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RESUMEN

El bagre Yaqui, Ictalurus pricei, es una especie nativa del Noroeste de México y Suroeste de
los Estados Unidos. El bagre Yaqui esta en peligro de extincion debido al decline y pérdida de
sus poblaciones en mas de la mitad de su distribucion historica, principalmente por la
competencia e hibridacion con el exdtico bagre de canal, 1. punctatus. En 2019 se cred un stock
reproductivo en la subcuenca del Rio Bavispe, Sonora, con 18 individuos morfologicamente
similares a bagre Yaqui recolectados en Arroyo Cajon Bonito, cuenca del Rio Yaqui. Se
realizaron analisis filogenéticos de los genes mitocondriales Cyt-b y COXI y de los nucleares
RAGI y RAG?2 con el objetivo de caracterizar genéticamente la pureza de los ejemplares del
stock. Se determinaron los atributos caracteristicos del bagre Yaqui mediante el codigo de barras
del ADN basado en caracteres a partir del gen mitocondrial COXI. Los analisis filogenéticos a
partir de los genes mitocondriales y el codigo de barras del ADN permitieron determinar el
linaje materno de los individuos y los genes nucleares detectaron 13 bagres Yaquis
putativamente puros, cuatro posibles hibridos /. pricei x I. punctatus y un bagre de canal o
retrocruza de los 18 obtenidos del Arroyo Cajoén Bonito. Estos resultados permitiran disefiar un
plan de manejo factible para el stock reproductivo de bagre Yaqui y evaluar genéticamente sus

poblaciones remanentes.



ABSTRACT

The Yaqui catfish, Ictalurus pricei, is native to the Northwest of Mexico and Southwest of the
United States. The Yaqui catfish is an endangered species due to the decline and loss of its
populations in more than half of its historical distribution, mainly because to competition and
hybridization with the exotic channel catfish, I. punctatus. In 2019 a reproductive stock was
created in the Bavispe river sub-basin, Sonora, with 18 individuals morphologically identified
like Yaqui catfish collected in Arroyo Cajon Bonito, Yaqui river basin. Phylogenetic analyzes
of the mitochondrial Cyt-b and COXI and nuclear RAGI and RAG2 genes were carried out in
order to genetically characterize the individual’s purity. Yaqui catfish characteristic attributes
were determined using the character-based DNA barcoding from the mitochondrial COXT gene.
Phylogenetic analyzes from the mitochondrial genes and the DNA barcoding allowed us to
determine the individuals maternal lineage, and the nuclear genes detected 13 putatively pure
Yaqui catfishes, four possible hybrids 1. pricei X I. punctatus and one channel catfish or
backcross of the 18 obtained from the Arroyo Cajon Bonito. These results will allow designing
a feasible management plan for the reproductive stock of Yaqui catfish and genetically

evaluating their remaining populations.
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INTRODUCCION

Los bagres pertenecen al orden de los Siluriformes, el cual estd formado por 40 familias con
alrededor de 490 géneros y aproximadamente 3,730 especies descritas, al menos unas 200
nuevas especies no descritas y otras de las cuales atin no se tiene conocimiento (Nelson ef al.,
2016). En la familia Ictaluridae se agrupan siete géneros con 51 especies descritas (Nelson et
al., 2016) y se caracterizan por poseer la piel desnuda, cuatro pares de barbillas y una espina al
inicio de las aletas dorsal y pectoral (Nelson, 2016; Miller et al., 2009). El género Ictalurus esta
formado por nueve especies descritas y otras varias aun no descritas (Varela-Romero et al.,
2020), todas con distribucion natural en México, por lo que se ha considerado a este ltimo

como el centro de distribucion de este género (Miller ef al., 2009; Varela-Romero ef al., 2020).

El bagre Yaqui, Ictalurus pricei (Rutter, 1896) es una especie nativa del Noroeste de
Meéxico y Suroeste de los Estados Unidos (EUA) en las cuencas de los rios Sonora, Yaqui,
Mayo, Fuerte y Casas Grandes (Lundberg, 1992; Miller et al., 2009; Minckley y Marsh, 2009;
Varela-Romero et al., 2011; Varela-Romero et al., 2020). Sin embargo, el bagre Yaqui se
considera extirpado de las cuencas de los rios Casas Grandes y Sonora (Miller et al., 2009;
Varela-Romero et al., 2011). En EUA el bagre Yaqui se declar6 Amenazado con habitat critico
en 1984 por el United States Fish and Wildlife Service (USFWS) aunque Minckley y Gilbert
(1980) los consideraron extirpado. Por ello, en 1987 y 1990 se recolectaron bagres en el Rio
Aros, cuenca del Rio Yaqui, en Sonora y Chihuahua, los cudles fueron trasladados a EUA para
intentar recuperar la especie (Kelsch y Baca, 1991). Sin embargo, se encontr6 un alto porcentaje
de individuos hibridos con el bagre de canal, /. punctatus, determinados mediante andlisis de
caracteres osteoldgicos y corroborados por variacion de alozimas (Kelsch y Baca, 1991;
Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero et al., 2011). Finalmente, con individuos identificados
como puros, se logro el desove de unos cuantos individuos en los afios 1995, 1996 y 1997, los

cudles se liberaron en el medio silvestre en tres estanques en Arizona (Varela-Romero et al.,

2011).



Baker et al. (2008) mencionan que uno de los tres estanques con las poblaciones
remanentes de bagre Yaqui en EUA, presentaba contaminacion por presencia de bagre de canal,
aunque un reporte por la USFWS (2009) sefiala que no se detectd presencia de hibridacion. Los
analisis de marca-recaptura en dichas poblaciones, encontraron un reclutamiento anual nulo,
una disminucion en el tamafno poblacional y se infirid6 que los individuos restantes son los
remanentes de la progenie obtenida en 1985-1987 por lo que estaban cerca de la senescencia
(Stewart et al., 2017). Los modelos de marca-recaptura obtenidos a partir de estos datos,
estimaron que el bagre Yaqui estaria extinto para 2018 en los EUA (Stewart et al., 2017). En
Meéxico, los esfuerzos de recolecta realizados por Varela-Romero et al. (2011) entre 2004 y
2006 no lograron detectar presencia de bagre Yaqui en el Rio Mayo ni en localidades historicas
de los rios Yaqui y Fuerte. Por ello, Varela-Romero ef al. (2011) mencionan que es necesario
elevar la categoria de riesgo de Sujeta a Proteccion Especial a En Peligro de Extincion en
México, sin embargo, s6lo se elevo a especie Amenazada por la NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2010), mientras que la Unién Internacional para la Conservacion de la

Naturaleza (UICN) la cataloga como En Peligro (NatureServe y Lyons, 2019).

Actualmente so6lo se tienen registros de ocurrencia en cuatro localidades, en la parte alta
del Rio Tutuaca y el Arroyo Cajén Bonito en la cuenca del Yaqui y en los rios Batopilas y
Urique, cuenca del Fuerte (Varela-Romero et al., 2011; Varela-Romero y Minckley, 2018). Las
principales amenazas para el bagre Yaqui han sido el uso indiscriminado del agua para
actividades agricolas, ganaderas, mineras, industriales y domésticas, la sobre-extraccion de agua
del manto freatico, las alteraciones en el habitat, la construccion de presas y la presencia de
especies exoticas, principalmente por la competencia con otros ictaliiridos y la hibridacion con
el bagre de canal /. punctatus (Miller et al., 2009; Varela-Romero y Hendrickson, 2010; Varela-
Romero et al., 2011).

El bagre de canal se introdujo en Sonora como parte de los programas de gobierno
cuando se construyeron las principales presas, con la finalidad de ser utilizado para la pesca
deportiva y comercial (Ruiz-Campos ef al., 2014). Los primeros registros del bagre de canal en
el habitat natural ocurrieron en la década de 1980 (Hendrickson et al., 1981; Hendrickson, 1983)

y a partir de entonces se vio un rapido aumento en sus poblaciones invadiendo gran parte de la



distribucion del bagre Yaqui, causando la disminuciéon de sus poblaciones (Varela-Romero et
al.,2011). Las evidencias morfolégicas y genéticas de hibridacion entre estas dos especies han
preocupado a la comunidad de ictidlogos porque esto supone que el bagre Yaqui estd mas
amenazado de lo que se le ha considerado (Hendrickson et al., 1981; Baker et al., 2008;
Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero et al., 2011). La hibridacion interespecifica como
consecuencia de la traslocacion de especies provoca una pérdida en el esfuerzo reproductivo y
ocupacion de habitat, llegando a formar poblaciones completas de hibridos (Allendorf et al.,
2001). Sin embargo, cuando los hibridos son fértiles y pueden dejar descendencia por
retrocruzamiento con las especies parentales o con otros hibridos, ocurre el fenomeno de
introgresion genética, la cual puede extenderse en el area geografica de distribucion de la especie
nativa, llevando incluso a una mezcla completa de ambas especies (Allendorf et al., 2001). Por
lo tanto, es importante considerar a la hibridacion en los programas de manejo y recuperacion

de las especies,

Como parte de los esfuerzos por la conservacion y recuperacion del bagre Yaqui, se ha
creado un stock reproductivo en un estanque artificial en la subcuenca del Rio Bavispe, Sonora,
con ejemplares obtenidos de las poblaciones remanentes en el Arroyo Cajon Bonito, cuenca del
Rio Yaqui. Sin embargo, los ejemplares hibridos entre bagre Yaqui y bagre de canal presentan
caracteres morfologicos complejos en su definicion e intermedios que dificultan la
identificacion de los bagres genéticamente puros (Kelsch y Jensen, 1997; Varela-Romero et al.,
2011). Este estudio pretende ayudar en garantizar el éxito, pureza y supervivencia del stock
reproductivo de bagre Yaqui, para ello se implementan los métodos para una correcta

identificacion molecular de los ejemplares utilizados como reproductores.



I. ANTECEDENTES

I.1. Filogenia e historia natural del bagre Yaqui

El bagre Yaqui, Ictalurus pricei, fue descrito por Rutter en 1896 como Villarius pricei, en honor
al colector Mr. William Wightman Price, basado en siete especimenes recolectados en el Arroyo
San Bernardino en la cuenca del Rio Yaqui, cerca de la frontera norte en Sonora. El género
Villarius se encontr6 similar a Ameiurus, aunque difiriendo del resto de los géneros de la familia
Ictaluridae por la presencia de cirrus similares a cabello dispersos en los costados, diferente de
Ictalurus por presentar el hueso supraoccipital y el proceso supraneural ampliamente separados
y unidos por ligamentos y diferente a Ameiurus por presentar una cabeza mas estrecha y la aleta
caudal furcada (Rutter, 1896). Posteriormente, la especie fue transferida a géneros como
Ameiurus, Amiurus y Haustor, antes de ser asignado al género Ictalurus (Hendrickson et al.,

1981; Minckley y Marsh, 2009).

