Varela-Romero, 1989, Varela-Romero y Hendrickson, 2009).
Durante el verano, el cauce del rio sufre una desecacion que lo reduce a una pequena corriente
en el area del Papalote (aproximadamente 1.3 km de longitud), dentro de los limites de la
Reserva de la Biosfera El Pinacate y Gran Desierto de Altar, donde habita el pez cachorrito del
Sonoyta (Schoenherr, 1988; QRSWG, 2011; Budd et al., 2017). La corriente superficial del
sistema estd mantenida por agua subterranea poco profunda o corriente de descarga de aguas

negras residual de diferentes fuentes a lo largo de la cuenca (QRSWG, 2011).

Debido a las condiciones hidrologicas actuales en el desierto del suroeste de los Estado
Unidos y noroeste de México, la existencia de agua superficial en el Rio Sonoyta ha sido
reducida drasticamente, por lo que C. eremus no puede mantener poblaciones abundantes a lo
largo de todo el afio (QRSWG, 2011). En la actualidad, la especie no tiene una designacion de
alguna categoria de riesgo de extincion por el gobierno federal en México, sin embargo, se
encuentra como en peligro en la Lista Roja de especies amenazadas (The IUCN Red List of
Threatened Species) de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
(NatureServe, 2014). Como estrategias de conservacion, se han creado varios refugios

(reservorios genéticos) del pez cachorrito de Sonoyta en México.

En Sonora, existen cuatro refugios ubicados en instituciones del gobierno federal
(Estacion Biologica el Pinacate, Centro de visitantes Schuk Toak), estatal como el Colegio de
Bachilleres en Sonoyta (COBACH Sonoyta) y el Centro Ecoldgico del Estado de Sonora) y
privadas como el Centro de Estudios de Desierto y Océanos (CEDO). A partir de la década de
1970, las translocaciones de peces cachorrito en los refugios han desempenado un papel
importante en la gestion de la conservacion de la especie, con el proposito de stock de reserva

para un futuro, de acuerdo a las necesidades de recuperacion y manejo de la especie (Minckley,
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1995; Finger et al., 2013). Debido a que el establecimiento de estas poblaciones de refugio se
inicié sin una evaluacion de su variabilidad genética y posible estructura poblacional, existe
incertidumbre acerca de su utilidad como stocks con representatividad genética de la especie.
Por lo tanto, el establecimiento de poblaciones de refugio deberd estar sustentado en
evaluaciones de la variabilidad genética y la estructura poblacional de los stocks (Koike et al.,
2008). Ademas, es necesario contar con una evaluacion actualizada de la variabilidad genética
de las poblaciones silvestres para identificar el nivel de conservacion de la variabilidad genética

actual y futura.

L.8. Diversidad genética en Cyprinodon eremus

La diversidad genética ha sido evaluada en C. eremus al menos utilizando dos tipos de
marcadores moleculares. Echelle et al. (2000) analiz6 un segmento de 337 pb de la region
control y dos segmentos del gen ND2, ambos del ADN mitocondrial en la poblacion del Rio
Sonoyta y la poblacion de Quitobaquito, en dicho estudio se detectaron cuatro y tres haplotipos
respectivamente, donde un haplotipo del Rio Sonoyta no es compartido con la poblacion de
Quitobaquito. La diversidad haplotipica (Hd) observada fue baja, sin embargo, las diferencias
de las variaciones entre los haplotipos de las poblaciones fueron significativas, lo cual sugiere
que su distribucion fue continua hasta hace poco tiempo. Por otra parte, Koike et al. (2008)
examinaron cuatro loci de microsatélites nucleares en seis refugios de C. eremus y en
poblaciones silvestres (Rio Sonoyta y manantial de Quitobaquito), donde encontraron que las
poblaciones silvestres resultaron con mayor variabilidad genética. En otro estudio Loftis ef al.,
(2008) utilizaron siete loci de microsatélites y demostraron que hay una fuerte estructura
genética en las poblaciones silvestres (Rio Sonoyta y manantial de Quitobaquito) debido al

aislamiento en las que se encuentran.

1.9. Estudios de microsatélites de otros peces cachorrito: Cyprinodon spp.

En general, en los estudios de microsatélites de peces dulceacuicolas en el Oeste del continente
americano se espera que los niveles de diversidad genética sean bajos en comparacion a las

especies de latitudes mas bajas (Adams y Hadley, 2013). Las diferencias en el nimero de
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especies y loci evaluados pueden sesgar tales comparaciones, por lo cual la similitud de la
variacion genética puede explicarse en tres grupos. El primero, genes de las especies del norte
estan formadas por componentes que se originaron desde diferentes refugios glaciares, cada uno
con su variacion genética. El segundo, especies del norte tienen rangos de distribucion
relativamente grandes, lo que contribuye a la diferenciacion regional, mientras que muchas
especies neotropicales tienen rangos relativamente estrechos y, por lo tanto, tienen poco margen
para la diferenciacion regional y, por ultimo el tercero a un nivel artificial (Hilsdorf'y Hallerman,
2017). En la Tabla 1 se recopilan los estudios de microsatélites en diferentes especies del género

Cyprinodon en los ultimos 15 afos.

Tabla 1. Estudios de microsatélites en especies del género Cyprinodon. H, = heterocigosidad
promedio observada, H. = heterocigosidad promedio esperada, F/R,; = indices de
diferenciacion genética. Na = no aplica/informacion no disponible.

Autor(es) Especie Loci H, H. Fy/Ry
Burg et al. (2002) 30 spp 21 Na Na Na
Strecker (2006)  C. artifrons 5 0.689 0.822
C. beltrani 5 0.745 0.85  0.0091/0.0977
C. esconditus 5 0.731 0.788
C. labiosus 5 0.757 0.809
C. maya 5 0.725 0.789
C. simus 5 0.776 0.816
C. verecundus 5 0.789 0.848
Turner et al. C. variegatus 8 Na 0.28 0.177
(2008)
Koike et al. (2008) C. eremus 4 0.81 0.84 0.115
Loftis et al. (2008) C. eremus 7 0.84 0.841 0.100
C. macularius 7 0.886 0.9095 0.029
Martin (2010)  C. nevadensis pectoralis 10 0.26-0.81 0.41-0.78 0.219
Martin et al. C. diabolis 12 Na 0.60-0.88 Na
(2012)
Carson et al. C. julimes 25  0.105-0.947 Na Na
(2013)
C. pachycephalus 20  0.022-0.588 Na Na
Finger et al. C. radiosus 9 0.557 0.553 0.005 -0.100
(2013)
Heivel y Stockwell C. tularosa 13 0.3225 0.3237 0.394
(2017)
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I1. HIPOTESIS
La variabilidad genética y endogamia de las poblacion silvestre y refugios de Cyprinodon
eremus mostraran cambios en comparaciones con los valores reportados, debido al aislamiento

continuo que han tenido y su diferenciacion genética podra atribuirse al cuello de botella y efecto

fundador.
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III. OBJETIVOS

III.1. Objetivo general

Evaluar la variabilidad genética y el grado de endogamia del pez cachorrito del Sonoyta,

Cyprinodon eremus, en refugios y en la poblacion silvestre en Sonora, México.

I11.2. Objetivos especificos

1. Comparar la variabilidad genética microsatelital de las poblaciones de C. eremus en
refugios y poblacion silvestre en Sonora.

2. Evaluar el equilibrio genético actual de las poblaciones de C. eremus de los refugios y
en la poblacion silvestre en Sonora.

3. Estimar y comparar los niveles de endogamia entre cada poblacion de los refugios y en
la poblacion silvestre en Sonora.

4. Determinar la existencia de cuellos de botella en cada uno de los refugios existentes y

en la poblacion silvestre en Sonora.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Descripcion de los sitios de muestreos

IV.1.1. Rio Sonoyta

La cuenca del Rio Sonoyta (Figura 5) abarca aproximadamente 3,160 km? y representa un
segmento interrumpido del sistema del Rio Colorado. El drenaje se origina en la Sierra del Pozo
Verde en México y cruza a los Estados Unidos donde gira al oeste a la nacién Tohono O’odham
al norte de la frontera internacional. En la parte alta de este drenaje, los arroyos Vamori y San
Simo6n drenan en el Rio Sonoyta antes de que cruce otra vez con México, 48 km al este de
Sonoyta y continua aproximadamente 22 km al oeste paralelo a la frontera. El rio gira al sur a
lo largo del lado este del escudo volcanico del Pinacate, pasando a través del limite este del Gran
Desierto y llegando al Mar de Cortez al este de Puerto Pefiasco. Hoy el Rio Sonoyta tiene una
fuente perene en la localidad de El Papalote, entre los kilometros 16 y 19 al oeste de Sonoyta
(QSWG, 2011).

El clima que predomina en el area es de tipo muy seco BW, con lluvias en verano,
invierno y escasas todo el afo, subtipo muy seco semicélido, con lluvias en verano BWhw (x”)
(CONAGUA, 2015). De acuerdo con datos de las estaciones climatologicas localizadas en
Puerto Pefiasco, que corresponden a la region costera y al poblado Sonoyta, localizado en la
porcion media alta de la cuenca, las temperaturas maximas varian de 30° C a 43° C, las cuales
se registran por lo general en verano y las minimas de 9° C a 12° C, en invierno. La precipitacion
media anual es del orden de 135 mm con valores promedio del orden de 93.7 mm en Puerto
Pefiasco y 184.4 mm en Sonoyta, aunque en los ultimos cinco afios ha variado
considerablemente, ya que para el periodo 1992-1996 la primera estacion registré un volumen
de precipitacion medio anual de 74 mm, en tanto que la segunda registr6é un valor de 253 mm

(CONAGUA, 2015).
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Figura 5. Cuenca del Rio Sonoyta y sus principales tributarios.

