INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL g
CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS CICIMARIPN

TAXONOMIA, FILOGENIA Y PATRONES DE
DIVERGENCIA GENETICA DE LA FAMILIA
GERREIDAE (TELEOSTEI: PERCIFORMES) EN
AMERICA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR
EN
CIENCIAS MARINAS

PRESENTA
ADRIANA MARTINEZ GUEVARA

La Paz, B.C.S., Junio del 2015



SIP-14 BIS

-'-5

" W

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ACTA DE REVISION DE TESIS

1 3‘._‘_:

'fi\

En la Ciudad de LaPaz,BCS, siendo las 1200 horas deldia 28 del mes de
Mayo del 2015 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de Tesis designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CICIMAR

para examinar la tesis titulada:

“TAXONOMIA, FILOGENIA Y PATRONES DE DIVERGENCIA GENETICA
DE LA FAMILIA GERREIDAE (TELEOSTEI: PERCIFORMES) EN AMERICA”

Presentada por el alumno:

MARTINEZ GUEVARA ADRIANA
Apellido paterno materno nombre(s)

Conregistro:FB'lrl | 0 ‘ 4 l 1 |,9J

Aspirante de:

DOCTORADO EN CIENCIAS MARINAS
Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA
DEFENSA DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefalados por las disposiciones
reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de Tesis ,

S W 1o, WSS

BYARCIA RODRIGUEZ DR JOSE DE LA CRUZ AGUERO
E 2%, Director de Tesis
( K‘ %
\ N
DR. SERGIO FRANGISCO Mh.%wi NEZ DIAZ DR. RODRIGO MONCAYO ESTRADA

Ca

DR. OMAR DOMINGUEZ DOMINGUEZ

PRESIDENTE DEL cc,)/l,ﬁerd”DE PROFESORES

/
7

f‘) /, j[Z/
//4{///://3 vy g’
BRA. MARTA MARG,

OIRECCION

/



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de LaPaz B.CS., eldla 03 delmes Junio delafio 2015
el (la) que suscribe MC. ADRIANA MARTINEZ GUEVARA alumno(a) del
Programa de DOCTORADO EN CIENCIAS MARINAS

con numero de registro  B110419 adscrito al CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccion de:
DR. FRANCISCO JAVIER GARCIA RODRIGUEZ y DR. JOSE DE LA CRUZ AGUERO

y cede los derechos del trabajo titulado:
“TAXONOMIA, FILOGENIA Y PATRONES DE DIVERGENCIA GENETICA

DE LA FAMILIA GERREIDAE (TELEOSTEI: PERCIFORMES) EN AMERICA”

al Instituto Politécnico Nacional, para su difusion con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este, puede ser obtenido escribiendo a la

siguiente direccion: amtzguevara@gmail.com - fj gr@yahoo.com -j delac@yahoo.com

Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del
mismo.

C. A MARTINEZ GUEVARA
nombre y firma



http:cj_elac@.!E~oo.com
mailto:gr@yahoo.c~m

A mis padres

A mis hermanas

Esto es por y para ustedes



En el fondo, los cientificos somos gente con suerte:

podemos jugar a lo que queramos durante toda la vida.

Lee Smolin



Agradecimientos

G.B. Stern escribié que la gratitud en silencio no sirve a nadie; es por eso que
me permito expresar mis mas sinceros agradecimientos a quienes, de una u otra
manera, hicieron lo posible para que yo alcanzara un peldafio mas en mi vida

académica y personal:

Nuevamente tengo la oportunidad de agradecerle al Instituto Politécnico
Nacional y al Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Instituciones que me han
brindado todo lo necesario para poder superarme en el ambito profesional y

cientifico.

Le agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), a la
Secretaria de Investigacion y Posgrado-IPN y a la Comision de Operacién y Fomento
de Actividades-IPN (COFFA-IPN); cuyas becas representaron el soporte econémico
necesario para que pudiera llevar a cabo la realizacién de mi posgrado.

Con gran carifio agradezco a la Coleccion Ictiolégica del CICIMAR-IPN, asi
como a todos y cada uno de los integrantes de esta cofradia. Me acobijaron y me

ensefiaron que un equipo laboral y académico, puede llegar a ser también tu familia.

Dr. José De La Cruz-Aguero y Dr. Francisco J. Garcia-Rodriguez, ninguna
palabra podra expresar mis infinitos agradecimientos y mi profunda admiracion hacia
ustedes. Me han ensefiado lo que es ser un buen cientifico, un investigador, a amar
la ictiologia y aprender de la genética. Son mis maestros, mis guias, mis consejeros,

mis amigos, y algun dia espero poder llegar a ser su colega.

Le agradezco también al Dr. Rodrigo Moncayo Estrada, Dr. Omar Dominguez-
Dominguez, Dr. Sergio Martinez Diaz y a la Dra. Patricia Jiménez-Rosenberg,
miembros de mi comisiébn revisora, cuyo tiempo otorgado, comentarios Yy

sugerencias, llevaron al mejoramiento de este trabajo.



A todo el personal directivo, académico, técnico, docente y administrativo del
CICIMAR-IPN, cuyo trabajo en el Centro es indispensable para el desarrollo de

nosotros como alumnos.

Agradezco el apoyo en los muestreos, los tejidos y los ejemplares necesarios
para la finalizacion de esta investigacion a: la Dra. Martha Valdéz-Moreno, Dr. Juan
Jacobo Schmitter-Soto, y colaboradores (ECOSUR); Dra. Lizbeth Chumba-Segura y
alumnos (CINVESTAV); cDr. Raul Hernandez y Dra. Martha Perera (UJAT); Dr.
Omar Dominguez-Dominguez y alumnos (UMSNH); Dr. Claudio Oliveira (UNESP),
Dr. César Salinas y colaboradores (CIB); a la California Academy of Science-
Department of Ichthyology; asi como a las familias Hernandez-Gomez y Garcia-

Caudillo, por su hospialidad durante mi estancia en Tenosique y Chetumal.

Dificil es poder nombrar a todos y cada uno de los amigos y amigas que han
sido mi apoyo, mi aliento, mis confidentes, mi soporte, mis travesuras y mi
conciencia. Ya sea de antes, de ahora o los de siempre. Ya sea en La Paz, en
Atlixco, o desde la Latitud 60° N y hasta el Ecuador. Les agradezco sus palabras, sus
consejos, sus regafos, sus locuras y su compainiia, tanto en las alegrias como en las

tristezas; son mi universo y saben bien que forman parte de él.

Uno de mis mayores agradecimientos es para mi familia. Veracruz, Puebla y
Tabasco, los llevo siempre en mi mente y corazén. Principalmente le agradezco a
mis hermanas, compartimos ADN y mucho mas de lo que eso significa. Son todo

para mi, las adoro.

Finalmente, agradezco a mis padres. Me dieron la vida y sin saberlo, siempre
me han dado las alas, los motivos y todo lo necesario para querer vivirla
intensamente. Mi ejemplo a seguir, mis héroes, mi orgullo y mas grande amor. Pocos
pueden presumir que trabajaron hombro con hombro con sus padres durante sus

investigaciones de campo, yo soy una de ellos. Gracias, los Amo con todo mi ser...

Taxonomy is described sometimes as a science and sometimes as an art,
but really it’s a battleground. Bill Bryson.



INDICE

RESUMEN I
ABSTRACT Il
INTRODUCCION 1
Familia Gerreidae 2
Estatus taxondmico de las especies de la familia Gerreidae en América 5
Género Eucinostomus 6
Género Eugerres 7
Género Gerres 8
Género Diapterus 10
Género Deckertichthys 10
ANTECEDENTES 12
Planteamiento del problema 19
OBIJETIVOS 20
General 20
Particulares 20
METODOLOGIA GENERAL 21
Obtencién de ejemplares 21
Determinacion especifica 22
Muestras de tejido 24
Obtencion de datos moleculares 24
Extracciéon de ADN 24
Amplificacion 24
Secuenciacidn, edicién y alineamiento 25
Analisis taxonédmico molecular 26
Analisis filogenéticos 27
Analisis de saturacién 28
Modelo de sustitucion 29
Construccidn de arboles filogenéticos 29

Reloj molecular 31
RESULTADOS 34

Andlisis taxondmico molecular

34



Género Eucinostomus 34

Género Diapterus y Deckertichthys 43
Género Gerres 49
Género Eugerres 54
Analisis filogenéticos 64
Analisis de saturacién 64
Modelos de substitucidn nucleotidica 67
Filogenia molecular 68
Maxima Parsimonia (MP) 68
Maxima Verosimilitud (ML) 72
Inferencia Bayesiana (IB) 76

Reloj molecular 80
DISCUSION 82
Andlisis moleculares 82
Implicaciones taxondmicas 83
Género Eucinostomus 83

Género Diapterus y Deckertichthys 85

Género Gerres 85

Género Eugerres 86
Analisis filogenéticos 90
Tiempos de divergencia 95
CONCLUSIONES 929
RECOMENDACIONES Y LINEAS DE INVESTIGACION A FUTURO 101
BIBLIOGRAFIA 103
GLOSARIO 119
Anexo 1 125
Anexo 2 130

Anexo 3 131




INDICE DE FIGURAS

Figura Descripcion Pagina
1 Esquema que muestra las principales caracteristicas de los organismos

pertenecientes a la familia Gerreidae. 3
2 Sitios de muestreo y localidades de procedencia de los organismos y tejidos

analizados. 23
3 Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias

parciales de COIl, 12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de las especies del género

Eucinostomus. 40

Continuacion de la Figura 3. 41
4 Dendogramas de Neighbor-joining simplificados utilizando secuencias

parciales de: COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies de

Eucinostomus. 42
5 Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias

parciales de COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de las especies del género

Diapterus y Deckertichthys. 47
6 Dendogramas de Neighbor-joining simplificados, utilizando secuencias

parciales de: COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de las especies de Diapterus

y Deckertichthys. 48
7 Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias

parciales de COIl, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de Gerres cinereus del

Atlantico (A) y Pacifico (P). 52
8 Dendogramas Neighbor-joining simplificados utilizando secuencias parciales

de: COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de Gerres cinereus del Atlantico y

Pacifico. 53
9 Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias

parciales de COIl, 12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de las especies del género

Eugerres. 59

Continuacion de la Figura 9. 60

10 Dendogramas Neighbor-joining simplificados utilizando secuencias parciales
de: COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies de Eugerres. 61

11 Prueba de saturacién para el gen nuclear RAG1. 65




12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Pruebas de saturacion para los genes mitocondriales utilizados en los analisis

filogenéticos.

Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (MP), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb).

Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (MP), obtenido de
los datos del fragmento nuclear RAG1 (635 pb).

Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (MP), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb).

Arbol generado a partir del método de Maxima Verosimilitud (ML), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb).

Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (ML), obtenido de

los datos del fragmento nuclear RAG1 (635 pb).

Arbol generado a partir del método de Méaxima Verosimilitud (ML), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb).

Arbol generado a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb).

Arboles generados a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB),
obtenidos de los datos del fragmento nuclear RAG1 (635 pb).

Arbol generado a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB), obtenido de
los datos combinados de COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb).
Calibracion del arbol en el tiempo relativo. Cronograma hipotético de los

eventos de divergencia en la familia Gerreidae.

66

69

70

71

73

74

75

77

78

79

81



INDICE DE TABLAS

Tabla Descripcion Pagina
1 Especies consideradas como validas para el género Eucinostomus analizadas
en el presente trabajo. 7
2 Especies consideradas como validas para el género Eugerres analizadas en el
presente trabajo. 8
3 Especies consideradas como validas para el género Gerres analizadas en el
presente trabajo. 9
4 Especies consideradas como validas para el género Diapterus analizadas en el
presente trabajo. 10
5 Especies consideradas como validas para el género Deckertichthys analizadas
en el presente trabajo. 11
6 Nombre de las instituciones, ubicacién, nimero de organismos donados y
namero de tejidos donados. 21
7 Iniciadores utilizados para la amplificacion de distintos fragmentos de genes de
ADNmt y ADN nuclear de especies de la Familia Gerreidae y grupos afines. 26
8 Resultados de las pruebas de Friedman y Nemeniji entre especimenes de
Eugerres mexicanus y E castroaguirrei. 63
9 Numero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables y

parsimoniosamente informativos de cada uno de los marcadores analizados en

el género Eucinostomus. 36
10 Porcentajes de la distancia genética de los cuatro marcadores dentro de las

especies de Eucinostomus spp. 36

11 Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Eucinostomus spp. 37
12 Numero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables vy
parsimoniosamente informativos de cada uno de los marcadores analizados en

el género Diapterus/ Deckertichthys. 43

13 Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores

para las especies de Diapterus spp y Deckertichthys sp. 44

14 Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Diapterus spp y

Deckertichthys sp. 46




15

16

17

18

19

20
21
22

Numero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables 'y
parsimoniosamente informativos de cada uno de los marcadores analizados en

el género Gerres.

Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores
para Gerres cinereus del Atlantico (A) y Pacifico (P).

Porcentajes de la distancia genética entre las especies de de Gerres cinereus
del Atlantico (A) y Pacifico (P).

Numero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables vy
parsimoniosamente informativos de cada uno de los marcadores analizados en

el género Eugerres.

Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores

para las especies de Eugerres spp.

Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Eugerres spp.

Resultados del test de saturacion.

Resultados obtenidos mediante el programa jModelTest® 0.1.1.

49

49

51

54

55

65
67



RESUMEN

La familia Gerreidae presenta una composicion taxonomica la cual ha
cambiado considerablemente a través del tiempo, al igual que las escasas
propuestas filogenéticas, las cuales difieren de acuerdo a diversos autores. El
presente estudio determina los niveles de divergencia genética inter e intra-
especifica a partir de secuencias parciales de ADN mitocondrial (COI, 12SrRNA,
16SrRNA) y ADN nuclear (RAG1). La intencidn es aportar elementos que permitan
un soporte taxondmico objetivo de la familia Gerreidae, asi como una mejor
comprension de la historia evolutiva del grupo mediante la generacién de una
hipétesis filogenética [(Maxima Verosimilitud (ML), Maxima Parsimonia (MP) e
Inferencia Bayesiana (IB)]. Se obtuvieron un total de 248 secuencias parciales de 20
especies actualmente reconocidas como validas, clasificadas en cinco géneros
anfiamericanos. Se generaron cladogramas mediante el método de Neighbour joining
(NJ) para cada marcador y por género. Los valores de divergencia genética
interespecifica estimados mediante el modelo de sustitucion molecular de Kimura
dos parametros (K2P) oscilaron entre 1% y 24% para COIl; 0.7% a 19% en 12SrRNA,;
1% a 13%; para 16SrRNA; y en RAG1 de 0.5% a 2%; los cuales fueron aceptables

para discriminar entre las especies.

Los cladogramas obtenidos mediante los métodos de ML, MP e IB mostraron
topologias similares entre si, siendo congruentes con las hipétesis filogenéticas
propuestas previamente, las cuales sugieren que la familia se encuentra dividida en
dos sub-grupos (Diapterus + Eugerres + Deckertichthys y Eucinostomus + Gerres).
La calibracion en el tiempo de divergencia entre las especies de los gerreidos
presentd diversos escenarios que sugieren una serie de eventos ocurridos entre =57
y =1.2 m.a. Dichos eventos permitieron la diversificacion del grupo, pudiendo concluir
gue existe coherencia en asociar las divergencias genéticas presentes en la familia

Gerreidae con los eventos ocurridos durante la formacién del Istmo de Panama.

Palabras clave: Gerreidae, taxonomia molecular, filogenia; ADN; América.



ABSTRACT

The Gerridae family exhibits a taxonomic composition which has changed
considerably throughout time, as well as the phylogenetic relationships that have
differed among authors. In the present study | determinaded the intra e inter-specific
genetic divergence levels from mitochondrial (COIl, 12SrRNA and 16SrRNA) and
nuclear (RAG1) DNA fragments. The intention was to provide evidence that supports
a taxonomic scheme of the family and a better understanding of the evolutionary
history of the group by phylogenetic hypothesis (Maximum Likelihood-ML, Maximum
Parsimony-MP and Bayesian Inference -IB). From 20 valid species | obtained 248
partial, belonging to five anfiamerican genera. Neighbour joining (NJ) cladograms was
performed by molecular marker anb by genera. The interspecific genetic divergence
values estimated by the Kimura two-parameter (K2P) molecular substitution model
varied between 1% to 24% for COIl; 0.7% to 19% for 12SrRNA; 1% to 13% for
16SrRNA; and by RAG1 from 0.5% to 2%. These values were acceptable to

discriminate between gerreids species.

The cladograms obtained by ML, MP and IB showed similar topologies, being
congruent with phylogenetic hypotheses previously proposed which suggest that the
family is divided into two sub-groups (Diapterus + Eugerres + Deckertichthys and
Eucinostomus + Gerres). The calibration time of divergence between Gerreids
species showed several scenarios that suggest a series of events that occurred
between =57 and =1.2 m. These events allowed the diversification of the group, and
could help to conclude that there is consistency in associating genetic differences
present in the Gerreidae family with the events during the Isthmus of Panama

formation.

Key words: Gerreidae, molecular taxonomy, phylogeny; DNA; America.



INTRODUCCION

Histéricamente, los estudios especializados en distinguir o delimitar y clasificar
tanto especies de peces marinos como de otros grupos, se han realizado con base
en las caracteristicas morfolégicas y meristicas de los organismos. Sin embargo, la
plasticidad fenotipica puede enmascarar los rasgos utilizados en las descripciones, lo
cual daria como resultado diagnésticos erroneos (Rosso et al., 2012). De igual forma,
las especies cripticas (sensu Bickford et al., 2007) o aquellos organismos cuyas
caracteristicas fueran distintas a través de las diferentes etapas de su vida, podrian
aumentar la confusiéon al momento de querer delimitar a las especies (Rosso et al.,
2012).

En la dltima década, la tecnologia desarrollada para poder secuenciar el Acido
desoxirribonucleico (ADN) ha permitido que se incremente el numero de
investigaciones que emplean herramientas moleculares. Estas proporcionan datos
adicionales cuyos resultados han tenido importantes implicaciones en el ambito
taxondémico y sistematico de peces marinos, lo que ha supuesto el advenimiento de

una nueva filogenia molecular (Hebert et al., 2003; Meier, 2008; Benigno, 2013).

Dichas herramientas han permitido el establecimiento de limites entre
especies cuyas caracteristicas externas impiden que sean diferenciadas o que no
sea posible vislumbrar una clara y evidente separacion entre ellas (por ejemplo en el
caso de las especies cripticas sensu Bickford et al., 2007). También, han permitido
agrupar organismos que se pensaba que no tenian relacion entre si por presentar
formas o caracteristicas diferentes, pero que en realidad pertenecen a un mismo

grupo (e.g. Anguilla huangi y Anguilla luzonensis en Watanabe et al., 2013).

La amplia gama existente de herramientas y técnicas moleculares aportan una
gran cantidad de informacion en conjunto con las técnicas clasicas (caracteristicas
morfolégicas y meristicas), las cuales pueden ser aplicadas en diferentes niveles

taxonomicos, (desde poblaciones hasta ordenes), abarcando cualquier intervalo de



edad de los organismos (e.g. huevos, larvas, alevines y adultos). De igual forma, las
técnicas y meétodos para su obtencidon e interpretacion son muy diversas y
numerosas (e.g. Ferguson & Thorpe, 1991; Meyer, 1993; Carvalho & Pitcher, 1995;
Hillis et al., 1996; Ferraris & Palumbi, 1996; Kocher & Stepien, 1997).

Estas caracteristicas y ventajas propias del uso de las herramientas
moleculares en el andlisis taxondmico y sistematico de los peces marinos, han
demostrado que los datos moleculares son de gran utilidad en aquellos taxa donde
los caracteres morfolégicos externos no son lo suficientemente resolutivos y
representan dificultades en casos donde las especies tienen una morfologia muy
similar (Bernardi et al., 2004; Byrkjedal et al., 2007; Tavera-Vargas, 2012). Esta
situacion también la presentan los organismos pertenecientes a la familia Gerreidae,

motivo por el que se desarrola el presente trabajo.

Debido a lo anterior, se resalta la aplicacion de protocolos moleculares
considerando aspectos de taxonomia tradicional o clasica, con el objetivo de integrar
la mayor cantidad de aspectos e informacion posible (taxonomia integrativa) para
obtener la llamada evidencia total, la cual permite perfeccionar las hipotesis sobre el

entendimiento del origen y la evolucién de las especies.

Familia Gerreidae

La familia Gerreidae es un grupo de peces conocido comunmente como
mojarras pertenecientes al orden de los Perciformes (Nelson, 2006). Los gerreidos se
caracterizan por ser organismos pequefios y de color plateado (<50 cm de Longitud
Total, LT). Presentan una boca extremadamente protractil, una vaina escamosa en la
aleta dorsal y anal, cuentan de IX a X espinas y 9 a 17 radios en la aleta dorsal,
radios branquiostegos libres y aleta caudal fuertemente ahorquillada. Algunas
especies presentan barras verticales o longitudinales en los costados, aletas pares e
impares con puntuaciones incoloras, obscuras o amarillas (Castro-Aguirre, 1978;

Aguirre-Leon & Yafiez-Arancibia, 1984, Fig. 1).



Figura 1.- Esquema que muestra las principales caracteristicas de los organismos pertenecientes a la
familia Gerreidae, resaltadas en rojo (Boca protractil, vaina escamosa en aleta dorsal y anal y aleta

caudal ahorquillada). Modificada de Aguirre-Ledn & Yafiez-Arancibia, 1984.

Las mojarras conforman uno de los grupos mas representativos de los
sistemas acuaticos tropicales y subtropicales del mundo. Si bien son consideradas
como especies marinas, comunmente se les encuentra en zonas costeras, estuarios
de aguas salobres y fondos blandos, lagunas hipersalinas y bahias, a excepcién de
la especie Eugerres mexicanus la cual es considerada la Unica del grupo de origen
dulceacuicola (Matheson & McEachran 1984; Castro-Aguirre et al., 1999; De La
Cruz-Aglero, 2001; Gonzalez-Acosta, 2005). De acuerdo con Ayala-Pérez et al.
(2003) estos peces representan mas del 90% de la abundancia total en ambientes
estuarinos. Su alta abundancia es aprovechada en México por la pesca comercial y
representa un ingreso aproximado de 18 millones de pesos, con una produccion
anual de 1,159 toneladas (CONAPESCA, 2014). Se ha registrado en los ultimos
anos, que las capturas anuales promedio han alcanzado las 9,000 toneladas
métricas, por lo que este recurso pesquero artesanal es considerado como
importante en el pais (FAO, 2007; FAO, 2011, Valle-L6pez, 2014).

Para la familia Gerreidae se ha reconocido la existencia de mas de 50
especies agrupadas en 8 géneros (sensu Eschmeyer, 2015): Gerres, Parequula,
Pentaprion, Diapterus, Eucinostomus, Eugerres, Ulaema, Deckertichthys; el dltimo



de ellos establecido recientemente (Vergara-Solana et al., 2014). Sin embargo, el
namero de taxa asi como su estatus taxonémico pudiera variar segun el autor debido
a que existen especies nominales las cuales no han sido revisadas, incluyendo
algunos géneros. Por tal motivo, la validez de algunas especies en particular
permanece cuestionable, asi como la incertidumbre de su pertenencia a la familia
(De La Cruz-Aguero et al.,, 2012a): Ulaema lefroyi (Goode, 1874); Eucinostomus
havana (Nichols, 1912); Eugerres periche (Evermann et Radcliffe, 1917).

La problematica taxondmica y la incertidumbre sobre la validez de algunas
especies en la familia Gerreidae, es el resultado de que los organismos que lo
integran presentan morfologias muy similares. Esto plantea la duda si en algunos
casos éstas deban integrar una sola especie con morfotipos diferentes o si deban ser
consideradas como especies cripticas (e.g. Tapia-Garcia & Ayala-Pérez, 1996). La
escasa diferenciacion morfolégica se debe principalmente a que: a) existen en
algunas especies traslapes en sus caracteres diagnosticos; b) las descripciones son
breves y limitadas; c) en algunos grupos los ejemplares tipo estan en mal estado o
fueron extraviados. A todo lo anterior se suma el hecho de que la mayoria de las
revisiones taxondmicas que se han llevado a cabo sobre algunos géneros no han
sido publicadas de manera formal (e.g. Curran, 1942; Zahuranec, 1967; Matheson,
1983; Burnes-Romo, 2009).

Los analisis morfolégicos previos en esta familia han mostrado que existen
fuertes niveles de similitud entre algunas especies presentes en ambas cuencas del
continente americano (e.g. De La Cruz-Aguero, 2013; Vergara-Solana et al., 2014).
Por otra parte, se considera que la presencia de la masa continental representa una
barrera geogréfica que limita el flujo genético interespecifico, por lo que en estos
organismos cabria esperar una divergencia genética mayor entre aquellas especies
separadas por tal barrera geogréafica que la encontrada en especies cohabitantes de
cada uno de los océanos. Debido a lo anterior, el analisis de las divergencias
genéticas de estas especies resultaria de gran interés para perfeccionar los

esquemas taxondémicos de la familia y asi posteriormente poder establecer hipotesis



filogéneticas y biogeograficas que permitieran una mejor comprension de la historia

evolutiva de este grupo.

Estatus taxondmico de las especies de la familia Gerreidae en América

El amplio cuestionamiento de la validez taxonémica, asi como el rango de
distribucion de las especies de gerreidos presentes en el continente americano, ha
impuesto cambios nomenclaturales hasta del estatus taxondmico de la familia y

actualmente contindia siendo tema de debate entre los expertos.

Si bien permanece la incertidumbre taxonémica sobre algunos grupos de la
familia, actualmente se reconoce la presencia de cinco géneros de gerreidos en
costas del Pacifico y cuatro géneros en el Atlantico Americano. Se comparten en
ambos océanos los géneros Diapterus, Eucinostomus, Gerres y Eugerres, en el
Atlantico solo se distribuye Ulaema y para el Pacifico sélo Deckertichthys (sensu

Vergara-Solana et al., 2014).

Los géneros Diapterus, Deckertichthys y Eugerres se distinguen por presentar
el margen del preopérculo notablemente aserrado. Pero a diferencia de Diapterus y
Deckertichthys que poseen un preorbital liso, Eugerres también presenta el preorbital
aserrado. Por su parte, Deckertichthys se distingue de Diapterus por presentar un
cuerpo ovoide y las aletas dorsales separadas, mientras que las especies de
Diapterus son de forma romboidal y las aletas dorsales no se separan (Castro-

Aguirre et al., 1999; Vergara-Solana et al., 2014).

Por su parte los géneros Eucinostomus y Gerres, presentan un preopérculo
con borde liso. Se distinguen entre si, debido a que la forma y el tamafio del cono
interhemal en Eucinostomus conforma un diverticulo alargado que recibe el extremo
posterior de la vejiga gaseosa, ademas de que la coloracion del cuerpo es uniforme
sin presencia de bandas en el cuerpo como se encuentran en Gerres (De La Cruz-

Aguero, 2001). El género Ulaema a su vez se caracteriza del resto por presentar un



namero menor de espinas en la aleta anal y por la forma y grado de fusion del cono
interhemal (De La Cruz-Aguero, 2001).

Género Eucinostomus

El género Eucinostomus es considerado como el grupo mas complejo y
problematico, taxondmicamente hablando, dentro de la familia Gerreidae (Matheson
y McEachran, 1984; De La Cruz-Aguero & Galvan-Magafa, 1993). Este género fue
establecido hace aproximadamente 160 afios por Spencer F. Baird y Charles Girard
(Baird, 1855: 334). Desde entonces la composicion especifica del mismo ha sido
modificada desde su diagnosis, la cual se realiz6 con base en ejemplares de
Eucinostomus argenteus, Baird y Girard (Baird, 1855).

En el caso patrticular de la especie Eucinostomus lefroyi, la cual fue descrita en
1874 por George Brown Goode como Diapterus lefroyi, existe incertidumbre en
cuanto a su pertenencia dentro del género. Curran (1942) demostré la integridad de
lefroyi ubicandola dentro de un género monotipico Ulaema, el cual es considerado
como valido en la actualidad (sensu Froese & Pauly, 2014). Sin embargo, esta
especie es asignada también con frecuencia por diversos autores dentro de
Eucinostomus (ver De La Cruz-Aguero, 2001).

Actualmente, se reconocen como validas diez especies de Eucinostomus
(sensu Froese & Pauly, 2014). Particularmente, la identidad taxondmica de
Eucinostomus harengulus (especie descrita en 1879 por George Brown Goode &
Tarlerton Hoffman Bean) ha sufrido modificaciones a lo largo del tiempo (e.g. Curran,
1942; Matheson y McEachran, 1984; De La Cruz-Aguero, 2001), por lo que hasta el
momento no se cuenta con la evidencia suficiente que sustente su reconocimiento
como especie valida (ver De La Cruz-Agiero, 2001). Debido a lo anterior, las
especies del género Eucinostomus consideradas en el presente trabajo

corresponden solo a aquellas presentadas en la Tabla 1.



Tabla 1.- Especies consideradas como validas para el género Eucinostomus analizadas en el presente

trabajo. Las letras indican su distribucion en las costas de América: A= Atlantico, P=Pacifico.

Estatus

Género especie Autor o Distribucién
taxonémico
Eucinostomus argenteus Baird et Girard, 1855 Valida A
Eucinostomus currani Zahuranec, 1980 Valida P
Eucinostomus dowii (Gill, 1863) Valida P
Eucinostomus entomelas Zahuranec, 1980 Valida P
Eucinostomus gracilis (Gill, 1862) Valida P
Eucinostomus gula (Quoy et Gaimard, 1824) Vélida A
Eucinostomus havana (Nichols, 1912) Valida A
Eucinostomus jonesii (Gunther, 1879) Vélida A
Eucinostomus melanopterus  (Bleeker, 1863) Valida A

Género Eugerres

Las especies del género Eugerres, el cual fue descrito por Jordan et
Evermann en 1927, presentan, al igual que los demas grupos de la familia Gerreidae,
una problematica taxondmica debido a las caracteristicas meristicas y mofolégicas
utilizadas en su diagnosis (Castro-Aguirre, 1978; Matheson, 1983; Castro-Aguirre et
al.,, 1999). Como en el caso del género Eucinostomus, dichas caracteristicas
morfolégicas conllevan a que las especies dentro del género sean confundidas y se
realicen determinaciones erroneas, particularmente en organismos en etapas

larvarias y juveniles (Gonzéalez-Acosta, 2005).

De las siete especies validas del género Eugerres (sensu Froese & Pauly,
2014) consideradas para este trabajo (Tabla 2), por lo menos seis de ellas presentan
confusion en su taxonomia, nomenclatura y distribucion (e.g. Eugerres axillaris-
Eugerres lineatus, Eugerres awlae-Eugerres-plumieri, Eugerres mexicanus-Eugerres-

castroaguirrei).

Cabe mencionar que dentro de este género se clasifica a las Unicas dos

especies de la familia que presentan una distribucion exclusiva de ambientes



dulceacuicolas: la mojarra blanca o mexicana Eugerres mexicanus (Steindachner,
1863) y la especie descrita recientemente Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta
et Rodiles-Hernandez, 2013, cuya rango de distribucion se limita al rio Grijalva-
Usumacinta en el sureste de México y norte de Guatemala (Gonzalez-Acosta &
Rodiles-Hernandez, 2013).

Tabla 2.- Especies consideradas como validas para el género Eugerres analizadas en el presente
trabajo. Las letras indican su distribucion en las costas de América: A= Atlantico, P=Pacifico, GU=Rio

Grijalba-Usumacinta.