Su ubicacion actual dentro del género Ictalurus estd bien soportada con base en
caracteres morfologicos, meristicos y osteologicos. Lundberg (1992) describe dos linajes dentro
del género Ictalurus: el clado furcatus formado por I. furcatus, I. balsanus y el ahora resucitado
1. meridionalis (Ruiz-Campos et al., 2009; Rodiles-Hernandez et al., 2010; Arce-H et al., 2017;
Varela-Romero et al., 2020) y el clado punctatus, donde ubica a las especies 1. punctatus, 1.
lupus, 1. pricei, 1. dugesi, I. mexicanus e I. australis (Fig. 1). Estos dos clados fueron soportados
posteriormente con base en andlisis filogenéticos a partir de ADN mitocondrial (ADNmt)
(Varela-Romero, 2007; Varela-Romero et al., 2020) y recientemente a partir del concatenado
de genes mitocondriales, nucleares y caracteres morfologicos (Arce-H et al., 2017). Los andlisis
muestran al bagre Yaqui compartiendo un ancestro con el bagre lobo, /. /upus, considerada como
la especie hermana de los bagres mexicanos del clado punctatus (Varela-Romero, 2007; Arce-

Het al., 2017).
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Figura 1. Consenso estricto de 24 arboles obtenidos por maxima parsimonia a partir de los genes
mitocondriales COXI, Cyt-b, 16S y 128, del gen nuclear RAG?2 y caracteres morfoldgicos y
mapeado al tiempo geologico. Las lineas negras indican las relaciones entre las ramas, las lineas
naranjas los rangos estratigraficos de las especies fosiles, las lineas verdes los rangos de
extension y linajes fantasma y las lineas verdes punteadas los rangos de extension para linajes
fantasma potenciales donde hay falta de resolucion filogenética (tomado de Arce-H et al., 2017).



El bagre Yaqui es un ictalirido esbelto con cuerpo hidrodindmico y coloracion gris a
negro o café claro en la cabeza, dorso y costados, blanco a gris ventralmente y moteado con
puntos negros en juveniles, aletas con una tonalidad gris clara y la aleta caudal con el borde
obscuro, aunque los adultos adquieren mayor grosor y se vuelven monocromaticos alcanzando
una longitud mayor a 60 cm y un peso mayor a 10 kg en cautiverio (Miller et al., 2009; Minckley
y Marsh, 2009; Ruiz-Campos ef al., 2020). Presenta una aleta caudal ligeramente furcada y una
aleta anal redondeada con 23-25 radios (Minckley y Marsh, 2009; Ruiz-Campos et al., 2020).
Poco se conoce sobre la biologia del bagre Yaqui, pero se ha reportado que ocurre desde los 250
metros sobre el nivel del mar (msnm) en secciones de rio amplias con flujo lento a intermedio
y sustrato de arenas y rocas, hasta las partes altas sobre los 2,100 msnm en pozas claras de
pequefios arroyos con sustratos de gravas y arenas (Hendrickson ef al., 1981; Miller et al., 2009).
Se ha recolectado en zonas con vegetacion rala, con presencia de diatomeas y algas verdes
macrofitas y en profundidades de 1 a 4 m (Miller et al., 2009). Los adultos se encuentran en
zonas profundas durante el dia y durante la noche se mueven hacia rapidos para alimentarse de
invertebrados, otros peces y materia organica (Miller ef al., 2009). Se cree que el desove ocurre
durante mayo, en agujeros resguardados por los machos hasta que los huevos eclosionan (Miller

et al.,2009).

El bagre Yaqui se encuentra naturalmente distribuido en las cuencas de los rios Sonora,
Yaqui, Mayo, Fuerte y Casas Grandes en el Noroeste de México y Suroeste de los Estados
Unidos (EUA) (Lundberg, 1992; Miller et al., 2009; Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero
et al., 2011; Varela-Romero et al., 2020) (Figura 2). En el Rio Papigochic en Mifiaca, cuenca
del Rio Yaqui, Chihuahua, se describio como Amiurus meeki (Regan, 1906-1908), actualmente
considerada como sinonimia de 1. pricei (Miller, 1978; Hendrickson et al., 1981; Lundberg,
1992; Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero ef al., 2020). Ademads, poblaciones de bagres al
sur de la cuenca del Rio Fuerte, presentes en los rios Sinaloa, Culiacan, San Lorenzo, Piaxtla,
Presidio, Baluarte y San Pedro Mezquital, representan al menos una especie atin no descrita, el
bagre de Sinaloa, cercanamente emparentada con el bagre Yaqui (Hendrickson, 1983; Miller ef
al., 2009; Varela-Romero et al., 2011; Varela-Romero et al., 2020). El anélisis morfologico de
individuos del bagre de Sinaloa recolectados en el Rio Culiacan, muestra diferencias

morfométricas y meristicas con el bagre Yaqui (Ruiz-Campos ef al., 2016; Ruiz-Campos et al.,



2020) y los analisis filogenéticos a partir de los genes Cyt-b 'y 12SrRNA (Varela-Romero, 2007;
Varela-Romero et al., 2020), COXI (Castaneda-Rivera et al., 2014) y del mitogenoma
(Ballesteros-Cordova et al., 2016) indican un clado monofilético formado por el bagre Yaquiy
el bagre de Sinaloa, formando el complejo pricei del Noroeste de México (Varela-Romero et
al.,2011; Varela-Romero et al., 2020). Al igual que ocurre con el complejo pricei en el Noroeste
de México, existen varias especies no descritas asociadas a las ocho especies del género
Ictalurus que habitan diversas cuencas hidrologicas tanto de la vertiente Atlantica como Pacifica
de México (Miller et al., 2009; Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero et al., 2020), lo que
pone de manifiesto lo poco que se conoce sobre ellas y la necesidad de seguir incrementando el

conocimiento.
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Figura 2. Area de distribucion historica (circulos) y actual (puntos negros) del bagre Yaqui 7.
pricei. Registros reportados por Varela-Romero et al. (2011) y muestreos posteriores en: 1)
Arroyo Cajon Bonito, 2) Rio Tutuaca, 3) Rio Batopilas, 4) Rio Guerachi.
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I.2. Estado de conservacion del bagre Yaqui

En 1899, Frederic Morton Chamberlain transloc6 un stock de bagre Yaqui a partir de 14
ejemplares a la cuenca del Rio Santa Cruz, EUA, el cudl sobrevivid hasta aproximadamente
1950, recolectados en Sonora, localidad de “Casitas”, presumiblemente en la cuenca del Rio
Sonora, datos que aun no se han podido confirmar (Minckley, 1969; Minckley, 1999; Minckley
y Marsh, 2009). So6lo dos recolectas mas de bagre Yaqui han sido reportadas para el Rio Sonora,
pero Blasius (1996) las considera cuestionables. Sin embargo, la coleccion de peces del Museo
de Zoologia de Michigan (University of Michigan) mantiene un registro con ejemplares de bagre
Yaquirecolectados por Miller en 1943 sobre el cauce principal del Rio San Miguel de Horcasitas
de la cuenca del Rio Sonora (UMMZ-157258). Ningun muestreo posterior ha logrado recolectar
individuos de bagre Yaqui en la cuenca del Rio Sonora, por lo que parece poco probable que
aun sobreviva en dicha cuenca (Minckley y Marsh, 2009; Varela-Romero y Hendrickson, 2010).
Ademas, desde hace varias décadas se considera extirpada del Rio Casas Grandes (Miller ef al.,
2009; Minckley y Marsh, 2009), por lo que actualmente su distribucion se encuentra restringida

a los rios Yaqui, Mayo y Fuerte (Miller et al., 2009; Varela-Romero et al., 2011).

Los primeros reportes sobre la presencia de bagre de canal en presas de la cuenca del
Rio Yaqui advierten del potencial de dispersion e impacto a las poblaciones del bagre Yaqui
(Hendrickson et al., 1981). Los muestreos en la década de 1981-1990, encontraron abundantes
individuos de bagre Yaqui en el Rio Yaqui (Hendrickson et al., 1981; Leibfried, 1991).
Posteriormente, se reporto la invasion de las especies exoticas sobre los habitats naturales del
Rio Yaqui, haciendo escasa la captura de bagre Yaqui (Juarez-Romero et al., 1991). De igual
manera, en los rios Mayo y Fuerte se reporta una escasez de bagre Yaqui en las recolectas, donde
las principales afectaciones fueron el uso indiscriminado del agua y alteraciones en el habitat
para actividades agricolas, asi como la presencia de especies exoéticas de las familias Clupeidae,
Cyprinidae, Catostomidae, Ictaluridae, Salmonidae, Poeciliidae, Centrarchidae y Cichlidae
(Varela-Romero et al., 1992; Varela-Romero y Hendrickson, 2010) y la hibridacion con el bagre
de canal, mencionando que esta puede estar ampliamente extendida en los rios Yaqui y Fuerte

(Hendrickson y Varela-Romero, 1996).



En 1987 y 1990 se recolectaron individuos de bagre Yaqui en el Centro-Este de Sonora
y en el Centro-Oeste de Chihuahua, los cuales fueron trasladados al Dexter National Fish
Catchery and Technology Center (Dexter NFHTC) (Dexter, New Mexico, EUA) para intentar
reproducirlos en cautiverio. Los analisis de caracteres osteologicos y meristicos realizado por
Miller en 1989 (citado en USFWS, 1995) y de variacion de isozimas realizado por el Dexter
NFHTC (Kelsch y Baca, 1991; Morizot et al., 1999), detectaron la presencia de individuos
hibridos con bagre de canal, . punctatus. Estos individuos hibridos fueron descartados para asi
crear un stock con bagres Yaqui putativamente puros (Varela-Romero et al., 2011). En 1993,
los ejemplares fueron trasladados al Uvalde National Fish Hatchery (Texas) donde se logro
reproducirlos en 1995, 1996 y 1997 (USFWS, 2009) mediante la inyeccion de hormonas, como
Ovaprim® y LHRHa (Ulibarri y Jensen, 1997; Mylonas y Zohar, 2001). Las cohortes obtenidas
entre 1995 y 1997 fueron liberadas en tres estanques en el condado Cochise, Arizona (USFWS,
2009) como parte del Plan de Recuperacion de los Peces del Rio Yaqui (USFWS, 1995). El
resto de los individuos de bagre Yaqui, tanto reproductores como progenie, permanecieron en
cautiverio en el stock, aunque se perdieron para 2006 (Varela-Romero et al., 2011). Los analisis
de marca-recaptura de las poblaciones liberadas en los estanques de Arizona, encontraron un
reclutamiento anual nulo y se estimé que los bagres Yaqui presentes son los remanentes de la
progenie obtenida en los stocks en 1995-1997 (Stewart et al., 2017). Se estimdé que la edad
maxima de los bagres Yaqui es de 28 afos, por lo que los individuos tendrian 19-21 afios de
haber sido liberados en los estanques y estaban cerca de la senescencia (Stewart et al., 2017).
Debido al reclutamiento anual nulo y al decline en la abundancia, se estimo que el bagre Yaqui
seria extirpado del medio silvestre en EUA para 2018 (Stewart et al., 2017). Actualmente se
considera innecesaria su busqueda en estos estanques para detectar su posible ocurrencia (Chuck

Minckley, 2020, Fundacion Cuenca Los Ojos, comunicacion personal).

Los ultimos esfuerzos de recolecta en campo para conocer el estatus de las poblaciones
en México fueron realizados por Varela-Romero ef al. (2011) entre 2004 y 2006, quienes
reportan una disminucion en las poblaciones histdricas del bagre Yaqui y se menciona que cada
vez es mas rara su captura. No se detectaron individuos de bagre Yaqui en la cuenca del Rio
Mayo, por lo que posiblemente también estd extirpada ahi (Varela-Romero et al., 2011).