IV.1.2. Refugios

La localizacion de los refugios de C. eremus en Sonora son un refugio en el Colegio de
Bachilleres (COBACH/ 10 afos) en Sonoyta, un refugio en la Estacion Biologica de la Reserva
de la Bidsfera El Pinacate y Gran Desierto de Altar (11 afios), uno en el Centro de Estudios de
Desiertos y Océano A.C. (CEDOY/ 11 anos) en Puerto Pefiasco (Minckley ef al., 2012) y uno en

el Centro Ecologico de Sonora, en Hermosillo (~ 32 afios).

IV.2. Recolecta de ejemplares y muestras de tejidos

Se realiz6 un muestreo de 30 individuos adultos del cachorrito del Sonoyta, C. eremus, en cada
uno de los refugios en Sonora. Ademads, se realizd un muestreo de 30 individuos para la

poblacion silvestre ubicada en la localidad del Papalote en el Rio Sonoyta. La recolecta de
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ejemplares se realizd bajo la autorizacion del Permiso de Pesca de Fomento PPF/DGOPA-
023/18. En cada individuo se realiz6 un corte de la porcion interna de la aleta pélvica y misculo
del costado derecho del pez y fueron etiquetados individualmente y depositados en etanol
absoluto. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Ecologia Molecular del
Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Universidad de Sonora
(DICTUS) y depositadas en la Coleccion de Tejidos mantenidas a 4° C. El resto de los

ejemplares fue depositado en la Coleccion de Peces Nativos del DICTUS.

IV.3. Extraccion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN gendmico a partir de 25 mg del tejido de las aletas o de
musculo del costado lateral del cuerpo del cachorrito del Sonoyta por medio del kit QIAamp
DNA Mini Kit de QIAGEN segun las especificaciones del fabricante. Cada tejido fue
homogenizado e incubado con proteinasa K a 56° C por 24 horas. La concentracion y pureza del
ADN fue evaluada con un espectrofotometro Nano Drop 1000. Se realizaron electroforesis en
geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio (1 pL/mL) para visualizar la integridad

del ADN.

IV.4. Amplificacion de microsatélites

Se amplificaron 10 loci de microsatélites marcados con fluréforos (Tabla 2) y reportados por
Burg et al. (2002) y Koike et al. (2008) y las condiciones de los programas de amplificacion se
pueden observar en la tabla 3. Para la amplificacion, se utilizaron temperaturas de alineamiento
de 48°C y 51°C para el grupo A y de 52°C y 55°C para el grupo B y se prepararon reacciones de
PCR de 25 pL con GoTaq ® Colorless Master Mix cuyas concentraciones finales fueron 50
ng/ul de ADN gendmico, 1 U de Taq polimerasa, 2X de buffer para PCR, 400 uM de dNTP,
0.2 uM de cada primer y 3 mM de MgCl,. Las amplificaciones de los microsatélites se realizaron
en 30 individuos de C. eremus para cada uno de los refugios en Sonora, y 30 individuos del rio
Sonoyta. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 1 y hasta 3 % con el
proposito de discriminar bandeos multiples y su concentracion se evaluo con el Nano Drop 1000.

Los productos de PCR fueron diluidos a una concentraciéon de 100 ng /ul, los cuales fueron
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colocados en placas de 96 pozos con 10 pl/individuo, previamente deshidratados y enviados al
University of Arizona Genetic Core (UAGC) para la lectura de los fragmentos de PCR
amplificados, bajo los estandares de GS500-ROX.

Tabla 2. Loci informativos de microsatélites utilizados por Burg et al. (2002) y Koike et al.
(2008). 4 = numero de alelos, pb = pares de bases.

Locus pb A Fluréforos 5°3° Secuencia

GATA9  258-306 4 HEX a TCTTGGTGAAAAGGGACTATACG

b GCGTTCTCGAGCTTGTTTAG
GATA 10 214-242 4 HEX a TTTAAGGCTGTGGTCCAACTG

b AGGTGAGAGACAGCGACTGG
GATA 20 311-343 4 NED a AATCATGGCGATGGAAAGAC

b AATGACACTTCACATCCAGCC
GATA 26 271-367 4 HEX a ACCTCTCAAGGCAAACAACG

b TCCCACGATAGCTCAGACG
GATA 39 252-308 4 HEX a CCTTAGGTGCCTGTGTGAGC

b TGGGAGGTGAACTAAAGATGC
GATA 73  349-389 3 NED a GGAGACGGTAATCTAGCCAGG

b TCCCCTACCACATAGAGAGGG
GATA 104 388-476 4 NED a CCATATTGCTCCCATAGCTG

b TTCGTCAATACCTTACATGCTG
GATA 130 233-333 3 HEX a CAGCTCACACACACACAAGC

b ATGGGTGGCTCACATAATGG

AC4 136-178 4 FAM a CTGCTGCAGTCTGCAC
b TCACCTCCAAGGTTAGTCAT
AC24 156-174 3 FAM a CCACCACTTAGTGTTCGAGT
b

GGAGACGGTCACCTGAAACC
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Tabla 3. Programa de amplificacion de loci microsatelitales por PCR de C. eremus. T =
temperatura. Grupo A = GATA 9, GATA 10, GATA 26, GATA 39, GATA 73, GATA 104,
GATA 130 y AC24. Grupo B = GATA 20 y ACA4.

Ciclos Fase T(°C)/Grupo A T(°C)/Grupo B Tiempo

1 Desnaturalizacion 95 95 120 segundos

5 Desnaturalizacion 94 94 30 segundos
Alineacién 48 52 30 segundos
Extension 72 72 30 segundos

35 Desnaturalizacion 94 94 45 segundos
Alineacion 51 55 45 segundos
Extension 72 72 60 segundos

1 Extension final 72 72 120 segundos

IV.5. Lectura de alelos y pruebas de loci de microsatélites

Para el andlisis de variabilidad de los microsatélites se realiz6 la lectura de alelos en el programa
GeneMarker v.2.6.4 (SoftGenetics, State College, USA) bajo los parametros de GS500-ROX.
Para la matriz de alelos obtenida se evalud la pérdida de alelos (alelos nulos) y el exceso de
homocigotos y se realizaron correcciones a la matriz bajo el algoritmo de Oosterhout y
Brookfield utilizando correcciones Bonferroni para ajustes de genotipos por locus (Apéndice 1)

con el programa Micro-Checker v.2.2.3. (Oosterhout et al., 2004).

Para determinar las condiciones de equilibrio genético de las poblaciones, se realizaron
pruebas de la desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg por locus y entre todos los loci,
utilizando 100,000 pasos de cadenas de Markov en el programa Arlequin v.3.115.1.2 (Excoffier
y Lischer, 2010) y GenePop v.4.5.1 (Raymond y Rousset, 1995) con 1,000 iteraciones,

respectivamente.

IV.6. Parametros de variabilidad genética

Se determiné el polimorfismo o PIC (Indice de Contenido Polimérfico) con Cervus 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007). La heterocigosidad observada (H,), heterocigosidad esperada (H.),
numero de alelos (A), alelos por locus (A/L) fueron evaluados con GenAlEx 6.5 (Peakall y

Smouse, 2012), y el namero de alelos nulos (An) se obtuvo con Micro-Checker v.2.2.3.
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(Oosterhout et al., 2004). Ademas, las frecuencias alélicas-genotipicas se obtuvieron para todos
los loci en cada una de la poblacion silvestres y refugios del pez cachorrito del Sonoyta, usando
el programa computacional GenePop v.4.5.1 (Raymond y Rousset, 1995). Para la probabilidad
de identidad (PI) se determin6 el estimador por locus utilizando el software Cervus 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007) y GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012) por poblacion. Este
estimador evalta la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar en una poblacion
presenten lo mismo genotipos en un locus, usando la expresion matematica de la figura 6.
Ademas, para la heterocigosis observada (H,) y la heterocigosis esperada (H.) se utilizd una
prueba ¢ de student para determinar P entre ambos estimadores y se utilizd la correccion de
Bonferroni para reducir el error tipo I (rechazar una hipétesis nula verdadera) utilizando Minitab

v.18.1.

Pl= EI JE'-"E.‘ + ZJ E._i:'ﬂ {E.qu pj}ﬂ

Figura 6. Expresion matematica de la Probabilidad de identidad. Donde pi y pj son las respectivas
frecuencias de los i-€simos y j ésimos alelos encontrados en la poblacion.