Estatus

Género especie Autor o Distribucion
taxonémico
Eugerres awlae Schultz, 1949 Valida* A
Eugerres axillaris (Gunther, 1864) Valida P
Eugerres brasilianus (Cuvier, 1830) Valida A
Eugerres lineatus (Humboldt, 1821) Valida P
Eugerres mexicanus (Steindachner, 1863) Vélida GU
Eugerres plumieri (Cuvier, 1830) Valida A
Gonzélez-Acosta et
Eugerres  castroaguirrei Rodiles-Hernandez, Valida GU

2013

*De acuerdo a Eschmeyer, 2015.

Género Gerres

El nombre Gerres fue utilizado por primera vez por el naturalista francés
Georges Cuvier (1769-1832). Su denominacion hacia referencia a un nombre
latinizado y coloquial hecha por los romanos para referirse a una cierta clase de
peces que se presume pudieran corresponder a aquellos de la familia
Centrachantidae (véase De La Cruz-Aglero, 2001). Posteriormente, en 1824 los
naturalistas franceses Jean René Constant Quoy (1790-1869) y Joseph Paul
Gaimard (1796-1858) toman el nombre de una obra de Cuvier para describir a unos
peces provenientes de Brasil (De La Cruz-Agtero, 2001). Sin embargo, es hasta

1963 cuando el nombre derivado de Gerres se aplic6 de manera formal para aquellos



organismos clasificados dentro de la familia Gerreidae, siendo a su vez Gerres el

género tipo (De La Cruz-Aglero, 2001; Burnes-Romo, 2009).

De manera general, se reconocen 28 especies validas dentro del género
Gerres a nivel mundial (sensu Froese & Pauly, 2014). Sin embargo, en el continente
americano persiste la problemética taxondémica sobre si se trata de un grupo
monotipico con una especie de distribucion anfiamericana, Gerres cinereus
(Walbaum, 1792), o considerar a Gerres similius Regan, 1907, confinada a las costas
del Pacifico, como una especie totalmente distinta de G. cinereus. Al respecto se
menciona incluso de la posible existencia de un complejo de especies en G. cinereus
(e.g., Matheson, 1983; Antuna-Mendiola et al., 2003; Nelson et al., 2004).

La revision taxonOmica mas reciente sobre el estatus de Gerres cinereus en
América, se realizé en el 2009 (véase Burnes-Romo, 2009), y aun cuando sus
resultados llevaron a concluir que el nombre propuesto de G. simillimus Regan, 1907
para los organismos de la vertiente Pacifico deberia ser considerado como valido,
Burnes-Romo (2009; pag. 68) finalmente menciona que “...es necesario llevar a cabo
la formalizacién de las conclusiones vertidas en el presente trabajo apoyadas en
analisis osteoldgicos y genéticos, por medio de una publicacién formal para que esta
aseveracion sea considerada por la comunidad cientifica y reconocida en la literatura
ictiolégica.” Debido a lo anterior, la especie perteneciente al género Gerres

considerada en este trabajo corresponde a la mostrada en el Tabla 3.

Tabla 3.- Especies consideradas como validas para el género Gerres analizadas en el presente

trabajo. Las letras indican su distribucion en las costas de América: A= Atlantico, P=Pacifico.

i ) Estatus o y
Género especie Autor o Distribucién
taxonémico
Gerres cinereus (Walbaum, 1792) Valida AP




Género Diapterus

El género Diapterus fue descrito por Ranzani en 1842 y posteriormente re-
diagnosticado por Jordan et Evermann en 1927. Al igual que los otros géneros
clasificados dentro de los gerreidos, las especies de Diapterus han presentado
problemas taxondmicos y nomenclaturales, los cuales se han ido resolviendo en la
tltima década, aun cuando el establecimiento del género fue hace més de 100 afios.
Tal es el caso de la validez taxonémica de Diapterus brevirostris (Sauvage, 1879),
respecto a si debia ser considerada como sinénima de Diapterus peruvianus (Cuvier,
1830), y cuya incertidumbre fue esclarecida hace apenas siete afios con el trabajo de
Gonzalez-Acosta y colaboradores (2007).

Dentro de este contexto, se considera que Diapterus estd compuesto por tres
especies (sensu Eschmeyer, 2015; Vergara-Solana et al., 2014) distribuidas en el

continente americano (Tabla 4).

Tabla 4.-. Especies consideradas como validas para el género Diapterus analizadas en el presente

trabajo. Las letras indican su distribucion en las costas de América: A= Atlantico, P=Pacifico.

i ) Estatus o o
Género especie Autor o Distribucidon
taxondémico
Diapterus auratus Ranzani, 1842 Valida
Diapterus  brevirostris (Sauvage, 1879) Valida P
Diapterus rhombeus (Cuvier, 1829) Valida

Género Deckertichthys

Derivado de la revision taxondémica del género Diapterus por medio de analisis
morfolégicos y moleculares realizada por Vergara-Solana en el 2012 y la evidencia
morfologica, osteoldgica y molecular existente (e.g. Deckert, 1973; Deckert &
Greenfield, 1987; Bianchi, 1991; Castro-Aguirre et al., 1999; Lopez-Peralta & Arcila
2002; Ruiz-Carus & Uribe-Alcocer, 2003, 2004; Diaz-Ruiz et al., 2006; Chen et al.,
2007; De La Cruz-Aguero & Chollet-Villalpando, 2012; De La Cruz-Aguero et al.,

2012a), fue posible concluir y soportar de manera robusta que la especie Diapterus
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aureolus (Jordan et Gilbert, 1882) (sensu lato) debia constituir un género nuevo
totalmente diferente a Diapterus, por lo que en Marzo del 2014, se asigna de manera
formal el género monotipico Deckertichthys y la especie tipo que lo representa
Deckertichthys aureolus (Jordan et Gilbert 1882) (véase Vergara-Solana, et al. 2014).

El género Deckertichthys redefinido por Vergara-Solana y colaboradores
(2014) lleva su nombre en honor a Gary Dennis Deckert, por su contribucion al
estudio de la familia Gerreidae y porque fue el primero en reconocer el caracter
distintivo del taxén. Derivado de lo anterior, en el presente trabajo se considera a
dicho género y especie como valido dentro de la clasificacion de la familia (sensu
Eschmeyer, 2015; Froese & Pauly, 2014; Tabla 5).

Tabla 5.- Especies consideradas como validas para el género Deckertichthys analizadas en el

presente trabajo. Las letras indican su distribucién en las costas de América: P=Pacifico.

i ) Estatus o y
Geénero especie Autor o Distribucion
taxonomico
Deckertichthys aureolus (Jordan et Gilbert, 1882) Valida P
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ANTECEDENTES

La amplia gama de herramientas moleculares que existe, asi como de los
meétodos y modelos que se utilizan para la interpretacion de los resultados derivados
de su aplicacion, han permitido que sean importantes auxiliares en la resolucion de
problemas taxondémicos y sistematicos tanto en peces como en otros organismos
(Avise, 2004).

Existen diversos estudios cuyos resultados son el reflejo de la aplicacion de
protocolos moleculares y los cuales se han llevado a cabo en diferentes grupos de
peces marinos, desde elasmobranquios hasta diversos grupos de teledsteos. Bajo
este contexto podemos mencionar el trabajo realizado por Stelbrink et al. (2010)
quienes analizaron las relaciones inter-especificas del género Squatina (tiburén
angelito). Los autores realizaron la reconstruccion filogénitca con base en el
marcador COIl y 16SrRNA obtenido a partir de muestras de 17 especies de las 22
descritas para el género. Adicionalmente usaron puntos de calibracion geoldgicos y
fésiles para estimar los tiempos de divergencia entre las especies de Squatina y de
esta forma contrastar los patrones biogeogréaficos de las especies inferidas en el
grupo. Sus resultados mostraron una distancia intergenérica (Squalus—Squatina)
entre el 14.8% y 18.3%. Los analisis permitieron concluir que el género Squatina es
un grupo monofilético y que algunos de los clados reconocidos en el analisis
pudieron ser el resultado del cierre del Mar de Tetis, mientras que otros estan
relacionados al cierre del Istmo de Panama, ya que el andlisis del reloj molecular
mostré que la divergencia entre ambos linajes coincide con el tiempo estimado de

esos dos eventos geoldgicos.

Por su parte, Vélez-Zuazo y Agnarsson (2011) analizaron las relaciones
filogenéticas de 229 especies de tiburones (los ocho 6rdenes y 31 familias descritas
del mundo) con base en cuatro marcadores de ADNmt (COl, Cytb, 16S y NADH-2) y
un marcador de ADNn (Ragl). La hipdtesis filogenética propuesta por los autores

bajo inferencia bayesiana concordd con estudios previos sobre la filogenia de los
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tiburones, sin embargo, también mostré diferencias en diversos aspectos con
respecto a otros estudios moleculares recientes. Su principal aporte fue rechazar la
hipétesis que incluye al grupo de los batoideos dentro de los tiburones. Si bien el
trabajo realizado por Vélez-Zuazo y Agnarsson contempla el mayor ndmero de
especies de tiburones dentro de su andlisis, en comparacién con trabajos previos, no
estima tiempos de divergencia ni realiza un analisis detallado en cuanto a los
patrones de divergencia observados en ese grupo, asi como no se resuelven algunas
discrepancias observadas en los clados que no concuerdan con los esquemas

taxonomicos del grupo.

Algunos de los trabajos realizados en el grupo de los teledsteos, incluyen el de
Lakra y colaboradores (2009), quienes analizan las relaciones filogenéticas entre las
especies de importancia comercial de los sciaenidos de la India, asi como una
identificacion especifica a partir de secuencias parciales de COIl y 16S rRNA. Sus
resultados en general mostraron una fuerte correlacion con la sub-division
taxondmica previamente propuesta para el grupo analizado. Las divergencias
genéticas estimadas con ambos marcadores moleculares obtenidas mediante el
modelo de K2P fueron suficientes para discriminar entre los individuos de las
diferentes especies de sciaenidos. Los autores mencionan que los valores
encontrados corresponden con aquellos registrados en otros grupos de la misma
familia tanto para 16SrRNA (4.8% - 15.3%) como para los registrados en COI en
otros teleosteds (1.04 to 20.63%) y permiten sugerir que una de las especies podria

ser considerado como un género distinto al que pertenece nominalmente.

Agorreta et al (2013) utilizaron tres marcadores moleculares de ADNmt (cytb,
16S y atp6-8) y dos de ADNn (actB y S7) para la reconstruccion filogenética del
género Pseudoxiphophorus. Los resultados de los autores mostraron fuertes
discrepancias con la hipétesis morfolégica propuesta previamente para el grupo. La
estimacion de los tiempos de divergencia entre las especies del género
Pseudoxiphophorus fue calibrada con base en la edad de un evento geoldgico (el

cierre final del cinturén volcanico trans-mexicano) ocurrido hace 5-11 millones de
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afios. Los autores mencionan que pudieron generar evidencia la cual sugiere que el
género Pseudoxiphophorus esta constituido por multiples linajes, algunos de ellos
representan nuevas especies independientes las cuales requieren de una
descripcion formal, destacando la necesidad de una revision taxonémica mayor. La
alta diversidad observada en el grupo pudo ser originada como resultado de diversas
fluctuaciones en el nivel del mar asi como glaciaciones continentales durante el
Plioceno y Pleistoceno, lo que permitié el surgimiento de la diversidad de linajes de
estos pecilidos. Si bien se trata de un grupo dulceacuicola, este tipo de metodologias
pudieran servir de ejemplo para la aplicacion de las mismas en otros grupos de

peces como los marinos.

Uno de los trabajos que destaca, es el realizado por Tavera-Vargas (2012),
quien examina las relaciones filogenéticas de la familia de peces marinos
Haemulidae a partir de cinco marcadores moleculares (tres de origen mitocondrial y
dos nucleares) y mediante el andlisis de la morfologia externa de los integrantes de
dicha familia. Este trabajo permite discutir resultados con importantes implicaciones
para la sistematica y taxonomia de la familia Hemulidae. Los resultados obtenidos
por Tavera-Vargas con respecto a las relaciones interfamiliares, mostraron una

estrecha cercania entre la familia Gerreidae y la familia Hapalogenyidae.

Por otra parte, existen trabajos que utilizan andlisis moleculares para la
identificacion o caracterizacion de especies en determinadas regiones o paises, los
cuales incluyen entre sus especies analizadas algunos representantes de la familia
Gerreidae (e.g. Valdez-Moreno et al., 2010; Lakra et al., 2011; Ribeiro et al., 2012;
Weigt et al., 2012; Zhang & Hanner, 2012). Sin embargo, este tipo de trabajos en su
mayoria se refieren a identificaciones realizadas con base en el cédigo de barras, los
cuales no abundan en los resultados que pudieran indicar que existe discrepancia
con los esquemas taxonémicos propuestos con base en caracteristicas morfologicas,
pero si pueden ser considerados al momento de querer contar con una referencia en
cuanto a la divergencia genética intra o interespecifica que pudieran presentar los

integrantes de la familia Gerreidae.
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De manera particular, los trabajos enfocados al estudio de los gerreidos
basados en analisis moleculares enfocados a la resolucion de la filogenia o
taxonomia de algunos de los miembros pertenecientes a la familia son escasos. De
estos podemos destacar el de Ruiz-Carus & Uribe-Alcocer (2003), donde evaluaron
la filogenia de tres especies de gerreidos (Eucinostomus gula, Eugerres plumieri y
Diapterus auratus) por medio de alozimas y ADN mitocondrial. Dichos autores
estimaron las similitudes genéticas entre estos grupos a partir de los datos obtenidos
de 18 proteinas codificantes y fragmentos de ADN mitocondrial (ADNm) producidos
por tres enzimas de restriccion. Sus resultados mostraron que existe una cercania
entre E. plumieri con D. auratus mayor que cualquier combinacion existente entre los
tres taxa; concluyendo de esta forma que Eugerres y Diapterus son grupos
hermanos. Estas conclusiones soportan la practica taxonémica comun de agrupar a
estos dos géneros juntos por la presencia de un preopérculo aserrado. En este

estudio no se incluy6 un representante del género Gerres.

Posteriormente, Benitez-Cortés (2004) realiz6 un analisis de las relaciones
genéticas de las especies Eugerres lineatus, *Diapterus peruvianus, *Gerres
simillimus, Eucinostomus dowii y *Ulaema lefroyi de los géneros de la subfamilia
*Gerreinae (*sic). La mayor similitud que este autor observé fue entre Eugerres
lineatus y Diapterus peruvianus. Debido a que la muestra de Ulaema lefroyi estaba
fijada en formol no se pudo amplificar el ADNmt. El autor concluye que estos
elementos permiten soportar la monofilia de las especies analizadas.

En el 2006, Chakraborty y colaboradores, publicaron los resultados sobre la
comparacion de una porcion del 16SrRNA entre dos morfotipos de coloracion de
Gerres erythrourus (tipo amarillo y tipo blanco) distribuidos en las islas japonesas de
Ryukyu y otras areas del Indo-Pacifico. El grado de diferenciacion genética entre sus
secuencias, registrado entre un rango del 4.1% - 4.7%, asi como los andlisis
filogenéticos y el rango de distribucion, llevaron a la conclusion de que ambos

morfotipos debian corresponder a dos especies y no a una.

15



Por su parte, Chen et al. (2007) realizaron un estudio filogenético de la familia
Gerreidae con base en secuencias de cuatro genes, dos mitocondriales (12SrRNA y
16SrRNA), y dos nucleares (Rodopsina y RAG1). Para esto consideraron cuatro
géneros de la familia distribuidos en el Atlantico y de manera adicional incluyeron 39
especies representativas de la serie Percomorfa. Los resultados filogenéticos
confirmaron la monofilia de la familia Gerreidae y sugirieron la division de la misma
en dos sub grupos (Diapterus-Eugerres y Eucinostomus-Gerres), lo cual corresponde
con el arreglo taxondmico establecido anteriormente con base en la forma del borde

preopercular.

Con base a la informacion proporcionada por el andlisis de cuatro genes
mitocondriales (COI, 16SrARN, 28SrARN y el Cyt b), Asgharian y colaboradores
(2010) propusieron gque la especie nominal Gerres filamentosus del Parque Nacional
Nayband representa un complejo que comprende dos especies distintas pero
cercanamente relacionadas. Los niveles de divergencia genética registrados por los
autores entre los dos linajes mostraron valores mas altos que los usualmente
considerados como indicadores de la existencia de nuevas especies (e.g. 12.5%
para COIl). Resaltan también las ventajas del uso de multiples marcadores
moleculares en la taxonomia, la necesidad de un mayor nimero de muestras, asi
como la necesidad de otros protocolos morfolégicos y moleculares que permitan un
mejor analisis de la especie analizada, asi como el requerimiento en general de una

mejora en los protocolos para la amplificaciéon de ADN de muestras almacenadas.

Céazarez-Carrillo (2011) realiz6 la descripcion de la larva de Eucinostomus
jonesii mediante métodos morfologicos, osteoldgicos y genéticos. Por medio de esta
técnica molecular, logré la identificacion larvaria de seis especies de la familia
Gerreidae Eucinostomus jonesii, E. gula, E. argenteus, E. melanopterus, Gerres
cinereus y Euguerres plumieri, cuyas muestras fueron recolectadas en cuatro
localidades de las costas de la Peninsula de Yucatan. El porcentaje de divergencia
genética considerado para la delimitacion especifica fue del 3% y fue estimado bajo
el modelo de Kimura dos parametros (K2P). Este trabajo corresponde a una tesis, el
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cual hasta el momento no ha sido publicada de manera formal y en la que no se
discuten algunos detalles del dendograma, como la separacion de las especies de
gerreidos propuesto por la autora. Ademas, se observa que algunos organismos no
pudieron ser determinados taxonémicamente y que representan linajes distintos a las

seis especies analizadas por la autora (e.g. E. cff. gula).

Posteriormente, Miranda-Marin (2014) realiza un analisis molecular con el fin
de contrastar la hipotesis filogenética sustentada en analisis morfolégicos que
sugiere que el género Eugerres es un grupo monofilético. Para lo cual, analizé
muestras provenientes de algunos puntos del Pacifico oriental tropical (POT),
Atlantico occidental tropical (AOT) y de ambientes dulceacuicolas de la region
sureste de México. Los resultados obtenidos mediante el andlisis de 61 secuencias
parciales del COI, de las cuales siete secuencias de Eugerres brasilianus y
Eucinostomus currani fueron obtenidas del Sistema de Codigo de Barras de la Vida
(BOLD System), no permitieron determinar claramente la monofilia del género
Eugerres, si no que sugiere la hipétesis de que el género constituye un grupo
parafilético-polifilético (sic), en donde el componente dulceacuicola manifiesta un
origen evolutivo independiente con relacién al grupo de especies de distribucion
marino-estuarina. Dicha conclusion permite a la autora sustentar la idea de ubicar al
componente dulceacuicola como una entidad supraespecifica diferente a la cual esta
asignado. De igual forma, los andlisis de las distancias genéticas permitieron la
determinacién taxondémica de las especies del género Eugerres, con excepcion de E.
mexicanus y E. castroaguirrei, especies de las cuales no se obtuvo evidencia de
diferenciacion genética en dicho trabajo. Este analisis corresponde a una tesis que

no cuenta con una publicacion arbitrada de manera formal hasta el momento.

Recientemente, Vergara-Solana y colaboradores (2014) evaluaron la
taxonomia y filogenia del género Diapterus mediante morfometria geomeétrica y datos
moleculares con base en cuatro marcadores (12SrRNA, 16SrRNA, COI y RAG1).
Distinto a los esquemas taxondmicos previos, los autores soportan que Diapterus se

encuentra representado por un grupo polifilético debido a que las divergencias entre
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D. aureolus (sensu lato) y las otras especies del género fueron muy elevadas.
Considerando lo anterior, se propuso separar a esta especie del género Dipaterus y
en consecuencia nombran un nuevo género monotipico Deckertichthys y designan al
neotipo Deckertichthys aureolus. La divergencia genética observada entre las
especies hermanas D. brevirostris y D. rhombeus, las cuales se distribuyen en
cuencas distintas (Pacifico - Atlantico, respectivamente), permitieron a los autores
sugerir que la especiacion dentro de este género pudo haber ocurrido antes del
altimo surgimiento del Itsmo de Panama hace aproximadamente 3.2 millones de

afos (a.m.).

Si bien existen trabajos enfocados en analizar algunos aspectos basicos de la
biologia de la familia Gerreidae tales como su alimentacion (Chavez-Comparan &
Hammann, 1989; Branco et al.,, 1997; Denadai et al., 2012), distribucion (Aradjo &
Santos, 1999; Ayala-Pérez et al., 2001; Pontes-Franco et al., 2011) reproduccién
(Igbal et al., 2007; Kanak & Tachihara, 2008; Hernandez-Gomez et al., 2013) entre
otros; son escazas las revisiones taxondmicas que se han realizado en los grupos de
gerreidos distribuidos en América, de entre las que se destacan las revisiones
morfologicas hechas por Curran (1942), Zahuranec (1967), Matheson & McEachrean
(1984), De La Cruz-Agtero (2001), Gonzélez-Acosta (2005), Burnes-Romo (2009).
Es de resaltar que la mayoria de estas revisiones no han sido publicadas de manera
formal y corresponden a disertaciones de maestria o doctorado. De este esfuerzo de
investigacion se han podido re-describir algunas especies que presentaban confusion

taxondmica con sus congéneres.

Dentro de este contexto, Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez (2013)
describieron una nueva especie cuya distribucion se restringe al rio Grijalva-
Usumacinta en el sureste de México y norte de Guatemala. De acuerdo a los
autores, las dos unicas especies de origen dulceacuiola de la familia Gerreidae, E.
mexicanus y E. castroaguirrei, se distinguen de sus congéneres marinos por
presentar el origen de la aleta dorsal en posicion posterior a la insercion de las aletas

pectorales y por qué el borde de la cresta supraoccipital es mas corta. A su vez, los
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autores mencionan que es posible distinguir a la nueva especie por una cierta
combinacion de caracteristicas meristicas y morfologicas (e.g. longitud de la segunda
espina dorsal, longitud de la segunda espina anal, diametro ocular, etc.). Sin
embargo, el escrito no incluye una clave dicotomica de identificacion que permita
discriminar facilmente entre estas dos entidades. De igual forma, las caracteristicas
gue sirven de diagnosis para E. castroaguirrei, no permiten una delimitacion clara y
sencilla con respecto a E. mexicanus, ya que existe superposicion entre ellas. Dentro
de este contexto, la aplicacion de técnicas moleculares permitiria obtener mas

elementos que ayuden a clarificar el estatus de taxonémico de dicha especie.

Planteamiento del problema

Los esfuerzos de trabajo en el contexto taxondmico para la familia Gerreidae
actualmente se siguen realizando, debido al cimulo de antecedentes que permiten
plantear preguntas y sugerir hipétesis relevantes sobre su sisteméatica. Si bien este
grupo ha sido abordado desde diferentes perspectivas (e.g. morfologica, osteoldgica
y meristicamente), al presentar una gran complejidad en su sistematica es pertinente
permite que la aplicacién de nuevos protocolos, en este caso los moleculares, con la
finalidad de que puedan aportar mayor nimero de elementos que soporten su
taxonomia y, posteriormente, para que el grupo sea considerado como modelo

filogenético en otras familias de peces marinos.
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OBJETIVOS

General
Definir la taxonomia y filogenia de la familia Gerreidae en América con base
en el analisis de cuatro marcadores moleculares (COI, 12SrRNA, 16SrRNA, RAG1).

Particulares
1) Esclarecer el estatus taxondmico y nomenclatural de especies selectas de la

familia Gerreidae, con base en las distancias genéticas inter e intraespecificas.
2) Elaborar una hipotesis filogenética molecular que permita tener una mejor
comprension de los procesos de especiacion ocurridos en América para esta

familia.

3) Estimar los tiempos de divergencia entre las especies de la familia Gerreidae.
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METODOLOGIA GENERAL

Obtencién de ejemplares

Los ejemplares analizados fueron obtenidos en muestreos realizados a lo
largo de la costa del Pacifico mexicano, Golfo de México y Caribe Mexicano (Fig. 2;
Anexo 1), los cuales se realizaron desde marzo del 2009 a junio 2014. Otros de los
ejemplares se consiguieron de los mercados locales en diferentes estados de la
Republica Mexicana (e.g. Veracruz, Oaxaca, Sinaloa, Baja California Sur).
Adicionalmente se obtuvo material donado (organismos y tejidos) por distintas
instituciones nacionales y extranjeras (Tabla 6). La intencibn de realizar esta
estrategia de muestreo fue con el objetivo de tener muestras de distintas localidades
dentro del intervalo de distribucidon de las especies para revisar la variabilidad

intraespecifica que pudiera presentarse en cada grupo.

Tabla 6.- Nombre de las instituciones, ubicacion, nimero de organismos donados y numero de tejidos

donados. na= no aplica.

o L Organismos Tejidos
Nombre de la Institucion / Departamento / Responsable Ubicacién
donados donados
El Colegio de la Frontera Sur — ECOSUR / Chetumal, Q. Roo, 1
na
Dra. Martha Valdez M. México
Laboratorio de cefalépodos — CIBNOR / LaPaz,B.C.S,, 104
na
Dr. César Salinas. México
Division académica multidisciplinaria de los rios — UJAT / Tenosique, Tabasco, 26
na
MC Raul Herndndez y Dra. Martha Perera. México
Laboratorio de Biologia Acuatica — UMSNH / ) ] )
Morelia, Mich., México na 60
Dr. Omar Dominguez D.
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes, Universidade Estadual Botucatu, Sao Paulo, 18
na
Paulista — UNESP / Dr. Claudio Oliveira. Brasil
Academy's Department of Ichthyology, California Academy of San Francisco, 1
na
Sciences — CAS California, U.S.A.
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Determinacion especifica

Los especimenes recolectados fueron determinados a nivel de especie con
ayuda de un microscopio-estereoscopico Olympus® SZ61, considerando las
caracteristicas morfolégicas descritas en claves taxonomicas especializadas (e.g.
Bussing, 1995; Castro-Aguirre et al.,1999; Carpenter, 2002), y en algunos casos se
utilizaron las referencias diagnosticas originales (e.g. Baird, 1855; Curran, 1942;
Cuvier & Valenciennes, 1830; Deckert & Greenfield, 1987).

De manera particular y debido a que no existe una clave de determinacion que
permita diferenciar entre las dos especies de gerreidos que se distribuyen en el Rio
Grijalva-Usumacinta, para poder llevar a cabo la determinacion de Eugerres
castroaguirrei, se consideraron so6lo aquellos ejemplares que mostraron el mayor
namero de caracteristicas diagnosticas no cuantificables (e.g. segunda espina dorsal
deprimida se extiende hasta la base del tercer o cuarto radio de la aleta dorsal en E.
castroaguirrei vs. segunda espina dorsal deprimida se extiende hasta la base del
quinto o sexro radio de la aleta dorsal en E. mexicanus) y cuantificables (e.qg.
proporciones del cuerpo); aun cuando éstas Ultimas se traslapan con aquellas que
caracterizan a Eugerres mexicanus (ver Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez,
2013: 309-310). Sin embargo, cabe mencionar que de las muestras analizadas, no
todos los especimenes presentaron en su totalidad las caracteristicas mencionadas

por Gonzéalez-Acosta & Rodiles-Hernandez (2013) como diagndsticas.

Todos los organismos fueron fotografiados por el lado izquierdo, se les tomo el
peso (en gramos) con una balanza digital y fueron medidos (lontitud estandar- LS, en
cm) con un ictidmetro o vernier. La informacién obtenida y las fotografias digitales se
encuentran integradas a la base de datos general, propiedad de la Coleccion
Ictiolégica (CI) (http://coleccion.cicimar.ipn.mx/) del Centro Interdisciplinario de
Ciencia Marinas (CICIMAR-IPN) de La Paz, Baja California Sur, México.
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Figura 2.- Sitios de muestreo y localidades de procedencia de los organismos y tejidos analizados.
Sitios de muestreos realizados por la Cl (circulos en amarillo); sitios de muestro realizados por las
instituciones donadoras (circulos en rojo); sitios de muestreo de las especies de origen dulceacuicola

de la familia Gerreidae (circulo en azul).
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Muestras de tejido

De cada individuo se obtuvo un fragmento de tejido muscular del lado derecho
de aproximadamente 1 cm?®, los cuales fueron almacenados en tubos conteniendo
etanol al 96%. Los organismos “voucher” se encuentran actualmente depositados y
bajo resguardo de la Coleccion Ictiolégica (Cl) (http://coleccion.cicimar.ipn.mx/) del
CICIMAR-IPN. Después de la obtencion del tejido, dichos ejemplares fueron fijados

en formol al 10% y posteriormente preservados en etanol al 50%.

Obtencion de datos moleculares
Extraccion de ADN

El ADN total se obtuvo a partir de una sub-muestra del tejido de cada
organismo mediante el uso de un kit de extraccién comercial (Qiagen® y DNAzoI®),

siguiendo los protocolos recomendados por los fabricantes.

Amplificacién

Se amplificaron tres fragmentos de genes mitocondriales (Citocromo Oxidasa
Subunidad | - COI, 16SrRNA, 12SrRNA) y un fragmento de ADN nuclear (el exén 3
del gen activante de la recombinacién - RAG1). La amplificacion se realiz6 mediante
una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando iniciadores (primers o
cebadores) universales para cada fragmento. Asimismo, en el presente trabajo se
disefiaron dos pares de primers especificamente para el marcador RAG1 mediante el
programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) (Tabla 7). Todas las amplificaciones
fueron realizadas a partir de un volumen de 35 pl conteniendo lo siguiente: 1x PCR
buffer (Invitrogen®©, Fermentas®©), 0.7 pl dNTP mix (10 mM), 0.48 uM de cada primer
(forward y reverse), 4.0 uM MgCl,, 0.05 U/ul de ADN Taq polymerasa (Invitrogen®©,
Fermentas©), y 1.0 yul de DNA total de cada muestra. El protocolo general del
termociclador fue el siguiente: para el COIl la amplificacion consisti6 en una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos, cada uno de los
cuales fue a 94°C por 30 seg, 54°C por 30 seg y 72°C por 1 min; se realizé una
extension final a 72°C por 10 min. Para los segmentos 12SrRNA y 16SrRNA la

amplificacion consistio de una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguido de
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35 ciclos, cada uno a 94°C por 1 min, 58°C por 1 min y 72°C por 1 min; y una
extension final de 72°C por 4 min. Finalmente para el RAG1, la amplificacion de PCR
consistié de una temperatura inicial a 95°C por 4 min, 30 ciclos integrados cada uno
a 95°C por 45-50 seg, 58 a 66.5°C por 30 seg y 72°C por 1 min, con una extension
final de 72°C por 4 min. Las amplificaciones fueron confirmadas mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% y reveladas con Gelgreen o Gelred y
visualizadas mediante un foto-documentador Labnet con luz ultravioleta (UV). Para
confirmar el tamafio del fragmento esperado se utiliz6 un marcador molecular

integrado por fragmentos de ADN digeridos, cuyos tamafios fueron conocidos.