Ademas, tampoco se recolectaron ejemplares en algunos de los sitios de registros historicos de



ocurrencia en las cuencas de los rios Yaqui y Fuerte sin alcanzar a muestrearlos todos debido a
la dificultad del acceso y, s6lo se detectd su presencia en la parte alta del Rio Tutuaca, cuenca
del Rio Yaqui y en el Rio Batopilas, cuenca del Rio Fuerte (Fig. 2) (Varela-Romero et al., 2011).
Basado en estos informes de muestreo de campo, Varela-Romero et al. (2011) sefialan que el
nivel de proteccion de la especie debe aumentar de Sujeta a Proteccion Especial a en Peligro de
Extincion. Sin embargo, su recategorizacion solo se increment6 a Amenazado en territorio
mexicano (SEMARNAT, 2010), a pesar de que Minckley y Gilbert (1980) consideraron al bagre
Yaqui extirpado en los Estados Unidos de América, por lo que la USFWS la catalog6 como
Amenazada (USFWS, 1984) y en la lista roja de la UICN pasé de Vulnerable en 1996 a En
Peligro (EN = Endangered) en 2013 (Nature Serve y Lyons, 2019). Esto ultimo debido a que se
estima que se distribuye en un 4rea menor a 500 km? (criterio B2), en menos de cinco localidades
fragmentadas (criterio B2a) y se exhibe una disminucién continua en el area de ocupacion,

v, v) (Nature Serve y Lyons, 2019).

Recientemente se descubrié una poblacion de bagre Yaqui en el Arroyo Cajon Bonito,
Sonora, que se encuentra al sur de la frontera con EUA en la subcuenca del Rio Bavispe, cuenca
del Rio Yaqui (Fig. 2) (Varela-Romero y Minckley, 2016). Debido a esto, se esta realizando un
esfuerzo binacional entre agencias e instituciones de México y EUA para instrumentar un Plan
de Manejo y Conservacion del bagre Yaqui (Varela-Romero y Minckley, 2018). Este Gltimo
incluye la creacioén de un stock reproductivo de bagre Yaqui en un estanque artificial creado en
el Area Destinada Voluntariamente a la Conservacion (ADVC) Cuenca Los Ojos, en Rancho
San Bernardino, Sonora, (Minckley y Livingstone, 2018), manejado por Fundacion Cuenca Los

Ojos (https://cuencalosojos.org/). Este arroyo es uno de los héabitats mas importantes en el

manejo y conservacion dentro del area manejada por Fundacion Cuenca Los Ojos, que ha
abrigado en sus objetivos de conservacion la creacion de este stock reproductivo para la

conservacion de la especie en el Arroyo Cajon Bonito.
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1.3. Hibridacion en el bagre Yaqui

Una de las principales amenazas para el bagre Yaqui ha sido la competencia e hibridacion con
el exdtico bagre de canal, 1. punctatus. El bagre azul, I. furcatus, ha sido detectado en las
principales presas de las cuencas hidrologicas de distribucion del bagre Yaqui (Hendrickson et
al., 1981, Minckley y Marsh, 2009; Miller et al., 2009; Varela-Romero y Hendrickson, 2010).
Sin embargo, su presencia no ha sido registrada en cauces naturales (Varela-Romero et al.,
2011), por lo que es dificil eventos de hibridacion entre estas especies. El bagre de canal es la
especie mas importante en la acuicultura en EUA y a nivel mundial (Jolly ef al., 2001) y ha sido
translocada a varias partes del mundo, incluyendo México, con la finalidad de ser utilizada para
la pesca y acuacultura (Kwak et al., 2011). McClure-Baker ef al. (2010) reportan que, en Texas,
el bagre de canal fue translocado por las granjas acuicolas alrededor de 1930 y fue introducido
en la cuenca del Rio Grande, Sureste de EUA y Noreste de México, donde ocurria de manera
natural el bagre lobo, 1. lupus. Estos autores detectaron ADNmt del bagre de canal en individuos
identificados morfolégicamente como bagre lobo y, de igual manera, ADNmt de bagre lobo en
individuos identificados morfologicamente como bagre de canal, lo que evidencia la presencia

de hibridacion entre estas dos especies.

En Sonora la historia es similar, pues el bagre de canal se introdujo cuando se
construyeron las principales presas del estado con la finalidad de ser aprovechado en la pesca
deportiva y comercial (Varela-Romero y Hendrickson, 2010: Ruiz-Campos ef al., 2014). La
hibridacion entre el bagre Yaqui y el bagre de canal fue primero observada por los andlisis
osteologicos y meristicos realizados por Robert R. Miller (1989) a partir de radiografias
(USFWS, 1995; Varela-Romero et al., 2011). Posteriormente, se detectd hibridacion en el Rio
Yaqui y luego en el Rio Fuerte, basado en la morfologia de los bagres recolectados, aunque sin
ser confirmada por la falta de vouchers (Hendrickson y Varela-Romero, 1996). Los ejemplares
analizados por Miller provenian del stock reproductivo en Dexter NFHTC, recolectados en el
Aros en Sonora, cuenca del Rio Yaqui, lo que indicd que la especie estaba mds amenazada de
lo que se creia anteriormente (USFWS, 1995; Varela-Romero et al., 2011). Estos resultados
fueron corroborados mediante el analisis de variacion de alozimas (Kelsch y Baca, 1991), donde

se detecto la presencia de hibridos, de bagres Yaqui putativamente puros y de bagres de canal o
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posibles retrocruzas. Ademas, un andlisis no publicado realizado a partir de tres loci de isozimas
en 184 individuos de bagres que fueron recolectados en 1990 en el Rio Sirupa al oeste de Madera
en Chihuahua, en habitat de bagre Yaqui en México (Cuenca del Rio Yaqui), mostrd evidencia
de introgresion del bagre de canal con el bagre Yaqui y s6lo se encontraron pocos individuos de
bagre de canal puros (Morizot et al., 1997; Morizot et al., 1999). Ademads, reportan al menos
dos generaciones de hibridacion introgresiva entre bagre Yaqui y bagre de canal en el area de
muestreo y que se produce un cambio sorprendente en los caracteres morfologicos, sin
mencionarlos. Los ejemplares puros recolectados en 1987 en Rio Aros y en 1990 en Rio Sirupa,
ambos en la cuenca del Yaqui, fueron utilizados para crear el stock reproductivo de bagre Yaqui
en Dexter NFHTC (Varela-Romero et al., 2011). Un posterior analisis morfométrico de los
individuos del stock permitié encontrar diferencias entre el bagre Yaqui y el bagre de canal,
aunque no se detectaron variables que permitieran identificar correctamente a los individuos

genéticamente puros (Kelsch y Jensen, 1997).

Como se menciond anteriormente, 300 individuos de la progenie obtenida en Uvalde
National Fish Hatchery fueron liberados en 1997 en tres estanques en Arizona: 1) Twin Pond
en San Bernardino National Wildlife Refuge, 2) House Pond en Slaughter Ranch y 3) Big Tank
en El Coronado Ranch (USFWS, 2009). Baker et al. (2008) indicaron que las poblaciones de
bagre Yaqui en Twin Pond y Big Tank eran puras, pero la poblaciéon de House Pond parecia
contaminada con bagre azul, 1. furcatus, o con bagre de canal. El andlisis a partir de 12 loci
microsatelitales que fueron disefiados para bagre de canal, no detect6 evidencia de introgresion

en la poblacion de bagre Yaqui de House Pond (USFWS, 2009).

La identificacion morfologica del bagre Yaqui se ha basado en caracteres diagnosticos,
como la separacion entre el hueso supraneural y el proceso supraoccipital, nimero de radios de
la aleta anal de 23 a 25, aleta caudal moderadamente furcada y una corta longitud de la espina
dorsal comparada contra el ancho interorbital (Lundberg, 1992; Miller et al., 2009). Por su parte,
en el bagre de canal la separacion entre los huesos supraneural y supraoccipital es nula o casi
nula, presenta la aleta anal mas larga con 24 a 29 radios, la aleta caudal mas furcada y una mayor
longitud de la espina dorsal cuando se le compara contra el bagre Yaqui (Lundberg, 1992; Miller

et al., 2009). Sin embargo, se ha encontrado que los bagres de la familia Ictaluridae pueden
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presentar gran plasticidad fenotipica (Ruiz-Campos et al., 2009). Esto ha dificultado la
diferenciacion morfolégica de individuos hibridos y sus especies parentales (Rutkayova et al.,
2013). En algunas especies de bagres se han encontrado que los individuos hibridos presentan
caracteres morfologicos y meristicos intermedios entre las especies nominales (Trautman, 1948;
Taylor, 1969; Menzel y Raney, 1973; Welsch y Cincotta, 2004), sin embargo, se ha encontrado
que los hibridos pueden presentar un mosaico de variaciones de las especies parentales
(Allendorf et al., 2001). Estos trabajos y los analisis para bagre Yaqui (Kelsch y Jensen, 1997),
muestran que los individuos hibridos entre el bagre Yaqui y el bagre de canal pueden presentar
caracteres morfologicos intermedios o no bien definidos, por lo que resulta dificil diferenciarlos
de individuos genéticamente puros. Por lo anterior, es necesario realizar una identificacion
genética a partir de ADNmt y ADN nuclear (ADNn) de los individuos del Arroyo Cajon Bonito

que pudieran ser utilizados como reproductores para crear el stock reproductivo.
I.4. Determinacion molecular de hibridos

Se ha detectado la presencia de hibridos en la mayoria de los géneros de la familia Ictaluridae,
tanto en el medio silvestre como por causas de origen antropogénico, por lo que parece que este
fenomeno es mas comin de lo que anteriormente se creia. Las aproximaciones metodologicas
que se han seguido para la determinacion de hibridos en la familia Ictaluridae, incluyen analisis
morfoldgicos y moleculares a partir de marcadores enzimaticos y de ADNmt y ADNn. Por
ejemplo, se ha detectado la presencia de hibridos en el medio natural Noturus miurus x N. girinus
(Trautman, 1948; Menzel y Raney, 1973), N. gyrinus X N. miurus y N. exilis x N. miurus (Taylor,
1969) y como consecuencia de la degradacion del habitat y traslocacion de individuos entre M.
flavus x N. insignis (Welsch y Cincotta, 2004), todos los anteriores determinados a partir del
patron de coloracion, la presencia de caracteres morfoldgicos intermedios y el uso de indices

morfologicos de hibridacion.

Sin embargo, las aproximaciones basadas en morfologia pueden resultar poco precisas
porque la cantidad de variacion al interior y entre las especies puede ser mayor y, los caracteres
de los hibridos pueden caer dentro del rango de variabilidad morfologica reportado para alguna
de las especies parentales (Allendorf et al., 2001). Por ello, los andlisis morfométricos se han

combinado con andlisis a partir de ADNmt, pues se ha argumentado que un individuo puede ser
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definido como hibrido cuando su identificacion morfoldgica no coincide con el ADNmt que
porta (Hunnicutt et al., 2005). Esta aproximacion se utiliz6 para describir hibridos Ameiurus
melas x A. nebulosus (Hunnicutt et al., 2005) y también permitio la identificacion de hibridacion
entre 1. punctatus X 1. lupus (McClure-Baker et al., 2010), aunque los hibridos entre estas dos
ultimas especies ya habian sido detectados mediante andlisis morfométricos y de variacion de

isozimas (Kelsch y Hendricks, 1986).