IV.7. Diferenciacion genética e indice de endogamia

Se obtuvo el indice de diferenciacion genética (Ry) utilizando la frecuencia de los tamafios de
los fragmentos de cada alelo para cada locus en todas las poblaciones silvestre y refugios con
GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). El indice de endogamia (F7s) se calcul6 utilizando la H,
y H. para todos los loci de cada una de las poblacion silvestre y refugios con GenePop v.4.5.1
(Raymond y Rousset, 1995). Para ambos indices (R y Fis) se evaluo la desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg (Cockerham, 1973; Weir y Cockerham, 1984) y se realizaron pruebas de
significancia a través de un analisis de AMOVA con el programa informatico Arlequin v.3.5.2.2

(Excoffier y Lischer, 2010).
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IV.8. Analisis de cuellos de botella

Para determinar la presencia de posibles cuellos de botella en la poblacion silvestre y en los
refugios se utilizoé el paquete informatico Bottleneck 1.2.0.2 (Piry et al., 1999), usando la
heterocigosidad esperada de cada locus para la prueba de signos y la de Wilcoxon que usa tres
modelos de mutacion: modelo de alelos infinitos (IAM: Infinite Allele Model), modelo de dos
fases (TPM: Two Phase Model) y el modelo de mutacion por pasos (SMM: Stepwise Mutation
Model). Para el modelo TPM se {ij6 en el programa una probabilidad de 95 % y una varianza
de 12. Estos parametros permiten una distribucion geométrica mas uniforme y sensible para los
microsatélites (Piry et al., 1999; Cristescu et al., 2009). Adicionalmente, se utiliz6 otro indicador
de cuello de botella que sefiala que si las distribuciones de las frecuencias alélicas se asemejan
a un modelo de tipo L (cambio de moda), la poblacidn se encuentra en un escenario de equilibrio
de mutacion-deriva. Por el contrario, si la distribucion se desvia de un tipo L, indica un evento
reciente de un cuello de botella. Por lo tanto, para la poblacion silvestre y cada uno de los

refugios se utilizo 1,000 iteraciones en el analisis (Piry et al., 1999).
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V. RESULTADOS

V.1. Amplificacion de microsatélites y lectura de alelos de Cyprinodon eremus

Se amplificaron 30 individuos de la poblacion silvestre y 30 de cada uno de los cuatro refugios,
de las cuales se obtuvieron 1,179 lecturas de alelos entre los diez loci microsatelitales.
Solamente 21 individuos no amplificaron en un locus y se muestran en la tabla 4 con los loci
fallidos. Por otra parte, se obtuvieron tamafios de alelos desde 89 pb hasta 382 pb (alelo de
mayor tamafio) entre los loci analizados (Figura 7). Los alelos de mayor tamafio y mas
frecuentes fueron de 249-289 pb, a diferencia de los alelos de 169-209 que presentaron menor
frecuencia. Sin embargo, se obtuvo un grupo de alelos con menor tamafio mencionado, pero con

una mayor frecuencia (Figura 7).

Tabla 4. Amplificaciones y lecturas microsatélites fallidas en individuos de C. eremus. CES =
Centro Ecologico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos,
CB = COBACH Sonoyta, RS: Rio Sonoyta.

Poblaciones
Locus CES CEDO CB RS
GATA9 0 0 1 0
GATA 10 1 5 0 1
GATA 20 0 1 0 1
GATA 26 0 0 1 0
GATA 39 0 0 2 1
GATA 73 0 1 0 1
GATA 104 0 0 0 0
GATA 130 0 0 0 0
AC4 0 1 2 2
AC24 0 0 0 0
Total, de
individuos 1 8 6 6
fallidos
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Figura 7. Intervalos y frecuencias del tamafio de los alelos observados para los 10 loci
microsatelitales de refugios y poblacion silvestre de C. eremus.

V.2. Evaluacion de homocigotos y alelos nulos

Se detectaron seis loci de microsatélites con exceso de homocigotos y cuatro loci (GATA 26 y
GATA 130 con deficiencia de homocigotos entre todas las poblaciones (Tabla 5). La poblacion
CES presenta mayor homocigosis entre todas las poblaciones con un promedio de 11.9 al
contrario de la poblacion CEDO donde present6 una media de 8.7 homocigotos (Tabla 5). Cabe
mencionar que en CB y RS se observo una deficiencia de homocigotos significativa entre todos
los loci. Por otra parte, el locus con el mayor numero de homocigotos detectado entre todos los
loci fue GATA 130, a pesar de que se encuentra bajo una deficiencia de homocigotos con una
media de 19.5, contrario al GATA 9 que fue el locus con el menor numero de homocigotos
encontrados (Tabla 5). Por ultimo, el programa Microchecker determinoé que los loci GATA 20
(RS) y GATA 104 (CB) tienen presencia de alelos nulos y fueron analizados bajo el algoritmo

Brookfield. Ambos loci mostraron una frecuencia de 0.081 y 0.083 respectivamente (Apéndice

0.
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Tabla 5. Numero de homocigotos observados con Microchecker de 10 loci microsatelitales de
refugios y poblacion silvestre de C. eremus. Homocigotos observados/Homocigotos esperados.
*locus con presencia de alelos nulos. Los valores en negritas son deficiencia o exceso de
homocigotos. CES = Centro Ecologico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios
Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS: Rio Sonoyta.

Refugios y Poblacion silvestre

Locus CES CEDO CB RS Media
GATA 9 9/8.0 6/2.6 5/1.9 7/3.6 6.7/4.0
GATA 10 14/9.2 6/2.9 10/5.8 9/5.32 9.7/5.8
GATA 20 10/6.58 7/3.24 10/5.58 7/3.08* 8.5/4.62
GATA 26 8/7.41 9/9.73 8/9.31 7/9.61 8/9.01
GATA 39 9/8.01 6/4.61 7/3.66 8/5.56 7.5/5.46
GATA 73 9/7.03 8/5.29 8/4.73 9/4.63 8.5/5.42
GATA 104 13/13.61 8/7.29 10/6.43* 10/5.46 10.25/8.19
GATA130 24/24.44 19/20.44 22/22.86 13/16.53 19.5/21.03
AC4 14/13.66 7/5.13 8/3.37 6/5.39 8.75/6.87
AC24 9/12.81 11/13.44 14/11.58 15/14.06 12.25/12.97
Media 11.9/11.07 8.7/7.47 10.2/7.52 9.1/7.33

V.3. Parametros de variabilidad genética de Cyprinodon eremus
V.3.1. indice de contenido polimérfico (PIC)

Se encontro6 que todos los loci fueron polimérficos. El intervalo obtenido fue desde 4 a 29 alelos
entre todas las poblaciones y los loci. Nueve loci presentaron deficiencia de heterocigotos,
excepto GATA 130 (exceso de heterocigotos). De acuerdo con la clasificacion de Botstein et al.
(1980), tan solo ocho microsatélites presentan valores altamente polimoérficos (> 0.7), mientras
que los loci GATA 130 y AC24 son polimorficos (> 0.2) en el PIC (Tabla 6). Por otra parte,
GATA 9 fue el microsatélite méas polimorfico en el contexto del nimero de alelos observados
para dicho locus. No obstante, su PIC es menor en comparacion al GATA 20 que fue de 0.932,
siendo este el locus con mayor valor de PIC (Tabla 6). Cabe mencionar que AC24 fue el locus
con menor numero de alelos observados, no obstante, su PIC fue superior al de GATA 130, a

pesar de que este locus tiene mas alelos observados (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros de diversidad genética e indice de contenido polimorfico (PIC) por locus
en refugios y poblacion silvestre de C. eremus. At = total de alelos observados, N = niumero de
individuos analizados, H, = heterocigosidad observada por locus, H. = heterocigosidad esperada
por locus, PIC = indice de contenido polimorfico.

Locus At N H, H. PIC
GATA9 29 119 0.773 0.937 0.929
GATA 10 19 113 0.655 0.852 0.836
GATA 20 28 118 0.72 0.94 0.932
GATA 26 23 119 0.731 0.739 0.721
GATA 39 22 117 0.744 0.918 0.908
GATA 73 25 118 0.712 0.909 0.898
GATA 104 10 120 0.658 0.823 0.797
GATA 130 6 120 0.35 0.309 0.291
AC4 13 115 0.687 0.86 0.841
AC24 4 120 0.592 0.64 0.58

V.3.2. Alelos por locus, heterocigosidad observada y esperada, frecuencias alélicas y

frecuencias genotipicas

Se encontro que el refugio CB es el mas diverso en el nimero de alelos observados con un valor
de 10.2 alelos por locus (A / L) y mientras que el CES es la menos diversa con 5.8 A/L entre
todas las poblaciones analizadas (Tabla 7). Se observo una heterocigosidad observada (H,)
desde 0.602 a 0.703, unicamente las poblaciones CB y RS presentaron deficiencia en la H,
significativo, después de las correcciones Bonferroni estas poblaciones ya no presentaron
significancia. (Tabla 7). Por otra parte, el refugio CEDO obtuvo la mayor H, y mientras que el
CES fue con la menor (Tabla 7). Cabe mencionar que la poblacion del RS (poblacion silvestre)
cuenta con 9.9 alelos por locus con una H, de 0.691 superando a CB. Por tultimo, fueron dos

alelos nulos para el refugio CB y uno para RS (Tabla 7).