Secuenciacion, edicién vy alineamiento

Todas las muestras amplificadas de manera exitosa fueron enviadas a
Macrogen, Inc. en Corea del Sur, para su secuenciacibn en ambos sentidos
empleando los mismos iniciadores utilizados para su amplificacién. Las secuencias
obtenidas fueron revisadas, arregladas y editadas con los programas Sequencher®
v45 (Gene Codes Corporation, www.genecodes.com), ChromasPro®
(www.technelysium.com) y Geneious® v5.4 (Drummond et al., 2011). Posteriormente
se realiz6 un Blast (blusqueda especializada) en bases de datos de secuencias en
linea (e.g. GenBank y BoldSystem) con el fin de corroborar que la secuencia
obtenida pertenecia al grupo objetivo de estudio asi como que el fragmento

correspondiera al gen que se pretendia amplificar

El alineamiento multiple se llevé a cabo aplicando el algoritmo Muscle
implementado en el programa MEGA® v5 (Tamura et al.,, 2011). Finalmente las
secuencias fueron depositadas en el GenBank (nimero de acceso en Anexo 2). De
manera adicional se consultaron las bases de datos en linea (GenBank vy
BoldSystem) para determinar la pertinencia sobre el uso de algunas secuencias en el

analisis preliminar realizado en el presente trabajo.
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Tabla 7.- Iniciadores utilizados para la amplificacion de distintos fragmentos de genes de ADNmt y

ADN nuclear de especies de la Familia Gerreidae y grupos afines.

Marcador Iniciador Secuencia del iniciador 5° =3’ Autor
16Sar-L CGCCTGTTTATCAAAAACAT
16SrRNA Palumbi, 1996
16Sbr-H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT
L1091 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT
12SrRNA Kocher et al., 1989
H1478 TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT
FishF1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
FishR1 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA
COl ) Ward et al., 2005
FishF2 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC
FishR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA
DauraRAG1F1 ATCTCTGGATGGGCTTCCTC Vergara-Solana, 2012
RAGL DauraRAG1R1 AAAAGGGGTTGGTTCTCCAT Vergara-Solana, 2012
SpsiRAG1FI TCACCAGTTTGAATGGCAGC *
HscuRAG1R1 CAGCGTGGGATGGGTCTC *

*Iniciadores disefiados durante el desarrollo del presente trabajo.

Analisis taxondmico molecular

Una vez obtenidas las secuencias de ADN, se confirmé la identificacion y
determinacién de las especies realizadas con base en criterios morfolégicos a partir
de la revision de grupos genéticos. Estos fueron obtenidos empleando como
referencia las secuencias del COl, ya que se considera que la evolucién molecular de
este marcador es lo suficientemente rapida como para permitir discriminar no solo
entre especies muy cercanas, sino que también permite diferenciar entre grupos
filogeogréficos pertenecientes a una misma especie (Cox & Hebert, 2001; Wares &
Cunningham 2001). Actualmente se cuenta con una amplia gama de investigaciones
desarrolladas que demuestran la utilidad de este marcador en diferentes campos de
las ciencias bioldgicas, incluyendo la asignacion de individuos a sus
correspondientes grupos taxondmicos (e.g. Ward et al., 2005; Hanner et al., 2011a;
Weigt et al., 2012; Puckridge et al., 2013), la identificaciébn de organismos extintos o
de especimenes de colecciones, deteccion en mercados de productos alimenticios

de especies reguladas (e.g. Hanner et al., 2011b) y de indole de conservacion y
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control de especies invasoras (e.g. Frankham et al., 2012; Valdéz-Moreno et al.,
2012).

Las ventajas del analisis taxonomico molecular, es que al conocer la
secuencia de un ejemplar o de cualquier muestra (incluidos huevos, larvas, juveniles
o fragmentos de organismos), esta puede ser identificada al compararla con una
base de secuencias referenciadas provenientes de organismos voucher previamente

determinados por expertos (Johns & Avise, 1998).

Considerando lo anterior, las distancias genéticas dentro y entre las especies
se estimaron con las secuencias parciales de los tres fragmentos de genes
mitocondriales (COI, 12SrRNA, 16SrRNA) y el fragmento de ADN nuclear (RAG1),
mediante la aplicacion del modelo de substitucion nucleotidica Kimura dos
parametros (K2P; K80) (Kimura, 1980). Para eliminar el efecto de la variabilidad
intraespecifica, se estimo la distancia genética neta, la cual estima la distancia entre
dos grupos sin tomar en cuenta la diversidad nucleotidica al interior de cada uno
(Tamura et al., 2011). Considerando las distancias genéticas (K2P), se generaron
dendogramas para cada marcador mediante el método de Neighbour-joining (NJ) o
método del vecino mas cercano (Saitou & Nei, 1987) con el fin de proporcionar una
representacion gréfica de la divergencia genética especifica. La robustez de las
ramas internas en cada arbol fue soportado por una prueba de remuestreo Bootstrap
empleando 1,000 réplicas (Felsenstein, 1985). Estos andlisis se realizaron con el
programa MEGA® v5 (Tamura et al.,, 2011). Considerando que el interés de este
analisis fue Unicamente el de soportar la determinacion taxondmica, la revision se

realizé para cada uno de los géneros por separados.

Anélisis filogenéticos

Para estimar las relaciones filogenéticas de las especies de la familia
Gerreidae, se consider6 la elaboracion de dos matrices diferentes, una de ellas para
explorar las relaciones familiares del grupo de estudio, en donde se incluye solo la

informacion de los genes mitocondriales (COIl, 12SrRNA y 16SrRNA), y una segunda
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matriz incluyendo los cuatro genes amplificados concatenados, mitocondriales y el
nuclear. El concatenado de las secuencias se realizd6 con ayuda del programa
BioEdit® (Hall, 1999).

Para generar estas matrices se utilizO una sola secuencia representativa de
cada especie, permitiendo de esta forma analizar las relaciones al interior de la
familia Gerreidae. Como grupos externos se incluyeron de manera adicional
secuencias de especies pertenecientes a la familia Serranidae: Diplectrum pacificum
Meek et Hildebrand, 1925 y Paralabrax maculatofasciatus (Steindachner, 1868). La
familia Serranidae ha sido considerada como uno de los grupos mas cercanos a los
gerreidos (Sensu Chen et al., 2007).

Andlisis de saturacion

Debido a que las mutaciones ocurren a través del tiempo, es de esperarse que
las diferencias observadas entre un par de secuencias homologas se vaya
incrementando de manera lineal. Sin embargo, dado que algunos sitios nucleotidicos
experimentan mas de una sustitucibn o cambio, la diferencia observada entre las
secuencias se convierte en un indicador poco confiable de la divergencia real que se

ha producido con el tiempo (Kocher & Carleton, 1997).

Se considera que la tasa verdadera de evolucidn esté oculta por la ocurrencia
de las mdltiples sustituciones que suceden en un sitio, por lo que se deben aplicar
correcciones estadisticas apropiadas para transformar las diferencias observadas a
una medida que exprese el numero total de cambios que han ocurrido (divergencia
total o distancia evolutiva). Dichas correcciones pueden derivarse de cualquier
modelo de mutacion y sélo son exactas si se realizan en las primeras etapas de
diferenciacion (antes de que se alcance el punto en que las secuencias no pueden
mostrar una mayor diferenciacion o punto de saturacion) y cuando se estima que
todos los sitios nucleotidicos estan evolucionando de acuerdo al mismo modelo de
sustitucion (Kocher & Carleton, 1997; Stepien & Kocher 1997).
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Considerando lo anterior, como paso inicial en el analisis filogenético de este
trabajo se calculd la tasa de saturacion de las secuencias de cada uno de los
marcadores moleculares, tanto mitocondriales como el nuclear, para lo cual se
graficaron las transiciones y las transversiones de nucleétidos totales contra la
distancia genética (p, K80) entre especies mediante el método de Xia implementado
en el programa Dambe® (Xia & Xie, 2001). Es de esperar que la divergencia entre
las secuencias no debe ser demasiado conservada ni tan divergente como para
experimentar una saturacidn substancial; ya que esta saturacion obscurece la

informacion filogenética contenida en los datos (Xia & Lemey, 2009).

Modelo de sustitucion

Como segundo paso, se procedio a elegir el modelo de sustitucion que mejor
se ajustara a los datos para cada uno de los genes de acuerdo con el criterio de
informacion Bayesiana (BIC) y el criterio de Aikaike (AIC), empleando el programa
jModelTest® 0.1.1 (Posada, 2008).

Dentro de este proceso, cada fragmento de ADNmt y ADNn fue analizado de
manera independiente. Una vez obtenido el modelo de sustitucion, se consideraron
diversos valores (e.g. numero de esquemas de substitucién, frecuencia de bases,
tasa de variacion, distribucion) para ser aplicados posteriormente en el programa Mr.
Bayes® v3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), lo que permitié soportar la hipotesis
filogenética que mejor se ajustara a los genes dadas las condiciones de su evolucion

en la familia Gerreidae.

Construccién de arboles filogenéticos

Los analisis de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood - ML), maxima
parsimonia (MP) e inferencia Bayesiana (BI) fueron utilizados para la reconstruccion
filogenética de la familia. El principio del método de ML se basa en obtener el arbol
filogenético que representa la verosimilitud mas alta que producen los datos
observados y se calcula con base en la probabilidad de que el patron de variacion
observado en una posicion determinada del alineamiento haya sido producido,
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teniendo en cuenta un proceso de sustitucion definido (modelo evolutivo) y un arbol
filogenético determinado; en pocas palabras, representa el arbol mas probable
(Carranza, 2002; Guerra-Garcia et al., 2008).

Por su parte, el método de MP se basa en el principio conocido como “Navaja
de Occam” (Occam’s razor- formulado por William Ockham en el siglo XIV), el cual
hace referencia a un tipo de razonamiento basado en una premisa muy simple: en
igualdad de condiciones, la solucidon correcta sera probablemente la mas sencilla,
debido a que se considera que la solucién méas simple requiere del menor nimero de
suposiciones y de operaciones logicas. Bajo este principio, en los analisis con MP el
arbol filogenético que se elige es el que implica la minima cantidad de cambios
evolutivos 0 pasos que se requieren para explicar una determinada matriz de
caracteres (Farris, 1970; Swofford et al., 1996).

El método Bayesiano en lugar de buscar un arbol con la maxima similitud
observada en los datos, produce una mejor serie de arboles y una probabilidad
completa de distribuciones de similitud dada por los datos y el modelo evolutivo
especificado (Rannala & Yang, 1996). Las aproximaciones bayesianas se basan en
la probabilidad posterior de un arbol, una medida que puede ser interpretada como la
probabilidad de que un arbol dado sea el que describe correctamente la historia de la

muestra taxondmica que estamos estudiando (Huelsenbeck et al., 2001).

Para generar los arboles de ML se utilizd el programa RAXML® v.8
(Stamatakis, 2014) con un bootstraping de 1,000 repeticiones. En el caso de MP, se
utilizé el programa TNT® 1.1. (Goloboff et al. 2003) mediante el criterio de busqueda
tradicional. Finalmente para la obtencién de resultados mediante BI, se utilizd el
programa Mr. Bayes® v3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) el cual fue ajustado
con los modelos de sustitucion nucleotidica previamente estimados para cada
fragmento mediante el programa jModelTest® 0.1.1 (Posada, 2008). Se consideraron
cuatro cadenas de Markov (MCMC) de 40,000,000 de generaciones en dos corridas

simultaneas y con una frecuencia de muestreo de cada 100 generaciones.
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Posteriormente se utilizd el programa Tracer® 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007)
para explorar el tamafio efectivo de muestreo (ESS), lo que permitio evaluar que
cada corrida representara satisfactoriamente el espacio de probabilidad posterior de
todos los parametros del modelo. Finalmente, las corridas fueron combinadas y el
25% de los parametros y arboles iniciales fueron descartados mediante el programa
Mr. Bayes® v3.2.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Todos los arboles filogenéticos
generados fueron visualizados y editados mediante el programa FigTree® 1.4.2
(Rambaut, 2014).

Reloj molecular

La estimacion de escalas de tiempo evolutivas es un objetivo comun en el
andlisis filogenético molecular (Duchéne et al., 2014). Esto se puede estimar
utilizando los métodos basados en la hipotesis del reloj molecular, la cual postula que
la tasa de evolucion en una molécula dada de ADN o proteina es aproximadamente
constante a través del tiempo y entre linajes evolutivos (Zuckerkandl & Pauling,
1962). En otras palabras, propone que existe una proporcion estadistica desde el
tiempo trascurrido del ultimo ancestro comdn de dos cadenas de proteinas similares
y contemporaneas y el namero de diferencias en los aminoacidos entre sus
secuencias. Lo anterior en la practica, ha permitido postular una dimension temporal
en los arboles filogenéticos construidos a partir de datos moleculares (Morgan,
1998).

Si las proteinas evolucionan a tasas constantes, éstas pueden ser utilizadas
para la reconstruccion filogenética, lo que ha sido la aplicacion mas importante de la
hipétesis de reloj molecular, ya que de esa forma permite estimar los tiempos en que
las especies, poblaciones o incluso cepas virales divergen. Para convertir las
distancias genéticas a tiempos absolutos, se utiliza un tiempo externo (llamado punto
de calibracién), el cual se estima a partir de datos fosiles o eventos histérico-

geograficos que marcan la separacion de las especies (Yang, 2002).
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En los sistemas marinos, la disyuncién entre especies o poblaciones puede
ser desencadenada por eventos vicariantes, como el ultimo cierre del Istmo de
Panama, ocurrido hace aproximadamente 2.9-3.5 millones de afos (m.a.)
(Bermingham, et al. 1997; Coates, et al. 2004). Este evento propicié un sin numero
de especies con caracteristicas morfolégicas muy similares pero sin flujo genético
entre ellas debido a la presencia de una barrera fisica (especies fraternas sensu
Jordan, 1908) (Bernardi & Lape, 2005).

De manera ideal, la calibracién del reloj molecular se establece con base en el
registro fosil, sin embargo, en la familia Gerreidae, esta estimacion podria ser méas
precisa al ser analizada con base en especies cuyos procesos de divergencia

pudieran estar mejor justificados como consecuencia de eventos de vicarianza.

Dentro de este contexto, se asume entonces que el par de especies de
gerreidos menos divergente (Gerres cinereus Pacifico vs. Gerres cinereus Atlantico)
se aislé en el momento del dltimo cierre del Istmo de Panam@, proporcionando de
esta manera la mejor estimacion de la tasa de evolucion molecular para la familia
Gerreidae (e.g. Bermingham et al., 1997; Knowlton y Weigt, 1998; Lessios et al.,
2001; Lessios, 2008).

La mayoria de los modelos de reloj molecular (relajados) se han implementado
en los marcos Bayesianos (Drummond et al., 2011; Thorne et al., 1998; Yang &
Rannala, 2006). Debido a lo anterior, se probd la hipétesis de reloj molecular de
manera independiente para cada marcador de acuerdo al método propuesto por
Kimura (1980) mediante el programas MEGA® v5 (Tamura et al., 2011).

El filograma obtenido en el programa Mr. Bayes® se ultrametrizd (dato)
mediante la rutina “Beauti” en BEAST® v1.8.1 (Drummond & Rambaut, 2007). Los
nodos del arbol ultramétrico se calibraron en el tiempo relativo mediante una
distribucion normal con media de 3.2 +/- 0.25 de desviacion estandar, para lo cual se

establecio como nodo central al que representa la divergencia de la especie
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anfiamericana Gerres cinereus. Esta calibracion se llevé a cabo también mediante el
programa BEAST® v1.8.1 (Drummond & Rambaut, 2007).

Debido a que muchos de los datos que se utilizan en este tipo de analisis
exhiben niveles significativos de variacion en las tasas de substitucion entre linajes,
como resultado de las diferencias en el tamafio de poblacién, la tasa de mutacién o
la influencia de la seleccion natural; el reloj molecular puede “relajarse” o atenuarse
para que considere dicha variacion, lo que permite estimar una tasa de sustitucion

distinta a lo largo de cada rama del arbol filogenético (Duchéne et al., 2014).

De acuerdo a Cranston & Rannala (2005), una aproximacion filogenética
relajada, en donde la filogenia y los tiempos de divergencia son co-estimados bajo un

modelo de reloj molecular relajado, es preferida sobre uno bajo un modelo estricto.

Dentro de este contexto, se eligié estimar el reloj molecular mediante un
modelo relajado con distribucién log normal, considerando el modelo evolutivo de
especies de Yule (Drummond et al., 2011). Finalmente se generaron dos cadenas de
Makov con 40,000,000 de generaciones muestreadas cada 100, donde el intervalo
de confianza (95%) de la posicién relativa de los nodos corresponde a los limites
superior e inferior dados en m.a. Estos parametros fueron monitoreados mediante el
programa TRACER® 1.5 (Rambaut & Drummond, 2007). Se utiliz6 el programa
TreeAnnotator® v1.6.1 (Rambaut & Drummond, 2007) para obtener el arbol de
maxima credibilidad después de descarta el 25% de los arboles generados
(100,000). El arbol generado fue visualizado y editado mediante el programa
FigTree® 1.4.2 (Rambaut, 2014).
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RESULTADOS

Anélisis taxondmico molecular

Género Eucinostomus

Para el género Eucinostomus, se obtuvieron 49 secuencias parciales del COl,
27 del 12SrRNA, 26 del 16SrRNA y 24 del RAG1 correspondientes a las nueve
especies del género analizadas en este estudio (Tabla 9).

La longitud, es decir, el niumero de pares de bases (pb) para los cuatro
marcadores fue de: 665, 434, 607 y 671 pb para el COIl, 12SrRNA, 16SrRNA y
RAGL1, respectivamente.

El fragmento que presentd un mayor numero de sitios variables fue el COI
(30.7% de su longitud) y, por el contrario, el mas conservado fue el RAG1, con sélo
el 4.62% de variacion (Tabla 9). Los porcentajes de divergencia genética intra e inter-
especifica variaron de acuerdo a cada marcador analizado (Tabla 10 y 11) y en los
cuatro fragmentos las distancias genéticas al interior de cada grupo fueron varias

ordenes de magnitud menores a las observadas entre especies.

Las distancias genéticas intra-especifica mas altas se observaron en la
especie E. gula (COI= 2.684% y 16SrRNA= 1.707%). Debido a que s6lo se contd con

una muestra de la especie E. havana, no se presentan datos para la misma.

La mayor distancia inter-especifica obtenida a partir de COIl se presenté entre
las especies E. dowii y E. currani (20.1%) y la menor entre E. jonesii y E. entomelas
(10.0%), como se observa en la tabla 10. La distancia promedio obtenida fue del
14.25%. La especie E. dowii presentd s6lo un haplotipo mientras que E. argenteus,
E. gula, E jonesii y E. melanopterus por cada secuencia obtenida se presenté un

haplotipo diferente (11, 6, 2 y 5 respectivamente).
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Para el 12SrRNA, solo las especies E. gula y E. jonesii presentaron
divergencias inter-especificas por encima del 0.2%, el resto mantuvo valores del
0.0% (Tabla 11). Los valores inter-especificos presentaron una distancia promedio
del 11.08%. La mayor divergencia se observo entre E. gula y E. entomelas (17.67%)
y la menor entre E. currani y E. melanopterus (3.95%), como se observa en la tabla
11. Eucinostomus gula y E. jonesii fueron las Unicas especies que presentaron mas

de un haplotipo.

Para el marcador 16SrRNA, las Unicas secuencias que mostraron variabilidad
genética fueron las de E. gula (1.71%) y las de E. argenteus (0.9%) (Tabla 10),
debido a que en cada una de ellas se encontré mas de un haplotipo. Con excepcion
de E. havana (que no pudo ser evaluada por registrar s6lo una secuencia), todos los
individuos de cada especie presentaron secuencias iguales y en consecuencia solo
un haplotipo fue encontrado. Se obtuvo una distancia inter-especifica promedio de
8.33%. La mayor distancia se presentd entre E. dowii y E. havana (12.76%) y la
menor entre E. currani y E. melanopterus (3.88%; Tabla 11).

Por otra parte, en el RAG1, de origen nuclear, se observo un patrén similar al
registrado en los tres marcadores de origen mitocondrial. Este fragmento fue el mas
conservado y presentd valores intra-especificos muy bajos en comparacion con el
resto de los marcadores: 0.1% para E. dowii, 0.17% para E. jonesii y 0.11% para E.
melanopterus, y 0.0% para el resto de las especies (Tabla 9). De igual forma, el
RAG1 presentd las divergencias genéticas inter-especificas mas bajas para los
cuatro marcadores analizados dentro del género Eucinostomus, con un valor
promedio de 1.23% (Tabla 11). La distancia genética mas alta se presentd entre las
especies E. gracilis y E. melanopterus (2.03%), y las bajas entre E. argenteus y E.
dowii y entre E. currani y E. melanopterus (0.55 y 0.50%, respectivamente),
resaltando el hecho de que este par de complejos son considerados como especies
fraternas. La distancia entre el resto de las especies se encontraron entre el 1.01% y

el 1.91% (Tabla 11). En cuanto a los haplotipos encontrados con el marcador RAG1,
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s6lo E. dowii, E. melanopterus y E. jonesii presentaron mas de un haplotipo,

manteniendo el resto de las especies so6lo uno (Tabla 11).

Tabla 9.- Namero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables y parsimoniosamente
informativos de cada uno de los marcadores analizados en el género Eucinostomus.

Numero de ] Sitios Sitios Sitios parsimoniosamente
Marcador ) Longitud (pb) ) ) )
secuencias conservados variables informativos
COl 49 665 461 204 203
12SrRNA 27 434 316 116 108
16SrRNA 26 607 456 150 132
RAG1 24 671 640 31 31

Tabla 10.- Porcentajes de la distancia genética de los cuatro marcadores dentro de las especies de
Eucinostomus spp (promedio = Error Estandar). Ns= ndmero de secuencias, Nh= nimero de
haplotipos. Las abreviaturas corresponden a las especies: Ear= E. argenteus; Ecu= E. currani; Edo=
E. dowii; Een= E. entomelas; Egra= E. gracilis; Egu= E. gula; Ehav= E. havana; Ejo= E. jonesii; Eme=

E. melanopterus.

Especie COl Ns Nh 12SrRNA Ns Nh 16SrRNA Ns Nh RAG1 Ns Nh
Ear 0.73 £0.0019 11 11 0.0+0.0 4 1 0.09 £ 0.0008 4 2 0.0+0.0 4 1

Ecu 0.07 + 0.0006 3 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1

Edo 0.16 + 0.0011 1 0.0£0.0 6 1 0.0+0.0 6 1 0.1 +0.001 5 2

Een 0.19 + 0.0011 0 7 0.0+0.0 3 1 0.0+0.0 3 1 0.0+0.0 2 1

Egra 0.12 £ 0.0011 3 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1

Egu 2.61 + 0.0046 6 0.32 + 0.0022 4 2 1.70 £ 0.0043 3 3 0.0+0.0 4 1

Ehav - - - - 1 1 - 1 1 - - -

Ejo 0.15 + 0.0013 2 0.23 + 0.0023 2 2 0.0+0.0 2 1 0.16 + 0.0016 2 2

Eme 0.21 £ 0.0012 0.0+0.0 3 1 0.0+0.0 3 1 0.11 + 0.0010
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Tabla 11.- Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Eucinostomus spp. El promedio

dado debajo de la diagonal, el error estandar dado encima de la diagonal. Las abreviaturas

corresponden a las especies: Ear= E. argenteus; Ecu= E. currani; Edo= E. dowii; Egra= E. gracilis;

Egu= E. gula; Een= E. entomelas; Ejo= E. jonesii; Eme= E. melanopterus; Ehav= E. havana. na= no

aplica.

Marcador Especies Ear Ecu Edo Een Egra Egu Ehav Ejo Eme

COl Ear - 0.0189 0.0166 0.0182 0.0161 0.0162 na 0.0208 0.0188
Ecu 17.78 - 0.0207 0.0182 0.0186 0.0177 na 0.0175 0.0154
Edo 13.21 20.06 - 0.0174 0.0154 0.0165 na 0.0199 0.0205
Een 16.54 15.56 15.69 - 0.0175 0.0174 na 0.0138 0.0193
Egra 13.67 17.77 13.53 15.98 - 0.0148 na 0.0199 0.0187
Egu 13.57 16.34 14.95 15.64 12.80 - na 0.0174 0.0190
Ehav na na na na na na - na na
Ejo 19.49 15.83 18.48 10.03 18.39 15.23 na - 0.0216
Eme 16.76 12.01 19.61 17.54 16.94 17.11 na 19.93 -
Promedio 14.25 +0.0108

12SrRNA Ear - 0.0189 0.0140 0.0201 0.0167 0.0167 0.0186 0.0207 0.0202
Ecu 13.96 - 0.0186 0.0160 0.0153 0.0198 0.0167 0.0161 0.0095
Edo 7.81 12.90 - 0.0189 0.0130 0.0176 0.0181 0.0195 0.0192
Een 14.08 10.33 13.49 - 0.0167 0.0233 0.0187 0.0129 0.0161
Egra 10.84 9.48 7.59 10.69 - 0.0173 0.0176 0.0170 0.0157
Egu 12.99 14.16 11.29 17.67 11.34 - 0.0218 0.0215 0.0214
Ehav 13.15 10.54 13.17 12.05 11.75 16.35 - 0.0193 0.0173
Ejo 15.04 10.74 14.12 6.91 11.79 15.90 13.49 - 0.0160
Eme 15.13 3.95 13.75 10.87 10.02 15.03 11.09 10.15 -
Promedio 11.08 +0.0109

16SrRNA Ear - 0.0130 0.0087 0.0147 0.0128 0.0140 0.0161 0.0146 0.0131
Ecu 9.00 - 0.0131 0.0119 0.0134 0.0139 0.0142 0.0125 0.0085
Edo 4.25 9.39 - 0.0148 0.0129 0.0105 0.0164 0.0142 0.0136
Een 11.90 7.76 11.70 - 0.0138 0.0152 0.0142 0.0097 0.0120
Egra 9.00 9.38 9.19 10.21 - 0.0126 0.0156 0.0142 0.0131
Egu 6.35 9.88 6.82 12.02 8.50 - 0.0161 0.0151 0.0139
Ehav 12.74 10.61 12.76 10.61 12.70 13.19 - 0.0150 0.0133
Ejo 11.11 7.78 10.22 5.39 10.85 11.39 11.44 - 0.0118
Eme 9.18 3.88 9.78 7.76 8.94 10.35 9.36 7.55 -
Promedio 8.33 £ 0.0079
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Continuacion de la Tabla 11.

Marcador Especies Ear Ecu Edo Een Egra Egu Ehav Ejo Eme

RAG1 Ear - 0.0050 0.0028 0.0046 0.0043 0.0042 na 0.0049 0.0053
Ecu 151 - 0.0052  0.0047 0.0057  0.0050 na 0.0048  0.0027
Edo 0.55 1.74 - 0.0043 0.0038 0.0043 na 0.0047 0.0055
Een 1.35 151 1.23 - 0.0046  0.0046 na 0.0042  0.0052
Egra 1.01 1.85 0.89 1.34 - 0.0047 na 0.0051 0.0060
Egu 1.01 151 1.23 1.35 1.34 - na 0.0048  0.0053
Ehav na na na na na na - na na
Ejo 1.52 1.01 1.40 1.18 1.52 1.35 na - 0.0047
Eme 1.69 0.50 1.91 1.69 2.03 1.69 na 1.46 -
Promedio 1.23 +0.0026

El dendograma generado a partir del método de NJ para el COIl permitié
distinguir la presencia de ocho grupos claramente diferenciados, sustentados de
manera robusta mediante remuestreo (Fig. 3). Dichas agrupaciones corresponde con
las especies previamente designadas a partir de criterios morfolégicos. Cabe resaltar
la distincion entre E. dowii — E. argenteus, la cercania entre E. currani y E.
melanopterus (en esta Ultima especie se incluye un organismo proveniente de la
costa oeste de Africa, el cual es similar a los demas organismos provenientes de la
costa americana). Finalmente, hay la diferenciacion de dos grupos dentro de la
especie E. gula, uno proveniente del Golfo de México y otro de aguas venezolanas,

separados por una distancia genética del 2.68% (Fig. 3).

En el caso del 12SrRNA, el dendograma generado permitié distinguir la
presencia de nueve grupos claramente diferenciados (Fig. 3). Se resalta nuevamente
la distincion entre E. dowii — E. argenteus, asi como la cercania entre E. currani y E.
melanopterus (incluido el organismo africano). Aqui se hace la inclusion al analisis de

un organismo de E. havana.

El dendograma generado a partir de las secuencias parciales del fragmento
16SrRNA, distingue también la presencia de los mismos nueve grupos observados
en los dendogramas anteriores (Fig. 4). Se observa también la integracion de E.

dowii en un clado distinto al de E. argenteus, la cercania entre E. currani y E.
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melanopterus, y la presencia de dos grupos en E. gula, uno asociado a un organismo

proveniente de Venezuela y otro a los procedentes del Golfo de México (Fig. 3).

Los grupos obtenidos para el RAG1 soportan la diferenciacion de ocho
especies, de las cuales, E. dowii con E. argenteus y E. currani con E. melanopterus
son las més cercanas. Se observa nuevamente la integracion en el mismo clado de
organismos pertenecientes a E. melanopterus provenientes de continentes diferentes
(América y Africa). Finalmente, para este marcador no se observaron agrupaciones
distintas entre los organismos determinados taxondémicamente como E. gula

provenientes de Venezuela y E. gula provenientes del Golfo de México (Fig. 3).

De manera general, las topologias de los dendogramas generados a partir de
los cuatro marcadores, y en lo que respecta al analisis molecular del género
Eucinostomus, se detectaron configuraciones muy similares, donde se pueden
distinguir ocho (COIl y RAG1) o nueve (al incluir a la especie E. havana en los
analisis del 12SrRNA y 16SrRNA) grupos taxonémicos claramente diferenciados y
los cuales corresponden a las determinaciones hechas previamente. Finalmente, en
los dendogramas de COI, 12SrRNA y 16SrRNA, E. gula mostré una separacion entre
los organismos provenientes de costas venezolanas y los recolectados en costas del
Golfo de México (Fig. 4). Sin embargo, esto no fue observado mediante el RAG1,

debido aparentemente a que es un marcador mucho menos variable.

39



COl

E argenteus 6 Ter
E argenteus 11 Ter
E argenteus 3 Ter
E argenteus 7 Ter
E argenteus 4 Ter
E argenteus 8 Ter
E argenteus 1 Ter

5 E argenteus 9 Ter

57

E argenteus 10 Ter
E argenteus 9 Tamp
E argenteus 5 Ter

8
1oo|_‘
100
E dowii 1 Gal
| E dowii 1 Aca

100 | E dowii 1 Lap
E dowii 2 Aca
4 E dowii 2 Lap
E dowii 4 Aca
E gracilis 1 Rosa
lE gracilis 2 Lap

85

100

1oo| E gracilis 3 Lap
E gracilis 4 Lap
E gula 3 Ven
E gula 1l Ven
100L E gula 2 Ven
E gula 6 Tamp
100 E 9ula8Yuc
E gula 10 Ver
E currani 2 Aca
E currani 2 Lap

95

E currani 1 Rosa

E currani 1 Lap

E currani 1 Aca

I— E melanopterus 6 Ver

00 E melanopterus 2 Camp
E melanopterus 4 Ver
E melanopterus 5 Lib
E melanopterus 1 Ver

| E jonesii 2 Isla

99

| e |

0.02

100

1001 E jonesii 2 Ter

E entomelas 1 Lap

E entomelas 1 Rosa
E entomelas 1 Maz
E entomelas 2 Lap
E entomelas 2 Maz
E entomelas 2 Rosa
E entomelas 3 Lap
E entomelas 4 Lap
E entomelas 5 Lap
E entomelas 6 Lap

12SrRNA

E argenteus 1 Ter
E argenteus 3 Ter

79

1oo| E argenteus 4 Ter

E argenteus 5 Ter

E dowii 1 Aca
E dowii 4 Aca
E dowii 3 Aca
100 | E dowii 2 Lap
E dowii 1 Lap
E dowii 2 Aca

E gula 10 Ver
E' E gula 6 Tamp

E gracilis 1 Rosa
100! E gracilis 1 Lap

100|_| E gula 2 Ven
65!/ E gula 3 Ven

97

70

99

E havana Che

E melanopterus 1 Ver
4100{ E melanopterus 5 Lib
E melanopterus 4 Ver
E currani 2 Lap
—1()0| E currani 2 Aca
|_— E jonesii 2 Isla
100t E jonesii 2 Ter

98 E entomelas 3 Lap
4100{ E entomelas 2 Lap
E entomelas 1 Lap

Figura 3.- Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias parciales de COl,

12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies del género Eucinostomus. El nUmero debajo de la rama

indica el valor bootstrap >50% obtenido de la prueba de remuestreo de 1,000 repeticiones. La escala

esta dada acorde al indice de la distancia genética de Kimura de dos parametros. Las letras

corresponden a las localidades de captura de las especies nominales: Aca = Acapulco; Lap= La Paz;

Rosa= Santa Rosalia; Ter= Laguna de Términos; Tamp= Tamaulipas; Ver= Veracruz; Isla= Isla

Mujeres; Che= Chetumal; Ven= Venezuela y Lib= Liberia.
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16SrRNA
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Figura 4.- Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias parciales de: COl,

12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies de Eucinostomus. El nimero debajo de la rama indica el

valor bootstrap >50%. La escala esta dada acorde a la distancia de Kimura de dos parametros. El

ancho de los puntos terminales en las ramas reflejan la variabilidad encontrada en todas las

secuencias de cada uno de los clados.
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Género Diapterus y Deckertichthys

Debido al reciente establecimiento del género monotipico Deckertichthys
(Vergara-Solana et al., 2014), los analisis moleculares de este grupo se realizaron en

conjunto con el género Diapterus.