No obstante, se ha visto que la determinacion de hibridos puede subestimarse cuando
so6lo se usa ADNmt y morfologia, por lo que se requiere también del uso de marcadores
moleculares nucleares (Walter et al., 2014). El uso de ADNmt, ADNn y morfologia permiti6 la
correcta identificacion de A. melas y A. nebulosus, dos especies ictaliridas introducidas en
Europa que suelen ser identificadas erroneamente debido a la superposicion de caracteres
morfologicos (Rutkayova et al., 2013). El andlisis no detecto la presencia de individuos hibridos
en muestras recolectadas en Republica Checa y Republica Eslovaca (Rutkayova et al., 2013).
Esta aproximacion metodoldgica resulta mas precisa y se han desarrollado técnicas basadas en
el PCR-RFLP (polimorfismo de fragmentos amplificados por PCR y digeridos por enzimas de
restriccion, por sus siglas en inglés) de genes mitocondriales y nucleares (Walter et al., 2014).
En esta técnica, primero se amplifican las regiones de interés y luego se cortan mediante el uso
de enzimas de restriccion que reconocen sitios especificos en la secuencia de ADN, por lo que
cualquier mutacion puntual, o SNP (polimorfismo de un solo nucledtido por sus siglas en
inglés), que sea diagndstica entre las especies parentales, cambia el patron de corte de la enzima.
Mediante esta técnica, se han desarrollado pruebas rapidas para la identificacion de 4. melas, A.
nebulosus y sus hibridos a partir de genes mitocondriales y nucleares, lo que ha permitido
detectar que la hibridacion entre estas especies esta mas extendida de lo que se creia (Walter et

al., 2014).

Dado que los individuos de bagre Yaqui recolectados en Arroyo Cajon Bonito se
transportan vivos hacia el estanque artificial para su reproduccion, no es posible realizar un
andlisis morfométrico comparativo para discriminar a los individuos de bagre Yaqui puros. Por

tanto, la identidad genética de los reproductores del stock debe ser determinada mediante

14



analisis genéticos que permitan detectar la presencia de hibridacion. Como se ha visto en los

trabajos previamente citados.
1.4.1. Determinacion del linaje materno a partir del ADN mitocondrial

El ADNmt es una molécula que evoluciona mas rapido que el ADNn (Brown et al., 1979). En
Drosophila el ADNmt muta el doble de rapido que el ADNn, mientras que en mamiferos esta
proporcion puede ser de hasta 40 veces (Osada y Akashi, 2012). Algunas de las posibles causas
de la alta tasa de evolucion del ADNmt son la reducida capacidad de correccion de la ADNmt
polimerasa, carencia de enzimas de reparacion, una alta exposicion del ADNmt a la presencia
de agentes oxidantes como radicales y superdxidos y las multiples generaciones mitocondriales
por cada generacion de la célula (Meyer, 1993; Xia, 2012). Gracias a esta alta tasa mutacional,
el ADNmt ha sido ampliamente usado para estudios de relaciones filogenéticas en peces (Meyer,

1993).

Segn el modelo de replicacion asimétrico del ADNmt, existen dos origenes de
replicacion, el primero conocido como origen de replicacion de la cadena pesada (On) y el
segundo conocido como origen de replicacion de la cadena ligera (Or) (Meyer, 1993; Brown et
al., 2005). La replicacidon comienza en el On en la region promotora conocida como region
control (D-loop) y la burbuja de replicaciéon se dirige hacia el gen citocromo b (Cyt-b)
sintetizando la cadena pesada (Meyer, 1993; Brown et al., 2005). Durante este periodo de
tiempo, la cadena ligera permanece como ADN monocatenario quedando expuesta a los
radicales y superoxidos presentes en la mitocondria, producto de la respiracion celular, que
provocan mutaciones (Meyer, 1993; Brown ef al., 2005). Cuando la burbuja de replicacion llega
al OL comienza la sintesis de la cadena ligera en direccion opuesta hacia el gen citocromo

oxidasa subunidad I (COXI) (Meyer, 1993; Brown ef al., 2005).

Debido a este modelo de replicacion asimétrico, existen regiones que quedan expuestas
mas tiempo a los agentes oxidantes, como el gen Cyt-b y otras que permanecen expuestas menos
tiempo, como el gen COXI (Meyer, 1993; Brown et al., 2005). Esta alta tasa mutacional y sus
variaciones al interior del ADNmt ha sido aprovechada para estudios de filogenia, donde las

regiones mas variables, como la region control o el gen Cy#-b, se han usado para analisis a nivel
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de poblaciones, especies o géneros (Hardman y Page, 2003; Hardman, 2004; Hardman, 2005) y
las mas conservadas, como el COXI y los genes ribosomales /2S y 16S, se han usado para

resolver filogenias a niveles taxondmicos de familias o superiores (Cramer et al., 2011).

El gen mitocondrial citocromo b (Cyt-b) ha sido ampliamente utilizado en estudios para
resolver problemas filogenéticos a diferentes niveles taxonomicos, principalmente de
mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces (Lydeard y Roe, 1997). El gen Cyt-b se volvié muy
popular en los estudios de sistematica molecular debido a que es un gen moderadamente variable
(Meyer, 1993; Lydeard y Roe, 1997). Por lo tanto, el uso de este gen ha permitido obtener
informacion filogenética a diferentes niveles taxonémicos, desde el nivel intraespecifico hasta
el nivel intergenérico descubriendo la monofila entre especies y géneros cercanos (Kocher et

al., 1989; Hardman y Page, 2003).

A nivel intraespecifico, el Cy#-b ha sido utilizado para determinar monofilia y estructura
filogeografica entre poblaciones silvestres de peces (Luhariya ef al., 2012). Este tipo de analisis
proporciona informacion util para el desarrollo de estrategias de manejo y conservacion de
especies con poblaciones vulnerables (Luhariya et al., 2012). Para el bagre Yaqui, este gen y su
uso en concatenado con otros genes mitocondriales ha resuelto la identidad de la especie a nivel
mitocondrial en el Noroeste de México (Ballesteros-Cordova et al., 2016; Castaieda-Rivera et
al., 2014; Varela-Romero et al., 2020). Por lo tanto, el analisis del gen Cyz-b de los ejemplares
utilizados para el stock reproductivo de bagre Yaqui puede dar informacion acerca de la afinidad
filogenética de las poblaciones de las cuales se extraeran los individuos reproductores, ademas

de que permitird comprobar la monofilia de dichas poblaciones.
1.4.2. Determinacion de hibridos a partir del ADN nuclear

En trabajos anteriores con bagres se han utilizado genes nucleares para resolver filogenias a
diferentes niveles taxondmicos, siendo los genes activadores de la recombinacion 1 y 2 (RAG!
y RAG?2) los mas ampliamente utilizados (Hardman y Page, 2003; Hardman, 2004; Sullivan et
al., 2006). Estos genes no se encuentran en la lista de los 111 genes con las tasas de sustitucion

mas rapidas, encontrados por Liu et al. (2016) a partir de la secuenciacion del genoma del bagre
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de canal, lo que indica que son genes poco variables por lo tanto utiles para los propdsitos de

identificacidn de hibridos.

En el pez cebra, Danio rerio, el gen RAGI esta formado por 1,057 codones, es decir,
3,171 pb y presenta dos intrones, el intron 1b se encuentra cerca de la mitad de la region
codificante y el intrén 1a cerca del extremo 5’ terminal (Willet ez al., 1997). El gen RAG?2 tiene
una extension de 530 codones o 1,590 pb en el pez cebra y no presenta intrones (Willet et al.,
1997). En bagre de canal se han amplificado dos fragmentos del RAGI: el primero de 1,182 pb
que incluye una seccion del exon 1, ubicado en el extremo 5’ codificante, el intron 1a completo
y parte del exon 2; el segundo fragmento de 1,494 pb e incluye el exon 3 ubicado en el extremo
3’ (Sullivan et al., 2006). Del gen RAG2 se amplificd un fragmento de 883 pb en el bagre de
canal (Sullivan et al., 20006).

Los genes nucleares RAGI y RAG2 se han utilizado en concatenado con el gen
mitocondrial Cyz-b para obtener un mayor poder resolutivo de filogenias a niveles de familia
(Hardman y Page, 2003) e inferiores (Hardman, 2004). También han sido usados en
concatenado con el COXI y el gen nuclear F-reticulon 4 para resolver filogenias a nivel de
subfamilia (Cramer et al., 2011). Por su parte, estos genes nucleares concatenados permitieron
resolver la filogenia de 36 familias pertenecientes al orden Siluriformes (Sullivan et al., 2006).
Estos trabajos han mostrado que los genes RAGI y RAG2 presentan un alto poder de resolucion

filogenética a diferentes niveles taxondmicos.

Cuando se trabaja con genes nucleares de organismos di-, tri- o tetra-ploides, se pueden
presentar posiciones heterocigotas debido a que los haplotipos parentales presenten mutaciones
puntuales (o SNPs), inserciones o deleciones (Sousa-Santos ef al., 2005). Esto puede dificultar
la interpretacion de la historia evolutiva de las especies (Sousa-Santos ef al., 2007), por lo que
se han propuesto algunos métodos que permiten la obtencion de los haplotipos parentales (Clark,
1990; Sousa-Santos et al., 2005). El algoritmo de “sustraccion de haplotipos” (haplotype
subtraction) es un método que permite identificar los dos haplotipos dentro de los heterocigotos
(Clark, 1990). Este método se basa en el analisis de los homocigotos que en teoria no muestran
posiciones ambiguas en una poblacion dada, por lo que se pueden identificar alelos parentales

(haplotipos) con cierta certidumbre (Clark, 1990). Una vez identificados estos alelos parentales
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en los homocigotos, es posible recuperar los heterocigotos que muestran ambigiiedades (Clark,

1990).

Estos algoritmos y su uso en conjunto con genes mitocondriales son métodos que se han
utilizado recientemente, permitiendo la determinacion de hibridos en diferentes grupos
taxonoémicos (Sonnenberg et al., 2007; Bae et al., 2016; Han et al., 2018). Por lo tanto, el método
de “sustraccion de haplotipos” (Clark, 1990) y su uso en conjunto con los genes mitocondriales,
puede ser aplicado para la obtencion de los haplotipos parentales en los genes nucleares RAG1

y RAG2, permitiendo asi la identificacion de los hibridos Ictalurus pricei x I. punctatus.
1.4.3. Codigo de barras del ADN a partir del gen mitocondrial COXI

El codigo de barras del ADN es un enfoque que se ha utilizado para la identificacion de las
especies y se basa en la comparacion de los cuatro nucledtidos que se pueden encontrar en cada
posicion de un determinado segmento de la cadena de ADN (Hebert et al., 2003a). Hebert ef al.
(2003a, b) sugieren utilizar el gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad I (COXI) en los
analisis de codigo de barras de vertebrados. Este gen posee un alto nivel de diversidad
interespecifica y permite la correcta identificacion de las especies incluso a niveles taxondomicos
de filos y ordenes (Hebert et al., 2003a, b). Por otra parte, se encontrd que permite separar
especies filogenéticamente muy relacionadas y que a nivel intraespecifico no existe tanta

variacion (Hebert ef al., 2003b).