El andlisis de frecuencias alélicas mostrd que solo siete loci microsatelitales presentaron
17 alelos comunes entre todas las poblaciones. Los alelos comunes y mas frecuentes son: Para
el locus GATA 9 fue el alelo 266 pb y 304 pb, los cuales fueron mas frecuentes en CEDO y
CES, respectivamente (Figura 8). En GATA 10 (Figura 8) los alelos 274 pb (CEDO), 286 pb y
290 pb (CES); GATA 26 (Figura 9) el alelo 260 pb (CEDO); para GATA 104 fueron los alelos
358 pb (RS) y 370 pb (CES). En GATA 130 (Figura 10) se observo que fueron los alelos 122
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pb (CEDO) y 130 pb (CES); en AC4 (Figura 11) fueron los alelos 128 pb y 158 pb (CES), 160
pb (CEDO), y 162 pb (CB). Por ultimo, en el locus AC24 (Figura 11) fueron los alelos 125 pb
(CES y CEDO), 130 pb (CES) y 150 pb (RS). Por otra parte, los loci GATA 20, GATA 39
(Figura 9) y GATA 73 (Figura 10), a pesar de que no mostraron alelos comunes entre todas las
poblaciones, si mostraron al menos uno o mas alelos comunes entre los refugios (CES, CEDO

y CB) y refugios (al menos uno o dos) con la poblacion silvestre del Rio Sonoyta.

En el estudio de las frecuencias genotipicas se detecté un promedio de 40.9 genotipos
por locus de los diez loci microsatélites analizados (Apéndice II). Se observé desde seis hasta
70 genotipos entre los diez loci analizados y entre las poblaciones. El locus GATA 20 result6
con el mayor niimero de genotipos observados (Apéndice II) y GATA 130 fue el menos diverso.
El refugio en CEDO tiene una media de 20.5 genotipos heterocigotos por locus, ocupando el
segundo lugar la poblacion silvestre (RS: 20.3) por lo que fueron las poblaciones con mayor
variabilidad genotipica (Figura 12). A pesar de que se encontrd una gran diversidad genotipica
entre todas las poblaciones, solamente tres loci (GATA 104, GATA 130 y AC4) presentan
genotipos comunes o compartidos al menos con una a tres poblaciones, sobrepasando mas del
50% de los genotipos observados para dicho locus (Figura 13), mientras que el resto de los loci,
presentaron bajos porcentajes desde 10 hasta 37.1 % (Figura 13). Por otra parte, el porcentaje
de genotipos unicos fue 11.1 - 90 % de los genotipos observados, destacando a GATA 20,
GATA 26, GATA 39 y GATA 73, como los loci con el mayor contenido de genotipos unicos
dentro de las poblaciones (Figura 13).

Tabla 7. Parametros de variabilidad genética poblacional en Cyprinodon eremus de cuatro
poblaciones de Sonora. A = numero de alelos observados, A/L = alelos por locus, An = alelos
nulos, H, = heterocigosidad observada, H. = heterocigosidad esperada, P = probabilidad de
significancia entre diferencia de medias de H, y H.. Pc = valor de significancia con correcciones
Bonferroni (0.05/4 = 0.0125).

Poblaciones A A/L An H, H. P Pc
CES 58 5.8 0 0.602 0.630 0.721 0.1802
CEDO 100 10 0 0.703 0.747 0.551 0.1377
CB 102 10.2 2 0.655 0.745 0.281 0.0702
RS 99 9.9 1 0.691 0.752 0.296 0.074

33



0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Frecuencia

0.600

0.500

0.400

0.300

Frecuencia

0.200

0.100

0.000

Locus

GATA 10
Locus

OCES
BCEDO
OoCB
BRs

OCES
BCEDO
oCB
®Rs

Figura 8. Frecuencias alélicas para los microsatélites GATA 9 y GATA 10. CES = Centro de
Ecolégico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB =

COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.
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Figura 9. Frecuencias alélicas para los microsatélites GATA 20, GATA 26 y GATA 39. CES
= Centro de Ecologico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y
Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.
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Figura 10. Frecuencias alélicas para los microsatélites GATA 73, GATA 104 y GATA 130.
CES = Centro de Ecoldgico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos
y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.
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Figura 11. Frecuencias alélicas para los microsatélites AC 4 y AC 24. CES = Centro de Ecoldgico
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Figura 12. Promedio de genotipos por poblaciones. CES = Centro de Ecologico de Sonora,
CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta,
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V.3.3. Probabilidad de identidad

Se detect6 una probabilidad de identidad (PI) de 0.008 a 0.496 entre los loci, donde se observé
que el GATA 130 tiene la mayor de probabilidad de encontrar dos individuos al azar con el
mismo genotipo en todas las poblaciones analizadas. Ademas, dicho locus destaca valores de PI
de 0.342- 0.672 entre las poblaciones y entre el resto de los loci del presente estudio (Apéndice
IIT). Los loci GATA 9 y GATA 20, obtuvieron los mismos valores probabilisticos que resultaron
iguales entre los refugios y la poblacion silvestre. Cabe mencionar que la poblacion del CES
obtuvo ocho loci con el PI més alto entre todas las poblaciones, excepto en los loci GATA 26 y
AC24. Por otra parte, los refugios CEDO, CB y la poblacion silvestre (RS) obtuvieron valores

de PI muy similares en todos los loci (Apéndice III).

V.4. Equilibrio genético

Para las desviaciones del equilibrio de Hardy - Weinberg (HW), se detectdé que multiples loci
presentaron valores significativos (Tabla 8). Diez de las 40 pruebas indican significancia al nivel
de P<0.05. Esto es bastante mas que la expectacion (0.05*40 = 2) basado en una tasa de error
Tipo I de 0.05. De la manera similar, se esperara menos que una deficiencia entre las 10 pruebas
por cada una de las poblaciones /individuos (0.05%10 = 0.5). Al contrario, las deficiencias
ocurrieron en todas las poblaciones, tales como: CES, 1; CB, 2, CEDO, 3; y RS, 4. Se concluye
que los datos incluyen deficiencias significativas, como indicado por el calculo usando todas las

loci por cada poblacion (Tabla 8).

39



Tabla 8. Valores de significancia de la prueba de chi-cuadrada de equilibrio genético de Hardy-
Weinberg por locus y entre loci. Los valores en negritas son significativos e indican un locus o
poblacién fuera del equilibrio P < 0.05. P HW = valores de significancia de las desviaciones de
HW entre los loci por poblacion. CES = Centro de Ecoldgico de Sonora, CEDO = Centro
Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.

Locus CES CEDO CB RS
GATA 9 0.334 0.005 0.040 0.059
GATA 10 0.102 0.121 0.075 0.052
GATA 20 0.374 0.396 0.085 0.015
GATA 26 0.001 0.003 0.458 0.094
GATA 39 0.291 0.095 0.091 0.007
GATA 73 0.455 0.001 0.096 0.219
GATA 104 0.201 0.159 0.112 0.042
GATA 130 1.000 1.000 1.000 0.705
AC4 0.010 0.147 0.008 0.014
AC24 0.305 0.827 0.596 0.858
PHW 0.023 0.001 0.003 0.0000

V.5. Diferenciacion genética (Ry) e indice de endogamia (Fis)

El andlisis de la diferenciacion genética a través del indice Ry entre todas las poblaciones revela
valores de poca a moderada diferenciacion (0.016 a 0.130). El Ry entre el CES con el resto de
las poblaciones resultaron valores moderados, mientras que el resto de las comparaciones son
valores de poca diferenciacion (Tabla 9). Por otra parte, se detectaron valores significativos en
el Ry (Tabla 9, P < 0.05) entre todas las poblaciones, excepto entre el refugio artificial CEDO y

la poblaciodn silvestre (RS) con una diferenciacion genética moderada (P = 0.061).

El coeficiente de endogamia (Fjs) indica que todas las poblaciones presentan un exceso
de homocigotos (Fis> 0). Se observaron valores de 0.19 a 0.31, teniendo la poblacién silvestre
(RS) el mayor grado de endogamia, mientras que el refugio del CEDO registré el menor grado
registrado (Tabla 9). Por otra parte, las poblaciones de los refugios de CES y CB presentaron

valores de endogamia muy similares.
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Tabla 9. indices de fijacion: coeficiente de endogamia (Fis) y diferenciacion genética (Ry) de
refugios y poblacion silvestre de C. eremus. Los valores debajo de la diagonal son valores de
diferenciacion Ry Los valores encima de la diagonal son valores de significancia (significativos
en negritas P < (0.05). CES = Centro de Ecologico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de
Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.

Matriz de diferenciacion genética Coeficiente de endogamia
Poblacion CES CEDO CB RS Fis
CES 0.001 0.001 0.001 0.2643
CEDO 0.115 0.004 0.061 0.1933
CB 0.097 0.036 0.002 0.282
Rs 0.130 0.016 0.046 0.3084

Valores de significancia para Ry: 0-0.05 poca, 0.05-0.15 moderada, 0.15 —0.25 grande, >0.25 muy grande.

Para los indices de fijacion Ry y Fis descritos en el presente estudio, se observaron valores
globales de 0.07 y 0.263, respectivamente. Ambos indices mostraron valores muy significativos
en el analisis de AMOVA (Tabla 10, P < 0.001). Para el Ry se demostrd que el origen de la
variacion esta explicada dentro de las poblaciones con un 92%, y para el coeficiente de

endogamia Fis, su origen se explica dentro de los individuos con un 68 % (Tabla 10).

V.6. Analisis de cuellos de botella

El programa BOTTLENECK detect6 sefales de cuellos de botella solamente en la poblacion de
CES, y para este en dos pruebas (Tablas 11 y 12): la prueba de signo (P = 0.03) y la prueba
Wilcoxon con el modelo de alelos infinitos (IAM; P = 0.01). Estos significan un exceso de
heterocigotos basado en expectaciones teoréticamente desde el numero de alelos lo que pasa
con cuellos de botella. El andlisis grafico de las frecuencias alélicas (Figura 14), demostrd que,
para cada poblacion, sus alelos conforman con una estructura de forma de L, lo cual sugiera que

ningun refugio artificial ni la poblacion silvestre han tenido un evento de cuello de botella.
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Tabla 10. Analisis de varianza molecular (AMOVA). % = porcentaje de variacion. SM = suma
de cuadrados. Ry = indice de diferenciacion genética. Fi; = coeficiente de endogamia. A =
AMOVA para Ry, B= AMOVA para Fjs. P = valores de significancia.