Para el género Diapterus se obtuvieron un total de 51 secuencias parciales, de
las cuales 13 correspondieron al COI, 13 al 12SrRNA, 13 al 16SrRNA y 12 al RAG1.
Para el género Deckertichthys se obtuvo un total de 25 secuencias, seis del COl,
siete del 12SrRNA, siete del 16SrRNA y cinco del RAG1 (Tabla 12).

Para ambos géneros la longitud de cada marcador fue de 518, 429, 407 y 658
pb para el COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 respectivamente.

De manera general, el fragmento que presentd un mayor nimero de sitios
variables fue el COIl (28.37% de su longitud) y, el mas conservado fue el RAG1, con

s6lo el 6.83% de variacion (Tabla 12).

Las distancias genéticas intra-especificas para el género Diapterus variaron de
0.0% (12SrRNA) a un 0.92% (COl). Por otra parte, se observé una mayor variacion
dentro de la especie Deckertichthys aureolus con un intervalo de 0.07% (16SrRNA) a
1.21% (COl) (Tabla 13).

Tabla 12.- Namero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables y parsimoniosamente
informativos de cada uno de los marcadores analizados en el género Diapterus/ Deckertichthys.

NlUmero de Longitud Sitios Sitios Sitios parsimoniosamente
Marcador ) . . .
secuencias (pb) conservados variables informativos
Col 13/6 518 371 147 147
12SrRNA 13/7 429 381 46 45
16SrRNA 13/7 407 353 54 52
RAG1 12/5 658 613 45 40

43



Tabla 13.-Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores para las
especies de Diapterus spp y Deckertichthys sp (promedio + Error Estandar). Las abreviaturas
corresponden a las especies: Dau= Diapterus auratus, Dbre= Diapterus brevirostris, Drhom= Diapterus

rhombeus, Daure= Deckertichthys aureolus. Ns= nimero de secuencias, Nh= namero de haplotipos.

Especies Col Ns Nh 12SrRNA Ns Nh 16SrRNA Ns Nh RAG1 Ns Nh
Dau 0.27 £ 0.0015 5 3 0.09 £ 0.0009 5 2 0.10 + 0.0009 5 2 0.12 + 0.0008 5 3
Dbre 0.29 + 0.0014 6 4 0.07 £ 0.0007 6 2 0.13 +£0.0013 6 2 0.92 £ 0.0026 5 4
Drhom 0.78 £ 0.0039 2 2 0.0+0.0 2 1 0.25 £ 0.0024 2 2 0.24 £0.0013 2 2
Daure 1.21 +0.0033 6 5 0.18 £ 0.0013 7 3 0.07 £ 0.0007 7 2 0.30 £ 0.0020 5 5

Las secuencias del COIl analizadas en este trabajo, indicaron que las
distancias genéticas entre estas especies fueron relativamente mas grandes que las
distancias intra-especificas respectivas. En promedio, la distancia de las cuatro
especies fue de 15.67%; sin embargo, entre la especie Deckertichthys aureolus y las
especies de Diapterus la distancia fue casi de dos 6rdenes de magnitud. En cuanto a
los haplotipos encontrados dentro del género Diapterus, D. brevirostris presentd
cuatro, mientras que D. auratus y D. rhombeus soélo presentaron tres y dos,
respectivamente. Deckertichthys aureolus registré cinco haplotipos (Tabla 13).

Para el género Diapterus, los resultados del analisis del fragmento 12SrRNA
mostraron distancias genéticas intra-especificas variables que fluctuaron entre el
0.0% (D. rhombeus) y 0.09% (D. auratus), mientras que las distancias genéticas
inter-especificas fueron de 0.71% (D. brevirostris y D. rhombeus) a 2.83% (D.
brevirostris y D. auratus; Tabla 12). En el caso del género Deckertichthys, la distancia
genética intra-especifica fue de 0.18%. La distancia promedio de las cuatro especies
fue de 5.7% (Tabla 13).

De los andlisis realizados con el marcador 16SrRNA, las distancias inter-
especificas mayores para el género Diapterus, fueron entre D. auratus y D.
brevirostris (3.438%) (Tabla 14). La mayor distancia genética inter-genérica fue entre
Diapterus auratus y Deckertichthys aureolus (25.06%). El numero de haplotipos

encontrados con este marcador para cada especie fue dos (Tabla 13). La distancia
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inter-especifica promedio para todas las especies fue del 6.64% (Tabla 14). El
género Diapterus registro distancias genéticas intra-especificas mayores (de 0.13% a
0.25%) que la registrada para el género Deckertichthys (0.0734%) (Tabla 13).

En el caso del marcador RAG1, se observd una distancia inter-especifica
promedio del 2.6%. De manera particular, las especies del género Diapterus
registraron una distancia genética entre 1.26% (D. brevirostris y D. rhombeus) y
1.95% (D. auratus y D. rhombeus); mientras que Deckertichthys aureolus registro
una distancia genética de mas del 3.0% con cada una de las especies de Diapterus
(Tabla 14). En cuanto a las distancias genéticas intra-especificas, el género
Diapterus registré de 0.122% (D. auratus) a 0.92 (D. brevirostris), mientras que la del
género Deckertichthys fue de 0.30% (Tabla 13). El género Deckertichthys registré
cinco haplotipos, mientras que las especies de Diapterus presentaron dos, tres y

cuatro (D. rhombeus, D. auratus y D. brevirostris, respectivamente) (Tabla 13).

Las distancias genéticas inter-especificas estimadas con el COI, permitieron
detectar la presencia de dos grupos, uno conteniendo las tres especies del género
Diapterus y otro al monotipico Deckertichthys (Fig. 5).

El dendograma generado a partir del 12SrRNA, permiti6 la existencia de
cuatro clados, de los cuales tres integraron el grupo de Diapterus y uno del
Deckertichthys (Fig. 5).

Por otra parte, el dendograma generado a partir de las secuencias parciales
del fragmento 16SrRNA, produjo la misma configuraciébn que la obtenida para el
marcador 12SrRNA, donde Diapterus brevirostris y Diapterus rhombeus son las
especies de mayor cercania y Deckertichthys aureolus conforma un grupo diferente

del género Diapterus (Fig. 5).
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El &rbol generado a partir del RAG1 soporté la presencia de cuatro clados en

donde aquellas que corresponden al género Diapterus presentan una mayor cercania
(Fig. 5).

Tabla 14.- Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Diapterus spp y Deckertichthys
sp. El promedio dado debajo de la diagonal, el error estandar dado encima de la diagonal. Las
abreviaturas corresponden a las especies: Dau= Diapterus auratus, Dbre= Diapterus brevirostris,

Drhom= Diapterus rhombeus, Daure= Deckertichthys aureolus.

Marcador Especies Dau Dbre Drhom Daure

COl Dau - 0.01169 0.01891 0.02635
Dbre 12.56 - 0.01641 0.02471
Drhom 15.46 12.91 - 0.02479
Daure 25.06 23.28 24.65
Promedio 15.67 £ 0.0131

12SrRNA Dau - 0.00802 0.00771 0.01542
Dbre 2.831 - 0.00399 0.01666
Drhom 2.664 0.7183 - 0.01630
Daure 9.499 10.93 10.73
Promedio 5.7 +0.0080

16SrRNA Dau - 0.00914 0.00922 0.01919
Dbre 3.271 - 0.00721 0.01865
Drhom 3.438 2.111 - 0.01837
Daure 12.31 11.75 11.18
Promedio 6.64 £ 0.0096

RAG1 Dau - 0.00501 0.00517 0.00715
Dbre 1.862 - 0.00442 0.00705
Drhom 1.958 1.267 - 0.00712
Daure 3.625 3.642 3.697
Promedio 2.6 £0.0040

Finalmente, las topologias de los dendogramas generados a partir de los
cuatro marcadores fueron relativamente parecidas, con excepciéon del marcador COI,
cuya configuracion muestra una mayor cercania entre Diapterus brevirostris y D.
auratus. El resto de los marcadores mitoncondriales y el nuclear mostraron que D.
brevirostris es una especie cercana a D. rhombeus. Resalta ademas el hecho de
que, independientemente del marcador analizado, existe una elevada similitud
genética al interior de cada especie, que entre ellas, lo cual soporta las

determinaciones taxondémicas de las cuatros especies (Fig. 6).
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Figura 5.- Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias parciales de COlI,

12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies del género Diapterus y Deckertichthys (resaltado en

rojo). El nimero debajo de la rama indica el valor bootstrap >50% obtenido de la prueba de

remuestreo de 1,000 repeticiones. La escala esta dada acorde al indice de la distancia genética de

Kimura de dos parametros. Las letras corresponden a las localidades de captura de las especies

nominales: Maz=Mazatlan; Ver= Veracruz; Nay= Nayarit.
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Figura 6.- Dendogramas de Neighbor-joining simplificados, utilizando secuencias parciales de: COl,
12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de las especies de Diapterus y Deckertichthys (resaltado en rojo). El
ndmero debajo de la rama indica el valor bootstrap >50%. La escala esta dada acorde a la distancia
de Kimura de dos pardmetros. El ancho de los puntos terminales en las ramas reflejan la variabilidad

encontrada en todas las secuencias de cada uno de los clados.
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Género Gerres

Del género Gerres se obtuvieron un total de 48 secuencias parciales, de las
cuales 14 corresponden al COI, 14 al 12SrRNA, 14 al 16SrRNA y seis al RAG1
(Tabla 15). Las secuencias son de individuos procedentes tanto del Océano Atlantico

(A) como del Océano Pacifico (P).

La longitud varié en cada marcador, registrandose un mayor numero de pb en
el marcador RAG1 (661) y el de menor numero se obtuvo en el marcador 12SrRNA
(420 pb; Tabla 15). Por su parte, el fragmento con el mayor niumero de sitios
variables fue el COI (2.45% de su longitud) y el més conservado fue el RAG1, con

s6lo el 0.61% de variacion (Tabla 15).

Las distancias genéticas intra-especificas variaron del 0.0% (RAGL1) para G.

cinereus (Atlantico y Pacifico) a 0.09% (COI) en G. cinereus del Pacifico (Tabla 16).

Tabla 15.- Namero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables y parsimoniosamente

informativos de cada uno de los marcadores analizados en el género Gerres.

Numero de . Sitios Sitios Sitios parsimoniosamente
Marcador ) Longitud (pb) ) ) )
secuencias conservados variables informativos
Col 14 654 638 16 13
12SrRNA 14 420 411 9 6
16SrRNA 14 594 581 13 12
RAG1 6 661 657 4 3

Tabla 16.- Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores para Gerres
cinereus del Atlantico (A) y Pacifico (P) (promedio + Error Estandar). Ns= niUmero de secuencias, Nh=

namero de haplotipos.

Especie COl Ns Nh 12SrRNA Ns Nh 16SrRNA Ns Nh RAG1 Ns
Gc A 0.04 + 0.0004 7 3 0.06 + 0.0006 7 2 0.0+0.0 7 1 0.0+0.0 2
Gec P 0.09 + 0.0006 7 3 0.13 £ 0.0009 7 3 0.04 + 0.0004 7 2 0.0+0.0 4
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La distancia promedio encontrada entre G. cinereus del Atlantico y G. cinereus
del Pacifico fue de 1.29% para el COI (Tabla 17). En ambas costas americanas se
registraron tres haplotipos (Tabla 16). Las distancias genéticas inter-especificas
estimadas con este marcador, permitieron observar una diferenciacion entre los
organismos provenientes del Océano Atlantico y los del Océano Pacifico, debido a lo
cual se distingue la presencia de dos grupos claramente definidos (Fig. 7).

A partir del marcador 12SrRNA se encontré una distancia intra-especifca del
0.06% y de 0.13% para los individuos del Atlantico y Pacifico, respectivamente. El
promedio de la distancia genética inter-especifica fue de 0.88% (Tabla 17). Gerres
cinereus del Atlantico, registré un mayor numero de haplotipos que la especie del

Pacifico (dos y tres, respectivamente; Tabla 16).

A partir del marcador 16SrRNA, se obtuvo una distancia genética intra-
especifica del 0.0% para Gerres del Atlantico y del 0.04% para Gerres del Pacifico
(Tabla 16). La distancia genética entre los organismos provenientes de ambas costas
fue del 2.06% (Tabla 17). EI mayor niumero de haplotipos se observo entre los
organismos recolectados en el Pacifico (Tabla 16).

En resumen, se pudo observar que las secuencias obtenidas del RAG1 no
mostraron variabilidad genética en ninguno de los grupos (Tabla 16), debido a que
sélo fue encontrado un haplotipo en cada uno de ellos. La distancia genética inter-
especifica de este marcador, también resultoé ser la mas baja en comparacién con los

tres anteriores, con un valor promedio de 0.32% (Tabla 17).
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Tabla 17.- Porcentajes de la distancia genética entre las especies de de Gerres cinereus del Atlantico

(A) y Pacifico (P). El promedio dado debajo de la diagonal, el error estdndar dado encima de la

diagonal.

Marcador Especies G. cinereus A G. cinereus P
Col G. cinereus A 0.0062

G. cinereus P 2.25

Promedio 1.29 + 0.0033
12SrRNA G. cinereus A 0.0056

G. cinereus P 1.45

Promedio 0.88 £ 0.0031
16SrRNA G. cinereus A 0.0055

G. cinereus P 2.06

Promedio 1.14 + 0.0031
RAG1 G. cinereus A 0.0032

G. cinereus P 0.60

Promedio 0.32 £0.0017

A partir de las secuencias parciales del fragmento COI, 12SrRNA, 16SrRNA y

del RAG1, se pudieron generar dendogramas que permiten distinguir la presencia de

dos grupos claramente definidos, los cuales corresponden a los organismos de G.

cinereus del Atlantico y del Pacifico (Fig. 7).

Finalmente, las cuatro topologias de los dendogramas generados a partir de

cada marcador analizado, mostraron las misma configuracién, la cual destaca una

clara distincién entre los organismos de la especie Gerres cinereus distribuidos en el

Atlantico y los del Pacifico (Fig. 8).
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Figura 7.- Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias parciales de COl,
12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de Gerres cinereus del Atlantico (A) y Pacifico (P). El nimero debajo de
la rama indica el valor bootstrap >50% obtenido de la prueba de remuestreo de 1,000 repeticiones. La
escala esta dada acorde al indice de la distancia genética de Kimura de dos parametros. Las letras
corresponden a las localidades de captura: Che= Chetumal; Ver= Veracruz; Ven= Venezuela;

Maz=Mazatlan; Oax= Oaxaca; Lap= La Paz; Gal= Islas Galapagos.
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Figura 8.- Dendogramas Neighbor-joining simplificados utilizando secuencias parciales de: COl,
12SrRNA, 16SrRNA y RAGL1 de Gerres cinereus del Atlantico y Pacifico. El nimero debajo de la rama
indica el valor bootstrap >50%. La escala esta dada acorde a la distancia de Kimura de dos
pardmetros. El ancho de los puntos terminales en las ramas reflejan la variabilidad encontrada en
todas las secuencias de cada uno de los clados.
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Género Eugerres

Del género Eugerres se obtuvo un total de 75 secuencias parciales, de las
cuales 39 correspondieron al COI, 13 al 12SrRNA, 12 al 16SrRNA y 11 al RAG1
(Tabla 18).

La longitud varié en cada marcador, obteniéndose un total de 668, 422, 600 y
665 pb para el COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1, respectivamente (Tabla 18).

El fragmento que presentdé un mayor numero de sitios variables fue el COI
(23.35% de su longitud) y el mas conservado fue el RAG1, con solo el 3.75% de

variacion (Tabla 18).

Los porcentajes de divergencia genética intra e inter-especifica variaron de
acuerdo con el marcador analizado. Las distancias genéticas dentro de cada grupo
fueron considerablemente menores a las observadas entre los distintos grupos
obtenidos (Tabla 19). Las distancias genéticas intra-especificas variaron de 0.0% a
un 0.40% (COI). Debido a que soOlo se contdé con una muestra de la especie E.

axillaris, no se presentan datos intra-especificos.

Tabla 18.- Namero de secuencias, longitud, sitios conservados, variables y parsimoniosamente

informativos de cada uno de los marcadores analizados en el género Eugerres.

Nimero de ] Sitios Sitios Sitios parsimoniosamente
Marcador ) Longitud (pb) ) . )
secuencias conservados variables informativos
Col 39 668 512 156 140
12SrRNA 13 422 397 25 19
16SrRNA 12 600 565 34 31
RAG1 11 665 640 25 19
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Tabla 19.-Porcentajes de la distancia genética intra-especifica de los cuatro marcadores para las
especies de Eugerres spp (promedio + Error Estandar). Las abreviaturas corresponden a las especies:
Eaw= E. awlae; Eax= E. axillaris; Ebra= E. brasilianus; Eli= E. lineatus; Emex= E. mexicanus; Eplu= E.

plumieri. Ns= nimero de secuencias, Nh= ndmero de haplotipos.

Especie COl Ns Nh 12SrRNA Ns Nh 16SrRNA Ns Nh RAG1 Ns Nh
Eaw 0.03 + 0.00032 9 2 0.23 £ 0.0023 2 2 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1
Eax - 1 - 1 1 - 1 1 - 1 1
Ebra 0.40 £ 0.0019 3 0.15 + 0.0014 3 2 0.0+0.0 2 1 0.10 + 0.0009 3 2
Elin 0.12 + 0.0008 11 5 0.23 £ 0.0022 2 2 0.35 +0.0023 2 2 - 1 1
Emex 0.03 £ 0.0003 10 2 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1 0.0+0.0 2 1
Eplu 0.36 £ 0.0015 5 5 0.0+0.0 3 1 0.23 £ 0.0015 3 2 0.15 + 0.0015 2 2

Los datos obtenidos con el COI indicaron que existe una distancia promedio
del 9.91%. La mayor distancia se presento entre E. axillaris y E. mexicanus (17.38%),
y menor entre E. awlae y E. plumieri (1.62%) (Tabla 21). Eugerres lineatus y E.
plumieri fueron las dos especies del género que presentaron mas haplotipos (Tabla
20).

Las distancias intra-especificas obtenidas mediante el 12SrRNA variaron del
0.0% (E. plumieri y E. mexicanus) al 0.23% (E. awlae y E. lineatus) (Tabla 19). La
distancia genética inter-especifica promedio fue de 1.9%. La mayor distancia se
observd entre E. lineatus y E. mexicanus (4.07%) y la menor entre E. awlae y E.
plumieri (0.96%) (Tabla 20).

De los andlisis realizados con el marcador 16SrRNA, se obtuvo que solo E.
lineatus y E. plumieri presentaron una distancia genética mayor al 0.2% (0.35% y
0.23%, respectivamente) (Tabla 19). Cada una de las otras especies presentaron
secuencias similares y en consecuencia un solo haplotipo con distancias genéticas
de 0.0%.
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La distancia inter-especifica promedio fue de 2.2%. Eugerres mexicanus y E.
lineatus presentaron la mayor distancia (4.15%) y E. awlae y E. plumieri la menor
(0.59%; Tabla 20).

Para el RAG1, se obtuvieron distancias intra-especificas bajas en
comparacion con el resto de los marcadores: 0.10% para Eugerres brasilianus;
0.15% para E. plumieri y de 0.0% para E. awlae y E. mexicanus (Tabla 19). La mayor
distancia genética obtenida entre las especies de este género se registré entre E.
plumieri y E. mexicanus (2.00%) y la menor entre E. awlae y E. plumieri (0.0%)
(Tabla 20). Solo E. brasilianus y E. plumieri presentaron dos haplotipos; en el resto

de las especies solo se observé uno (Tabla 19).
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Tabla 20.- Porcentajes de la distancia genética entre las especies de Eugerres spp. El promedio dado

debajo de la diagonal, el error estandar dado encima de la diagonal. Las abreviaturas corresponden a

las especies: Eaw= E. awlae; Eax= E. axillaris; Ebra= E. brasilianus; Eli= E. lineatus; Emex= E.

mexicanus; Eplu= E. plumieri.

Marcado ) )
; Especies Eaw Eax Ebra Elin Emex Eplu

COl Eaw - 0.0153 0.0130 0.0130 0.0167 0.0048
Eax 12.56 - 0.0139  0.0126  0.0188  0.0153
Ebra 10.31 10.45 - 0.0136  0.0167  0.0125
Elin 10.61 9.33 10.22 - 0.0173 0.0125
Emex 15.46 17.38 15.08 16.45 - 0.0159
Eplu 1.62 12.43 10.06 9.67 14.74 -
Promedio 9.91 + 0.0084

12SrRNA  Eaw - 0.0081  0.0049 0.0046  0.0085 0.0
Eax 2.68 - 0.0087  0.0085  0.0091  0.0081
Ebra 1.04 3.25 - 0.0053  0.0092  0.0049
Elin 0.96 3.05 1.28 - 0.0097  0.0046
Emex 3.18 3.43 3.76 4.07 - 0.0085
Eplu 0.0 2.67 1.04 0.96 3.18 -
Promedio 1.9 £0.0038

16SrRNA Eaw - 0.0055 0.0058 0.0050 0.0081  0.0055
Eax 1.80 - 0.0066  0.0043  0.0087  0.0050
Ebra 1.99 2.72 - 0.0069  0.0085  0.0055
Elin 1.44 1.07 2.92 - 0.0086 0.0042
Emex 3.66 4.03 4.04 4.15 - 0.0076
Eplu 0.59 1.44 1.87 1.08 3.29 -
Promedio 2.2 +0.0036

RAG1 Eaw - 0.0045 0.00469 0.00403 0.00529 0.0
Eax 1.535 - 0.00430 0.00317 0.00490 0.00451
Ebra 1.744 1.436 - 0.00404 0.00474 0.00469
Elin 1.378 0.762 1.278 - 0.00472  0.00403
Emex 2.004 1.695 1.592 1.536 - 0.00530
Eplu 0.0 1.537 1.747 1.380 2.007 -
Promedio 1.39 + 0.0027

Las distancias inter-especificas del COI, permitieron distinguir cinco grupos

claramente definidos, los cuales coinciden con los grupos previamente determinados

mediante caracteristicas morfolégicas (Fig. 9).
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El dendograma generado para el 12SrRNA (Fig. 9) permitié distinguir la
presencia de cinco grupos, uno de los cuales se integré por E. awlae y E. plumieri,
dos entidades previamente separadas por sus caracteristicas morfolégicasy por el
COl.

En el caso del dendograma generado a partir de las secuencias parciales del
fragmento 16SrRNA, permitio distinguir la presencia de seis grupos (Fig. 9). Esta
configuracion coincide con la obtenida con el marcador COI, y difiere de la obtenida
con el 12SrRNA, el cual mostré solo cinco clados. El nimero de clados obtenidos
con el COI y el 16SrRNA coindicen con los grupos previamente determinados

taxonémicamente.

Los resultados obtenidos mediante el RAG1, agruparon en un mismo conjunto
a las especies E. plumieri y E. awlae, considerandose de esta forma, que son las
especies mas cercanas entre si, mientras que el resto de las demas especies
pudieron ser agrupadas de acuerdo a la distincibn taxonomica establecida

previamente con base en caracteristicas morfolégicas (Fig. 9).

Los dendogramas generados a partir de los cuatro marcadores permitiendo el
reconocimiento de seis grupos con COIl y 16SrRNA; sin embargo cuando se
compararon las secuencias de 12SrRNA y RAG1, E. awlae y E. plumieri integraron
un grupo (Fig. 10). Por su parte, las especies Eugerres lineatus y E. axillaris siempre

formaron grupos independientes.

La distancia genética estimada con base en los cuatro marcadores
moleculares analizados, indicO que casi todos los organismos de E. mexicanus
presentaron secuencias idénticas, dentro de las cuales se incluian algunos
ejemplares que fueron determinados previamente como la especie putativa E.
castroaguirrei. La distancia intra-especifica para COI fue de 0.1% y la intra e inter-

especifica para el resto de los marcadores fue de 0.0%. Los dendogramas tampoco
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presentaron evidencia de la existencia de grupos distintos que representaran a las
dos especies (Fig. 9y 10).
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E awlae 1 Ver
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E plumieri 1 Ven
E plumieri 2 Ven
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—
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1001 £ mexicanus 9 Tab

Figura 9.- Dendogramas obtenidos mediante Neighbor-joining utilizando secuencias parciales de COl,

12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies del género Eugerres. El nUmero debajo de la rama indica

el valor bootstrap >50% obtenido de la prueba de remuestreo de 1,000 repeticiones. La escala esta

dada acorde al indice de la distancia genética de Kimura de dos parametros. Las letras corresponden

a las localidades de captura de las especies nominales: Lap= La Paz; Maz=Mazatlan; Chal= Puerto

Chale; Luc= San Lucas; Rosa= Santa Rosalia; Tab= Tabasco; Ver= Veracruz; Camp= Campeche;

Ven= Venezuela; Braz= Brasil; QRoo= Quintana Roo; Mich= Michoacéan.
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Continuacion de la Figura 9.
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Figura 10.- Dendogramas Neighbor-joining simplificados utilizando secuencias parciales de: COl,
12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 de las especies de Eugerres. El nimero debajo de la rama indica el valor
bootstrap >50%. La escala esta dada acorde a la distancia de Kimura de dos parametros. El ancho de
los puntos terminales en las ramas reflejan la variabilidad encontrada en todas las secuencias de cada

uno de los clados.
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Considerando que los resultados de los analisis moleculares no mostraron
diferencias a nivel especifico entre los ejemplares de E. castroaguirrei y E.
mexicanus, las dos especies putativas de origen dulceacuicola fueron evaluadas

también por medio de analisis estadisticos.

Para esto, se evaluaron 20 especimenes que fueron recolectados en El
Recreo, Tenosique, Tabasco, México (17°28'52” N y 91°25'17” W) ubicado a orillas
del Rio Usumacinta. De manera adicional, se incluyeron las medidas y proporciones
morfologicas de 42 especimenes de E. castroaguirrei (de los cuales seis son material
tipo), y de 125 especimenes de E. mexicanus (tres son material tipo), esta

informacion se obtuvo de Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez (2013).

Se analizaron los datos biométricos asi como las proporciones en la longitud
estandar, altura del cuerpo, longitud de la cabeza, y otras tres proporciones
corporales establecidas en la descripcion original de E. castroaguirrei (ver Gonzéalez-
Acosta & Rodiles-Hernandez, 2013). Debido a la naturaleza del tamafio de muestra
en ambos sets de datos, se aplicé una prueba de Friedman (Ft) y una de Nemeniji
para comparar el material bioldgico (medidas y proporciones corporales). Teniendo
en cuenta el hecho de que habia mutiples comparaciones entre los especimenes, se
utilizé la correccion de Bonferroni (el nivel de significancia dividido entre el nUmero de
pruebas o comparaciones). Una probabilidad de P< 0.05 fue usada como criterio de
significancia estadistica.

Los resultados obtenidos de las comparaciones morfolégicas y de las
proporciones corporales, no mostraron diferencias entre los individuos de ambas
especies putativas (Tabla 8). Por lo tanto, los andlisis morfolégicos y moleculares
sugieren que no existe evidencia suficiente para suponer que lo que se considera
como E. castroaguirrei (sensu Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez, 2013) es una
entidad distintae de E. mexicanus (Steindachner, 1863).
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Tabla 8.- Resultados de las pruebas de Friedman y Nemeniji entre especimenes de Eugerres
mexicanus capturados para el presente estudio (E. mexicanus 1) y aquellos registrados por
Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez (2013) (material tipo: E castroaguirrei y E. mexicanus 2),
utilizando medidas y proporciones corporales. Diferencias pareadas entre grupos arriba de la diagonal,

valores de P debajo de la diagonal.

Diferencias pareadas entre

medidas y proporciones corporales E. castroaguirrei E. mexicanus 2 E. mexicanus 1
E. castroaguirrei - 0.778 0.222

E. mexicanus 2 0.051 - 0.556

E. mexicanus 1 0.783 0.218 -

*Nivel de significancia correjida de Bonferronii: 0.0167; a = 0.05. Diferencia critica: 0.7812.
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Andlisis filogenéticos

Se obtuvo un fragmento concatenado de 1,376 pb del ADNmt proveniente de
518, 439 y 419 pb del COI, 12SrRNA, y 16SrRNA, respectivamente. De dicho
fragmento se observaron 796 sitios conservados (57.85%), 560 sitios variables
(40.70%) y 489 sitios parsimoniosamente informativos (35.54%). Un segundo
fragmento de 2,011 pb fue construido a partir de la inclusion de 635 pb provenientes
del marcador nuclear RAG1. Para este segundo fragmento, los sitios conservados
fueron 1,243 pb (61.81%), 748 sitios variables (37.20%) y 612 sitios
parsimoniosamente informativos (30.43%).

Andlisis de saturacion

Los analisis para evaluar la saturacién de la sustitucion nucleotidica indicaron
gue ninguno de los marcadores moleculares empleados se encuentra saturado
debido a que los valores observados de Iss fueron significativamente menores que
los del Iss.c (Tabla 21). Por lo tanto, se considera que los fragmentos analizados
para la familia Gerreidae no han alcanzado el punto de saturacion, y su aplicacion
puede ser confiable en los andlisis filogenéticos, ya que segun Xia et al (2003),
mencionan que la informacién obtenida a partir de ese tipo de datos (sin saturacion)

reflejara una reconstruccion filogenética cercana a la “realidad”.

Estos resultados también pueden ser observados a partir de la relacion entre
las transversiones / transiciones vs. la distancia genética (K80), en donde se muestra
gue existe un aumento gradual de las tasas de sustitucion nucleotidica con respecto
a la distancia genética entre las especies. Esta relacion linear entre las variables,
indica que no existe saturacion y por tanto se sugiere que los fragmentos son

apropiados para su uso en este trabajo (Fig. 11y 12).
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Tabla 21 Resultados del test de saturacion (Xia et al. 2003; Xia y Lemey, 2009).