Los métodos de analisis del cddigo de barras del ADN se han dividido en tres grupos
principales, los métodos basados en distancias, los métodos de coalescencia y el método de
codigo de barras basado en caracteres. Los métodos basados en distancias convierten las
diferencias de las secuencias del ADN en distancias genéticas dentro y entre las especies y se
define un umbral de similitud entre las secuencias intra- e interespecificas para la delimitacion
de una especie (Hebert et al., 2003a; Zou et al., 2011; Puillandre et al., 2012; Yu et al., 2014).
Sin embargo, se ha discutido que las tasas de substitucion de nucledtidos varian entre las
especies y al interior de éstas, resultando en amplias superposiciones de distancias intra- e
interespecificas, lo que puede resultar en grupos polifiléticos o parafiléticos aun cuando se trate

de grupos monofiléticos (Meyer y Paulay, 2005; Zou et al., 2011).
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Los métodos basados en la teoria de coalescencia requieren la construccion del arbol
filogenético para determinar las relaciones ancestro descendencia, al cual se asignan especies
desconocidas a taxones conocidos, basado en la premisa de que un conjunto de linajes agrupados
es monofilético (Zou et al., 2011; Yu et al., 2014). Por lo tanto, los linajes conespecificos
mostraran una mayor tasa de coalescencia que los linajes heteroespecificos (Yu et al., 2014) Sin
embargo, estos métodos han sido cuestionados por presentar monofilias rechazadas
incorrectamente debido a que las genealogias de algunos genes no corresponden con los arboles
de especies y por problemas para producir grupos monofiléticos cuando han divergido

recientemente (Zou et al., 2011; Yu et al., 2014)

Finalmente, el método de cddigo de barras basado en caracteres se basa en la idea de que
los miembros de un taxon comparten atributos que estan ausentes en otros grupos (Zou et al.,
2011; Yu et al., 2014). La identificacidon requiere dos pasos para una aproximacion valida: en el
primero se identifican las especies mediante la determinacion de los nucledtidos diagndsticos
de cada una de las unidades taxonémicas predeterminadas y, en el segundo, se clasifican los
especimenes desconocidos basado en los codigos de barra del ADN diagnosticos previamente
identificados (Sarkar et al., 2008). El algoritmo CAOS (Characteristic Attributes Organization
System) desarrollado por Sarkar et al. (2008) clasifica a los caracteres diagndsticos, o atributos
caracteristicos (CA, por sus siglas en inglés), en puros o Pu (Pure) cuando estan presentes en
todos los miembros de un clado, pero no en otros clados, y en privados o Pr (Private) cuando
existen en algunos de los miembros de un clado, pero no en otro clado (Sarkar et al., 2008). El
sistema CAOS identifica los CA que se encuentran en una posicion nucleotidica, denominados
CA simples, que pueden ser sPu o sPr (Sarkar et al., 2008). Después, CAOS busca los CA
compuestos, que son aquellos formados por multiples posiciones de nucledtidos y pueden ser
cPuy cPr (Sarkar er al., 2008). Con base en estos tipos de estados de caracter, el programa crea
una regla para clasificar las nuevas secuencias en el arbol original a partir del cual se

identificaron los CA (Sarkar et al., 2008).

Estos métodos han permitido la identificacion de especies fenotipicamente plasticas y de
especies cripticas (Hebert et al., 2003a). Se ha encontrado que el método de cddigo de barras

basado en caracteres ha demostrado tener un mayor poder resolutivo para la discriminacion de
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especies (Zou et al., 2011; Yu et al., 2014). Por tanto, se espera que el algoritmo CAOS permita
la correcta asignacion del linaje materno de los individuos del stock reproductivo de bagre
Yaqui. Se puede inferir, que los hibridos seran aquellos individuos identificados como bagres

Yaqui con base en caracteres morfologicos, pero que presenten ADNmt de bagre de canal.

No obstante, el codigo de barras en general presenta limitaciones cuando ocurre
hibridacion o cuando existe una clasificacion incompleta de linajes (Sonnenberg et al., 2007),
Este fendmeno no permite la discriminacion de los individuos hibridos con morfologia de bagre
Yaqui y que presenten un linaje materno de bagre Yaqui. Por tanto, el uso de marcadores
moleculares de ADNn se ha utilizado en conjunto con marcadores de ADNmt para la correcta
identificacion de los hibridos (Sonnenberg ef al., 2007; Rutkayova et al., 2013; Walter et al.,
2014).
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II. HIPOTESIS

Los ejemplares del stock reproductivo de bagre Yaqui Ictalurus pricei del Arroyo Cajon Bonito,
en la subcuenca del Rio Bavispe, podran ser diferenciados mediante la caracterizacion genética

a partir de los genes mitocondriales Cyt-b y COXI y de los genes nucleares RAGI y RAG2.
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III. OBJETIVOS

I11.1. Objetivo general

Caracterizar genéticamente el stock reproductivo de bagre Yaqui Ictalurus pricei del Arroyo

Cajon Bonito, en la subcuenca del Rio Bavispe.
I11.2. Objetivos particulares

1. Descubrir la afinidad filogenética de los individuos del stock reproductivo del bagre Yaqui,
Ictalurus pricei, por medio de los genes mitocondriales Cyt-b y COXI y nucleares RAGI y
RAG?2 y en concatenado.

2. Determinar la identidad especifica de los candidatos a fundadores del stock reproductivo del
bagre Yaqui Ictalurus pricei mediante el codigo de barras del ADN a partir del gen
mitocondrial COXI.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Recolecta de ejemplares y toma de muestras

Los ejemplares de bagre Yaqui y bagre de canal fueron recolectados del Arroyo Cajon Bonito
(Figura 1) que se encuentra en la subcuenca del rio Bavispe, cuenca del Rio Yaqui, mediante
electropesca (Coffelt BP-6). A cada ejemplar se le realizd un corte en el extremo de la aleta
adiposa para la obtencion de 0.5 g de tejido, el cual se fij6 en etanol al 95% y se etiqueto de
manera individual; ademas, a cada ejemplar se le colocd una etiqueta (Pit Tag) que sirve como
su identificador individual para su manejo y que corresponde con el ID utilizado para la muestra
de tejido obtenida a partir de cada individuo. Los 18 ejemplares recolectados se trasladaron
vivos al Rancho San Bernardino, manejado por la Fundacion Cuenca los Ojos, donde finalmente
se depositaron en un estanque acondicionado para su posterior manejo, de acuerdo con los

resultados de los analisis genéticos.

El ejemplar de bagre Yaqui de referencia fue recolectado en el Arroyo Cajon Bonito en
el 2017 y se encuentra depositado en la Coleccion de Peces Nativos de Sonora (USON-01382),
de la Universidad de Sonora. Un ejemplar de referencia de bagre de canal se recolecto en el
Arroyo Cajon Bonito en 2017 (USON-01383) y otros cuatro ejemplares (USON-01430) se
recolectaron en estanques de cultivo en instalaciones productoras de bagre de canal que se

encontraban en un rancho sobre el Arroyo Cajoén Bonito.
IV.2. Extraccion y analisis del ADN

Se homogenizaron 25 mg de tejido de la aleta adiposa de cada individuo con un homogenizador
de Kontes para microtubos. El homogenizado se digirid con proteinasa K para obtener el ADN
que se precipitd con etanol de acuerdo con lo especificado en el kit QIAamp DNA Mini Kit de

la compafiia QIAGEN. La calidad y pureza del ADN se determind por medio de un

23



espectrofotometro NanoDrop ND-1000 con absorbancias de 260 y 280 nm. La calidad de la

extraccion se analizo visualmente por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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IV.3. Amplificacion por PCR

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el kit Go Taq® Colorless Master Mix (Promega
Corporation) y agregando 40 picomoles de los oligonucle6tidos Fw y Rv especificos para cada
gen y 100 ng de ADN. Para la amplificacion del gene Cyz-b se emplearon los oligonucledtidos
universales desarrollados por Kocher et al. (1989), mientras que para el gen COXT se utilizaron
los oligonucledtidos desarrollados por Waldbieser et al (2003) y probados anteriormente en la
amplificacion del ADNmt por Varela-Romero (2007), Ballesteros-Coérdova et al. (2016) y por
Castaneda-Rivera et al. (2014). Para la amplificacion de los genes nucleares RAGI y RAG?2 se

utilizaron los oligonucleotidos empleados por Sullivan ef al. (2006) (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucleotidos utilizados en la amplificacion de los genes mitocondriales Cyt-b y
COXlI y de los nucleares RAGI y RAG?2.

Gen Fw Rv Referencia
Cyt-b TGACTTGAAAAMCCACCGTTG TCAGTCTCCGGTTTACAAGACC  Kocher et al.,
1989
CcoxI AAACCTTTGTTCATGGAGCTAC TCAAGCCAGTTACATAACCACT Walbieser et al.,
2003
RAGI3 CTCAGCTGTAGCCAGTACCACA TGAGCCTCCATGAACTTCTGAA  Loépez et al., 2004
AAATG GrTAyTT
RAG2 TGyTATCTCCCACCTCTGCGYTA TCATCCTCCTCATCKTCCTCwWTT  Hardman, 2004
CcC GTA

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador BioRad DNA Engine PTC 200,
donde se capturaron los programas de PCR para cada par de oligonucledtidos con la mejor
temperatura de alineacion, iniciando con un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por cinco
minutos, seguido por 35 ciclos repetidos de desnaturalizacion a 94°C por dos minutos,
alineacion de los oligonucledtidos a 48°C para el Cyt-b (Varela-Romero, 2007; Ballesteros-
Cordova et al., 2016), 52°C para el COXI (Ballesteros-Cordova et al., 2016; Castaneda-Rivera
et al., 2014) y 57°C para RAGI y RAG2 (Sullivan et al., 2006) y elongacion a 72°C por dos
minutos, seguidos por un ciclo final de elongaciéon a 72°C por 7 minutos. Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa al 1% con 2 pl de Bromuro de Etidio como agente

intercalante y utilizando 2 pl del producto de PCR (Sigma-Aldrich) y un marcador de peso
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molecular de 1Kb Plus (Invitrogen). Finalmente, los geles se expusieron a luz UV para ser
observados con la ayuda de un fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio Imaging System).

Todos los productos de PCR se almacenaron a -20° C.
IV 4. Secuenciacion y analisis de los genes

Los productos de PCR se enviaron a Macrogen, Inc. (Seul, Corea) de acuerdo con las
especificaciones de la compaiiia para su purificacion y secuenciacion. Las secuencias obtenidas
se editaron y ensamblaron utilizando el programa Chromas Pro (version 1.6). Los individuos
que presentaron posiciones con dobles picos en los electroferogramas de los genes nucleares se
interpretaron como individuos heterocigotos. Para resolver esto, se buscaron secuencias sin la
presencia de dobles picos, los cudles se interpretaron como individuos homocigotos para un
haplotipo. Una vez identificados los haplotipos presentes en la poblacion, se empled el método
de “‘sustraccion de haplotipos” (haplotype substraction) desarrollado por Clark (1990) para
obtener los haplotipos parentales en los individuos heterocigotos. Posteriormente, las secuencias
se alinearon por medio de Clustal W y la identidad de cada gen se determin6é en BLAST con

otros genes del GenBank. Las secuencias codificadoras de proteinas fueron traducidas a

polipéptidos a través del software en linea Expasy (http://web.expasy.org/translate/) para

verificar los marcos de lectura abiertos (ORFs por sus siglas en inglés).