A B
Origen de la variacion S.M. % Origen de la variacion S.M. %

Entre el grupo de los Entre refugios y

refugios y la poblacion ~ 20182.1 0 poblacién natural 20182.119 0
natural
Entre poblaciones sin Entre poblaciones
p 50056.61 8 (refugios y poblaciéon  50056.613 8
grupos
natural)
Dentro de la Entre los individuos
entro te fas 931984.7 92 dentro de las 580766.2 24
poblaciones .
poblaciones
Dentro de los 351218.5 68
individuos
Indices de fijacion Valores P
globales
Ry 0.07 0.001
Fis 0.263 0.001

Tabla 11. Valores de significancia de la prueba de signo del andlisis de cuello de botella de
refugios y poblacion silvestre de C. eremus. IAM = Modelo de alelos infinitos, TPM = Modelo
de dos fases, SMM = Modelo de mutacion por pasos, CES = Centro de Ecoldgico de Sonora,
CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta.
RS = Rio Sonoyta, Valores en negrita son sefiales de presencia de cuello de botella.

Prueba de signo

Poblacion IAM TPM SMM
CES 0.031 0.167 0.060
CEDO 0.371 0.172 0.182
CB 0.145 0.623 0.180
RS 0.379 0.187 0.068
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Tabla 12. Valores de significancia de la prueba de Wilcoxon del anélisis de cuello de botella de
refugios y poblacion silvestre de C. eremus. IAM = Modelo de alelos infinitos, TPM = Modelo
de dos fases, SMM = Modelo de mutacion por pasos, A = deficiencia de heterocigotos, B =
exceso de heterocigotos, C = deficiencia o exceso de heterocigotos, CES = Centro de Ecolégico
de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH
Sonoyta, RS = Rio Sonoyta. Valores en negrita significativos (P < 0.05).

Prueba de Wilcoxon

IAM TPM SMM

Poblacion A B C A B C A B C

CES 0.99 0.012 0.024 0.137 0883 0.275 0.08 0.934 0.16
CEDO 0.88 0.137 0275 0.161 0862 0.322 0.116 0903  0.232
CB 0.934  0.08 0.16 0.278 0.753 0.556 0.187  0.838  0.375
RS 0903 0.116 0.232 0.096 0919 0.193 0.052 0958 0.105
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Figura 14. Analisis de cuello de botella - cambio de moda. PA = proporcion de alelos, CES =
Centro de Ecologico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y
Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio Sonoyta.
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VI. DISCUSION

VL1. Parametros de variabilidad genética de Cyprinodon eremus: indice de contenido

polimérfico (PIC) y parametros poblacionales

Los loci analizados en el presente estudio y el indice de contenido polimérfico (PIC) para cada
locus mostraron un numero de alelos superior a los reportados por Burg et al. (2002). La
diferencia aparentemente se debe primero a que los microsatélites fueron disefiados a partir del
genoma de Cyprinodon diabolis, cuya especie tiene una poblacion pequeiia y una deriva
genética fuertemente, por lo cual no es genéticamente cercana a la especie del presente estudio.
A pesar de esto, la comparacion del PIC se basé principalmente en el nimero de alelos
reportados por locus del presente trabajo contra la especie genéticamente mas cercana que es C.
macularius de acuerdo a Echelle et al. (2000). A pesar de que difieren en el nimero de alelos
en cada locus y en sus tamafios, estos se encuentran dentro o fuera del tamafio de alelos
observados. Por ejemplo, para GATA 9 se encontr6 un total de veintinueve alelos entre todas
las poblaciones. Sin embargo, todos los tamafios de los alelos observados para dicho locus estan
dentro del intervalo de 246 a 360, y son muy similares a los reportados para C. macularius
mencionados por Burg et al. (2000), esto posiblemente se deba a la inespecificidad del
microsatélite. Ademads, las regiones que flanquean a los microsatélites son fuertemente
conservadas, incluso en especies filogenéticamente distantes, de modo que se puede considerar

que el polimorfismo es informativo (Vieira et al., 2016).

El indice de contenido polimorfico de todos los loci los clasifica como muy informativos
de acuerdo con Botstein et al. (1980). No obstante, no existen trabajos previos que evaluen el
PIC de otras especies de Cyprinodon. A pesar de la inexistencia de este analisis, el indice es
directamente proporcional a la heterocigosidad observada (Aranguren-Méndez et al., 2005). En
otros estudios (Strecker, 2006; Martin, 2010; Finger et al., 2013) se han reportado valores de
heterocigosidad observada similares a los del presente estudio, al igual en el nimero de alelos
reportados (Tabla 13). Dicha comparacion de los valores de heterocigosidad observada y alelos

se baso en loci que han sido evaluados para otras especies.
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Para el locus GATA 9, la heterocigosidad baja observada en el presente estudio contrasta
con lo reportados para C. nevadensis pectoralis (Martin, 2010), donde se describido que las
poblaciones con tamafios menores a 100 individuos pueden presentar altos niveles de
variabilidad genética a pesar de que se encuentran en aislamiento. Para GATA 20, los valores
si son comparables con los reportados para C. beltrani (Strecker, 2006), pero el nimero de alelos
reportados es superior al del presente estudio. Esto se puede deber a que C. beltrani se encuentra
habitando en la Laguna Chichankanab que cuenta con un 4rea de 30 km? de superficie, area
superior a la de los refugios de C. eremus y la poblacion silvestre del pez cachorrito del Sonoyta
en Sonora. Strecker (2006) describe que en la Laguna Chichankanab existen posibles barreras
reproductivas, lo que ocasiona la presencia de estructura genética promovida por el aislamiento,
ademas postula como hipoétesis a un pequefio numero de fundadores para el sistema ambiental
y la posible hibridacion con otras especies de Cyprinodon. Los loci GATA 26, GATA 39 y
GATA 73 presentan un mayor nimero de alelos que C. radiousus reportado por Finger et al.
(2013), sin embargo, la heterocigosidad para cada locus se observé con poca diferencia (GATA
39 y GATA 73), excepto para el locus GATA 26 donde se observo una moderada diferencia
entre ambas especies. Dicha comparacion representa datos muy similares, ya que ambos
estudios son evaluaciones en poblaciones en cautiverio por mas de 10 afos de aislamiento. Por
ultimo, para los loci AC4 yAC24, los valores de H, presentan una diferencia considerable

comparados con los descritos por Martin (2010) y Strecker (2006), respectivamente (Tabla 13).

Tabla 13. Comparacion de la heterocigosidad observada/alelos por locus en el presente estudio
y otros trabajos en otras especies de Cyprinodon. IND = informacion no disponible.

Este  Finger et al. (2013) Martin (2010) Strecker (2006)
estudio C. radiosus C. nevadensis pectoralis C. beltrani!, C. esconditus®

GATA 9 0.773/29 IND 0.79/IND IND
GATA 20 0.72/28 IND IND 0.778/43!
GATA 26 0.731/23 0.354/11 0.69/IND IND
GATA 39 0.744/22 0.705/13 IND IND
GATA 73 0.712/25 0.749/12 IND IND

AC4  0.687/13 IND IND 0.889/182

AC24  0.592/4 IND 0.73/IND IND
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Para los parametros de variabilidad genética poblacional de los refugios y de la poblacion
silvestre de Cyprinodon eremus, solo los refugios del CEDO y CB, presentan un déficit en la
heterocigosidad observada (H,) y la media de alelos por locus (A/L) mas similares a la poblacion
del Rio Sonoyta en la actualidad. Ambos refugios fueron creados por translocaciéon de
especimenes del Rio Sonoyta en los anos 2007 y 2008 respectivamente (Minckley et al., 2012),
a diferencia del refugio del CES que tiene aproximadamente 32 afios de fundado, el cual difiere
considerablemente solo en la media de alelos por locus contra el resto de las poblaciones (Tabla
14), patron que ya ha sido observado en refugios de Estados Unidos (Arizona) y en una
evaluacion previa a las poblaciones silvestres de Quitobaquito y el Rio Sonoyta con muestras

de 1998 (Koike et al., 2008).