Error .
Marcador Iss Iss.c : Interpretacion
estandar
COl 0.2282  0.7170 0.0267 Minima saturacion, secuencias aptas para filogenia
12SrRNA 0.2705  0.7007 0.0470 Minima saturacion, secuencias aptas para filogenia
16SrRNA 0.3675 0.6961 0.0564 Minima saturacion, secuencias aptas para filogenia
RAG1 0.1002  0.7366 0.0147 Minima saturacion, secuencias aptas para filogenia
0.09 -
0.07 -
0.06 - Xs
>
§e]
S o004
@ XX X
0.03 -

0.01

Figura 11. Prueba de saturacion para el gen nuclear RAG1. Los triangulos en verde muestran las

0.0273

0.0547

0.0820 0.1094 0.1367 0.1641

K80 distance

transversiones (V), las cruces en azul muestran las transiciones (S) a lo largo de las bases

nucleotidicas del fragmento. Eje de las X muestra la distancia genética corregida implementada en

Dambe (Xia, 2001; Xia y Xie, 2001); el eje de las Y muestran el nUmero de substituciones

nucleotidicas.
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Figura 12. Pruebas de saturacion para los genes mitocondriales utilizados en los analisis filogenéticos.

Los triangulos en verde muestran las transversiones (V), las cruces en azul muestran las transiciones
(S) alo largo de las bases nucleotidicas para el COI (A), 12SrRNA (B) y 16SrRNA (C). Eje de las X

muestra la distancia genética corregida implementada en Dambe (Xia, 2001; Xia y Xie, 2001); el eje

de las Y muestran el nimero de substituciones nucleotidicas.
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Modelos de substitucion nucleotidica

Los modelos de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustaron a los datos

considerando la informacion de los criterios AIKAIKE (AIC) y Bayesiano (BIC), fueron

los mostrados en la tabla 22 para cada uno de los marcadores analizados.

Tabla 22.- Resultados obtenidos mediante el programa jModelTest® 0.1.1 (Posada 2008) para la

eleccion del modelo de sustitucion nucleotidica de cada marcador molecular analizado.

Col 12SrRNA 16SrRNA RAG1
Parametros
AIC BIC AlIC BIC AIC BIC AIC BIC
Tamafio de
518 518 439 439 419 419 635 635
muestra
Modelo TIM1+I+G  TrN+I+G | TIM2ef+I+G  TIM2ef+I+G GTR+G TPM2uf+G | TIM2+I+G K80+G
Particion 12230 10020 10232 10232 12345 10212 10232 10010
-InL = 4867.3106 4868.5555 | 2911.7072 2907.9359 | 3117.7555 3125.4445 | 2724.5233 2734.357
k 58 57 55 55 59 56 58 52
freqA 0.2738 0.2739 - - 0.3347 0.3263 0.2289 -
freqC 0.3042 0.3019 - - 0.2661 0.2687 0.2513 -
freqG 0.117 0.1168 - - 0.1847 0.1608 0.2947 -
freqT 0.3051 0.3075 - - 0.2145 0.2442 0.2252 -
R(a) (AC) 1 1 6.3434 6.64 3.6896 3.8373 1.6765 -
R(b) (AG) 21.9161 16.2198 13.2642 13.8071 15.205 14.693 4.6313 -
R(c) (AT) 1.752 1 6.3434 6.64 7.8081 3.8373 1.6765 -
R(d) (CG) 1.752 1 1 1 1.5815 1 1 -
R(e) (CT) 11.6833 8.5724 31.6971 33.2999 25.805 14.693 7.048 -
R(f) (GT) 1 1 1 1 1 1 1 -
p-inv 0.613 0.613 0.133 0.382 - - 0.374 -
Gamma
1.742 1.707 0.319 0.605 0.294 0.287 0.627 0.258
shape
4.3606
kappa - - - - - - -

(tiftv=2.1803)

67



Filogenia molecular

Las relaciones filogenéticas entre las especies de la familia Gerreidae se
obtuvieron mediante tres métodos: maxima parsimonia, maxima verosimilitud, e
inferencia Bayesiana. Para cada método se utilizaron tres matrices, la primera incluia
el fragmento nuclear (RAG1 — 635 pb), la segunda incluyendo sélo los fragmentos de
ADNmt (COI, 12SrRNA, 16SrRNA - 1,374 pb), y la dltima que incluia los tres
fragmentos de ADNmt mas el nuclear (COI, 12SrRNA, 16SrRNA + RAG1 — 2011 pb).
Dichos fragmentos aportaron informacion confiable para su aplicacién en los analisis,
la cual de manera general permiti6 resolver las relaciones filogenéticas entre las

especies de la familia Gerreidae.

Maxima Parsimonia (MP)

Los tres arboles generados a partir del método de MP mostraron topologias
similares, en donde se observa una mayor afinidad entre el género Eucinostomus y
el género Gerres; y entre el género Eugerres y Diapterus, con estrecha cercania del
género Deckertichthys (Fig. 13, 14 y 15).

Las topologias de los arboles correspondientes a los fragmentos de ADNmt y
ADNmt + RAG1 generados con MP, mostraron de forma evidente la presencia de
dos grupos dentro del género Eucinostomus, el primero constituido por las especies
hermanas E. dowii y E. argenteus, E. gulal, E. cff. gula (Venezuela) y E. gracilis; el
segundo grupo se integro por las especies hermanas E. entomelas y E. jonessi, y E.

melanopterus y E. currani (Fig.15).

Los resultados obtenidos bajo este método no permitieron resolver la filogenia
con el marcador nuclear RAG1 de manera clara, en donde el género Diapterus y
Deckertichthys se encuentran entremezclados y las especies Eucinostomus jonesii y

Eucinostomus entomelas no se aprecian como especies hermanas (Fig. 14).
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Figura 13. Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (MP), obtenido de los datos

combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb). Las ramas en color representan cada uno de

los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo=

Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae.
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Figura 14. Arbol generado a partir del método de Méaxima Parsimonia (MP), obtenido de los datos del

fragmento nuclear RAG1 (635 pb). Las ramas en color representan cada uno de los género de la
familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo= Diapterus;

naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae.
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COl + 12SrRNA + 16SrRNA
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Figura 15. Arbol generado a partir del método de Maxima Parsimonia (MP), obtenido de los datos
combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb). Las ramas en color representan cada
uno de los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres;

amarillo= Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae.
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Méaxima Verosimilitud (ML)

El andlisis de méxima verosimilitud, generd tres arboles (ADNmt, RAG1 y
ADNmt + RAG1) que mostraron topologias similares y congruentes, a excepcion de
algunos clados que no se lograron resolver de manera clara con el marcador RAG1
(Fig. 15 y 16). En las tres configuraciones, las especies del género Eucinostomus
presentaron mayor afinidad con el género Gerres. Por su parte, las especies del
género Eugerres se agruparon de manera cercana con el género Diapterus, y éste a

su vez con el género monoespecifico Deckertichthys (Fig. 16, 17 y 18).

Los resultados de ML (ADNmt y ADNmt + RAG1) sugieren como especies
fraternas o hermanas dentro del género Eucinostomus a Eucinostomus argenteus
con E. dowii, E. currani con E. melanopterus y E. entomelas con E. jonesii (Fig. 18).
En el caso particular de las entidades designadas como E. gula y E. cff. gula, se
soporta la relacion de especies hermanas. De acuerdo a estos resultados, el género

Eucinostomus es un grupo monofilético dentro de la familia.

Para el género Eugerres, las especies sugeridas como hermanas son E.
plumieri con E. awlae y E. axillaris con E. lineatus. La especie E. brasilianus presenté
una mayor afinidad con las especies distribuidas en el Pacifico (E. lineatus y E.
axillaris) que con aquellas distribuidas en el Atlantico (E. plumieri y E. awlae). Este
analisis soporta la monofilia del género Eugerres, considerandose dentro del mismo

a la especie de origen dulceacuiola E. mexicanus.

Con respecto al género Diapterus, se reafirma la afinidad entre D. brevirostris
y D. rhombeus, asi como la cercania que presentan con el género Deckertichthys.
Sin embargo, es importante mencionar que esta filogenia no se resuelve de forma
clara a partir de la informacion del marcador molecular RAG1, debido a que
Diapterus auratus no se encuentra agrupado con sus congeéres, en cambio se
observa que éstas presentan una mayor cercania con la especie del género
Deckertichthys (Fig. 17).
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Figura 16. Arbol generado a partir del método de Maxima Verosimilitud (ML), obtenido de los datos

combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb). Las ramas en color representan cada uno de

los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo=

Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los nimeros indican la probabilidad

de las ramas.
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Figura 17. Arbol generado a partir del método de Méaxima Parsimonia (ML), obtenido de los datos del
fragmento nuclear RAG1 (635 pb). Las ramas en color representan cada uno de los género de la
familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo= Diapterus;
naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los nimeros indican la probabilidad de las

ramas.

74



COI + 12SrRNA + 16SrRNA + RAG1 Gerresp

r
100
L GerresA
Ear
88
Edo
99
100 'EOEgulaz
83 b Equiat
55 Egra
Emela
100
100 Ecu
Eento
96
Ejo
100
100
Emex
— pr— 7
Daura
w Dbrevi
97
Drhom
Daure
Pmacula
100 )
Dpaci

0.05

Figura 18. Arbol generado a partir del método de Maxima Verosimilitud (ML), obtenido de los datos
combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb). Las ramas en color representan cada
uno de los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres;
amarillo= Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los nimeros indican la

probabilidad de las ramas.
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Inferencia Bayesiana (IB)

El andlisis realizado bajo la Inferencia Bayesiana también permitié resolver de
forma clara y congruente (con respecto a los antecedentes morfologicos previos) la
filogenia de la familia Gerreidae, donde las topologias de los tres arboles generados
(ADNmt, RAG1 y ADNmt + RAG1) fueron idénticas a las de los &rboles obtenidos
con ML y MP (Fig. 19, 20, 21).

Las configuraciones obtenidas mediante 1B presentaron soportes altos de los
remuestreos, con valores entre un 89% a 100% (ADNmt), de 69% a 100% (RAG1) y
entre 93% a 100% (ADNmt + RAG1). Sélo un clado presentd un soporte por debajo
del 80% (D. auratus, (Diapterus brevirostris, D. rhombeus)) (Fig. 19, 20, 21).

Debido a la similitud y la robustez que presentaron las topologias obtenidas
empleando diferentes métodos, se eligié el arbol generado mediante IB obtenido a
partir de la matriz concatenada (ADNmt + RAG1) para ser considerado como
referencia del analisis filogenético en general. De esta manera, dicho esquema en lo
subsecuente se establecera como la filogenia molecular de la familia Gerreidae, la
cual representa a los cinco géneros de la familia claramente definidos (Fig. 21).
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Figura 19. Arbol generado a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB), obtenido de los datos
combinados de COI, 12SrRNA, y 16SrRNA (1,376 pb). Las ramas en color representan cada uno de
los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo=

Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los namero indican el soporte

bootstrap de las ramas dado en porcentaje.
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Figura 20. Arboles generados a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB), obtenidos de los datos

del fragmento nuclear RAG1 (635 pb). Las ramas en color representan cada uno de los género de la
familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo= Diapterus;

naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los nimero indican el soporte bootstrap de las

ramas dado en porcentaje.
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Figura 21. Arbol generado a partir del método de Inferencia Bayesiana (IB), obtenido de los datos
combinados de COI, 12SrRNA, 16SrRNA y RAG1 (2,011 pb). Las ramas en color representan cada

uno de los género de la familia Gerreidae: azul= Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres;

amarillo= Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Los nimero indican el

soporte bootstrap de las ramas dado en porcentaje.
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Reloj molecular

La informacion obtenida a partir de la calibracion del reloj molecular en el
tiempo relativo, sugirio la presencia de un evento de especiacion posterior al cierre
del Istmo de Panama. Este evento permitié la divergencia de cuatro grupos en
especial dentro de la familia Gerreidae: Eugerres awlae y Eugerres plumieri (ocurrido
hace 1.12 m.a.) y las dos entidades designadas como Eucinostomus gula y E. cff.
gula (hace 2.97 m.a.) (Fig. 22).

Los tiempos de divergencia en el resto de las especies analizadas, sugieren la
hipotesis de una serie de eventos ocurridos antes del uUltimo cierre del Istmo. De
acuerdo con la calibracion, el primer evento importante podria haber ocurrido hace
=57 m.a., el cual permitio la separacion entre (Gerres + Eucinostomus) y (Diapterus +
Deckertichthys + Eugerres). Otro evento ocurrido hace =40 m.a. permitié la
separacion entre el género Gerres y Eucinostomus, y posteriormente este dltimo
género comenzo a diversificarse hace =23 m.a., siendo Eucinostomus gula la ultima

especie en divergir hace =2 m.a.

Para la separacion entre Diapterus, Deckertichthys y Eugerres, la calibracion
permite sugerir una fecha aproximada de divergencia entre Deckertichthys y
(Diapterus + Eugerres) acontecida hace =30 m.a. y entre Diapterus y Eugerres un

evento ocurrido hace =20 m.a. (Fig. 22).

Estos resultados permiten sugerir al grupo conformado por Eugerres awlae y
Eugerres plumieri, como el mas reciente dentro de la familia Gerreidae (Fig. 22).

De manera general, la calibracién en el tiempo de divergencia entre las
especies de la familia Gerreidae presenta diversos escenarios cuyos eventos
permitireron la separacién entre los gerreidos ocurridos entre =57 y =1.2 m.a., donde
parece existir coherencia en asociar las divergencias genéticas presentes en la

familia Gerreidae con la formacion del Istmo de Panama.
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Figura 22.- Calibracién del arbol en el tiempo relativo. Cronograma hipotético de los eventos de divergencia en la familia Gerreidae, obtenido de la

estimacion del tiempo de divergencia usando BEAST. Las barras en azul muestran la densidad posterior mas alta (HPD por sus siglas en inglés;

95%), de la probabilidad posterior en la edad de los nodos. Las ramas en color representan cada uno de los género de la familia Gerreidae: azul=

Gerres; verde= Eucinostomus; negro= Eugerres; amarillo= Diapterus; naranja= Deckertichthys; morado= familia Serranidae. Nimeros en la escala

representan millones de afios.
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DISCUSION

Analisis moleculares

Aun cuando los peces de la familia Gerreidae representan un importante
aporte en el volumen de captura de las pesquerias artesanales en varias partes del
mundo (e.g. Sudafrica, India, Australia y Latinoamérica), es poca la investigacion
exhaustiva que se ha realizado sobre las caracteristicas biologicas de la familia (e.g.

ciclo de vida, reproduccion, edad y crecimiento, etc.; Kanak y Tachihara, 2006).

De igual forma, la sistematica de la familia, asi como la definicion y validez de
determinadas especies dentro del grupo requieren de andlisis detallados y profundos,
debido a la poca diferenciacién morfolégica que se observa en algunos taxa, por lo
gue aun continta el debate taxondmico de las mojarras (Ruiz-Carus y Uribe-Alcocer,
2004; Chen et al., 2007).

A pesar que el conocimiento sobre la taxonomia de los Gerreidos ha
avanzado, la aplicaciébn de recientes estrategias y protocolos de analisis (e.qg.
herramientas moleculares) permite complementar de manera importante los estudios
basados en criterios morfolégicos, los cuales, en algunos casos, han presentado

limitantes.

Los trabajos enfocados a la taxonomia molecular han sido escasos en el caso
de la familia Gerreidae. En su mayoria, éstos corresponden a estudios realizados con
los representantes del grupo distribuidos en el Indo-Pacifico y Golfo Pérsico (e.g.
Chakraborty et al.,, 2006; Asgharian et al., 2010). Con respecto a las mojarras
distribuidas en el continente americano, existen dos trabajos que utilizan secuencias
de ADN con el objetivo de resolver algun aspecto taxonémico: el de Cazares-Carrillo
(2011) y Vergara-Solana et al. (2014). Sin embargo, ambos trabajos se enfocaron
s6lo en un género (Eucinostomus y Diapterus, respectivamente). Por lo que el

presente estudio se considera como el primero en evaluar el estatus taxonémico y
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nomenclatural de las especies de la familia Gerreidae distribuidas en América con

base en marcadores moleculares.

Algunas de las distancias inter-especificas encontradas en el presente estudio,
fueron relativamente similares a las reportadas en peces marinos (e.g. Chakraborty
et al., 2006; Lessios, 2008; Lakra et al., 2009; Cui et al., 2010; Valdéz-Moreno et al.,
2010; Asgharian et al., 2010; De La Cruz-Aguero et al., 2012b; Ribeiro et al., 2012;
Zhang y Hanner, 2012; Liu et al., 2013). Sin embargo, debido a la variacion presente
en las tasas de mutacion entre los distintos linajes, las distancias genéticas entre
diferentes grupos taxondémicos no son precisamente encontradas en los mismos
ordenes de magnitud para detectar clados distintos. De manera general, las
distancias genéticas intra e inter-especificas, permitieron soportar la existencia de

grupos genéticos asociados a las especies de la familia Gerreidae.

Es importante mencionar que estos resultados en su mayoria fueron
congruentes con los esquemas taxonomicos reportados previamente en la familia
Gerreidae, pero ademas, permitieron detectar algunos clados inter-especificos que
no habian sido detectados previamente mediante caracteristicas morfolégicas (e.g.
E. gulay E. cff. gula) y so6lo en el caso de las especies dulceacuicolas, no fue posible

respaldar su validez taxonémica.

Implicaciones taxonémicas

Género Eucinostomus

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permitieron corroborar la
validez taxonémica de nueve especies consideradas para el género Eucinostomus
(ver Tabla 1). Desafortunadamente, no se pudieron obtener ejemplares de
Eucinostomus lefroyi y E. harengulus, por lo que su validez aun debe ser

corroborada.

El presente analisis reveld distancias genéticas relativamente altas entre las

especies Eucinostomus argenteus, E. dowii y E. entomelas. Esto es importante
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porque estas especies habian sido consideradas como sinénimas en el pasado,
incluso E. dowii y E. argenteus en la mayoria de las claves taxonOGmicas se
describian como una sola entidad (e.g. Bussing, 1995). Los resultados, en conjunto
con analisis morfologicos y morfomeétricos (e.g. Zahuranec, 1967; Yéafiez-Arancibia,
1980; De La Cruz-Aguero & Galvan-Magafia, 1993; De La Cruz-Agiero, 2001)
permitieron confirmar que E. dowii y E. argenteus son especies diferentes.
Adicionalmente, De La Cruz-Aguero et al. (2014) mediante un analisis de
morfometria geométrica detectaron diferencias estadisticas en la forma del cuerpo de
las tres especies. Es importante resaltar que hasta el momento no existe evidencia
gue indique que E. argenteus se distribuye en ambas cuencas (Atlantico y Pacifico),
por tanto se considera que su distribucibn se encuentra restringida al océano

Atlantico y E. dowii al Pacifico.

En el caso de la especie Eucinostomus havana, no se incluyé en los analisis
mayor informacién molecular sobre ella, debido a que sdlo fue posible amplificar de
manera exitosa dos fragmentos del ADNmt (12SrRNA y 16SrRNA), por lo que en
trabajos posteriores debera considerarse su inclusion, con la finalidad de

perfeccionar los esquemas taxonémicos de este género.

Los resultados obtenidos con Eucinostomus gula sugieren la presencia de dos
entidades evolutivas estrechamente relacionadas entre si, una con una posible
distribucién restringida al Golfo de México y otra con distribucién al sur del continente
Americano (E. cff. gula), teniendo quiza como posible limite entre las dos entidades
al Caribe Mexicano. Al respecto, Cazarez-Carrillo (2011) registré este mismo patrén
entre E. gula y el denominado como E. cff. gula, sin embargo, no se hace mayor
mencion al respecto de estos resultados. Por su parte, Valdez-Moreno et al. (2010)
registran también una separacion de E. gula en dos grupos, mencionando que dicha
separaciéon coincide con la localidad de recolecta: un grupo corresponde a la costa
noroeste de la Peninsula de Yucatan (Golfo de México) y el otro corresponde a sitios
de muestro en Quintana Roo (Caribe mexicano). Hasta este momento, se consideran

como entidades genéticas distintas cuya Unica delimitacion corresponde con su area

84



de distribucién. En un futuro se requerirdn andlisis mas detallados, empleando
marcadores moleculares con un mayor polimorfismo que los empleados en este
estudio y un mayor tamafo de muestra, con la intencién de evaluar el nivel y grado
de diferenciacion genética, para que en conjunto con una revision morfolégica y

morfomeértrica, se pueda resolver el estatus taxonémico de estas entidades.

Género Diapterus y Deckertichthys
Con respecto a estos dos géneros, se soportd la identidad taxonémica de las
tres especies que comprenden el género Diapterus, y el género monoespecifico

Deckertichthys, que Vergara-Solana et al. (2014) proponen.

Género Gerres

El género Gerres es considerado por algunos autores como un género
monotipico distribuido en ambas costas del continente americano (Curran, 1942;
Matheson, 1983). Por su parte, Burnes-Romo (2009) ha mostrado evidencia
morfolégica y meristica que permiten soportar el reconocimiento de dos entidades
evolutivas distintas, presentes en cada una de las cuencas. De esta manera, se
sugiere reconocer a la forma del Pacifico oriental como Gerres simillimus Regan,
1907 y a la del Atlantico G. cinereus (Walbaum, 1792).

Los resultados generados por Burnes-Romo (2009) constituian el primer
estudio formal sobre la identidad taxondmica del género en América desde el trabajo
realizado por Regan hace mas de 100 afios (1906-1908). Sin embargo, debido a la
escasez de andlisis moleculares no fue posible detectar niveles de diferenciacion
genética, ni tampoco derivé en una publicacion arbitrada que validaran sus hallazgos.
En el presente trabajo se aporta evidencia molecular que permite darle robustez a la
hipotesis que soporta la presencia de dos entidades evolutivas distintas entre los

organismos del género Gerres.

Considerando la distancia genética entre estos grupos, la falta de evidencia

que indique que entre los ejemplares de cada una de las cuencas existe flujo
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genético, y las diferencias morfolégicas, meristicas, 6seas y genéticas analizadas por
otros autores (e.g. Burnes-Romo, 2009; Valle-Lépez, 2014; Garcia-Rodriguez et al.?),
se apoya la idea de que se considere al género Gerres distribuido en Ameérica,
integrado por dos especies, G. similimus y G. cinereus, la primera de ellas confinada

a la vertiente del Pacifico y la segunda a la del Atlantico.

Género Eugerres

En el género Eugerres la menor distancia genética inter-especificas se
presentd entre Eugerres awlae y Eugerres plumieri (e.g. 1.5% para COI). Ademas,
éstas fueron las especies que presentaron la menor distancia inter-especifica en toda

la familia.

Eugerres awlae fue re-descrita y considerada como valida hace menos de diez
afios, con base en andlisis morfométricos y meristicos (Gonzalez-Acosta et al.,
2007). Sin embargo, en la actualidad existen algunos autores que no consideran su
estatus especifico (e.g. Valdéz-Moreno, 2012), y mencionan que E. awlae deberia
seguir siendo tratada como sin6nimo de Eugerres plumieri. Estas afirmaciones
pudieran ser resultado de la gran semejanza morfolégica que presentan entre si
estas entidades, sin embargo, Gonzélez-Acosta et al. (2007) mencionan algunas
caracteristicas que permiten distinguir cada uno de estos grupos. Dichas
caracteristicas parecen ser suficientes al momento de designar organismos

perteneciente a E. awlae.

Cabe mencionar que hasta el momento los resultados obtenidos en este
trabajo, en conjunto con los andlisis morfolégicos y morfométricos previos (e.g.
Gonzalez-Acosta et al., 2007), nos indican que no existe evidencia suficiente para
considerar a E. awlae como especie sindbnima de E. plumieri, y por tanto se soporta

la validez taxonémica de ambas entidades.

1 . . . . s e )
Actualmente se encuentra en prensa un estudio el cual mediante la aplicacion de andlisis genéticos y
morfométricos permitirdn darle de manera formal, la validez taxondmica a la especie Gerres simillimus
distribuida en el Pacifico (Dr. F.J. Garcia-Rodriguez. CICIMAR-IPN, La Paz, B.C.S. Noviembre 2014, com. pers.).
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No obstante, durante la realizacion de este trabajo, se observé que puede
existir confusién al momento de determinar ejemplares de E. plumieri, lo que pudiera
indicar que los criterios considerados para la delimitacidon de las mismas, no son
suficientes y requieren de una revision mas detallada. Esto derivaria en una re-
valoracion y reestructuracion de las claves de identificacion, hasta ahora propuestas,
a partir de analisis morfolégicos y meristicos de mayor rigor.

Dentro de este contexto, se observa también la necesidad de realizar analisis
gue permitan entender como se distribuyen estos linajes. De acuerdo a lo registrado
para E. awlae, esta especie parece estar restringida al Golfo de México, mientras que
E. plumieri pudiera presentar una distribucion més al sur del Caribe mexicano
(comportamiento similar al observado en el complejo de especies E. gula y E. cff.
gula de este trabajo). Por lo que en un futuro seria conveniente realizar analisis
filogeograficos los cuales, en conjunto con diversas disciplinas (e.g. biogeografia,
ecologia) permitan establecer limites entre especies (sensu Torres-Hernandez,
2014).

De la misma manera, este trabajo también corrobora la identidad taxondémica
de Eugerres axillaris y Eugerres lineatus, la cual habia sido objeto de duda en el
pasado. Esto pudiera ser resultado también de la falta de criterios morfolégicos que
permitan una correcta delimitacion especifica entre estos organismos. Si bien los
criterios considerados por Meek y Hildebran en 1925 fueron redefinidos por
Gonzélez-Acosta et al. (2005) mediante analisis morfoldgicos, se requiere una
revision detallada, ya que durante la elaboracion de este trabajo se pudieron
observar inconsistencias, las cuales dificultaban su determinacién (e.g. nimero de
branquiespinas presentes en cada especie). Asi como sucedié en el caso de E.
awlae y E. plumieri, existe confusion para E. lineatus y E. axillaris en cuanto a su
rango de distribucion, la cual parece indicar que ésta Ultima especie presenta una
distribucion mas restringida hacia la parte sur del Pacifico Mexicano de la que

mencionan algunos autores (Bussing, 1995; Gonzéalez-Acosta et al., 2005).
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Dentro del género Eugerres, se considera a la especie E. periche, sin
embargo, su validez taxondmica sigue siendo cuestionable por algunos autores (e.g.
Gonzélez-Acosta et al., 2005). Esto debido a que sdélo ha sido representada por cinco
ejemplares resguardados en colecciones de museos de historia natural, con el
holotipo en el Smithsonian Institution, Washington, D.C., U.S.A. y otros cuatro
especimenes en el museo de Suecia. Deckert (1973) considerd esta especie como
sinbnimo de E. axillaris. Aun cuando en el presente estudio se hizo un esfuerzo por
conseguir todas las especies de la familia distribuidas en América, no fue posible
obtener ejemplares de esta especie, por tal motivo, no se presentan elementos que
permitan concluir su validez taxondmica. Una situacion similar ocurrioé con la especie
Eugerres brevimanus, ya que tampoco se pudieron obtener ejemplares en fresco.

Por tal motivo, su pertinencia sigue sin resolverse bajo un soporte molecular.

La validez taxonémica de Eugerres castroaguirrei, no fue soportada en este
estudio debido a que las comparaciones de los caracteres morfologicos y
moleculares de esta especie entre E. mexicanus, mostraron claramente que los
especimenes de ambas especies putativas no fueron diferentes, ni genética ni

morfolégicamente.

Todas las caracteristicas diagndsticas establecidas para E. castroaguirrei se
traslapan con las de E. mexicanus. Incluso la caracteristica diagnoéstica de E.
castroaguirrei que menciona que los labios inferiores se extienden ventralmente mas
alla del punto medio del ojo, no llega a cumplirse en el holotipo, a juzgar por la figura
3a de Gonzalez-Acosta & Rodiles-Hernandez (2013: 312). Dejando de lado el
considerable traslape de medidas y las inconsistencias en las caracteristicas
diagnésticas (no cuantificables) citadas por los autores de E. castroaguirrei, pareciera
que las diferencias morfologicas que se pudieran observar entre los dos morfotipos,
son el resultado de la plasticidad fenotipica de E. mexicanus. De acuerdo a Lin &
Dunson (1999), la plasticidad fenotipica describe un perfil de morfotipos posibles de
un genotipo fijado, el cual es afectado por la variacion temporal y espacial del medio

ambiente.
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Esta documentado que la adaptacién de los peces al estrés ambiental (altos
gradientes, ambientes con flujo rdpido de agua, etc.) alteran la morfologia y dichas
modificaciones pueden incluir alteraciones morfologicas en la forma del cuerpo, de
los labios, espinas y radios, y patrones de coloracién (Li et al., 2013). Lo cual se ha

observado en varios especimenes de Eugerres mexicanus.

Por lo tanto, se aportan elementos para que se llegue a considerar, que estas
dos especies putativas debieran ser tratadas como sinénimos. Bajo el Principio de
Prioridad de la nomenclatura zooldgica Eugerres mexicanus (Steindachner, 1863)
corresponderia a la especie valida y Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta et

Rodiles-Hernandez, 2013 deberia ser considerado como sinénimo junior.

Es oportuno mencionar que el estatus taxonomico de las especies que
conforman la familia Gerreidae ha experimentado cambios importantes (e.g., Curran,
1942; Gonzélez-Acosta et al., 2005, 2007a, 2007b; Vergara-Solana et al., 2014)
como resultados de los esfuerzos realizados por aclarar dudas sistemética de la
familia. Los problemas taxonomicos han sido favorecidos por la presencia de
caracteristicas morfolégicas similares entre las especies, las deficientes
descripciones originales que se caracterizan por ser breves, limitadas y confusas en
su informacién, la pérdida de ejemplares tipo de algunas especies (e.g. Gerres,
Eugerres), y la falta de divulgacion formal de las investigaciones realizadas. Sin
embargo, las nuevas y robustas metodologias, seguirdn aportando la informacion

necesaria para tener una mejor comprension sobre los gerreidos.
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Andlisis filogenéticos

La sistematica de la familia Gerreidae ha tenido una historia de inestabilidad
causada principalmente por la poca diferenciacion de los caracteres morfologicos y la
subjetividad en las descripciones originales de algunas especies (Ruiz-Carus &
Uribe-Alcocer, 2003). La falta de una taxonomia resuelta conduce a una filogenia no

clara.

Las escasas propuestas filogenéticas que se han sugerido para la familia
Gerreidae, en su mayoria se han realizado con base en caracteres morfolégicos y
han considerado so6lo un género determinado (e.g. De La Cruz-Aguero, 2001;
Gonzalez-Acosta, 2005; Alvarez-Pliego, 2009; Ortiz-Galindo, 2009; Chollet-
Villalpando, 2012; Miranda-Marin, 2012).

Por su parte, aquellas propuestas que involucran analisis moleculares, ya
sean solos o en conjunto con andlisis morfolégicos, son muy pocas y soOlo
contemplan un representante por género. Hay quienes trabajaron con alloenzimas
(e.g. Ruiz-Carus & Uribe-Alcocer; 2003), diversos marcadores moleculares o
aguellos que no incluyen todos los géneros (Espinosa et al., 1993; Benitez-Cortés,
2004; Chen et al., 2007; Vergara-Solana et al., 2014).

Uno de los trabajos mas recientes y completos que se han realizado hasta el
momento, y el cual ha tenido grandes implicaciones dentro del conocimiento de la
familia, es el realizado por Vergara-Solana et al. (2014). Mediante analisis de
morfometria geométrica y datos moleculares, los autores evaluaron la taxonomia del
género Diapterus y aportan evidencia para poder definir a Deckertichthys como un

nuevo género monotipico dentro de los gerreidos.