La filogenia se evalud a partir de los genes mitocondriales Cyt-b y COXI y de los genes
nucleares RAGI! y RAG2 de forma individual y a partir del concatenado de los dos genes
mitocondriales, los dos genes nucleares y el set de datos de los cuatro genes. Se utilizoé a
Ameiurus nebulosus como grupo externo y se incluyeron secuencias de los genes mitocondriales
y nucleares de las especies Ictalurus pricei, I. punctatus, I. lupus e I. furcatus, todas descargadas
del GenBank (Tabla 2). El modelo evolutivo se obtuvo por el criterio de Akaike corregido
(AICc) en el programa jModelTest v.2 (Guindon y Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012) y las
topologias se resolvieron por el algoritmo Maxima Verosimilitud aplicando el modelo evolutivo
en el programa computacional PAUP v.4 (Swofford, 2002). El soporte de los nodos se determind
a partir de 1,000 pseudo-réplicas de bootstrap en RAXML-HPC v.8 on XSEDE 8.2.12
(Stamatakis, 2014) desarrollado en la plataforma CIPRES Science Gateway V.3.3 (Miller et al.,
2010).
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El cédigo de barras del ADN para los ejemplares recolectados se obtuvo mediante el
analisis de las distancias genéticas no corregidas (uncorrected p-distances) con el programa
computacional MEGAX (Kumar ef al., 2018). Se gener6 un arbol base de Vecino mas Cercano
(NJ por sus siglas en inglés de Nighbour-Joining) con Kimura-2 parametros en PAUP* v.4 con
1,000,000 de réplicas de bootstrap y se incorpor6 al archivo NEXUS en el paquete Mesquite
v3.61 (Maddison y Maddison, 2019), donde se obtuvo un archivo NEXUS/TREE para correr en
el programa CAOS (Sarkar et al., 2008) y obtener el cddigo de barras de los especimenes

analizados.
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V. RESULTADOS

V.1. Analisis filogenético a partir del gen mitocondrial Cyt-b

Se obtuvo un amplicon de 1,138 pb del gen mitocondrial Cy#-b para los individuos del stock
reproductivo de bagre Yaqui, Ictalurus pricei. El alineamiento se realizd con un total de 26
secuencias y se encontraron 255 sitios variables, de los cuales 107 fueron parsimoniosamente
informativos. Se encontraron dos haplotipos en los individuos del stock reproductivo con
genoma mitocondrial de bagre Yaqui, el primero compartido por 14 individuos del stock
reproductivo y, el segundo, representado solo en el individuo SR6, diferenciados por una
mutacion en la posicion 698. La traduccion de la secuencia nucleotidica de ADN del gen Cyz-b
(Fig. 4) mostr6 una cadena polipeptidica conservada entre los haplotipos de bagre Yaqui,

iniciando con un codén ATG y finalizando con codon T-.

El andlisis filogenético por Méaxima Verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés)
empleando el modelo TVM + G y utilizando a Ameirus nebulosus como grupo externo, mostrd
un grupo monofilético soportado por altos valores de bootstrap (Fig. 5). Dentro del género
Ictalurus, se resuelven los clados furcatus y punctatus. Se observaron tres haplotipos de bagre
de canal, 1. punctatus, el primero formado por la secuencia de referencia (JN015529), el segundo
(haplotipo A) se encontrd en los bagres recolectados en los estanques de cultivo (USON-01430),
ambos diferenciados del tercer haplotipo (B) identificado en el individuo recolectado en 2017
(USON-01383) y en tres individuos (SR2, SR4 y SR18) de los 18 capturados para el stock
reproductivo (BP = 100%, Fig. 5). El clado /. punctatus comparte un ancestro con 1. lupus (BP
= 100%), este ultimo bien diferenciado del bagre Yaqui, /. pricei, (BP = 100%). El clado del
bagre Yaqui se formo por 15 individuos del stock reproductivo y las secuencias de referencia

del Rio Yaqui (EF491727) y del Arroyo Cajon Bonito (USON-01382) (Fig. 5).
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Figura 4. Alineamiento multiple de la cadena polipeptidica traducida del gen Cyt-b: I. pricei =
Individuos SR1, SR3, SRS, SR7-SR17; SR6 = haplotipo del individuo SR6; I. punctatus hapA
= secuencia de referencia de los estanques de cultivo, /. punctatus hapB = Individuos SR2, SR4,
SR18. En negro se muestran las variaciones en los aminoacidos entre los haplotipos.

P, prical EF49ATZET
SR1

SR
SRAZ
SR13
SR
SRS
SR1E
SRAT
I pricel CB
e [ fopuis AYUSEBES

100

I punciatus hapB
L!E I, pumctatus JNE15528
. ponctzhes hapd

I furcatus EF451728

A nodurosrs AY 104271

nnoa

Figura 5. Arbol filogenético resuelto con el gen mitocondrial Cyz-b por Méxima Verosimilitud
(modelo de evolucion TVM + G) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de bagre
Yaqui. Los nimeros en los nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-réplicas
de bootstrap. SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = I. punctatus
haplotipos A y B, respectivamente.
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V.2. Analisis filogenético a partir del gen mitocondrial COXT

Se alined un fragmento de 651 pb del gen mitocondrial COXI de 26 taxa de la familia Ictaluridae,
mostrando 126 sitios variables de los cudles 61 resultaron parsimoniosamente informativos. La
traduccion de esta secuencia nucleotidica de ADN a cadena polipeptidica mostrd el marco de
lectura abierto sin codones de paro, inserciones o deleciones (Fig. 6). Se encontré un cambio de

aminoacido entre la cadena polipeptidica del bagre Yaqui y la del bagre de canal (Fig. 6).

La topologia del arbol filogenético por ML aplicando el modelo TPMuf + I y utilizando
a A. nebulosus como grupo externo, mostré un grupo monofilético soportado por altos valores
de bootstrap (Fig. 7). Al interior del género Ictalurus, se definen los clados furcatus y punctatus,
este ultimo integrado por dos haplotipos de /. punctatus que se diferencia de los otros bagres
(BP =82%), I. lupus e I. pricei (BP =96%). En cuanto a los individuos del stock reproductivo,
se encontrd que tres de ellos (SR2, SR4 y SR18) anidan al haplotipo B del bagre de canal, el
cual se comparte con el ejemplar de bagre de canal recolectado en el Arroyo Cajon Bonito en
2017 (USON-01383) y la secuencia de referencia (JF292388; Fig. 7). El resto de los ejemplares
del stock reproductivo anidan en un solo clado junto a /. pricei del Arroyo Cajon Bonito (USON-
01382) y a L. pricei del Rio Tutuaca (KF536996), ambos pertenecientes a la cuenca del Rio
Yaqui (Fig. 7).

L DG LYLVYFGAWAGMYGTALSLL IRAELAQPGAL LGODS I YNVIVTAHAFVM I FFMYRP IM I GG
[ puactatus haph LY LY FOEAWAGMVYGTALSLL IRAELADOPGAL LGODZ I YHYVIVTAHAFYM | FFHMYMP IMI GG
[ pinctadus hape LYLVFGAWAGMYGTALSLLIRAELAQPOGALLGRODZ I YNYIVTAHAFVM I FFMVMPIMIGE
I, prican FGNWNLYPLMIGAPOMAFPRMNNMEFWNLLPREFR | SEGVEAGAGTGWTVYPPLABKNLA

LLI
puactalus haph, FONWLYPLMIGAPDMAFFPRMNMMSFWLLFPEFLLLLASSGYEAGAGTGW TYYPPLAMNL &
pncialus hapl FONWLYPLMI GAPDMAFFRMNNMAIFALLFPEFLLLLASSEGVYEAGASTGW TYYPPLAFNLA

B

BriCE HAGASYOLTIFSLHLAGYVES ILGAINFITT I INMEPFAISOYOTFLFYWAYL ITAVLLI
punctalus haph HAGASYOLTIFELHLAGYVES ILGAINFITTI INMKPFA I BQYOTFLFVWAVLITAVLLI
puncialus hapl HAGASVDLTIFSLHLAGYSS | LGAINF I TTI INMEPFA ISOQYQTRLFYWAVLITAVLLL

I e SLFYLAAG ITMLLTORMLNTTFFOPAGGGDR I LYQHL
punclalus haph, SLPVLAAG ITMLLTDRMLNTTFFOPAGGGOR I LYZHL
poncialus hapE SLPYLAAG ITMLLTDRMLNTTFFDPAGGGDR I LYGQHL

Figura 6. Alineamiento multiple de la cadena polipeptidica traducida del gen COXI: I. pricei =
Individuos SR1, SR3, SR5-SR17; I. punctatus hapA = secuencia de referencia de los estanques
de cultivo, 1. punctatus hapB = Individuos SR2, SR4, SR18 y secuencias de referencia. En negro
se muestran las variaciones en los aminodcidos entre los haplotipos.
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Figura 7. Arbol filogenético resuelto con el gen mitocondrial COXT por maxima verosimilitud
(modelo de evolucion TPMuf + I) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de bagre
Yaqui. Los nimeros en los nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-réplicas
de bootstrap. SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = haplotipos
A y B de I punctatus, respectivamente.

V.3. Analisis filogenético a partir de los genes mitocondriales Cyt-b y COXI concatenados

Se obtuvo un alineamiento de 1,789 pb a partir del concatenado de los genes mitocondriales
Cytb y COXI. El analisis filogenético por Maxima Verosimilitud (ML) bajo el modelo TVM +
G para la particion del Cyz-b (bases 1-1,138) y TPMuf + I para COXI (1,139-1,789) con Ameirus
nebulosus como grupo externo, mostré un grupo monofilético soportado por altos valores
bootstrap (Fig. 8). Dentro del clado Ictalurus, se resuelven los clados furcatus y punctatus. En
el clado punctatus se observa que tres individuos de los 18 presentes en el stock reproductivo
(SR2, SR4 y SR18) anidan al clado el bagre de canal recolectado en Arroyo Cajon Bonito
(USON-01383) y se separan del resto de los bagres mexicanos (BP = 100%, Fig. 8).
Posteriormente /. lupus se separa del linaje /. pricei (BP = 100%, Fig. 8), el tltimo formado por
15 individuos del stock reproductivo y las secuencias de referencia del Arroyo Cajon Bonito

(USON-01382) y Rio Yaqui.
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Figura 8. Arbol filogenético resuelto con el concatenado de los genes mitocondriales Cyt-b y
COXI por maxima verosimilitud (modelo de evolucion TVM + G para particion Cyt-b y TPMuf
+ I para particion COXI) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de bagre Yaqui. Los
nameros en los nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-réplicas de bootstrap.
SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = I. punctatus haplotipos A
y B, respectivamente.

V.4. Sustraccion de haplotipos a partir de las secuencias de los genes nucleares RAGI 3’
y RAG2

El analisis de los electroferogramas de las secuencias mostro siete posiciones heterocigotas en
el gen nuclear RAGI 3’ y siete en RAG2, detectadas como dobles picos en algunas secuencias
(Tabla 3; Fig. 9). Una vez identificados los haplotipos presentes en la poblacion, se emple6 el
método de sustraccion de haplotipos (Clark, 1990) para obtener los haplotipos parentales de los
individuos heterocigotos y se utilizaron Unicamente los haplotipos de bagre de canal de los
individuos hibridos para desarrollar los andlisis filogenéticos, sin considerar que fueron
realmente individuos heterocigotos. Estos haplotipos coinciden con los de las secuencias de
referencia de 1. pricei e I. punctatus, por lo que los individuos heterocigotos fueron interpretados
como hibridos. Se encontraron dos haplotipos de bagre de canal para ambos genes nucleares, en
el caso de RAGI 3’ el haplotipo A se detectd en un individuo recolectado en los estanques de
cultivo de bagre de canal y en el ejemplar recolectado en Arroyo Cajon Bonito en 2017 (USON-

01383) y el haplotipo B se detectd en otro de los individuos recolectados en los estanques de
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cultivo (USON-01430). De igual manera, se encontraron dos haplotipos de 1. punctatus para el
gen RAG?2, el haplotipo A se encontré en un individuo de los estanques de cultivo (USON-
01430) y en el bagre de canal del Arroyo Cajon Bonito (USON-01383) y el haplotipo B en un
individuo de los estanques de cultivo (USON-01430). El individuo de bagre de canal
recolectado en Arroyo Cajon Bonito en 2017 y que present6 ADNmt de bagre de canal, fue
heterocigoto en las posiciones de los genes nucleares que son diagnosticas entre las especies

(Tabla 3), por lo que se considera que es un hibrido.