Los indicadores de variabilidad genética para el refugio del CES son muy similares a los
del refugio del Sonora Desert Museum (SDM) en Arizona, pero, ambos refugios pertenecen a
linajes de poblaciones silvestres diferentes (Tabla 14). Koike et al. (2008), reportan que el
refugio de Finley Tank (FT) el cual proviene del Rio Sonoyta, presenta un nimero de alelos por
locus 11.3 y déficit en la H,, superando asi los parametros reportados para los refugios y la
poblacion silvestre actual del presente trabajo. Sin embargo, esto se debe principalmente a que
el tiempo transcurrido desde que se translocaron los refugios del CEDO, CB y CES ha sido
desde 10 a 32 afios aproximadamente, a diferencia del refugio FT, que fue evaluado con solo
tres afios desde su establecimiento y con un numero menor de loci empleados en el analisis
(Tabla 14). Por otra parte, los indicadores de variabilidad genética en el CEDO y CB se
observaron muy similares en su H, comparado con el refugio del Tohono Chul Park (TCP), pero
dicho refugio presenta la mitad de los alelos por locus registrados (CEDO y CB), esto
aparentemente es debido por que provienen de otro refugio artificial (SDM), a diferencia de los
refugios del CEDO y CB, que provienen de un linaje silvestre en un solo evento de translocacion
(Tabla 14). En contraste, el refugio de Scottsdale Community College (SCC) en Arizona, a pesar
de que se origin6 de otro refugio y tener 5 afos transcurridos desde su establecimiento, presenta
indicadores de variabilidad genética superiores a los refugios del presente estudio (Tabla 14).
Otro caso es el refugio Arizona State University (ASU2) que fue analizado después de 16 aios

de fundado y mostr6 indicadores de variabilidad genética superiores al presente estudio. (Tabla
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14). Los indicadores de variabilidad genética de los refugios SCC y ASU2 fueron superiores a
los refugios del presente estudio, esto es debido a que las poblaciones silvestres que fueron
utilizadas como fundadoras de Quitobaquito y Rio Sonoyta, tienen estructura genética diferente
y las condiciones de habitat son mas complejas, debido que el Rio Sonoyta estd sometido a
cambios constantes en los niveles de agua, a diferencia de Quitobaquito que se reconoce por
mantener mayor estabilidad en la disposicion del agua y un mejor grado de conservacion del

habitat (Loftis et al., 2008).

Tabla 14. Comparacion de los pardmetros de variabilidad genética de Cyprinodon eremus de
refugios y la poblacion silvestre. A/L = alelos por locus, H, = heterocigosidad observada, H. =
heterocigosidad esperada, Afios = transcurridos desde la translocacion a los refugios, RS = Rio
Sonoyta. Quitobaquito, CES = Centro de Ecoldgico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de
Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, SDM = Sonora Desert Museum,
TCP = Tohono Chul Park, ASU2 = Arizona State University, SCC = Scottsdale Community
College, FT = Finley Tank, NA = no aplica, a = muestras de 1998. b = muestras del 2005.

Estudios Origen  No. Loci Poblaciones A/L  H, H. Afos
Presente estudio  Rio Sonoyta 10 CES 5.8 0.60 0.63 ~32
CEDO 10 0.70 0.75 11
CB 102 0.66 0.75 10
NA RS 99 0.69 0.75 NA
Koike et al. (2008) Quitobaquito 4 SDMP 6.5 0.67 0.72 28
SDM TCP® 55 075 0.75 18
Quitobaquito ASU2P 132 0.86 0.86 16
ASU2 sccP 123 0.87 0.87 5
Rio Sonoyta FT® 1.3 0.79 0.87 3
NA RS? 16.8 093 0.94 NA
NA Quitobaquito® 153 090 0.93 NA
Loftis et al. (2008) NA 7 RS? 119 0.85 0.842 NA
NA Quitobaquito® 14.3 0.83 0.84 NA

La variabilidad genética actual de los refugios de Sonora del pez cachorrito del Sonoyta,
a pesar de provenir de la poblacion silvestre actual del Rio Sonoyta, tienen mayor similitud con
los parametros descritos con los refugios que fueron fundados de la poblacion silvestre
Quitobaquito (Tabla 14). Esta similitud se ve reflejada principalmente en el grado de aislamiento

y estado de conservacion de los refugios de México, los cuales simulan condiciones mas estables
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en cuerpos de agua que en sistemas tributarios mas dinamicos, como el Rio Sonoyta, que es un
sistema que presenta cambios fluctuantes en la disponibilidad de agua de forma de torrentes o

cuerpos de agua cada afio (Loftis et al., 2008, Minckley et al., 2012; Finger et al., 2013).

La creacion de poblaciones en cautiverio y el aislamiento que se produce como
consecuencia de su establecimiento, puede inducir la fijacion de alelos, la presencia de alelos
locales en una escala de tiempo corto y a largo plazo (Hedrick y Garcia-Dorado, 2016). Los
refugios evaluados en el presente estudio tienen evidencia de aislamiento, reflejo de la presencia
de alelos tinicos y genotipos Unicos. Por ejemplo, en el andlisis de las frecuencias alélicas del
locus GATA 10 se detectaron diecinueve alelos, de los cuales solo tres alelos tienen presencia
en todas las poblaciones evaluadas, pero estos tres alelos son mas frecuentes en los refugios del
CES y CEDO. Otro caso similar fue el locus GATA 104, mostrando tinicamente dos alelos con
mayor frecuencia en la poblacion del RS y el refugio del CES, a pesar de haberse registrado diez
alelos en el presente estudio. Cabe mencionar, que los loci descritos anteriormente observaron
multiples alelos compartidos entre los refugios o al menos dos refugios contra la poblacién
silvestre (RS), lo que indica que persiste la huella genética, es decir alelos originales de la

poblacion silvestre (Whiteley et al., 2015).

Otro aspecto importante a mencionar en el analisis de las frecuencias de los alelos es su
presencia multiple en los loci de este estudio, ya que parecen estar mas asociados los refugios
del CB y CEDO con respecto a la poblacion silvestre del Rio Sonoyta, lo cual esta fuertemente
sustentado por el 70% de los loci analizados. Ademas, existid6 mayor frecuencia de genotipos
unicos y distribuidos en cada una de las poblaciones mencionadas, rasgo indicativo de que las
poblaciones se encuentran bajo procesos de divergencia como lo mencionan Russello y Jensen

(2018).

Para la poblacion del RS, los indicadores de variabilidad genética presentan una drastica
reduccion con respecto a los datos reportados por Loftis et al. (2008) para C. macularius y C.
eremus. Esta reduccion aparente puede deberse a que en ambos anélisis difieren en el nimero
de loci, ya que al utilizar un mayor numero de loci de microsatélites, se puede llegar a
representar la mayor proporcion de la diversidad genética actual para cualquier poblacion a

analizar (Guichoux et al., 2011). Otra causa posible es la escala de tiempo en la que han sido
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evaluado las poblaciones, los parametros de variabilidad genética descritos en el presente trabajo
son de muestras provenientes del afio 2018, 20 afios de diferencia con respecto a los datos
reportados por Loftis et al. (2008) donde sus muestras fueron tomadas en 1998 (Echelle et al.,
2000). Esta disminucion de la variabilidad genética es inducida posiblemente por el aislamiento,
la reduccion de la poblacién promovida por eventos de desecacion extrema e inundacion y la

rapida repoblacion en el Rio Sonoyta (Black et al., 2017).

Por tultimo, el analisis de probabilidad de identidad (PI), identific6 que dos loci (GATA
9y GATA 20), no cuenta con valores probabilisticos para la identificacion o discriminacion del
pez cachorrito del Sonoyta (Global), debido a que ambos loci presentan un gran niimero de
genotipos de baja frecuencia. Esto concuerda con lo reportado por Waits et al. (2001) que
indican que un gran nimero de genotipos impide la deteccion por medio de este indice. Ademas,
para los loci mencionados, sus valores de probabilidad son bajos (< 0.01), lo que impide
identificar individuos con el mismo genotipo, por lo tanto, la combinaciéon de al menos ocho
loci microsatelitales son necesarios, de acuerdo a Waits et al. (2001) para la identificacion de
individuos con genotipos iguales. Sin embargo, a nivel intrapoblacional todos los valores de PI
para cada una de las poblaciones tienen valores suficientes para diferenciarlos, esto debido a la

alta frecuencia de genotipos tinicos.

VI. 2. Equilibrio genético

Para las poblaciones evaluadas en el presente estudio, todos los refugios y la poblacion silvestre
se encontraron fuera del equilibrio genético de Hardy — Weinberg, en el analisis entre loci,
evidenciado por la evaluacion de los 10 loci microsatélites. Esto se debe al déficit de
heterocigotos, tal y como Guo y Thompson (1992) postulan como posibles causas de
desequilibrio. De la misma forma, el andlisis de H - W por locus, encontré que a nivel
intrapoblacional multiples loci estuvieron fuera del equilibrio. La poblacion de refugio del CES
fue la Uinica que mostr6é un locus fuera del equilibrio de H — W (GATA 26), mientras que el
resto de las poblaciones mostraron de 2 a 4 loci fuera del equilibrio. Koike et al. (2008)
evaluaron un refugio (SDM = 28 afios) con un grado de aislamiento similar a CES con 4 loci

utilizados en nuestro estudio (GATA 9, GATA 26, GATA 39 y GATA 73) y solo el GATA 26
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del presente estudio esta fuera H - W, mientras que para el refugio SDM este mismo locus estd
en equilibrio, esto puede atribuirse a la diferencia de alelos encontrados entre ambos estudios.
Ademas, para las poblaciones del CEDO (3 loci), CB (1 locus) y RS (1 locus) en comparacion
con los loci analizados por Koike ef al. (2008) (GATA 9, GATA 26, GATA 39 y GATA 73),
se encontraron fuera del equilibrio y también difieren en el nimero de alelos encontrados. Por
otra parte, la presencia de alelos nulos también podria indicar una desviacion al equilibrio
genético de H — W debido a que podria existir falsos homocigotos provocando una sefial de
desequilibrio (Chapuis y Estoup, 2007), sin embargo, para el presente estudio solo los loci
GATA 20 (CB) y GATA 104 (RS) se encontraron presencia de alelos nulos con baja
significancia (P< 0.05), por lo que en el resto de los loci no hay presencia de alelos nulos de

acuerdo a lo indicado por Guo y Thompson (1992).