Bajo este escenario, no existia hasta el momento una propuesta filogenética
molecular la cual involucrara a la mayoria de las especies anfiamericanas de la
familia Gerreidae. La que se propone en el presente trabajo, corresponde a la
topologia obtenida mediante Inferencia Bayesiana (Fig. 20) e incorpora toda la
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informacion generada a partir de las secuencias de ADN mitocondrial (12SrRNA,
16SrRNA, COI) y nuclear (RAG1).

El arbol filogenético permitid detectar la monofilia de la familia Gerreidae con
respecto la familia Serranidae, el grupo externo considerado mas cercano a los
gerreidos entre los Perciformes (Chen, et al., 2007). Los analisis filogenéticos previos
realizados a partir de caracteres morfologicos y osteoldgicos indican una estabilidad
a nivel de géneros (sensu De La Cruz-Aguero, 2001), la cual se mantuvo mediante la

aplicacion de analisis de caracteres moleculares.

De igual manera, se sugiere que la familia Gerreidae se encuentra integrada
por dos sub-grupos principales (Diapterus + Eugerres + Deckertichthys vy
Eucinostomus + Gerres). Estos resultados concuerdan con lo registrado por
Espinosa et al. (1993), Ruiz-Carus & Uribe-Alcocer (2003), Benitez-Cortéz (2004),
Chen, et al. (2007), Ortiz-Galindo (2009) y Chollet-Villalpando (2012). Ademéas se
apoya en las propuestas morfolégicas previas (e.g. Fisher, 1978; Deckert &
Greenfield, 1987; Cervigon, 1993; Eschmeyer, 1998) donde mencionan que es
totalmente valido delimitar a la familia en dos grupos con base en la forma del
preopérculo: uno incluyendo a los géneros que presentan un preopérculo aserrado
(Diapterus + Eugerres + Deckertichthys) y otro con aquellos que lo presentan liso
(Eucinostomus + Gerres). Esta situacion revela un aspecto evolutivo relevante, en
términos de que la adquisicion morfoldgica de un operculo aserrado surgié una vez
gue el ancestreo comun de estos dos grupos derivo el linaje que dio origen a

Diapterus + Eugerres + Deckertichthys.

El género Eucinostomus es considerado por diversos autores como uno de los
mas complejos y a su vez mas diversos dentro de la familia (Matheson & McEachran,
1984; De La Cruz-Aguero & Galvan-Magafna, 1993; De La Cruz-Aguero, 2013). De
La Cruz-Aguero (2001) realizé la primera propuesta filogenética para este género,
con base en caracteres morfologicos y osteoldgicos, a partir de analisis de

parsimonia. Sus resultados le permiten concluir que el género Eucinostomus forma
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un grupo monofilético con respecto a los demas géneros dentro de la familia donde
Gerres cinereus se considera la especie hermana del género. Esta propuesta es
fuertemente soportada por los andlisis filogenéticos de este trabajo, los cuales
confirman la estrecha cercania que existe entre Eucinostomus currani y
Eucinostomus melanopterus, cuya coloracion tipo bandera (dos bandas obscuras y

una blanca) en la aleta dorsal es Unica entre el género (Bussing, 1995).

A diferencia de la propuesta hecha por De La Cruz-Aguero (2001), los
resultados del presente estudio permiten soportar que Eucinostomus dowii y E.
argenteus pueden ser consideradas especies hermanas, las cuales se encuentran
relacionadas a su vez con las dos entidades denominadas como Eucinostomus gula
y E. cff. gula. Posteriomente se agrupa E. gracilis y el complejo formado por E.
entomelas y E. jonesii. Una filogenia resuelta para el género podra ser considerada
hasta que pueda integrarse al analisis representantes de Ulaema-Eucinostomus

lefroyi y Lepidochir-Eucinostomus havana.

Para el género Diapterus se han propuesto dos hipétesis filogenéticas, una
hecha por Alvarez-Pliego (2009) con base en caracteres osteoldgicos y la otra por
Vergara-Solana et al. (2014) con base en analisis morfométricos y moleculares. La
primera propuesta establece a las especies D. auratus y D. brevirostris como
especies hermanas y excluye a Diapterus aureolus, por lo que llegé a sugerirse que
esta Ultima especie constituia un nuevo subgénero. Posteriormente, Vergara-Solana
et al. (2014) postula como especies hermanas a D. brevirostris y D. rhombeus cuya
afinidad es cercana a Diapterus auratus. Debido a la inclusion en los resultados de la
especie Eugerres plumieri entre los integrantes del género Diapterus, se procedi6 a
designar un nuevo género para la especie Diapterus aureolus (Deckertichthys
aureolus), ya que no se soportaba la monofilia del género. Con el empleo de
marcadores similares, y considerando a la mayoria de las especies de la familia
Gerreidae, nuestro planteamiento apoya la propuesta hecha por Vergara-Solana et
al. (2014).
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Quiza el género Eugerres sea el que tenga un mayor numero de propuestas
filogenéticas. El primero en hacer una propuesta fue Gonzalez-Acosta (2005), quien
por medio de una serie de analisis meristicos, morfoldgicos y osteoldgicos, sugiere la
estabilidad taxonomica del grupo, asi como las relaciones genealdgicas entre las
especies que lo componen. De esta manera el autor propone la siguiente topologia
[E. mexicanus - [[E. plumieri - Eugerres awlae] - [E.axillaris [E. brasilianus [E.
brevimanus - E. lineatus]]]. Sin embargo, el estudio llevado a cabo por Chollet-
Villalpando (2012) a partir del analisis del tamafo, la forma y el contorno del hueso
urohial, y considerando las matrices de caracteres morfologicos reportadas por otros
autores (De La Cruz-Aguero, 2001; Alvarez-Pliego, 2009; Gonzalez-Acosta, 2005),
no encontrd congruencia con la topologia propuesta por Gonzalez-Acosta (2005) y
sugiere que es debido a que los caracteres hayan sido codificados de manera
diferente. Las diferencias observadas entre la topologia generada en el presente
trabajo a partir del andlisis molecular y la reportada por Chollet-Villalpando (2012)
pueden ser debidas a que no se incluyd en el presente trabajo a la especie E.
brevimanus. Ademds, se considera que los datos moleculares pudieran estar
reflejando relaciones evolutivas mas robustas que las que se observan con los
caracteres morfolégicos, ya que estos pudieran reflejar influencia de factores

externos como el medio ambiente.

La propuesta filogenética mas reciente sobre el género Eugerres, es la
realizada por Miranda-Marin (2014), cuya reconstruccion filogenética mediante ML,
MP e IB es generada a partir del analisis de secuencias de COIl. Establece que el
género Eugerres constituye un grupo parafilético-polifilético, donde el componente de
origen dulceacuicola (Eugerres mexicanus — Eugerres castroaguirrei sensu lato)
parece mostrar un origen evolutivo independiente con relacién al resto de las
especies. Si bien estudios previos también insinuaban que el componente
dulceacuicola debia ser considerado como una entidad genérica distinta de Eugerres
(e.g. Castro-Aguirre et al., 1999), debido a una serie de diferencias morfolégicas y
morfométricas notables, asi como su patréon de distribucion dulceacuicola, la

evidencia molecular no fue suficiente como para soportar de manera robusta dicha
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hipétesis. De hecho, la informacién molecular soporté lo contrario, ya que a partir de
ésta se observa que la monofilia del género se encuentra resuelta de manera éptima
(Fig. 20).

Estos resultados resaltan el conflicto que puede ocurrir cuando las propuestas
filogenéticas son realizadas con base en secuencias de ADN relativamente cortas o
de fragmentos no del todo representativos del esquema evolutivo del genoma
mitocondrial. Lo anterior puede derivar en hipotesis filogenéticas inconsistentes y
confusas y en explicaciones erroneas, ya que se podria estar enmascarando eventos

de hibridacion o introgresion.

El COI al ser de herencia materna, se considera que no siempre refleja un
arbol especifico (Chen et al., 2008). Este puede ser el caso cuando se encuentran
grupos parafiléticos o polifiléticos en propuesta basadas Unicamente en este
marcador, como ha sido implementado por algunos autores (Miranda-Marin, 2014).
Ademas, el Uso unico de datos del ADNmt no permite obtener informacién de la

historia evolutiva del genoma nuclear.

Actualmente, se sugiere el uso de marcadores moleculares de ADNmt en
conjunto con marcadores de ADNN, los cuales al ser mas conservados y con baja
tasa de mutacion (por ejemplo el 16SrRNA y RAG1) hace potencialmente Utiles su
uso para el estudio de divergencias profundas, tanto en peces como en diversos
vertebrados (San Mauro et al., 2004; Vergara-Solana, 2012).

Se corroboré a E. awlae y E. plumieri como las especies hermanas dentro del
género, y las que presentan una menor diferenciacion genética de toda la familia
(1.5% con COI). Eugerres lineatus y E. axillaris son el otro par de especies que
mantienen una estrecha relacion filogenética dentro del género. Estas muestran una
mayor cercania con Eugerres brasilianus, sin embargo, la falta de muestras de E.
brevimanus no permite concluir esta agrupacién de manera definitiva. Debido a que

no se encontro evidencia molecular ni morfolégica que permitiera considerar a
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Eugerres mexicanus y Eugerres castroaguirrei como especies validas, todas los

mojarras dulceacuicolas se consideran una sola especie, Eugerres mexicanus.

Idealmente, para poder establecer una hipotesis filogenética suficientemente
robusta, es necesario inlcuir el mayor niumero de especies que la componen. En el
presente trabajo se omitieron algunas (alrededor de cinco) debido a la falta de
ejemplares frescos, por lo que en lo posible deberan considerarse en trabajos
posteriores. La integracion de toda la informacion disponible, morfologica,
morfométrica, molecular, osteoldgica, etc. permitiran tener una mejor comprension de

la historia evolutiva del grupo.

Tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos en escala evolutiva es considerada uno de los
principales objetivos de los analisis filogénéticos moleculares. Por lo tanto, se
considera que la calibracién de las tasas de divergencia a partir de secuencias de
ADN es un método importante, a partir del cual se pueden probar diversas hipétesis
evolutivas (Marko, 2002; Duchéne et al., 2013). Estos métodos se basan en la
hipétesis del reloj molecular, la cual postula que existe una tasa constante de

sustitucion nucleotidica entre los linajes (Zuckerkandl & Pauling, 1962).

El reloj molecular puede ser calibrado usando diferentes tipos de evidencia,
tales como la fecha de especiacion a partir de eventos inferidos por los registros
fésiles, o a partir de fechas estimadas de eventos biogeograficos particulares
(Arbogast et al., 2002). Adn cuando estos eventos son considerados como los
mejores para estimar fechas de divergencia, pueden ser objeto de diferentes
interpretaciones, por lo que el punto de calibracion de determinado reloj molecular
puede ser una fuente de errores considerables (Hillis et al., 1996).

En general, los fésiles pueden ser asignados a un nodo de una rama en

particula el cual nos podra definir el limite entre los tiempos de divergencia entre las
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dos ramas hermanas resultantes (Benton & Donoghue, 2007). Sin embargo, cuando
el registro fosil correspondiente es inadecuado o escaso, podria conducir a

resultados inexactos o imprecisos (Hedges & Kuma, 2004).

Debido a que los fésiles de los peces 0seos no estan bien preservados, los
bajos niveles registrados en los valores de tiempos de divergencia, realizados con
base en esta evidencia, pudieran subestimar los valores reales (Kumazawa et al.,
1999; Genner et al., 2007). Diversos autores (e.g. Jackson et al., 1996; Beu 2001,
Roopnarine, 2001; Vermeij, 2001) consideran ademas que el registro fosil no
proporciona evidencia que permita estimar el cese del flujo genético entre

poblaciones del Pacifico y el caribe.

Auln cuando se cuenta con un registro fésil de la familia Gerreidae descrito de
forma reciente (sensu Gaudant & Carnevale, 2015), existen diversos autores (e.g.
Lessios 1979, 1998; Vawter et al., 1980; Knowlton et al., 1993; Palumbi, 1996;
Bermingham et al., 1997; Knowlton & Weigt 1998; Lessios et al., 2001; Wares, 2001)
que soportan la idea de que para una mejor estimacion de la tasa de evolucion
molecular en especies fraternas, se debe asumir que el par de especies menos

divergente se aislo en el momento del cierre final de la via maritima que las separa.

Uno de los eventos geoldgicos del continente americano que se utiliza con
mayor frecuencia para inferir tasas de divergencia en la calibracion de relojes
moleculares es la Ultima emergencia del Istmo de Panama. Se estima que ocurrié
hace 3.1-3.5 ma (Keigwin 1982; Duque-Caro 1990a, 1990b; Coates & Obando 1996;
L. S. Collins 1996; Coates et al., 2004; Coates & Stallard, 2013) y ha sido supuesto
que impidio el flujo genético entre las especies distribuidas actualmente en el océano
Atlantico y el océano Pacifico (Marko, 2002).

En el presente trabajo, la calibracion en el tiempo relativo se hizo bajo esa

premisa: considerando el supuesto que el par de especies de la familia Gerreidae

menos divergentes (Gerres cinereus del Atlantico y del Pacifico) se aislaron en el
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momento del ultimo cierre del Istmo de Panama. El arbol calibrado indica diversos
escenarios que sugieren una serie de eventos ocurridos antes del ultimo cierre del

Istmo y posteriores a él, los cuales permitieron la diversificacion de los gerreidos.

El primer evento importante (datado hace =57 m.a.) favorecio que un ancestro
comun de los gerreidos divirgiera en dos poblac<iones, dando origen de esta forma a
los dos grupos clasificados de acuerdo con el tipo de borde que presentan en el
preopérculo (liso o aserrado). La propuesta previa sobre la historia biogegrafica de la
familia hecha por De La Cruz-Aguero (2001) sugiere un evento similar el cual
corresponde con el primer surgimiento del Istmo en el Oligoceno (58-37 ma) que
favorecid que un protogerreido (sensu De La Cruz-Aguero, 2001) divirgiera en esos

dos grupos.

Se estima que una inundacion posterior al primer levantamiento del istmo
promovié el intercambio faunistico entre cuencas hace 37-24 ma, dando como
resultado una alta dispersién de entidades hacia las nuevas areas. Por su parte,
Coates et al. (2004) estiman que el canal sufrié un cierre alrededor de los 24 ma, lo
cual es congruente con el periodo estimado de tiempo para la diversificacién entre

los géneros de la familia inferido en el presente estudio (39 a 20 ma).

La primera aproximacion que estima tiempos de divergencia mediante la
calibracion de relojes moleculares en la familia Gerreidae, fue la propuesta hecha por
Vergara-Solana (2012) para el género Diapterus, quien menciona que la separacion
de este género con respecto a Eugerres plumieri se llevd a cabo hace
aproximadamente 8-9.3 ma. En el presente estudio se sugiere una estimacion
distinta, debido a que para la calibracion se empled un par de entidades taxon6micas
con menor divergencia que la empleada en Vergara-Solana (2012) (Diapterus
brevirostris-Diapterus rhombeus vs. Gerres Pacifico-Gerres Atlantico). Esta
consideracion da como resultado una estimacion mas amplia en cuanto a la fecha de
diversificacion entre estos grupos (23-20 ma), coincidiendo con la colision geolégica

gue sufrio Centroamérica con la region de Sudamérica.
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La configuracién de la calibraciéon en el tiempo relativo, permite soportar la
idea de que antes del ultimo cierre del istmo sucedieron diversos eventos en el
mioceno (11-16.5 ma) que provocaron inundaciones y cierres al nivel de costa, lo que
sugiere que la generacién de los taxa se da en “pulsaciones” (Marko, 2002; Vergara-
Solana, 2012).

Los grupos que registran un tiempo de divergencia especifica posterior al
altimo cierre del Istmo (Gerres Pacifico-Gerres Atlantico y Eugerres plumieri-
Eugerres awlae) pudieron haber sido influenciados por otros mecanismos de
especiacion que dieron origen a dichos grupos (e.g. dispersion para el caso de las

especies que se encuentran en la misma cuenca).

Debido al antecedente de un trabajo que utilizd puntos de calibracién con
fésiles para estima la divergencia de especies fraternas de Gaster6podos a ambos
lados del Istmo (Collins et al., 1996), se sugiere que en lo posterior se incluya en este
tipo de analisis un punto de calibracion establecido con base al registro fosil de la

familia.

Sin embargo, se resalta el hecho de que el cierre final del Istmo de Panaméa
proporcion6 de alguna manera la mejor estimacion de la tasa de evolucion molecular
para la familia Gerreidae. Debido a lo anterior, se considera que existe coherencia en
asociar las divergencias genéticas presentes en la familia Gerreidae con dicho
evento geoldgico, tal y como se ha podido establecer en diversos grupos de
organismos (e.g. Cressey & Collette, 1970; Collette & Russo, 1981; Stepien et al.,

1997), con el fin de explicar los patrones de distribucion actuales que presentan.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio, basados en el andlisis de

cuatro marcadores moleculares (tres del ADNmt y uno del ADNn), permitieron definir

la taxonomia y filogenia de la familia Gerreidae en América y obtener las siguientes

conclusiones generales:

Las distancias genéticas interespecificas estimadas mediante el modelo de
sustitucién molecular de Kimura dos parametros (K2P) oscilaron entre 1% y
24% en COI; 0.7% a 19% en 12SrRNA; 1% a 13%; en 16SrRNA; y 0.5% a 2%
en RAGL1.

Las especies Gerres similimus (P), Eucinostomus dowii (P), Eugerres awlae
(A) y Eugerres axillaris (A), deben ser consideradas como unidades evolutivas

independientes de sus congéneres y en consecuencia especies validas.

Las especies Eugerres mexicanus y Eugerres castroaguirrei corresponden a
una misma entidad taxonémica y por tanto, el componente duleacuicola que

integran deber seguir siendo considerado por prioridad como E. mexicanus.

Las especies Eucinostomus currani y Eucinostomus melanopterus;
Eucinostomus dowii y Eucinostomus argenteus; Eugerres awlae y Eugerres
plumieri, Eugerres lineatus y Eugerres axillaris; Diapterus rhombeus y

Diapteris brevirostris son especies fraternas.
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X La hipotesis filogenética molecular propuesta soporta que la familia Gerreidae
representa un grupo monofilético, el cual se encuentra integrada por dos sub-
grupos principales (Diapterus + Eugerres + Deckertichthys y Eucinostomus +

Gerres).

X El arbol calibrado en el tiempo indicé diversos escenarios que sugieren una
serie de eventos ocurridos antes y posterior al ultimo cierre del Istmo, lo cual
permitié la diversificacion de los gerreidos, ocurridos en un lapso de tiempo

entre =57 a 1.2 ma.
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RECOMENDACIONES Y LINEAS DE INVESTIGACION A FUTURO

El presente estudio se considera como el primero en evaluar el estatus
taxonomico y nomenclatural de las especies de la familia Gerreidae distribuidas en

Ameérica, con base en marcadores moleculares.

Los resultados, en su mayoria, fueron congruentes con los esquemas
taxonomicos reportados previamente y permitieron corroborar la validez taxonémica
de 20 de las 24 especies de gerreidos que se tienen registradas para el continente

americano.

Considerando lo anterior, en un futuro se requerira incluir en los andlisis a las
especies: Eucinostomus lefroyi (Ulaema lefroyi), Eucinostomus harengulus, Eugerres
periche y Eugerres brevimanus, para poder perfeccionar el esquema taxondmico
completo de la familia Gerreidae en América. Dichas especies aun presentan

incertidumbre sobre su nomenclatura, existencia y validez taxonémica.

De igual manera, deberd incluirse la especie Eucinostomus havana, de la cual

s6lo dos marcadores fueron amplificados de manera exitosa (12SrRNA y 16SrRNA).

Se requiere que se realicen analisis mas detallados (con marcadores
moleculares con un mayor polimorfismo; mayor tamafio de muestra, analisis
morfométricos, etc.), con la intencién de evaluar el nivel y grado de diferenciacion
gue existe entre Eucinostomus gula y E. cff. gula, para resolver el estatus taxonémico

entre estas dos entidades.

Se sugiere reconocer la validez taxondmica de la especie del Pacifico oriental
denominada como Gerres similimus Regan, 1907, la cual presenta evidencia
suficiente (molecular y morfolégica) de que es una entidad completamente distinta de
su congénere del Atlantico G. cinereus (Walbaum, 1792). Para esto sera necesario la

publicacion formal de dichas evidencias.
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Se requiere de una re-valoracidbn y reestructuracion de las claves de
identificacion, hasta ahora propuestas, a partir de analisis morfolégicos y meristicos
de mayor rigor para algunas entidades en especifico (e.g. Eugerres awlae-Eugerres

plumieri; Eugerres axillaris-Eugerres lineatus).
Finalmente, una vez resuelta de manera satisfactoria la taxonomia de la

familia Gerreidae, podra perfeccionarse la hipétesis filogenética y de tiempos de

divergencia para la familia.
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GLOSARIO

A

ADN.- Abreviatura de Acido desoxirribonucleico. Es la molécula que codifica la informacion
genética. Se trata de una doble cadena que se mantiene unida por puentes de hidrégeno
entre pares de bases de nucleétidos. Los cuatro tipos de nucleotidos del ADN contienen las
bases nitrogenadas: adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). En la naturaleza, los
pares de bases se forman sélo entre Ay T y entre G y C; por lo tanto, la secuencia de cada
cadena individual se puede deducir a partir de su compafiera.

ADNmt.- Abreviatura de Acido desoxirribonucleico mitocondrial. EI ADN mitocondrial se
encuentra en las mitocondrias (organelos que se encuentran en el citoplasma de la célula
eucariota) y estd organizado en forma de una doble hélice. El genoma mitocondrial es
informativo acerca del parentesco porque, en muchas especies de animales, es heredado
por la madre, sin que haya recombinacion con el genoma paterno. Es también una
molécula pequefia que se presenta en abundantes cantidades en varias células. En los
peces, el genoma mitocondrial es haploide, es decir, en el momento de la fecundacion las
Unicas mitocondrias que pasaran a formar parte del cigoto son las provenientes del 6vulo.
En los animales, el DNA mitocondrial (mtDNA) es tipicamente una molécula circular, con un
rango de 15 a 20 mil pares de bases de largo. Codifica para diversas proteinas implicadas
en el transporte de electrones (Citocromo b, Citocromo Oxidasa Subunidad I, etc.), mas de
20 ARN de transferencia (tARN) y dos ARN ribosdmicos (12S rARN y 16S rARN).

ADNn.- Abreviatura de Acido desoxirribonucleico nuclear. En comparacion al genoma
mitocondrial, el genoma nuclear de las células eucariotas tienen el ADN empaquetado en
cromosomas. El genoma nuclear eucariota contiene una cantidad enorme de ADN con
valores comprendidos entre los mil y diez mil millones de pares de bases. Una buena
proporcion del ADN nuclear es del tipo no codificante y por tanto no tiene una funcion
determinada clara. A diferencia de las mitocondrias, las células eucariotas acostumbran a
ser diploides (es decir, tienen dos conjuntos de genes, uno proveniente del padre y otro de
la madre) y en general, cada progenitor contribuye con aproximadamente la misma
cantidad de ADN en la descendencia.

Aloenzimas.- Formas genéticamente distintas de una enzima que puede dar lugar a diferentes

propiedades.
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Arbol filogenético.- Una representacion gréfica de la relacion ancestro-descendiente entre
organismos 0 secuencias genéticas. Las secuencias son la punta de las ramas y éstas
estan conectadas por sus secuencias ancestro.

ARN.- Abreviatura de acido ribonucleico.

B

BLAST.- Programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN,
ARN o de proteinas. Por lo general, se utiliza cuando una nueva secuencia es obtenida
para compararla con otras secuencias que han sido previamente caracterizadas, para asi
poder inferir su funcién.

bp.- Abreviatura de "pares de bases" (nucledtidos).

Busqueda heuristica.- Dado un arbol de partida que contiene todas las secuencias de interés,
se realiza un intercambio de ramas para general arboles alternativos con la intencién de
encontrar un mejor arbol bajo un criterio de optimizacion dado. Si se encuentra un arbol
Optimo, el proceso comienza de nuevo, parando sélo si se encuentra un 6ptimo local.

Busqueda exhaustiva.- examina todos los arboles posibles y garantiza regresar al mejor

arbol. Sélo se recomienda para un nimero pequefio de secuencias (< 20).

C

Caracter.- Cualquier rasgo o atributo de una especie que puede ser observado o cuantificado.

Cddigo de barras.- Técnica para identificar especies. Un Barcode se puede considerar como
una secuencia corta de ADN, de una localidad uniforme del genoma, usada para identificar
especies. La region de gen que esta siendo utilizada como Barcode estandar para casi
todos los grupos de animales es el gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa sub unidad 1
(Col).

D

Delecidn.- pérdida de alguna parte del gen.

Dendograma.- Un diagrama de arbol que representa una hipétesis.

Dispersién.- De acuerdo a Brown y Lomolino (1998), todos los organismos tienen la capacidad
de moverse de sus sitios de nacimiento hacia nuevos sitios. Dicho movimiento es normal y

forma parte del ciclo de vida de casi todos las plantas y animales. Estos autores
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mencionan también que la dispersion es un término ecolégico que se refiere a la
distribucién espacial de los organismos dentro de poblaciones locales.

Diversidad genética (heterocigosidad esperada).- Una medida de la variaciébn genética en
una poblacién. Se calcula a partir del cuadrado de frecuencias. Se refiere a la variacion de
genes y genotipos entre las especies y dentro de ellas.

£

Electroforesis: En acetato polarizado, gel de agarosa o de acrilamida a través del cual se corre
proteinas o ADN. El material se separa por peso o polaridad y permite distinguir las
variantes.

Especie (concepto biolégico).- Se define como especie a un grupo de organismos que se
reproducen entre si y cuya descendencia sera fértil.

Especie (concepto fenético).- Define a una especie en general por un caracter definido en
particular o caracteres que comparten por los miembros de un grupo, es decir por los
atributos fenéticos compartidos. Una especie sera un grupo de organismos similares
feneticamente y de distinta forma a otros grupos de organismos.

Especies cripticas.- Todas aquellas especies morfolégicamente similares (Knowlton, 1986 y
1993).

Especies cripticas.- Dos 0 mas especies distintas, clasificadas errbneamente como una sola
(Bickford et al., 2007).

Especies fraternas.- Poblaciones naturales morfol6gicamente similares o idénticas y que se

encuentra aisladas reproductivamente entre si (Mayr, 1963).

F

Fenotipo.- Son las caracteristicas, generalmente observables, de un individuo, cuyo resultado
se debe a la interaccidn entre el genotipo y el ambiente. El aspecto de un individuo.
Filogenia.- La expresion de las relaciones evolutivas entre los miembros de un grupo o a partir
de un ancestro comun y el cambio observado en los caracteres observados.
Filogeografia.- Es el campo de estudio concerniente con los principios y los procesos que
gobiernan la distribucion geografica de linajes genealdgicos. Involucra componentes
historicos, filogenéticos y las distribuciones espaciales de linajes genéticos (Avise, 2001).
Flujo genético.- Es el desplazamiento de genes de una poblacién a otra, haciendo que sean

mas similares. la migracién genética es el principal agente del flujo de genes.
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g

Genotipo.- Es la constitucion genética de un organismo o el conjunto de genes de un individuo.

H

Homocigoto.- Son aquellos individuos cuyos alelos de un determinado locus son idénticos.
Heterocigoto.- Son aquellos individuos cuyos alelos de un determinado locus son diferentes.

I

Ictiofauna.- Fauna correspondiente al grupo de los peces.

Insercidn.- adicion de uno o mas nucledétidos extras a un gen.

M

Morfologia.- Parte de la biologia que se encarga del estudio de la forma de los seres organicos

y de las modificaciones o transformaciones que experimenta.

P

PCR.- Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR por sus siglas
en inglés), es una técnica que permite amplificar o copiar segmentos concretos de ADN.
Primers.- Iniciadores. Pequefias secuencias de nucléotidos, de 8 a 20 pb), los cuales

reconocen sitios concretos en el genoma total.

R

Reloj molecular.- Es una técnica para datar la divergencia de dos especies, la cual deduce el

tiempo pasado a partir del nimero de diferencias entre dos secuencias de ADN.

S

Sistematica.- Disciplina de la biologia que se dedica a caracterizar la diversidad y organizar el
conocimiento acerca de esta diversidad a través de la estimacién de las relaciones

filogenéticas entre los organismos (Holder y Lewis, 2003).
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T

Taxonomia.- La teoria y la practica de la descripcién y ordenamiento de la biodiversidad en un
esquema jerarquico, de acuerdo con sus relaciones filogenéticas.

Transicion.- Es una de las substituciones nucleotidicas, la cual se refiere a la sustitucion de
una purina (adenina o guanina) por otra purina o0 una pirimidina (timina o citosina) por otra
pirimidina. En todos los fragmentos de ADN, esti sustitucién es la que ocurre mas
frecuentemente (Nei y Kumar, 2000).

Transversion.- Se refiere al cambio entre una purina y una pirimidina (Graur y Li, 2000).

A%

Vicarianza.- Para Erwin (1981), la vicarianza es “meramente” la separaciéon en dos o mas
grupos aislados de los recursos genéticos a disposicion de una especie, por algunos
mecanismos externos o intrinsecos que permiten que dos o mas grupos diferencialmente
seleccionados por agentes externos. La resolucion a la cual se puede observar esta

separacion dependera del nivel taxondmico a estudiar.
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Anexo 1

BASE DE DATOS DE LOS EJEMPLARES ANALIZADOS

Se muestran los datos de los organismos analizados en el presente trabajo. Cl = Coleccion Ictiolégica-CICIMAR-IPN, La Paz,

BCS, México; CIB = Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S.C., La Paz, BCS, México; CPUM = Coleccién de Peces de

la Universidad Michoacana, Morelia, Michoacan, México; ECOSUR = El Colegio de la Frontera Sur Unidad Chetumal, Quintana Roo,

México; LBP = Laboratério de Biologia e Genética de Peixes -UNESP, Botucatu, Brasil.

Familia Género Especie Localidad Fecha d_e Coleccion  Clave coleccién Cl ID secuenciacion COl 12S 16S RAG1
recoleccion
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-1 D aureolus 1 Nay 1 1 1 1
Gerreidae Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 16/12/2009 Cl Daure-011209-2 D aureolus 2 Nay 0 1 1 1
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-5 D aureolus 5 Nay 1 1 1 1
Gerreidae Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-7 D aureolus 7 Nay 1 1 1 1
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-8 D aureolus 8 Nay 1 0 0 0
Gerreidae Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-9 D aureolus 9 Nay 1 1 1 1
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-10 D aureolus 10 Nay 1 0 0 0
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-11 D aureolus 11 Nay 0 1 1 0
Gerreidae  Deckertichthys aureolus Matanché, Nayarit 15/12/2009 Cl Daure-011209-12 D aureolus 12 Nay 0 1 1 0
Gerreidae  Diapterus auratus La Mancha, Veracruz 30/03/2009 Cl Dau-300309-1 D auratus 9 Ver 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus auratus La Mancha, Veracruz 30/03/2009 Cl Dau-300309-2 D auratus 1 Ver 1 1 1 1
Gerreidae  Diapterus auratus La Mancha, Veracruz 30/03/2009 Cl Dau-300309-3 D auratus 11 Ver 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus auratus La Mancha, Veracruz 30/03/2009 Cl Dau-300309-4 D auratus 2 Ver 1 1 1 1
Gerreidae  Diapterus auratus La Mancha, Veracruz 01/04/2009 Cl Dau-010409-1 D auratus 4 Ver 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 11/03/2009 Cl Db-110309-1 D brevirostris 1 Maz 1 1 1 1
Gerreidae  Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 11/03/2009 Cl Db-110309-2 D brevirostris 2 Maz 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 11/03/2009 Cl Db-110309-3 D brevirostris 3 Maz 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 11/03/2009 Cl Db-110309-4 D brevirostris 4 Maz 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 11/03/2009 Cl Db-110309-5 D brevirostris 5 Maz 1 1 1 1
Gerreidae Diapterus brevirostris Mazatlan, Sinaloa 17/11/2009 (¢]] Db-171109-4 D brevirostris 11 Maz 1 1 1 0
Gerreidae Diapterus rhombeus La Mancha, Veracruz 30/03/2009 Cl Drho-300309-1 D rhombeus 8 1 1 1 1
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Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae

Gerreidae

Diapterus

Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus

Eucinostomus

rhombeus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
argenteus
currani
currani
currani
currani
currani
dowii
dowii
dowii
dowii
dowii
dowii
dowii
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas
entomelas

entomelas

La Mancha, Veracruz

Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.
Lag.