Tabla 3. Sitios polimorficos de un solo nucledtido (SNPs) de secuencias heterocigotas en los
genes nucleares RAGI 3’ y RAG?2 detectadas como dobles picos en los electroferogramas en
los haplotipos de bagre Yaqui y bagre de canal. CB = Arroyo Cajon Bonito; SR = stock
reproductivo; /. punctatus hapA y hapB = haplotipos A y B de bagre de canal encontrados en
las secuencias de referencia.

Posicion
RAGI 3’ RAG2
Especie 594 598 743 882 1021 1134 1146 81 114 378 679 789 844 865
1. pricei CB A G G G A A G A A G C A C T
SR3 A G G G A A G A A G C A C T
SRS A G G G A A G A A G C A C T
SR6 A G G G A A G A A G C A C T
SR8 A G G G A A G A A G C A C T
SR9 A G G G A A G A A G C A C T
SR10 A G G G A A G A A G C A C T
SR11 A G G G A A G A A G C A C T
SR12 A G G G A A G A A G C A C T
SR13 A G G G A A G A A G C A C T
SR14 A G G G A A G A A G C A C T
SR15 A G G G A A G A A G C A C T
SR16 A G G G A A G A A G C A C T
SR17 A G G G A A G A A G C A C T
SR1 A/C G/A G/A G/IC A/IG A G A/IG A GA C A/G CT T/A
SR2 C/A A/IG A/G C/G G/A G/A AIG G/A T/A A/G T/C G/A T/C A/T
SR4 C/A A/IG A/G C/G G/A A G G/A A A/GC G/A T/C AT
SR7 A/IC G/A G/A G/IC A/IG A/G G/A A/G AT G/A C/T A/IG C/T T/A
SR18 C A A C G AlG GGA G ATA CTG T A
L punctatus CB A/C G/A G/A G/C A/IG A G A/IG A GA C A/G C/T T/A
I punctatushapA C A A C G A G G A A C G T A
I punctatushapB C A A C G G A G T A T G T A
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Figura 9. Secuencias heterocigotas en las posiciones 594 y 598 del gen RAG1 3’ observadas
como dobles picos en los cromatogramas. A) SR3 I. pricei, B) SR1 hibrido con ADNmt de 1.
pricei, C) SR2 hibrido con ADNmt de 1. punctatus, D) 1. punctatus.

V.5. Analisis filogenético a partir de la region 3’ del gen nuclear RAG!

El conjunto de datos para los analisis de la region 3’ del gen nuclear RAG 1, estuvo formado por
secuencias de 1,487 pb de 25 taxa y se encontraron 53 sitios variables, 14 de los cuales resultaron
parsimoniosamente informativos. Se generd un arbol por ML utilizando como grupo externo a
A. nebulosus. Dentro del género Ictalurus, donde se evidencia la monofilia, la topologia muestra
los clados principales furcatus y punctatus (Fig. 10). Los individuos SR1 y SR4 presentan el
haplotipo A de bagre de canal, los individuos SR2, SR7 presentan haplotipo nuclear B de bagre
de canal y el individuo SR18 presenta ambos. El clado del bagre de canal se separa de un
ancestro del clado de los bagres nativos, compuesto por 1. lupus (BP = 100%), que a su vez esté
bien diferenciado del clado del bagre Yaqui (BP = 100%), formado por 13 ejemplares del stock
reproductivo y el bagre Yaqui de referencia del Arroyo Cajon Bonito (Fig. 10).
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Figura 10. Arbol filogenético resuelto con la region 3’ del gen nuclear RAGI por maxima
verosimilitud (modelo de evolucion K80) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de
bagre Yaqui. Los nimeros en los nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-
réplicas de bootstrap. SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = 1.
punctatus haplotipos A y B, respectivamente.

V.7. Analisis filogenético a partir del gen nuclear RAG?2

Para los analisis del gen nuclear RAG2, se realiz6 el alineamiento de 883 pb de 25 taxa y se
encontraron 29 sitios variables y 12 sitios parsimoniosamente informativos. La filogenia mostro
un clado monofilético del género Ictalurus con A. nebulosus como grupo externo bien
diferenciado. Dentro de Ictalurus se separan los clados 1. furcatus e 1. punctatus (Fig. 11). Los
individuos SR1 y SR4 del stock reproductivo comparten el haplotipo A con la secuencia de
referencia (DQ492398) y con un individuo recolectado en los estanques de cultivo de bagre de
canal y el individuo recolectado en Arroyo Cajon Bonito, mientras que los individuos SR2, SR7
anidan al clado I punctatus con haplotipo B y el individuo SR18, quien presenta ambos
haplotipos. El bagre de canal se separa del clado de los bagres del Yaqui (BP = 72%), formado
por el bagre lobo 1. lupus (BP =95 %, Fig. 11) y el resto de los ejemplares del stock reproductivo
y la secuencia de referencia de bagre Yaqui de Arroyo Cajon Bonito, compartiendo todos un

ancestro comun.
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Figura 11. Arbol filogenético resuelto con el gen nuclear RAG2 por maxima verosimilitud
(modelo de evolucion K80) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de bagre Yaqui.
Los nimeros en los nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-réplicas de
bootstrap. SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = I. punctatus
haplotipos A y B, respectivamente.

V.8. Analisis filogenético a partir de los genes nucleares RAGI 3’ y RAG2 concatenados

El anélisis de los genes RAGI 3’ y RAG2 en concatenado se analiz6 a partir del alineamiento de
2,370 pb. El concatenado generd un arbol monofilético por ML donde el grupo externo fue la
especie Ameiurus nebulosus. Dentro del género Ictalurus se observan los clados furcatus y
punctatus bien diferenciados. Dentro de 1. punctatus los individuos SR1 y SR4 presentan el
haplotipo A del bagre de canal y los individuos SR2, SR7 y SR18 presenta el haplotipo B del
bagre de canal (BP = 100%, Fig. 12). El bagre de canal comparte ancestro con el clado de los
bagres nativos, formado este por el bagre lobo (BP = 100%) y el clado integrado por el bagre
Yaqui de referencia de Arroyo Cajon Bonito (USON-01382) y resto de los ejemplares del stock
reproductivo (Fig. 12).
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Figura 12. Arbol filogenético resuelto con el concatenado de los genes nucleares RAGI 3’ y
RAG2 por maxima verosimilitud (modelo de evolucidon K80) para los ejemplares del stock
reproductivo (SR) de bagre Yaqui. Los nimeros en los nodos representan los valores de soporte
de 1,000 pseudo-réplicas de bootstrap. SR = Stock reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito,
hapA y hapB = I. punctatus haplotipos A y B, respectivamente.

V.9. Analisis filogenético a partir de los genes mitocondriales Cyt-b 'y COXI y los genes
nucleares RAGI 3’ y RAG2 concatenados

Se realiz6 el analisis filogenético a partir del concatenado de los dos genes mitocondriales y los
dos genes nucleares. El conjunto de 25 secuencias estuvo formado por 4,159 pb y la filogenia
se evaluo bajo los modelos TVM + G para la particion del gen Cyz-b (bases 1-1,138), TPMuf +
I para COXI (1,139-1,789) y K80 para ambos genes nucleares (1,789-4,159). El arbol
filogenético utilizando a 4. nebulosus como grupo externo, mostrd una topologia similar a la
encontrada a partir de los genes mitocondriales y nucleares por separado, donde los individuos
SR2, SR4 y SR18 del stock reproductivo anidaron al clado del bagre de canal. Sin embargo, los
individuos SR1 y SR7 que presentaron ADNmt de bagre Yaqui y se evaluaron utilizando el
haplotipo de ADNn de bagre de canal, formaron un clado hermano al bagre Yaqui,
predominando la sefial de los genes mitocondriales sobre los nucleares para resultar una
topologia erronea a los cladogramas de los genes por separado (Anexo 3). Por ello, no se

recomienda su uso en concatenado para analisis filogenéticos en especies que hibridan.
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V.4. Cddigo de barras del ADN a partir del gen mitocondrial COXI

El analisis de codigo de barras se desarroll6 a partir de las primeras 651pb del gen mitocondrial
COXI de 24 secuencias, tres del GenBank de las especies 1. furcatus, 1. punctatus ¢ I. pricei
(Tabla 1), una de bagre Yaqui (USON-01382) y bagre de canal (USON-01383) del Arroyo
Cajon Bonito, una de los individuos colectados en los estanques de cultivo de bagre de canal

(USON-01530) y las 18 secuencias de los individuos del stock reproductivo (SR).

El arbol de distancias genéticas por NJ con Kimura-2 pardmetros utilizando a /. furcatus
como grupo externo, mostrd dos grupos principales, el de bagre Yaqui y el del bagre de canal
(Anexo 4). Las distancias genéticas fueron 0.000 al interior de dichos grupos, lo que indica que
los individuos SR2, SR4 y SR18 del stock reproductivo comparten un haplotipo idéntico con el
bagre de canal del Arroyo Cajon Bonito (haplotipo B) y el resto de los individuos del stock
reproductivo comparten haplotipo con el bagre Yaqui del Arroyo Cajon Bonito y del Rio
Tutuaca (Tabla 4). La distancia entre el bagre Yaqui y los haplotipos de 1. punctatus fue de
0.081 con el haplotipo A encontrado en los individuos de los estanques de cultivo y de 0.077
con el haplotipo B del Arroyo Cajon Bonito (Tabla 4). El andlisis de cddigo de barras del ADN
basado en caracteres mostrd 44 atributos Puros simples (Pure simples = sPu) o autapomorficos
para el bagre Yaqui que permiten diferenciarlo del bagre de canal (Tabla 5). Ademas, se
detectaron tres atributos Privados simples (Private simples = sPr) para el haplotipo A de L

punctatus, que no se encuentran en el bagre Yaqui (Tabla 5).

Tabla 4. Distancias genéticas no corregidas (uncorrected p-distances) entre los haplotipos del
gen COXI analizados. 1. punctatus haplotipo A = Ipu hapA, I. punctatus haplotipo B = Ipu hapB.
SR = Stock Reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito.