VL. 3. Diferenciacion genética (Ry) e indice de endogamia (Fis)

Los indicadores de variabilidad genética en todas las poblaciones evaluadas del presente estudio
resultaron altos y ademads existe diferenciacion genética en el analisis global para todos los
refugios y la poblacion silvestre, excepto entre CEDO y RS. Esta diferenciaciéon genética se
debid principalmente a la elevada cantidad y a la alta frecuencia de alelos unicos o privados
(Apéndice IV) y ademas, a la ausencia de flujo genético (aislamiento) entre los refugios y la
poblacién silvestre, lo que indica sefiales de divergencia (Cochran-Biederman et al., 2015;
Black etal, 2017). Las translocaciones que se realizaron del Rio Sonoyta para el
establecimiento de los refugios, es otro factor que causa la diferenciacion genética entre
poblacion silvestre vs poblacion(es) en cautiverio o poblacidon(es) en cautiverio vs poblacion en
cautiverio, es el efecto fundador, debido a que presumiblemente fueron establecidos con una
gran variabilidad genética, como lo indican al respecto Loftis et al. (2008) quienes observaron
que la poblacion del Rio Sonoyta poseia 11.9 alelos por locus y ha habido perdida de alelos
hasta el presente (visto en RS), por lo que hay poca diferencia entre CB vs RS o CB vs CEDO.
Esto se ha visto para C. macularius en el refugio Dexter National Fish Hatchery and Technology
Center (DNFH) que ha mantenido un gran numero de individuos de la especie (~ 500) y ha
habido una pérdida de variabilidad genética y una moderada diferenciacion genética con

respecto a los del Delta del Rio Colorado (Koike et al., 2008).
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La poblacion del CES fuera la mas divergente entre las poblaciones en cautiverio y la
poblacion silvestre, debido probablemente al tiempo desde su establecimiento (32 afios) y esto
se refleja principalmente por los escasos 58 alelos encontrados, nimero muy inferior comparado
con los encontrados en el resto de los refugios. Estos resultados son similares a los reportados
por Koike et al. (2008), donde debido al tiempo transcurrido en los refugios desde su
establecimiento en Estados Unidos, observaron una reduccion en la media de alelos por locus.
Por otra parte, no se encontraron sefiales de divergencia entre CEDO y RS (R = 0.016 P =
0.061), debido que ambas poblaciones tienen mas alelos en comun y el tiempo transcurrido
desde su fundacion no ha impactado el acervo genético, por lo tanto, se infiere que la
variabilidad genética de las dos poblaciones es similar. Esto lo ha observado Koike et al. (2008)
para C. macularius en el refugio Dexter National Fish Hatchery and Technology Center (DNFH),
donde analizaron muestras de 1998 y 2005 del mismo refugio y cuya diferenciacion genética

era pequefio, aunque fue al borde de significancia estadistica (Fs = 0.009, P = 0.054).

El indice de Ry global (0.07) para del pez cachorrito del Rio Sonoyta del presente estudio
(Tabla 15) es ligeramente menor que el reportado (0.10) por Loftis et al. (2008) y Koike et al.
(2008). Es decir, que el analisis AMOVA explican, en el presente estudio que el 92% de la
variacion es dentro de las poblaciones, 2% superior al descrito por Loftis et al. (2008). Sin
embargo, el andlisis de AMOVA de ambos estudios, difieren en los grupos, es decir para el
presente estudio la diferencia fue entre unas poblaciones en cautiverio vs una poblacion silvestre
y para Loftis et al. (2008) la diferencia fue entre dos poblaciones silvestres aislados
(Quitobaquito y Rio Sonoyta). Las poblaciones en cautiverio de México, se comportan como
las poblaciones aislados de Cyprinodon tularosa (Heilveil y Stockwell, (2017) en Malpais
Spring (laguna), donde se observo una moderada diferenciacion genética contra Salt Creek (Rio),
con un mayor grado de aislamiento que para el presente trabajo. En estudios recientes, Black et
al. (2017) reportaron también diferenciacion genética (Fy; = 0.062) para Cyprinodon bovinus
por medio de un indice analogo a Ry reportado por Balloux y Lugon-Moulin (2002) entre la
poblacion silvestre y la poblacion en cautiverio. Ademas, hay indicios de diferencia morfologica
en 15 afos de aislamiento, aproximadamente entre los individuos de ambas poblaciones, este
cambio morfoldgico también ha sido detectado hasta el momento inicamente para la poblacion

del CES de C. eremus (Barragan-Gutiérrez, 2017).
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Tabla 15. Comparacién de indices de fijacion (R y Fis) de refugios y poblaciones silvestre de
Cyprinodon eremus. Rst = diferenciacion genética, Fis = coeficiente de endogamia, *Valores
calculados, T = afios transcurridos desde la translocacion a los refugios del Rio Sonoyta (RS) y
Quitobaquito. CES = Centro de Ecoldgico de Sonora, CEDO = Centro Intercultural de Estudios
de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, SDM = Sonora Desert Museum, TCP =
Tohono Chul Park, ASU2 = Arizona State University, SCC = Scottsdale Community College,
FT = Finley Tank, IND =: informacion no disponible, NA = no aplica.

Estudios Poblaciones Loci  Fis T Rst
Presente estudio CES 10 0.264 ~36
CEDO 10 0.193 11 0.07
CB 10 0.282 10
RS 10 0.308 N.A
Koike et al., 2008 SDM 4 0.166* 28 0.115
TCP 4 0.107* 18 '
ASU2 4  -0.023* 16
SCC 4  -0.035% 5
FT 4 0.059%* 3
RS 4 0.010* NA
Loftis et al., 2008 Quitobaquito 7 IND NA 0.100
RS 7 IND NA

Los indices de endogamia (F7s) de las poblaciones de cautiverio fueron menores que los
detectados para la poblacion del Rio Sonoyta (Tabla 15), resultado ocasionado por el déficit de
la heterocigosidad, con un Fjs global significativo. A pesar de que en el presente estudio se
encontrd una gran diversidad de alelos y genotipos, el analisis de la evaluacion de homocigotos
mostro multiples locus con exceso de homocigotos sin la presencia de alelos nulos en todas las
poblaciones. Es decir, a pesar de que en todas las poblaciones se encontraron mas genotipos
heterocigotos, estos fueron de muy baja frecuencia, a diferencia de los genotipos homocigotos.
Asi, la poblacion del CES para el locus GATA 9, se encontraron 21 genotipos heterocigotos y
9 homocigotos (Apéndice II), ademds el analisis con base en la frecuencia y cantidad de
genotipos homocigotos en una muestra de 30 individuos determin6 solo ocho genotipos
homocigotos esperados por lo que se interpreta como exceso de homocigotos, a pesar de que
hay mas genotipos heterocigotos, pero en baja frecuencia en comparacion de los homocigotos
que son pocos, pero con mayor frecuencia. Por lo tanto, los coeficientes de endogamia para las

poblaciones en cautiverio y silvestre, son consistentes a los reportados por Koike et al. (2008)
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Ademas del aislamiento continuo, otro factor que puede estar induciendo la endogamia
en las poblaciones en cautiverio del pez cachorrito del Sonoyta son las dimensiones de los
refugios y el nimero de fundadores, donde se encontrd una asociacion fuerte descritas en los
refugios evaluados por Koike et al. (2008). Los refugios del CB y CEDO, fueron disefiados con
una superficie de 12m? aproximadamente (Minckley et al., 2012) y el tiempo de aislamiento de
ambas poblaciones difieren solo por un afio. Sin embargo, el Fis entre ambos refugios difieren
considerablemente, esto probablemente es debido que el refugio CB fue fundada posiblemente
con una mayor abundancia de la otra especie de pez nativo (Agosia chrysogaster). Por lo general,
las poblaciones que se encuentran restringidas en el tamafio del habitat y este se comparte con
otras especies, la depredacion puede llegar a eliminar una proporcién considerable de la
poblacién y, ademas, la cruza entre individuos con algiin parentesco consanguineo puede darse

(Epifanio y Waples, 2015).

El refugio del CES tiene una mayor superficie al igual que el CB o CEDO y comparten
habitat con otras especies de peces. La poblacion del Rio Sonoyta present6 el mayor indice de
endogamia y puede deberse a dos factores. Esto puede ser causado por ciclica separacion y
fusion de pequenas poblaciones al largo del Rio Sonoyta. Se ha descrito la formacion de
pequeiias pozas o cuerpos de agua aislado de aproximadamente 4.5 m? de superficie promedio,
aunque algunos se observaron estar conectados por un ligero torrente pluvial (Rodriguez-
Ramirez, 2015). Es posible que las poblaciones reproduzcan separadamente durante la
temporada estiaje cuando las poblaciones tamaias estan suficiente pequefios que deriva genética
resulta en divergencia en frecuencias de alelos. La fusiéon de las poblaciones durante la
temporada lluvia podria producir un exceso de homocigotos, la sefial de endogamia. Este
panorama no describe las condiciones de las poblaciones en cautiverio en cual endogamia parece
mas bajo que en el Rio Sonoyta. En estos, las indicaciones de endogamia potencial es tal vez un
efecto sencillo del tamafio pequefio poblacional, en que las probabilidades de reproduccion entre

relativos cercanos son mas altas.
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V1. 4. Analisis de cuello de botella

La poblacion del Pez cachorrito del Sonoyta en cautiverio del CES tiene menos variabilidad que
lo demas poblaciones examinadas. También, es la tinica con evidencia de un cuello de botella.
Es posible que ha sufrido una reduccion en el tamafio poblacional reciente, posiblemente en los
ultimos cuatro anos, similarmente a lo reportado por Finger et al. (2013) para Cyprinodon
radiosus donde evaluaron un refugio (Marvin’s Marsh) en el 2007 y 2010, registrando un cuello
de botella para el afio 2010. Los autores describen, y mencionan que esta especie diverge rapido,

aproximadamente en tres a cuatro afios (3 a 9 generaciones).