De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp
De Términos, Camp

De Términos, Camp

Tampico, Tamaulipas
Santa Rosalia, BCS
Acapulco, Guerrero
Acapulco, Guerrero
La Paz, BCS

La Paz, BCS
Acapulco, Guerrero
Acapulco, Guerrero
Acapulco, Guerrero
Acapulco, Guerrero
La Paz, BCS

La Paz, BCS
Galapagos, Ecuador
La Paz, BCS

La Paz, BCS

La Paz, BCS

La Paz, BCS

La Paz, BCS

La Paz, BCS

Santa Rosalia, BCS
Santa Rosalia, BCS
Mazatlan, Sinaloa

Mazatlan, Sinaloa

30/03/2009
01/05/2011
01/05/2011
01/05/2011
01/05/2011
02/05/2011
02/05/2011
02/05/2011
02/05/2011
01/05/2011
01/05/2011
17/01/2012
01/01/2012
17/10/2011
17/10/2011
02/08/2011
02/08/2011
23/03/2009
23/03/2009
23/03/2009
23/03/2009
28/08/2010
28/08/2010
06/02/2008
28/08/2010
28/08/2010
28/08/2010
02/08/2011
02/08/2011
02/08/2011
01/01/2012
01/01/2012
12/03/2009
12/03/2009

Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
CiB
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
CPUM
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl

Drho-010409-1
Ear-010511-1
Ear-010511-3
Ear-010511-4
Ear-010511-5
Ear-020511-2
Ear-020511-3
Ear-020511-4
Ear-020511-5
Ear-010511-7
Ear-010511-20
Ear-170112-1
Ec-010112-1
Ec-171011-1
Ec-171011-2
Ec-020811-1
Ec-020811-2
Ed-230909-1
Ed-230909-2
Ed-230909-3
Ed-230909-4
Ed-280810-1
Ed-280810-5
18394-Ed-060208-1
Ee-280810-2
Ee-280810-3
Ee-280810-4
Ee-020811-1
Ee-020811-2
Ee-020811-3
Ee-010112-1
Ee-010112-2
Ee-120309-1
Ee-120309-2

D rhombeus 7

E argenteus 1 Ter
E argenteus 3 Ter
E argenteus 4 Ter
E argenteus 5 Ter
E argenteus 6 Ter
E argenteus 7 Ter
E argenteus 8 Ter
E argenteus 9 Ter
E argenteus 10 Ter
E argenteus 11 Ter
E argenteus 9 Tamp
E currani 1 Rosa

E currani 1 Aca

E currani 2 Aca

E currani 1 Lap

E currani 2 Lap

E dowii 1 Aca

E dowii 2 Aca

E dowii 3 Aca

E dowii 4 Aca

E dowii 1 Lap

E dowii 2 Lap

E dowii 1 Gal

E entomelas 1 Lap
E entomelas 2 Lap
E entomelas 3 Lap
E entomelas 4 Lap
E entomelas 5 Lap
E entomelas 6 Lap
E entomelas 1 Rosa
E entomelas 2 Rosa
E entomelas 1 Maz

E entomelas 2 Maz
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Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae

Gerreidae

Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eucinostomus
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres

Eugerres

gracilis
gracilis
gracilis
gracilis
gula
gula
gula
gula
gula
gula
havana
jonesii
jonesii
melanopterus
melanopterus
melanopterus
melanopterus
melanopterus
awlae
awlae
awlae
awlae
awlae
awlae
awlae
awlae
awlae
axillaris
brasilianus
brasilianus
brasilianus
mexicanus
mexicanus

mexicanus

La Paz, BCS

La Paz, BCS

Santa Rosalia, BCS
La Paz, BCS

Isla Margarita, Ven
Isla Margarita, Ven
Isla Margarita, Ven
Tampico, Tamaulipas
Chelem, Yucatan
Mandinga, Veracruz
Chetumal, Qroo

Lag. De Términos, Camp
Isla Mujeres, Yucatan
Boca del Rio, Veracruz
Boca del Rio, Veracruz
Liberia, Africa

Isla Aguada, Camp
Mandinga, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
La Mancha, Veracruz
Mandinga, Veracruz
Isla Aguada, Camp
Popoyuta, Michoacan
Guaruja, Brazil
Guaruja, Brazil
Guaruja, Brazil
Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco

Tenosique, Tabasco

30/06/2011
30/07/2011
06/04/2012
30/06/2011
20/10/2010
20/10/2010
20/10/2010
15/10/2012
24/11/2012
22/07/2013
01/05/2011
29/04/2008
01/04/2009
01/04/2009
26/01/1940
01/12/2012
22/07/2012
31/12/2011
31/12/2011
31/12/2011
18/02/2011
18/02/2011
31/12/2011
31/12/2011
23/07/2013
01/12/2012
29/04/2006
13/09/2010
13/09/2010
13/09/2010
22/03/2013
22/03/2013
22/03/2013

Cl
Cl
Cl
Cl
LBP
LBP
LBP
CiB
Cl
Cl
ECOSUR
Cl
CPUM
Cl
Cl
CAS
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
CPUM
LBP
LBP
LBP
Cl
Cl
Cl

Eg-300611-1
Eg-300710-1
Eg-060412-2
Eg-300611-7

LBP 11931_62062
LBP 11931_62063
LBP 11931_62064
Egu-151012-1
Equ-241112-1
Egu-220713-1
ECOCH-6552_MX412
Ejo-010511-2
18809-Ejo-290408-1
Em-010409-1
Em-010409-4
CAS:SU (ICH)-15932
Em-011212-1
Em-220713-2
Eaw-311211-1
Eaw-311211-2
Eaw-311211-3
Eaw-180211-1
Eaw-180211-2
Eaw-311211-11
Eaw-311211-12
Eaw-230713-1
Eaw-011212-1
11011-Eax-290406-2
HRCB: 46896
HRCB: 46897
HRCB: 46898
Emx-220313-1
Emx-220313-4
Emx-220313-8

E gracilis 2 Lap

E gracilis 4 Lap

E gracilis 1 Rosa

E gracilis 3 Lap

E gula1Ven

E gula 2 Ven

E gula 3 Ven

E gula 6 Tamp

E gula 8 Yuc

E gula 10 Ver

E havana 1 Qroo

E jonesii 2 Ter

E jonesii 2 Isla

E melanopterus 1 Ver
E melanopterus 4 Ver
E melanopterus 5 Lib
E melanopterus 2 Camp
E melanopterus 6 Ver
E awlae 1 Ver

E awlae 2 Ver

E awlae 3 Ver

E awlae 4 Ver

E awlae 5 Ver

E awlae 6 Ver

E awlae 7 Ver

E awlae 8 Ver

E awlae 9 Camp

E axillaris 1 Mich

E brasilianus 1 Ven

E brasilianus 2 Ven

E brasilianus 3 Ven
"E castroaguirrei" 3 Tab
"E castroaguirrei" 1Tab

"E castroaguirrei" 2 Tab
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Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae

Gerreidae

Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Eugerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres
Gerres

Gerres

mexicanus
mexicanus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
lineatus
mexicanus
mexicanus
mexicanus
mexicanus
mexicanus
plumieri
plumieri
plumieri
plumieri
plumieri
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus
cinereus

cinereus

Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco
Santa Rosalia, BCS
Santa Rosalia, BCS
San Lucas, BCS
San Lucas, BCS
Mazatlan, Sinaloa
Mazatlan, Sinaloa
Mazatlan, Sinaloa
Mazatlan, Sinaloa
La Paz, BCS

La Paz, BCS

Puerto Chale, BCS
Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco
Tenosique, Tabasco
Chetumal, Qroo
Chetumal, Qroo
Chetumal, Qroo
Anzoategui, Venezuela
Miranda, Venezuela
Mazatlan, Sinaloa
Mazatlan, Sinaloa
Mazatlan, Sinaloa
Puerto Angel, Oaxaca
Puerto Angel, Oaxaca
La Paz, BCS
Galapagos, Ecuador
Chetumal, Qroo
Chetumal, Qroo
Chetumal, Qroo

Chetumal, Qroo

26/04/2012
22/03/2013
13/03/2012
13/03/2012
01/01/2012
01/01/2012
19/05/2011
19/05/2011
19/05/2011
19/05/2011
03/08/2013
03/08/2013
03/10/2013
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
22/11/2011
22/11/2011
22/11/2011
08/01/2008
07/01/2008
17/11/2009
17/11/2009
17/11/2009
06/10/2011
06/10/2011
02/08/2011
29/01/2008
23/11/2011
23/11/2011
23/11/2011
23/11/2011

Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
CPUM
CPUM
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
CPUM
Cl
Cl
Cl
Cl

Emx-260412-8
Emx-220313-5
El-130312-1
El-130312-2
ElI-010112-1
El-010112-2
EI-190511-1
EIl-190511-2
EI-190511-3
EI-190511-4
EI-030813-3
EI-030813-1
EI-031013-1
Emx-260412-7
Emx-260412-11
Emx-260412-13
Emx-260412-6
Emx-260412-12
Ep-221111-1
Ep-221111-2
Ep-221111-3

16687-Ep-080108-3
16648-Ep-070108-1

Gc-171109-1
Gc-171109-3
Gc-171109-5
Gc-061011-1
Gc-061011-4
Gc-020811-3

18047-Gc-290108-9

Gc-231111-1
Gc-231111-2
Gc-231111-3
Gc-231111-4

"E castroaguirrei" 4 Tab
"E castroaguirrei" 5 Tab
E lineatus 1 Rosa
E lineatus 2 Rosa
E lineatus 3 Lucas
E lineatus 4 Lucas
E lineatus 5 Maz

E lineatus 6 Maz

E lineatus 7 Maz

E lineatus 8 Maz

E lineatus 9 Lap

E lineatus 10 Lap
E lineatus 11 Chale
E mexicanus 6 Tab
E mexicanus 7 Tab
E mexicanus 8 Tab
E mexicanus 9 Tab
E mexicanus 10 Tab
E plumieri 3 Qroo
E plumieri 4 Qroo
E plumieri 5 Qroo
E plumieri 3 Ven

E plumieri 4 Ven

G cinereus 5 Maz
G cinereus 2 Maz
G cinereus 3 Maz
G cinereus 1 Oax
G cinereus 4 Oax
G cinereus 3 Lap
G cinereus 1 Gal

G cinereus 1 Che
G cinereus 2 Che
G cinereus 3 Che

G cinereus 4 Che
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Gerreidae
Gerreidae
Gerreidae
Serranidae

Serranidae

Gerres
Gerres
Gerres
Diplectrum

Paralabrax

cinereus
cinereus
cinereus

pacificum

Veracruz

Veracruz

Isla Margarita, Ven
Pescadero, BCS

maculatofasciatus Pescadero, BCS

01/04/2009
01/04/2009
12/01/2008
12/09/2014
12/09/2014

Cl
Cl
CPUM
Cl
Cl

Gc-010409-1
Gc-010409-2
16768-Gc¢-120108-2
Dpa-120914-1
Pma-120914-1

G cinereus 1 Ver
G cinereus 2 Ver
G cinereus 1 Ven
D pacificum 1 Pes

P maculatofasciatus 1 pes

N = e

N = e

N = e
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Anexo 2

NUMEROS DE ACCESO EN GENBANK

Numeros de acceso

Especie
COl 12SrRNA 16SrRNA RAG1
Deckertichthys aureolus KJ468680.1 KJ468672.1 KJ468676.1 KJ468684.1
Diapterus auratus KJ468679.1 KJ468671.1 KJ468675.1 KJ468683.1
Diapterus brevirostris KJ468681.1 KJ468673.1 KJ468677.1 KJ468685.1
Diapterus rhombeus KJ468682.1 KJ468674.1 KJ468678.1 KJ468686.1

Eucinostomus argenteus

Eucinostomus dowii
Eucinostomus entomelas
Eugerres brasilianus

Eugerres mexicanus

KJ622140.1-147.1
KT1001478-1480

KJ622148.1-152.1

KJ622153.1162.1

JQ365349.1-365353.1

KMO014793-14800

KJ622114.1-117.1

KJ622118.1-123.1

KJ622124.1-126.1

KJ622127.1-130.1

KJ622131.1-136.1

KJ622137.1-139.1

KJ622163.1-164.1

KJ622166.1-169.1

KJ622170.1-171.1

KM014801- 14808
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Anexo 3

ARTICULOS DERIVADOS DEL PRESENTE TRABAJO

La informacién generada en este trabajo permitié la elaboracion de dos articulos
cientificos. El primero de ellos fue publicado en el Journal of Ichthyology, y el
segundo articulo ha sido sometido para su publicacion en el Acta Ichthyologica et

Piscatoria:

1.- Martinez-Guevara, A., F.J. Garcia-Rodriguez & J. De La Cruz-Aglero. 2014. DNA
sequence data analysis supports the taxonomic status of Eucinostomus dowii (Gill 1863)
within the genus (Gerreidae: Perciformes). Journal of Ichthyology, 54 (10):872—-881 pp.

2.- Martinez-Guevara A., Garcia-Rodriguez F.J., Cota-Gomez V.M., Hernandez-G6émez R.E.,
Perera-Garcia M.A., De La Cruz-Aglero J. 0000. Eugerres castroaguirrei Gonzalez-
Acosta et Rodiles-Hernandez, 2013 is a junior synonym of Eugerres mexicanus
(Steindachner, 1863). Acta Ichthyol. Piscat., 00(0): 00-00.
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DNA Sequence Data Analysis Supports the Taxonomic Status
of Eucinostomus dowii within the Genus (Perciformes: Gerreidae)!

A. Martinez-Guevara, F. J. Garcia-Rodriguez, and J. De La Cruz-Agiiero

Instituto Politécnico Nacional, Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Coleccion Ictiologica,
Avenida Instituto Politécnico Nacional s/n, Col. Playa Palo de Santa Rita, La Paz, B.C.S. 23096 Mexico
e-mail: fjgarciar@ipn.mx
Received Janury 24, 2014

Abstract—Since its description in 1855, the specific composition of the gerreid genus Eucinostomus Baird has
been controversial. At present, there are different views concerning the occurrence of Eucinostomus species
in the Eastern Pacific. For instance, the Dow’s mojarra Eucinostomus dowii (Gill, 1863) has been considered
by some authors as a synonym of E. argenteus Baird and Girard, 1855. The silver mojarra E. argenteus is a typ-
ical inhabitant of coastal systems along the Atlantic Ocean, and this species has also been mistakenly identi-
fied as the dark-spot mojarra E. entomelas Zahuranec in Yaniez-Arancibia, 1980, another Eastern Pacific spe-
cies. In this study, the DNA fragments from mitochondrial (COI, 12SrRNA and 16SrRNA) and nuclear
(RAG1) genes were sequenced for the three gerreid species including Eucinostomus dowii, E. argenteus, and
E. entomelas. The analysis of DNA sequence variation allowed identification of a significant genetic distance
among these fishes, and support that the three taxa are not synonymous to each other and should be consid-

ered different evolutionary entities.

Keywords: molecular taxonomy, species delimitation, mojarras, Eastern Pacific Ocean

DOI: 10.1134/50032945214100105

INTRODUCTION

The fishes of the family Gerreidae, commonly
known as mojarras or silver-biddies, are compressed
silvery schooling fish with strongly protrusible mouths
and a deeply forked caudal fin. They are typical mem-
bers of the tropical and subtropical coastal ichthyo-
fauna most often associated with mud and sand bot-
toms. They also inhabit rocky or vegetated bottoms
that have numerous sandy patches and sometimes
occur in inland waters (Castro-Aguirre, 1978; Ker-
schner et al., 1985; Teixeira and Helmer, 1997).

In the Gerreidae family, eight genera are recog-
nized but taxonomic status of more than 50 nominal
species have not yet been revised. Some gerreid taxa in
the Neotropics are still treated by some authors as spe-
cies inquirendae (e.g., validity and/or generic assign-
ment uncertain or questionable). This includes species
of the genera Ulaema, Eugerres, Gerres and Eucinosto-
mus (De La Cruz-Agiiero et al., 2012a).

The genus Eucinostomus, proposed about 160 years
ago by Baird and Girard (Baird, 1855) and redefined
later by Jordan (1895), exhibits a taxonomic composi-
tion which has changed considerably throughout time
(Matheson and McEachran, 1984). The diagnosis by
Jordan (1895) was based on a variety of critical charac-
ters, such as serrated or smooth inferior margins of the

! The article is published in the original.

preopercle and preorbital bone, the first and second
interhaemal bones fused to form a cylindrical struc-
ture, meristics, morphometric proportions, as well as
body and snout coloration. Nevertheless, subtle differ-
ences among species, overlapping of morphometric
characters, and the process of color loss, have often
prevented the correct identification of species (De La
Cruz-Agiiero, 2013). This has made Eucinostomus
become one of the most taxonomically complex ger-
reid genus along the American coasts (Matheson and
McEachran 1984; De La Cruz-Aglero and Galvan-
Magana, 1993; De La Cruz-Agiiero, 2013).

Other issues that influenced taxonomic uncertainty
in the genus is loss and poor condition of the type
material, inadequate or incomplete original descrip-
tions, and failure on publishing taxonomic revisions
contained in dissertations by Curran (1942);
Zahuranec (1967); Matheson (1983; partially) and De
La Cruz-Agtiero (2001; partially).

According to Froese and Pauly (2013), ten species
are recognized as valid: E. argenteus Baird and Girard,
1855; E. gula (Cuvier and Valenciennes, in Quoy and
Gaimard, 1824); E. harengulus Goode and Bean,
1879; E. havana (Nichols, 1912); E. jonesii (Giinther,
1879) and E. melanopterus (Bleeker, 1863) present in
the Atlantic Ocean (the latter species also occurs along
the west coast of tropical Africa); FE. currani
Zahuranec in Yaniez-Arancibia, 1980; E. dowii (Gill,
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1863); E. enfomelas Zahuranec in Yafiez-Arancibia,
1980, and E. gracilis (Gill, 1862) in the Pacific Ocean.

Over the last sixty years, validity of Eucinostomus
species and their exact geographic distribution have
been controversial, its recognition has been assigned to
the arbitration of the various authors who have studied
it (e.g., Curran, 1942; Miller and Lea, 1972; Bussing
and Lopez, 1993; Allen and Robertson, 1994; Bussing,
1995; Tapia and Ayala, 1996; De La Cruz-Agiiero
et al., 1997; Greenfield and Thomerson, 1997; Grove
and Lavenberg, 1997; Murdy et al., 1997; Schmitter-
Soto, 1998).

Eucinostomus argenteus (Fig. 1a) is the only species
in the genus that has been cited in both coasts of the
American continent (e.g., Miller and Lea, 1972; Bus-
sing, 1995; Gonzalez-Armas et al., 2008; Denadai
etal., 2012; Réabago-Quiroz et al., 2012), although
several authors, based in morphological and morpho-
metric comparisons, have denied its occurrence in the
Pacific Ocean (e.g., Zahuranec, 1967; De La Cruz-
Agiiero and Galvan-Magana, 1993, De La Cruz-
Agtiero et al., 2011; De La Cruz-Agiiero, 2013).

Curran (1942) suggested that the Pacific species
E. dowii (Fig. 1b) should be treated as a synonym of
the Atlantic species E. argenteus. However, a further
re-examination carried out by Zahuranec (1967)
showed that the materials used by Curran (1942) con-
tained a species mixture, two of them considered by
him to be new to science, E. entomelas (Fig. 1¢) and
the Pacific flagfin E. currani Zahuranec in Yahez-
Arancibia 1980, which led to assert that “...until
Atlantic material has been so analyzed, E. dowii is pro-
visionally treated as distinct from any of the Atlantic
forms...” (Zahuranec, 1967. p. 16).

Eucinostomus entomelas and E. dowii exhibit a large
overlap in morphological and meristic characteristics
and sympatric distribution (Jiménez-Rosenberg,
1998). According to Bussing (1995) and Tapia and
Ayala (1996), the character that allows discrimination
of these species is the presence of an evident black
blotch on the body wall inside the upper corner of the
opercle in E. entomelas, but they also added that older
specimens of E. dowii may as well have a series of small
black spots at the angle of the gill chamber. Jiménez-
Rosenberg (1998) notes that the black blotch is
observed in individuals larger than 30 mm standard
length (SL), making discrimination difficult in small
specimens. An osteological revision found no differ-
ences in larvae and juveniles of both species (Jiménez-
Rosenberg, 1998), emphasizing the need to clarify the
taxonomy of these species.

This study evaluates the specific integrity of Euci-
nostomus dowii, E. argenteus and E. entomelas, using
four molecular markers based on DNA sequences.
These markers have been useful for studying interspe-
cific relationships in many marine fish and used for
species identification where boundaries between spe-
cies cannot be resolved by morphological characters
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Fig. 1. Lateral view of the three studied species of Eucino-
stomus: (a) E. argenteus Baird and Girard, 1855; (b)
E. dowii (Gill, 1863), (c) E. entomelas Zahuranec in
Yafniez-Arancibia, 1980. Scale: 10 mm.

(Chang et al., 2006; Asgharian et al., 2010; Gomes
et al., 2012; Domingues et al., 2013).

MATERIALS AND METHODS

Sampling and identification. Specimens and muscle
tissue belong to the Ichthyologic Collection (CI) of
CICIMAR-IPN at La Paz, Baja California Sur
(B.C.S.), Mexico, which are available upon request
(see details on the CI website: http://coleccion.cici-
mar.ipn.mx).

A total of 24 adult specimens were examined and
sequenced (Table 1). Six specimens, identified as
E. dowii, were collected in Bahia de La Paz (B.C.S.)
and Acapulco harbor (Guerrero, Mexico) between
September 2009 and August 2011. Ten specimens of
E. entomelas were collected in Bahia de La Paz, Santa
Rosalia harbor (B.C.S.) and Mazatlan harbor (Sinaloa,
Mexico) between March 2009 and January 2012; and
eight specimens of E. argenteus captured in Atlantic
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Table 1. Voucher information and collecting locality for each of the 24 individual specimens analysed in this study (see

GenBank accession codes in text)

Specimen 1D Collection (CI) code Species Collecting locality (México)
EalTe Ear-010511-1 Eucinostomus argenteus Laguna de Terminos, Camp
Ea3Te Ear-010511-3 Ibid. Ibid.

Ea4 Te Ear-010511-4 " "
Eas5Te Ear-010511-5 " "
Ea6Te Ear-020511-2 " "
Ea7Te Ear-020511-3 " "

Ea 8 Te Ear-020511-4 " "
Ea9Te Ear-020511-5 " "
Ed1Ac Ed-230909-1 E. dowii Acapulco, Gro
Ed 2 Ac Ed-230909-2 Ibid. Ibid.

Ed 3 Ac Ed-230909-3 " "

Ed 4 Ac Ed-230909-4 " "
Ed1Lp Ed-280810-1 " La Paz, B.C.S.
Ed2Lp Ed-280810-5 " Ibid.
Eellp Ee-280810-2 E. entomelas "
Ee2Lp Ee-280810-3 Ibid. "

Ee 3 Lp Ee-280810-4 " "
Ee4Lp Ee-020811-1 " "
Ee5Lp Ee-020811-2 " "

Ee6 Lp Ee-020811-3 " "

Ee 1 Mz Ee-120309-1 " Mazatlan, Sin
Ee 2 Mz Ee-120309-2 " Ibid.

Ee 1 Ro Ee-120112-1 " Santa Rosalia, B.C.S.
Ee 2 Ro Ee-120112-2 " Ibid.

coastal waters, in Laguna de Términos (Campeche,
Mexico) (Fig. 2) between May 2011 and October
2012.

The specimens were captured by local fishermen
and by the authors with a capture permit granted to the
authors’ institution. Taxonomic identification was
made with taxonomic keys and the original diagnosis
and descriptions of the species and revision studies of
the genus (e.g., Baird, 1855; Gill, 1863; Curran, 1942;
Zahuranec, 1967; Matheson, 1983; De La Cruz-
Agliero, 2001). A sample of muscle tissue was obtained
from each specimen and stored in 96% ethanol.
Voucher specimens were fixed in 10% formaldehyde,
preserved in 50% ethanol, and deposited and catalogued
in the Ichthyologic Collection (CI) of CICIMAR-IPN.

Additionally, two sequences of E. argenteus were
obtained from GenBank (accession numbers
GU440320 and AY958609); the specimens were cap-
tured in the Eastern Pacific Ocean.

DNA extraction, amplification and sequencing.
Total genomic DNA was purified using a Qiagen®
extraction kit (catalog no. Q01-69506, Hilden, Ger-
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many). Three fragments of the mtDNA (12SrRNA,
16SrRNA, and COI) and one partial gene of nDNA
(RAG1) were amplified by PCR using respectively the
primers L1091-H1478 (Kocheret al., 1989), 16Sar-L-
16Sbr-H (Palumbi, 1996), FishF1-FishR1 (Ward
etal.,, 2005), and DauraRAGI1F1-DauraRAGIRI
(Vergara-Solana, 2012). In all cases, the amplification
was carried out in a volume of 35 pL containing: 3.5 pL
PCR buffer (10x, Invitrogen®, Carlsbad, CA), 0.7 uL
dNTP mix (10 mM), 1.68 uL of each primer (10 uM),
2.8 uL of MgCl, (50 mM), 0.35 pL 7ag DNA poly-
merase (SU/uL) (Invitrogene), and 0.7 pL of total
DNA. The PCR setup for 12SrRNA and 16SrRNA
was: 94°C for 2 min, 35 cycles at 94°C for 1 min each,
58°C for 1 min, 72°C for 1 min, and final extension at
72°C for 4 min. For COI the PCR setup was: initial
denaturation step at 94°C for 2 min, 35 cycles at 94°C
for 30 s each, 54°C for 30 s, 72°C for 1 min, and final
extension at 72°C for 10 min. Amplification of RAG1
was: initial denaturation at 94°C for 4 min, 30 cycles at
95°C for 45 s each, 66.5°C for 30 s, 72°C for 1 min,
and final extension at 72°C for 4 min. The PCR prod-
ucts were visualized on 1% agarose gels priors to puri-
Vol. 54

No. 10 2014



DNA SEQUENCE DATA ANALYSIS SUPPORTS THE TAXONOMIC STATUS 875

1
/

30° \

o7 United States of America

26° \1 Ed—Ee

\f— A i

Mexico
Gulf of Mexico
. A-
E
PACIFIC OCEAN < (Ad 2
O
18° J
l\ .
\/ \/\/\"K
14° 116° 108° 96° 88°
0 200 400 600 800 1000 km W

Fig. 2. Sampling locations of the three species of Eucinostomus (E. argenteus = Ea; E. dowii = Ed; E. entomelas = Ee) in the States
of Mexico: Baja California Sur (Lp = Bahia de La Paz; Ro = Santa Rosalia harbor), Sinaloa (Mz = Mazatlan harbor), Guerrero
(Ac = Acapulco harbor) and Campeche (Te = Laguna de Términos).

fication and sequencing, using forward and reverse
primers for each gene (Macrogen, Seoul, Korea).

Sequence analysis. The DNA sequences were manu-
ally verified, edited, and aligned using Sequencher 4.5
and Geneious Pro 5.4 software (Drummond et al.,
2011). All sequences were aligned using the MUSCLE
algorithm (Edgar, 2004) integrated in the MEGAS
software (Tamura et al., 2011). The sequences were
deposited in the GenBank (accession numbers
KJ622114—KJ622171). The genetic distances among
and within species were estimated using the Kimura
two-parameter (K2P) substitution model (Kimura,
1980). To eliminate the effect of intraspecific varia-
tion, the net distance was estimated (Tamura et al.,
2011). A Neighbor—Joining (NJ) tree of K2P dis-
tances was constructed for each gene to provide a
graphic representation of the divergence among spe-
cies. The robustness of the internal branches in the
trees was supported by 1000 bootstrap replications
(Felsenstein, 1985). This analysis was performed with
MEGAS (Tamura et al., 2011).
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RESULTS

The four genes supported tree taxonomic groups.
The aligned COI data set was 620 bp with 497 con-
served sites (80.16%), with 123 variable sites (19.83%)
and 122 parsimony informative sites (19.67%). All
specimens of E. dowii had identical COI haplotypes.
E. entomelas and E. argenteus had two and five haplo-
types, respectively. The mean overall distance was
10.7%. Between E. dowii and E. argenteus, genetic
divergence was 13.4% (Table 2).

12SrRNA amplification produced sequences of
429 bp containing 362 conserved sites (84.38%) and
67 variable sites (15.61%) all of them parsimony infor-
mative sites. Each species was represented by only one
haplotype. The mean overall distance in this gene was
7.6%. Between E. dowii and E. argenteus, genetic
divergence was 7.7%, while E. enfomelas was 13.9%
and 13.3% divergent between FE. argenteus and
E. dowii, respectively (Table 2).

We obtained a length of aligned 16SrRNA
sequences of 600 bp and it contained 522 conserved
sites (87%) and 78 variable sites (13%), including one
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Table 2. Genetic distances of the four genes (mean * S.E.) within species (in diagonal) and between species (below diago-

MARTINEZ-GUEVARA et al.

nal) of Eucinostomus spp. given in percentages

Genes E. argenteus E. dowii E. entomelas
COI1
E. argenteus 0.5+ 0.001
E. dowii 13.4 £0.017 0.000 % 0.000
E. entomelas 16.6 = 0.019 15.8£0.017 0.1 £ 0.001
Mean overall distance 10.7 £ 0.011
12SrRNA
E. argenteus 0.0 = 0.000
E. dowii 7.70 £ 0.013 0.0 £ 0.000
E. entomelas 13.9£0.019 13.3£0.018 0.0 £ 0.000
Mean overall distance 7.6 +0.009
16SrRNA

E. argenteus 0.2 +£0.001
E. dowii 4.3 £0.009 0.0 = 0.000
E. entomelas 12.5£0.015 12.5 £ 0.015 0.0 £ 0.000
Mean overall distance 6.2 +0.007

RAG
E. argenteus 0.2 +£0.002
E. dowii 0.5+ 0.003 0.2 £ 0.001
E. entomelas 1.2 £ 0.005 1.0 £ 0.004 0.2 £0.002
Mean overall distance 0.70 =+ 0.002

parsimony informative site. Only E. argenteus had more
than one haplotype and differed from E. dowii by 4.3%.

E. entomelas had a genetic divergence, with the
other two species of about 12.5%. The mean overall
distance was 6.2% (Table 2).

A similar pattern to that observed in the three mito-
chondrial genes occurred in the more conserved
nuclear fragment of RAG1. It was composed of 576 bp
containing 566 conserved sites (98.26%) with ten vari-
able sites (1.73%) including nine parsimony informa-
tive sites. RAG1 Kimura two parameters distances
indicate 0.5% divergence between FE. dowii and E.
argenteus and the mean overall distance was 0.7%
(Table 2).

The topologies of Neighbor—Joining trees obtained
by each of the four molecular markers at the species
level were similar in all cases containing well supported
groupings for the three species. Genetic distances of
COI, 12SrRNA, 16SrRNA, and RAGI, treating the
three clades as distinct species (Fig. 3), where net dis-
tance between E. dowii and E. argenteus indicate high
levels of genetic differentiation (Table 2).

In the COI and 16S data set analyses were two
sequences quoted as belonging to E. argenteus in the
GenBank (accession numbers GU440320 and
AY958609) from specimens taken in Puerto Escon-
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dido harbor (B.C.S., Mexico) are grouped with our
samples of E. dowii.

We found fixed differences in each species for the
four genes. For the COI, we found 108 differences at
least in one species (Table 3) and for the 16STRNA,
12SrRNA and RAGI1, these were 76, 67, and 7,
respectively (data not shown).

DISCUSSION

The results provide strong evidence that E. dowii is
a valid species in the genus Eucinostomus based in the
analysis of four molecular markers. This study,
together with previous analyses of morphological and
morphometric comparisons (e.g., Zahuranec, 1967,
Yanez-Arancibia, 1980; De La Cruz-Agiiero and
Galvan-Magafia, 1993; De La Cruz-Agiiero, 2001),
confirmed that E. dowii and E. argenteus are different
species.

Proposing synonymization of E. dowii with
E. argenteus (Curran, 1942), besides the species mix-
ture already mentioned, probably occurred because
the original description of the latter species was brief
and based on juvenile specimens (34 mm standard
length in the holotype), and with no illustrations (see
Baird, 1855). Subsequent emendation by one of the
co-authors (C.E Girard) includes mistakenly an illus-
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Fig. 3. Unrooted neighbor-joining trees obtained using partial sequences: (a) COI, (b) 12SrRNA, (c¢) 16SrRNA, (d) RAG1 of
Eucinostomus species in this study. Numbers beside the branch indicate bootstrap values above 50%. Scale bar is according to the
Kimura (1980) two-parameter distance. Letters correspond to the localities of capture and species names (Fig. 2). *GU440320.1

and ** AY958609.1 are from the GenBank.

tration of the Jenny mojarra E. gula, and perhaps was
also based on a mixture of individuals of several spe-
cies, as noted by Curran (1942).

Another factor that influenced this situation is the
somewhat cumbersome and subjective taxonomic keys
based on body and fin coloration, proportions of body
depth and standard length, and relative lengths of the
head and pelvic fin (e.g., Anonymous, 1976; Bussing,
1995; Tapia and Ayala, 1996). The aforementioned
process of loss of coloration and overlap of morpho-
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metric characters have often prevented the correct
identification of species (De La Cruz-Agiiero and
Galvan-Magaiia, 1993), in addition, the most used
identification keys, as previously cited, continue to
consider FE. argenteus as a valid species for the Pacific
Ocean (e.g., Gonzilez-Armas et al., 2008; Denadai
et al., 2012; Rdbago-Quiroz et al., 2012).

Regarding E. entomelas and FE. dowii, although
Jiménez-Rosenberg (1998) shows no significant dif-
ferences between them, her conclusions can be linked
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Table 3. Nucleotide substitutions for fixed differences at least in one species (gray color) based in a fragment of the COI of

MARTINEZ-GUEVARA et al.

mtDNA. Position numbers correspond to the site in the 620 pb sequence. Points represent identical sites

Nucleotide
substitutions POSITION
11 1111111111111112222222222222222
112233345556778889912333456677788899012234455677788S8
251739258434981403625051476214369258476214958143258147
Ea_é_? TACACTAACCTTAGTTATTCCTATGTCCTCCGACCATTTAGTTTTACCAGCGCG
a €
Ea_4 Te
Ea 5 Te
Ea_6_Te
Ea_7_Te
Ea 8 Te
Ea 9 Te
Ed_1_Ac A. C.. . TACCTAC. T. CA.T. . TTA. TT. C. CGA. . C. G. CTCGA
Ed_1_Lp A C.. TACCTAC. T. CA.T. TTA. TT. C. CGA. . C.G. CTCGA
Ed 2 Ac A C.. TACCTAC. T. CA.T. . TTA. TT.C. CGA. . C.G. CTCGA
Ed 2 Lp A. C.. TACCTAC. T...CA. T TTA. TT.C. CGA. . C. G. CTCGA
Ed 4 Ac A . C.. TACCTAC. T .CA. T TTA. TT. C. CGA. . C. G. CTCGA
Ee 1 Lp AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 1 _Mz AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee_1_Ro AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 2 Lp AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 2 Mz AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee_2_Ro AGTTTCGC . GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 3 Lp AGTTTCGC . GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 4 Lp AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee_5_Lp AGTTTCGC . GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Ee 6_Lp AGTTTCGC. GACCTCGTTCGC. CTTCTT. GT. GCCCGACC. CGTGC A
Nucleotide
substitutions POSITION
222333333333333334444444444444444555555555555555555566
999001223445778891233344555778899000112335556778899900
3695843621501437232147062580928170395640345792817069538
Ea_;_? ACCAATATAACTTTGCACCCACCAAGTAATTTTCCCTTCCTCTGCCCGGGATT A
a €
Ea_4 Te
Ea_5 Te
Ea 6_Te
Ea 7 _Te
Ea 8 Te
Ea_9 Te
Ed_1_Ac GA. . GGTCA. A. G. . TGATG. ACG. CCCATTT. C. TC. . ATTGAAA CG
Ed_1_Lp GA. . GGTCA. A. G. . TGATG. ACG. CCCATTT. C. TC. . ATTGAAA CG
Ed_2_Ac GA. . GGTCA. A. G. . TGATG. ACG. CCCATTT. C. TC. . ATTGAAA CG
Ed_2 Lp GA GGTCA. A. G. . TGATG. ACG. CCCATTT. C. TC. . ATTGAAA CG
Ed_4_Ac G A GGTCA. A. G. . TGATG. ACG. CCCATTT. C. TC. . ATTGAAA CG
Ee_1_Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_1_Mz GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_1_Ro GTTGG. TCG. CGATGTT.T.. GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee 2 Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_2_Mz GTTGG. TCG. CGATGTT.T.. GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_2_Ro GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_3_Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T.. GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_4_Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee 5 _Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T.. GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG
Ee_6_Lp GTTGG. TCG. CGATGTT.T. . GGAC. T. ACAT. . C. ATATCT. T. AATGCCG

to the reduced set of characters used, the size interval
used (<30 mm), and the univariate comparisons using
body proportions. Until the research of Zahuranec
(1967), unknown E. entomelas was part of the Pacific

mixture of taxa used to define E. argenteus by Curran
(1942). This ambiguity of the past created the need to
develop new tools to clarify the confusion between
closely related species.
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Our results showed that COI mtDNA, 12SrtRNA,
16STRNA, and RAG1 are robust molecular markers
for establishing species delimitations between species
of the genus Eucinostomus. Estimates of mean genetic
distance of the genes (COI = 10.7%; 12SrRNA =
7.6%; 16STRNA = 6.2%; RAG1 = 0.7%) were suffi-
cient to discriminate between individuals of different
species of mojarras. These values correspond well to
other studies of molecular identification of marine fish
(e.g., Lakra et al., 2009; Cui et al., 2010; Valdez-
Moreno et al., 2010; Ribeiro et al., 2012; Zhang and
Hanner, 2012; Liu et al., 2013). Divergence values in
species included in the family Gerreidae show that the
amount of sequence divergence of 16STRNA of two
co-generic species (Gerres genus) was 4.9-5.3%
(Chakraborty et al., 2006). However, genetic distance
between species associated with substitution rates can
vary. For example, Asgharian et al. (2011) shows the
mean Kimura two-parameters distances within the
genus for COI from eight bar coding projects of
marine fishes, including Mexican marine fishes
(12.87%), ranges from 3.70 to 16.05%. De La Cruz-
Agtiero et al. (2012b) reports an estimated average
genetic distance for 12SrRNA between chimera
Hydrolagus species at 3.45%. Lessios (2008) indicates
that the mean distance between sister clades of several
fishes on either side of Central America, for instance,
for the sergeant majors Abudefduf troschelii (Pacific)
and A. saxatalis (Atlantic), the average genetic dis-
tance for RAG1 was 0.3%.

Currently, E. dowii and E. argenteus inhabit the
Pacific and Atlantic basins, respectively. We have no
evidence for E. argenteus in the Eastern Pacific.
E. dowii has previously been considered a synonym of
E. argenteus in most taxonomic keys (see above), there-
fore it is understandable why researchers such as Hast-
ings and Burton (unpublished material) and Byrne et
al. (unpublished material) used the specific name of E.
argenteus in the GenBank database (accession num-
bers GU440320 and AY958609, respectively) for spec-
imen that are actually E. dowii (Fig. 2). This observa-
tion underlines the fact that sequences published in a
public-access collection need to be re-examined in
some cases. These data should be taxonomically accu-
rate or at least not misleading to be useful in future
research, as recommended by Bridge et al. (2003).

It is interesting note that a genus described in 1855
shows taxonomical problems that can be resolved by
molecular techniques, highlighting the benefits of
these tools along with traditional morphological data.
Although our study showed that species E. dowii and
E. argenteus have recognizable and accentuated
genetic distance, classification of the genus Eucinosto-
mus will not be resolved without systematic studies
that include all recognized species and throughout the
range of the species, including morphometric, osteo-
logical, and genetic investigations.
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CONCLUSIONS

In conclusion, molecular approaches reveal that
specimens belonging to the Gerreidae family, and here
recognized as FEucinostomus argenteus, E. dowii, and
E. entomelas show significant genetic distance, as
would be expected between any pair of nominal
marine fish species (e.g., Ward et al., 2005). Evidence
from the partial sequences of four genes support previ-
ous morphological and morphometric comparisons
(e.g., Zahuranec, 1967; Yafiez-Arancibia, 1980;
de la Cruz-Agiiero and Galvan-Magafia, 1993;
de la Cruz-Agiiero, 2001, 2013) that the three taxa are
not synonymous to each other and should be consid-
ered different evolutionary entities. We have no evi-
dence for E. argenteus in the Eastern Pacific, neverthe-
less, E. dowii should be considered as a valid species in
the taxonomic keys. Until the molecular taxonomy of
the genus and the family is explored, phylogenetic
analyses may be performed using a combination of
molecular characters; thus our findings provide new
molecular information on its variation, which will be
useful for future research.
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Background. The Lacandon mojarra, Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta et Rodiles-
Hernandez, 2013 was described from the Grijalva-Usumacinta River basin of south-eastern
Mexico and northern Guatemala. According to the diagnosis of the new species, E.
castroaguirrei differs from the only other freshwater Gerreidae the Mexican mojarra, E.
mexicanus (Steindachner, 1863) by the combination of certain morphological characters.
However, a comparison of materials obtained in Usumacinta River using the description and
diagnosis provided by species” authors yielded contradictory results. Therefore, the objective
of this paper is to clearly determine if E. mexicanus and E. castroaguirrei are subjective
synonyms applying morphological and molecular analyses.

Materials and methods. A total of 20 specimens (8 for molecular analyses) were selected in
this study. The fish were collected at the Recreo locality (17°28°52” N and 91°25°17”> W) on
the Usumacinta River at Tenosique, Tabasco, Mexico. Biometric data were analyzed as
proportions to the standard length, body depth, head length, and three other body proportions,
as stated in the original description of E. castroaguirrei. We used Friedman’s test to compare
our biological materials with those used in the new species description. Molecular genetics
comparisons on both putative freshwater gerreid species were made based on fragments of
mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (COI) gene and nuclear recombination-
activating protein 1 (RAG1) gene by polymerase chain reaction (PCR).

Results. Neither the non-parametric Friedman’s test nor the Nemenyi’s procedure showed
differences among individuals for both putative species in multiple pair-wise comparisons of
morphological measurements and proportions. Moreover, the genetic divergence from COI
gene and RAG1 gene indicated that all individuals exhibited almost identical sequences, with
intra- and inter-specific pair-wise genetic distances of 0.00% + 0.000% for both markers.
Conclusion. Our morphological and molecular genetics analyses demonstrated that E.
mexicanus and E. castroaguirrei are subjective synonyms and according to the Principle of
Priority in zoological nomenclature, Eugerres mexicanus (Steindachner, 1863) is the valid
species name, and Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta et Rodiles-Hernandez, 2013 is a
junior synonym.

Keywords: Gerreidae, Eugerres, taxonomy, synonymy, morphology, COl, RAG1 nDNA



INTRODUCTION

The Neotropical gerreid genus Eugerres Jordan et Evermann, 1927 has long been
recognized as comprising at least six marine and brackish water species (Froese and Pauly
2014), in addition to the only freshwater member of Gerreidae: the white or Mexican mojarra,
Eugerres mexicanus (Steindachner, 1863). Recently, a new freshwater species, the Lacandon
mojarra, Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta et Rodiles-Hernandez, 2013 from the
Grijalva-Usumacinta River basin of south-eastern Mexico and northern Guatemala was
described (Gonzélez-Acosta and Rodiles-Hernandez 2013).

As stated by Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez (2013), both of these restricted
freshwater gerreid species are distinguishable from their marine estuarine congeners by the
dorsal fin origin which is posterior to the insertion of the pectoral and pelvic fins, and possess
a shorter and broad based supraoccipital crest. According to the new species diagnosis, E.
castroaguirrei differs from E. mexicanus by the combination of the following characteristics:
length of second dorsal-fin spine 23.2%-34.2% SL (vs. 18.9%-43.3% SL in E. mexicanus),
length of second anal-fin spine 11.1%-20.6% SL (vs. 16.7%-30.2% SL), orbit diameter
23.3%-31.5% HL (vs. 26.5%-45.3% SL), pelvic-fin spine in the first pelvic-fin ray length
49.7%-65.0% SL (vs. 42.3%—-78.2% SL), depressed second dorsal-spine extends to base of
third or fourth dorsal-fin rays (vs. extends to base of fifth and sixth dorsal-fin rays), depressed
second anal-fin spine extends to base of third or fourth anal fin-rays (vs. extends to base of
eighth anal fin-ray), and lower lips ventrally extending to midpoint of eye (vs. not reaching
anterior margin of the orbit).

However, a comparison of materials obtained in the Usumacinta River (Tenosique,
Tabasco), using the measurements, description and diagnosis of type materials provided by
Gonzéalez-Acosta and Rodiles-Hernandez (2013) yielded contradictory results. From these
results, it is likely that E. mexicanus and E. castroaguirrei are subjective synonyms.
Therefore, this confusion about having both E. mexicanus and E. castroaguirrei as names for
the same freshwater gerreid species should be taxonomically solved.

The aim of the present study is to determine accurately whether E. mexicanus and E.
castroaguirrei are the same species. The two putative species are evaluated by statistical
analyses of morphological characters, using the measurements taken by the authors” species
and analysing the sequence divergence of a fragment of mitochondrial cytochrome oxidase
subunit I (COI) gene and nuclear recombination-activating protein 1 (RAG1) gene to

compare the genetic distance between them.



MATERIALS AND METHODS

Fish collection. Considering the entire sample caught, a total of 20 specimens (8 for
molecular analyses) were selected in this study. The fish were collected in April 26, 2012 and
March 22, 2013, using a seine net with a mesh size of 4 x 4 cm, 80 m long and 3m wide, at
the Recreo locality (17°28°52” N and 91°25°17”” W) in Usumacinta River, at Tenosique
Municipality, Tabasco State, Mexico. All fish ranging in size from 155.0 to 183.0 millimetres
(mm) standard length (SL); mean = 167.8 mm, were preserved in a 10% formalin solution,
but first, a small piece of muscle tissue from the pectoral left side was preserved in 96%
ethanol, being held in the Ichthyologic Collection (CI) of CICIMAR-IPN: CICIMAR-CI
8810-11, where available on request (see details on the CI website:
http://coleccion.cicimar.ipn.mx).

Identification of the collected specimens was carried out under a stereomicroscope
according to the morphological characteristics described in the reference diagnosis by
Deckert and Greenfield (1987) and the criteria established by Castro-Aguirre et al. (1999) for
the species E. mexicanus. It is to be noted here that Gonzélez-Acosta and Rodiles-Hernandez
(2013) did not include a dichotomous key for species identification and that all measurable
diagnostic characters figured for E. castroaguirrei are overlapped with those of E. mexicanus
(see herein Introduction and Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez, 2013: 309-310). For
this reason, fish were selected from the whole sample analyzed within a range of similar size,
with body proportions equivalent to those mentioned as diagnostic for E. castroaguirrei.
Moreover, we used those non-measurable morphological characters indicated as diagnostic
ones by Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez (2013) (excluding lower lips ventrally
extending to midpoint of eye, see below) to group the two morphotypes, i.e., body oblong and
laterally ticker in E. castroaguirrei (vs. deep and laterally compressed in E. mexicanus),
dorsal-fin origin posterior to the insertion of the pectoral and pelvic fins (vs. anterior to the
insertion of the pectoral and pelvic fins), depressed second dorsal-spine extends to base of
third or fourth dorsal-fin rays (vs. depressed second dorsal-spine extends to base of fifth or
sixth dorsal-fin rays), and depressed second anal-fin spine extends to base of third or fourth
anal fin-rays and not reaching the distal point of last anal-fin ray (vs. depressed second anal-
fin spine extends to base of eighth anal fin-ray and reaching the distal point of last anal-fin
ray). It is relevant to emphasize that from the whole analyzed sample, not all specimens were
consistent with the totality of these non-measurable characteristics mentioned by Gonzalez-
Acosta and Rodiles-Hernandez (2013) as diagnostic. Hence, the selected specimens include

only those that covered all such characteristics.



Morphological comparisons. Morphological measurements were taken to the nearest mm
according to Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez (2013) criterion. A total of 11 linear
body measurements were taken from which 15 body proportions were derived, corresponding
to those used in the new species description. Biometric data were analyzed as proportions to
standard length (% SL; five body proportions), body depth (% BD; two body proportions),
head length (% HL,; five body proportions), and three other body proportions, as suggested in
the original description of E. castroaguirrei. Definition of the measurements, proportions,
and their abbreviations are shown in Table 1 and Fig. 1 by Gonzalez-Acosta and Rodiles-
Hernandez (2013). In addition to the collected specimens, comparisons include 42 specimens
of E. castroaguirrei (Six type materials, plus 35 non-type specimens; SL: 114.6 to 241.7 mm;
mean = 201.0 mm) and 125 specimens of E. mexicanus (three type materials, plus 122 non-
type specimens; SL: 43.7 to 193.0 mm; mean = 146.4 mm), such as reported in the
description of the new species (i.e. Table 1; in Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez
(2013) .

Because of the nature and sample size of both data sets, we used Friedman’s test (Ft)
to compare our biological materials (body measures and body proportions) with those used in
Eugerres castroaguirrei species descriptions (including type materials). Ft is a non-
parametric test used to compare repeated observations on the same subjects belonging to
three or more paired groups. It is also called non-parametric randomized block analysis of
variance. However, Ft test makes no assumptions about data distribution (i.e. normality or
equality of variance), as opposed to parametric repeated measures ANOVA, or a paired t-test
(Zar 2010). The post-hoc test used was the Nemenyi’s procedure analogous to Tukey test, but
using ranked sums instead of means. Considering the fact that there were multiple
comparisons among the specimens, the Bonferroni correction was used (i.e., significance
level divided by the number of tests or comparisons). A probability of P < 0.05 was used as
statistical significance criterion.

Molecular genetics comparisons. Genomic DNA was extracted from pectoral muscle tissue
samples of each selected specimen (n = 8; five specimens for the species E. mexicanus and
three for the putative species E. castroaguirrei; see Fig. 1) using the QIAGEN DNeasy Blood
and Tissue kit following the manufacturer’s protocol. The mitochondrial cytochrome oxidase
subunit 1 (COI) gene and nuclear recombination-activating protein 1 (RAG1) gene were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the primers FishF1 and FishR1 (Ward et
al. 2005) and DauraRAG1F1-DauraRAG1R1 (Vergara-Solana et al. 2014), respectively.
Reaction was made using a 35uL volume containing: 1X of PCR Buffer (-MgCl,), 0.2 mM of



dNTP mix, 0.48 uM of each primer, 4 mM of MgCl,, and 0.05 U-pL of Tag DNA
polymerase (Invitrogene). An amount of 0.7 pL of total DNA was included to each reaction.
Thermal cycler conditions for COI amplification consisted of an initial denaturation step at
94°C for 2 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 sec, 54°C for 30 sec, 72°C for 1 min
and final extension step at 72°C for 10 min. The PCR setup for RAG1 was denaturation at
95°C for 4 min, and 35 cycles each with 95°C for 1 min, 62°C for 1min, 72°C for 1 min and
final extension step at 72°C for 4 min. PCR products were purified and sequenced using
forward and reverse primers for each gene (Macrogen, Seoul, Korea). Sequences were
arranged and edited using Geneious Pro version 5.6.7 (Biomatters Ltd., Auckland, New
Zealand). Multiple alignments using the MUSCLE algorithm (Edgar 2004) were made and
tree constructions, as well as the calculation of pair-wise genetic distances were conducted
using the MEGA software version 5 (Tamura et al. 2011).

Genetic distances among and within species for COl and RAG1 genes, were based on
the Kimura 2-parameter substitution model (K80, Kimura 1980). Neighbour Joining (NJ;
Saitou and Nei 1987) trees for both molecular genetic markers were also based on K80 model
and generated using 1,000 bootstrap replicates (Felsenstein 1985). New sequences were
deposited in GenBank (Accession numbers, COIl: KM014793 — KM014800; RAG1.:
KM014801 — KM014808). The COI and RAG1 sequences of the putative E. castroaguirrei
and E. mexicanus were analysed together with those specimens from their marine Atlantic
congeners, the stripped mojarra Eugerres plumieri (Cuvier, 1830) (accession numbers for
COl: GU225264.1, GU225263.1, and GU225262.1; for RAGI: EF095665 and JX189821.2);
and the Brazilian mojarra Eugerres brasilianus (Cuvier, 1830) (accession numbers for COI:
JQ365353.1, JQ365351.1, and JQ365350.1).

RESULTS

Morphological comparisons. Friedman’s test (Ft) was used to compare data of each
specimen for all measurements and proportions in both data sets, i.e., our specimens and E.
mexicanus, and E. castroaguirrei specimens by Gonzalez-Acosta and Rodiles-Hernandez
(2013; i.e. their Table 1). The Ft’s Q statistics were Qc = 5.991 (critical) and Qo =5.778
(observed) (P <0.056, a. = 0.05; d.f. = 2). The P-value suggested that the probability of
making an error in rejecting the null hypothesis was 5.56%. Hence, the null hypothesis that
there was no difference among specimens was then accepted, i.e., the samples were not

significantly different. An additional test, but without considering the inclusion of the dorsal



and anal spines, increases the probability of acceptance of the null hypothesis, i.e., the risk of
rejecting the null hypothesis when it is true is 69.51% (Qc = 0.727, Qo = 5.991; P < 0.695, o
= 0.05). The Nemenyi’s procedure did not show differences among individuals in multiple
pair-wise comparisons either (Table 1). Similar results (i.e., there were no significant
differences among the compared groups) were obtained by calculating independent Ft tests
considering different body plan proportions of Table 1 by Gonzalez-Acosta and Rodiles-
Hernandez (2013), i.e., percent of standard length, percent of body depth, percent of head
length, and other body proportions.

Molecular and genetic comparisons. Eugerres mexicanus and E. castroaguirrei could not
be distinguished from each other with COl and RAG1 sequences (Fig. 1). Based on 670 bp
that contain 669 conserved sites and only one variable site, the intra-specific genetic variation
for the COI was 0.1% in E. mexicanus and it was absent in E. castroaguirrei. The variable
nucleotide site found represents a polymorphic site in E. mexicanus not a divergent site
between both putative species (i.e. all individuals of E. castroaguirrei exhibited haplotypes
found in E. mexicanus). Species clades were not supported by high bootstrap values of 100%
(Table 2 and Fig. 1). Since inter-specific pair-wise genetic distance between E. mexicanus
and E. castroaguirrei was null, these two putative species could not be separated from one
another (Fig. 1). Among the four analysed Eugerres species, including the congeners E.
brasilianus and E. plumieri, overall inter-specific pair-wise genetic distances ranged from
0.0% to 15.4%. Thus, the differences between E. mexicanus - E. castroguirrei analysed
specimens, in relation to the found among freshwater specimens and others from its
congeners, allowed the discrimination of only three species-groups (i.e. species; Table 2 and
Fig. 1).

Similarly on the RAGL1 level (based on 673 bp), E. mexicanus and E. castroaguirrei
could not be differentiated from each other, because sequences were identical in the two
putative species (Table 2, Fig. 1). Inter-specific differences among the four analysed
Eugerres species ranged from 0.0% to 2.1% with the largest difference among E. plumieri
and both putative freshwater species (2.1%) (Table 2 and Fig. 1).

DISCUSSION
The comparisons using morphological and molecular or genetic characters in this

study, clearly demonstrate that specimens of E. mexicanus and E. castroaguirrei were not



different neither genetically nor in their morphological characters, hence they should be
considered to be the same species.

Although as aforementioned, all measurable diagnostic characters figured for E.
castroaguirrei are overlapped with those of E. mexicanus, our selected specimens were
chosen because meet most non- measurable diagnostics characters of the new species,
excluding lower lips ventrally extending to midpoint of eye, which is a lacking characteristic
even in the holotype!, judging from figure 3a in Gonzélez-Acosta and Rodiles-Hernandez
(2013: 312). Regarding the considerable overlap in measurable and inconsistencies for non-
measurable diagnostics characters cited as such by new species” authors, it would appear that
morphological differences are the result of phenotypic plasticity in Eugerres mexicanus.
Phenotypic plasticity describes a profile of potential morphotypes from a fixed genotype
affected by temporal and spatial variation of the environment (Lin and Dunson 1999). Such
events are quite common in nature and environmental cues often result in behaviour or
morphological development appropriate to local conditions (Adkinson 1995; see also below).

Morphological comparison procedures herein calculated did not show differences
among individuals of the different groups in multiple pair-wise comparisons. The differences
were less significant when analyses exclude the dorsal and anal spines. We observed a great
variability in the length of these structures among the analysed specimens. Thereon numerous
studies have shown that fish exhibit considerable morphometric variation throughout its
distributional range that often results from competition for resources in heterogeneous
environments or from spatial or temporal heterogeneity in predation intensity (Milano et al.
2002). Also, variability in morphometric traits of freshwater fish has been related to factors
likely associated with colonization history (i.e. geography, direction of drainage, river basin,
latitude) and current selection pressures (Milano et al. 2006). The adaptation of fish to
environmental stress such as high-gradient, rapid flowing habitats is well known to alter the
morphology and such modifications can include morphological alteration in their lips, body
shape, and other associated structures (i.e. spines and rays) and colour patterns (Li et al.
2013). Adaptation to benthic life both morphologically and physiologically, for instance as in
the Puyen grande Galaxias platei Steindachner, 1898, entails several body modifications
such as thickening of the upper and lower mouth lips (Matthews 1998), just as observed in
several specimens of the Mexican mojarra Eugerres mexicanus.

The genetic data obtained from this study also support the taxonomic identity of
Eugerres spp. Divergence values in species, including organisms of the family Gerreidae,
show that the amount of sequence divergence of COI ranges from 3.70% to 16.05%



(Asgharian et al. 2011). However, given that E. mexicanus and E. castroaguirrei shows a null
genetic distance for COl and RAG1, we cannot support the existence of both species. In
contrast, E. brasilianus and E. plumieri recorded high divergence values corresponding to
previous results for the family Gerreidae (i.e. Chakraborty et al. 2006, Chen et al. 2007,
Asgharian et al. 2010, Vergara-Solana et al. 2014). In this context, others authors have
recommended the synonymization of morphologically very similar taxa based in identical
gene sequences and low COI genetic variation (i.e. Carr et al. 1999, Byrkjedal et al. 2008),
highlighting that morphological data and complementary molecular approaches allow to
solve complex taxonomical situations where an unclear differentiation among species exists.

Taxonomy of Gerreidae species has been both confusing and an active issue of
discussion among ichthyologists (i.e. De La Cruz-Aguero et al. 2012). Currently, eight genera
are recognized in the family, nonetheless the taxonomic status of more than 50 nominal
species has not yet been revised and some gerreid taxa are still treated by some authors as
species inquirendae [i.e. validity and/or generic assignment uncertain or questionable,
Vergara-Solana et al. (2014)]. The recent descriptions of new species in the family Gerreidae
[(i.e., Liu and Yan (2009), lwatsuki et al. (2012)], including the proposal of a new genus
(Vergara-Solana et al. 2014), provides encouraging expectations in resolving its taxonomic
problems. However, these initiatives must be implemented with the maximum rigor, avoiding
adding more taxonomic uncertainty in a group of fish taxonomically very complex.

In conclusion, we have demonstrated clearly that E. mexicanus and E. castroaguirrei
are the same species, and according to the Principle of Priority of the Code of Zoological
Nomenclature (IZCN 1999), E. mexicanus (Steindachner, 1863) is the valid species name,
and Eugerres castroaguirrei Gonzalez-Acosta et Rodiles-Hernandez, 2013 is a junior

synonym.
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Table 1

Nemenyi's procedure, a post-hoc test of the Friedman’s test, among specimens of E.
mexicanus caught in present study (E. mexicanus 1) and those reported by Gonzalez-Acosta
and Rodiles-Hernandez (2013) (type materials: E. castroaguirrei and E. mexicanus 2), using
body measures and body proportions. Pair-wise differences among groups above diagonal, P

values below diagonal.

Pair wise comparisons of

) E. castroaguirrei E. mexicanus 2 E. mexicanus 1
body measures and proportions

E. castroaguirrei - 0.778 0.222
E. mexicanus 2 0.051 - 0.556
E. mexicanus 1 0.783 0.218 -

Bonferroni corrected significance level: 0.0167; o = 0.05. Critical difference: 0.7812
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Table 2

Mean (+ S.E.) pair-wise genetic K80-distances (Kimura2-parameter; Kimura, 1980) for the

investigated species of Eugerres spp. based on COI and RAG1. Distances are presented as

percentages.
E. mexicanus E. castroaguirrei E. brasilianus  E. plumieri
col
E. mexicanus 0.1 +0.000
E. castroaguirrei 0.00 = 0.000 0.00 = 0.000
E. brasilianus 15.4 £ 0.017 15.4 £ 0.018 0.5+ 0.002
E. plumieri 14.9 £ 0.017 15.0 £ 0.017 10.0+0.013  0.3+0.002
Distance overall mean: 9.2 +0.009
RAG1
E. mexicanus 0.00 + 0.000
E. castroaguirrei 0.00 = 0.000 0.00 = 0.000
E. plumieri 2.1 +0.006 2.1 £0.006 n/a 0.01+0.001
Distance overall mean: 0.8 = 0.002
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Fig. 1. Molecular genetics analyses of Eugerres spp based on Neighbour Joining methods,
Kimura 2-parameter model and 1,000 bootstrap replicates for COIl (above) and
RAG1 (below). Putative species E. castroaguirrei shown in guotation marks; note
that the Genbank accession numbers cited in the text correspond to E. mexicanus.
Only E. plumieri was included in the RAGL1 analysis because we did not find more
sequences of this gene reported for other Eugerres species. Numbers beside the
branch indicate bootstrap values above 50%. Scale bar according to Kimura2-
parameter model (K80). Code beside E. brasilianus and E. plumieri represents the

Genbank accession numbers.