Las poblaciones cautivas del CEDO y CB parecen que no han perdido mucha
variabilidad genética relativa a la de la poblacion parental del Rio Sonoyta (RS), por lo tanto,
podemos inferir que los tamafios poblacionales inicial para el CEDO y CB, fueron adecuados
para evitar un efecto fundador y que posterior a estos tamafios poblacionales han sido lo
suficientemente grandes y no han tenido una fuerte deriva genética. De modo similar, parece
que la poblacion silvestre (RS), a pesar de la ciclica fragmentacion del habitat y la reduccion en
el tamano de los cuerpos de agua (Rodriguez-Ramirez, 2015), no muestra sefiales de un cuello
de botella. Este resulta a pesar que los tamafios poblacionales fluctian afio con afio y se han

reportado censos de 1,051 individuos promedio/afno (Rodriguez-Ramirez, 2015).
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VII. CONCLUSIONES

Los indices de contenido polimorficos muestran que todos los loci son altamente informativos.
Los parametros poblacionales demostraron que, comparadas con la poblacion silvestre, hay una
alta variabilidad genética en los refugios del CEDO y CB. El refugio del CEDO fue el que
presentd mayor heterocigosidad observada, ademas registr6 el menor grado de endogamia y el
mayor lo presentd la poblacion silvestre. El refugio del CES mostr6é evidencia de cuello de

botella reciente.

Los parametros de variabilidad genética evaluados en el presente trabajo indican que la
poblacion de refugio del CEDO es por el momento la mas viable para iniciar un programa de
mejoramiento de la variabilidad genética entre los refugios. El resto de los refugios y la
poblacidn silvestre requieren de un programa de mejoramiento de la variabilidad genética. En
caso de una contingencia ambiental que promueva la extirpacion de la poblacion silvestre del
pez cachorrito del Sonoyta, la poblacion de refugio del CEDO es actualmente la mejor candidata

para su reintroduccion en habitats naturales de su distribucion historica.
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VIII. RECOMENDACIONES

Incrementar el niimero de loci para los estudios futuros destinados a la evaluacion de la

variabilidad genética y manejo de la especie.

Se recomienda un andlisis de estructura genética poblacional por medio de un método
Bayesiano, con la finalidad de confirmar la existencia de estructura entre las poblaciones y

promover un manejo adecuado en caso de la realizacion de translocaciones.

Disefar un plan de manejo demografico y genético para el manejo de los refugios y la

poblacion silvestre en Sonora, México.

Una reevaluacion de la diversidad genética de todos los refugios y poblaciones silvestres

en periodos menores de 10 afos.

Proponer el incrementar en el nimero de refugios a analizar tanto en México como en
los Estados Unidos de América e involucrar a todos los refugios en analisis posteriores para

conocer el estatus y establecer un manejo genético binacional adecuado.
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ANEXO 1. Tabla resumida del analisis de las frecuencias de alelos nulos de microsatélites

entre todas las poblaciones, bajo diferentes algoritmos de Micro-Checker v.2. 2. 3.

Tabla de analisis de frecuencia de alelos nulos (An) bajo diferentes algoritmos. S. An = sefial o
presencia de alelos nulos.

Algoritmos de Microchecker
Poblacién/locus S.An Oosterhout Chakraborty Brookfield I  Brookfield 2

CES
GATA 9 no 0.0178 0.0233 0.0192 0.0192
GATA 104 no -0.0508 -0.0185 -0.0133 0
AC24 no -0.1235 -0.1 -0.0809 0
GATA 10 no 0.1179 0.1373 0.0979 0.1764
GATA 20 no 0.073 0.0787 0.064 0.064
AC4 no 0.0013 0.0103 0.0072 0.0072
GATA 39 no 0.0311 0.0229 0.0189 0.0189
GATA 73 no 0.0431 0.0447 0.0371 0.0371
GATA 26 no 0.0182 0.0131 0.0111 0.0111
GATA130 no -0.1026 -0.039 -0.0127 0
CEDO
GATA 9 no 0.061 0.0655 0.0587 0.0587
GATA 104 no 0.0257 0.0157 0.0133 0.0133
AC24 no -0.0883 -0.0689 -0.0526 0
GATA 10 no 0.0674 0.0754 0.0658 0.3102
GATA 20 no 0.0724 0.0787 0.0686 0.1339
AC4 no 0.0399 0.0406 0.0352 0.1127
GATA 39 no 0.0245 0.028 0.025 0.025
GATA 73 no 0.0464 0.0605 0.0514 0.1264
GATA 26 no -0.0064 -0.0178 -0.0146 0
GATA130 no -0.1914 -0.0706 -0.0367 0
CB
GATA 9 no 0.0552 0.0598 0.0544 0.1161
GATA 104 no 0.0852 0.0819 0.0666 0.0666
AC24 no 0.0696 0.0702 0.0499 0.0499
GATA 10 no 0.0778 0.0937 0.0764 0.0764
GATA 20 si 0.091 0.0994 0.0812 0.0812
AC4 no 0.0965 0.1086 0.0914 0.2094
GATA 39 no 0.0685 0.0737 0.0638 0.1828
GATA 73 no 0.0584 0.0691 0.0591 0.0591
GATA 26 no -0.0568 -0.0322 -0.0269 0.0888
GATAI130 no -0.1395 -0.0573 -0.0233 0
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RS
GATA 9
GATA 104
AC24
GATA_10
GATA 20
AC4
GATA 39
GATA_73
GATA 26
GATA130

no

si
no
no
no
no
no
no
no
no

0.0655
0.0866
0.0302
0.0848
0.0765
0.0207
0.0553
0.0885
-0.064
-0.3062

0.0676
0.1018
0.0302
0.0841
0.0817
0.0136
0.0547
0.0983
-0.0603
-0.116

0.0592
0.0831
0.0203
0.0697
0.0713
0.012
0.0464
0.0817
-0.0519
-0.0813

0.0592
0.0831
0.0203
0.1418
0.1357
0.1494
0.1234
0.15
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ANEXO I1. Frecuencia de genotipos observados de individuos heterocigotos y homocigotos
por poblacion y por locus. Frecuencia de genotipos compartidos (al menos con una o tres
poblaciones) y frecuencia de genotipos Uinicos.

Tabla de frecuencia de genotipos observados. CES = Centro de Ecologico de Sonora, CEDO =
Centro Intercultural de Estudios de Desiertos y Océanos, CB = COBACH Sonoyta, RS = Rio
Sonoyta, G = nimero de genotipos, AA = genotipos homocigotos, Aa = Genotipos heterocigotos,
GC = genotipos comunes o compartidos, GU = genotipos Uinicos, ¢ = desviacion estandar.

CES CEDO CB RS

Locus G AA Aa AA Aa AA Aa AA Aa GC GU
GATA9 69 9 21 6 24 5 24 7 23 16 53
GATA 10 50 14 15 6 19 10 20 9 20 12 38
GATA 20 70 10 20 7 22 10 20 7 22 7 63
GATA 26 32 8 22 9 21 8 21 7 23 4 28
GATA 39 54 9 21 6 24 7 21 8 21 10 44
GATA 73 55 9 21 8 21 8 22 9 20 10 45
GATA 104 29 13 17 8 22 10 20 10 20 17 12

GATA 130 6 24 6 19 11 22 8 13 17 4 2

AC4 35 14 16 7 22 8 20 6 22 13 22

AC24 9 9 21 11 19 14 16 15 15 8 1

Media 409 119 18 87 205 102 192 9.1 203 10.1 30.8
c 22.56 4.82 488 395 3.75 478 442 288 258 451 21.38

ANEXO III. Anélisis de probabilidad de identidad (PI) por locus y por locus de cada
poblacién evaluada del presente estudio.

Locus PI CES CEDO CB RS
GATA 9 0.008 0.10983 0.01411 0.00845 0.02582
GATA 104 0.055 0.26469 0.08249 0.06914 0.05595
AC24 0.188 0.27656 0.28387 0.19342 0.32979
GATA 10 0.035 0.13832 0.02434 0.06409 0.04958
GATA 20 0.008 0.08075 0.02297 0.05888 0.02046
AC4 0.035 0.25245 0.05463 0.03052 0.05687
GATA 39 0.013 0.11154 0.03685 0.03058 0.06337
GATA 73 0.016 0.08748 0.05247 0.04208 0.04509
GATA 26 0.085 0.09593 0.12903 0.13271 0.13909
GATA130 0.496 0.67234 0.48440 0.59770 0.34251
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ANEXO IV. Tabla resumida de media de alelos privados de los refugios y poblacion silvestre.

Poblaciones Media alelos privados
CES 1.6
CEDO 1.8
CB 2.0
RS 1.9
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