L furcatus I punctatus 1. puhapA I puhapB I pricei I pricei CB I pricei SR

L furcatus KF929995

I punctatus JF292388 0.091

I punctatus hapA 0.099 0.008

I punctatus hapB 0.091 0.000 0.008

1. pricei KF536996 0.124 0.077 0.081 0.077

1 pricei CB 0.124 0.077 0.081 0.077 0.000

L pricei SR 0.124 0.077 0.081 0.077 0.000 0.000

39



Ipr, I. punctatus JF292388

747 3757658

Stock Reproductivo.
1

Posicion
12222 2233333333344 4445555555666 66

Ipu hB. SR

123 56012334789 25¢6¢6062336¢67912334414

111

1

Ipu hA, 1. punctatus haplotipo B
33456779117 7182891

09 2760501447038 363848735436927999252838

Sec

Tabla 5. Codigo de barras del ADN basado en caracteres de los Ictalurus analizados. En gris los atributos caracteristicos privados

para I. punctatus. Secuencia = Sec, 1. pricei CB = IprCB (Arroyo Cajon Bonito), I. pricei KF536996

Ipu, 1. punctatus haplotipo A
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VI. DISCUSION

Hendrickson et al., (1981) menciona que el bagre Yaqui fue abundante en la cuenca del Rio
Yaqui corriente arriba y abajo de las principales presas de la cuenca. También, en 1987 se
recolectaron 72 bagres subadultos y 267 alevines del Rio Aros en Sonora y, en 1990, otros 190
individuos del Rio Sirupa, Chihuahua, ambos en la cuenca del Rio Yaqui para transporte de
ejemplares vivos de bagre Yaqui con el propdsito de formar un stock reproductivo en EUA
(Kelsch y Baca, 1991; Morizot et al., 1999). Posteriormente, Varela-Romero et al. (1992)
encontraron escasos individuos de bagre Yaqui en las cuencas de los rios Mayo y Fuerte y los
registros en la base de datos de la Coleccion de Peces Nativos de Sonora (DICTUS) muestran
colectas de menos de cinco individuos entre 1987 y 1989. En la cuenca del Rio Yaqui, el bagre
Yaqui se recolectd en el bajo Yaqui y en la subcuenca de los rios Papigochic, Sirupa y Aros
entre 1978 y 1989. En el Rio Bavispe, cuenca del Rio Yaqui, el bagre Yaqui fue abundante en
las recolectas entre 1989 a 1991. Recientemente, en muestreos de 2004 a 2006 por Varela-
Romero et al. (2011) reportan su ausencia de muchas de las localidades historicas de baja y
mediana elevacion, ademads reportan una nueva localidad en el Rio Tutuaca, en la parte alta de
la subcuenca de los rios Papigochic-Sirupa-Aros, no muestreada anteriormente. De igual
manera, se encontré6 una nueva localidad en el Rio Batopilas, cuenca del Rio Fuerte. Sin
embargo, estos autores no lograron revisaron la totalidad de las localidades historicas, por lo

que aun pueden persistir en algunas de ellas y ademas en otras localidades atin no detectadas.

Se considera que las poblaciones de la cuenca del Rio Fuerte, en los rios Urique y
Batopilas, son las més abundantes dentro de la distribucion actual del bagre Yaqui (Varela-
Romero y Minckley, 2016). En el Rio Yaqui, recientemente se redescubri6 la poblacion de bagre
Yaqui en el Arroyo Cajon Bonito, subcuenca del Rio Bavispe, la cual se ha visto que va en
aumento (Varela-Romero y Minckley, 2016). Este es un arroyo intermitente, que permanece
aislado la mayor parte del afio de las corrientes principales, conectandose solo en la temporada

de lluvias. La mayor parte del arroyo se encuentra dentro del ADVC Cuenca Los Ojos manejada
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por Fundacion Cuenca Los Ojos. No obstante, en Rancho Nuevo de propiedad privada situado
en la parte media-alta del arroyo, existieron tres estanques para la engorda de bagre de canal,
alimentados con agua del arroyo y con la descarga conectada al arroyo, razon por la cual se
estiman posibles escapes de individuos que ponen en riesgo la integridad de la poblacion
remanente de bagre Yaqui. En los muestreos realizados en 2017, s6lo se pudo recolectar un
bagre Yaqui y un individuo hibrido en el Arroyo Cajon Bonito. Dos afios después, en 2019, se
obtuvieron los 18 individuos para la formacion del stock reproductivo. Con la evidencia
obtenida hasta el momento, 13 de los 18 individuos son bagres Yaqui putativamente puros, lo
que indica un nivel incipiente del fendmeno de hibridaciéon de acuerdo con la evidencia
acumulada hasta este momento. Esta evidencia de hibridacion ha sido reportada con anterioridad
por Kelsch y Baca (1991) y Morizot et al. (1999) para los bagres capturados de la cuenca del
Rio Yaqui en 1987 y 1990, respectivamente. Ambos analisis a partir de alozimas, el primero en
215 individuos detectd 170 (79.1%) bagres Yaqui puros y 45 (20.9%) hibridos, bagres de canal
puros o retrocruzas y, el segundo de 184 individuos analizados de los 190 ejemplares
recolectados en el Rio Sirupa detectd 85.6% bagres Yaqui puros, el 17.4% restante fueron

hibridos F1, retrocruzas y bagres de canal.

En 2020 se muestrearon los estanques de cultivo que contenian una escasa cantidad de
agua de donde se capturaron mas de 100 bagres de canal, la mayoria de ellos en talla comercial.
La reduccion de la distribucion natural del bagre Yaqui registrada y la introduccion de
ejemplares de bagre de canal en ambiente natural a través de estas instalaciones de cultivo fueron
una amenaza permanente para las especies nativas del Arroyo Cajon Bonito. Esta amenaza se
incrementa debido a que esta zona se considera como una de las poblaciones relictas del bagre
Yaqui en Sonora. Actualmente Rancho Nuevo es parte de la ADVC Cuenca Los Ojos por lo que
estos represos seran utilizados para el manejo del bagre Yaqui en el Arroyo Cajon Bonito. Una
evaluacion de las amenazas del resto de las poblaciones remanentes de bagre Yaqui en el

Noroeste de México es requerida para conocer su situacion actual.
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VI.1. La filogenia del género Ictalurus

Los arboles filogenéticos por Méxima Verosimilitud a partir de los genes mitocondriales Cyz-b
y COXI y los nucleares RAGI y RAG2 mostraron topologias similares soportadas por altos
valores de bootstrap. Se observo que 1. furcatus se separa del clado punctatus que incluye a I.
punctatus, 1. lupus e 1. pricei, concordando con hipotesis filogenéticas previas (Lundberg, 1992;
Varela-Romero, 2007; Castaneda-Rivera et al., 2014; Arce-H et al., 2017). Se encontr6é que el
bagre Yaqui es filogenéticamente mas cercano con 1. [upus que con I. punctatus, lo que
concuerda con la hipdtesis de que 1. lupus comparte un ancestro con el resto los bagres
mexicanos del clado punctatus, incluyendo al bagre Yaqui (Varela-Romero, 2007; Arce-H et
al., 2017). Ameiurus nebulosus se utilizd6 como grupo externo, considerando que Ameiurus es el

género hermano de Ictalurus y su divergencia ocurrio finales del Eoceno (Hardman, 2005).
VI1.2. El linaje materno a partir de genes mitocondriales

La mayoria de los individuos del stock reproductivo de bagre Yaqui recolectados en el Arroyo
Cajon Bonito anidaron al clado del bagre Yaqui. Sin embargo, la filogenia a partir de los genes
mitocondriales mostr6 a los individuos SR2, SR4 y SR18 en un clado con el bagre de canal.
Esto represent6 la primera evidencia de hibridacién, dado que la mayoria de los individuos
aparentemente presentan caracteres morfologicos de bagre Yaqui (Lundberg 1992; Miller et al.,
2009). El cédigo de barras del ADN vy el andlisis filogenético a partir de los genes mitocondriales
permiten determinar el linaje materno de los individuos analizados y evidenciar potenciales
hibridos. Los analisis filogenéticos a partir d¢ ADNmt se han usado en otras especies de
ictaluridos para determinar la presencia de hibridos (McClure-Baker et al., 2010). No obstante,
cuando los hibridos son fértiles y dejan descendencia por retrocruzamiento con especies
parentales u otros individuos hibridos, puede producirse un fenémeno de introgresion de linajes
mitocondriales (Allendorf et al., 2001; McClure-Baker et al., 2010). Por lo tanto, el hecho de
que los individuos del stock reproductivo presenten evidencia de un linaje materno de bagre de
canal, debe tratarse con precaucion, puesto que no se sabe con certeza si estos individuos son
producto de una cruza F1 entre las dos especies parentales o sean resultado de retrocruzas. No
obstante, el ADNmt indica el sentido de la hibridacion, es decir, permite determinar el linaje

mitocondrial que se esta estableciendo.
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La presencia de ADNmt de bagre de canal en individuos morfolégicamente similares a
bagre Yaqui también podria deberse a otros posibles fendmenos, como retencion de haplotipos
ancestrales, heteroplasmia o pseudogenes. Primero, la clasificaciéon o segregacion de linajes
(Avise et al., 1983) ocurre cuando dos poblaciones divergen albergando copias de los alelos
ancestrales antes de que se vuelvan especificos para las poblaciones y estas se vuelvan
reciprocamente monofiléticas. Sin embargo, cuando ocurre una clasificacién incompleta de
linajes (ILS, por sus siglas en inglés) se da una retencion de haplotipos ancestrales, produciendo
genealogias similares a las resultantes de procesos de introgresion (Charlesworth et al., 2005) y
estos procesos no son mutuamente excluyentes (Zhou et al., 2017). Ademas, un haplotipo
ancestral también podria retenerse en una especie fantasma extinta (Padhi, 2010; Wang et al.,
2018) que pudo coexistir e hibridar con el bagre Yaqui hasta que el fenotipo de la especie
fantasma fue completamente de bagre Yaqui (Padhi, 2010; Wang et al. 2018), pero se esperaria

que el bagre Yaqui hubiese retenido el alelo mitocondrial de la especie fantasma.

Sin embargo, cuando dos especies comparten el mismo haplotipo, una ILS puede
explicarlo s6lo si el evento de especiacion ocurrio tan recientemente que no ha habido tiempo
para acumular mutaciones que permitan una divergencia genética (McGuire et al., 2007) y el
mismo principio aplicaria para la presencia de un haplotipo cuasi idéntico en una especie
fantasma. Las distancias genéticas del gen COXI mostraron valor 0.0% y 0.8% entre individuos
del stock reproductivo del clado del bagre de canal con respecto a los haplotipos B y A de bagre
de canal, respectivamente, lo que indica ninguna o muy pocas posiciones diferentes en COXI.
Ademas, los nodos en las filogenias obtenidas entre estas especies tienen valores altos de
bootstrap y, el codigo de barras del ADN basado en caracteres detecto caracteres autopomorficos
del bagre Yaqui. Por lo anterior, se concluye que resulta poco plausible la posibilidad de
retencion de un haplotipo de ADNmt ancestral cuasi idéntico al ADNmt de bagre de canal, ya
sea en el bagre Yaqui o en una hipotética especie fantasma, durante los aproximadamente 10

Ma que tienen aisladas estas especies (Arce-H et al., 2017).

Segundo, a pesar de que se sabe que la mitocondria se hereda uniparentalmente por via
materna (Sato y Sato, 2013; Peng et al., 2018), en ciprinidos se ha encontrado que el ADNmt

paterno estd presente en zigotos y ausente en larvas, lo que sugiere que la heteroplasmia
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permanece hasta una etapa avanzada de la embriogénesis (Wen et al., 2016) sin tener un gran
efecto sobre la supervivencia y desarrollo embrionario (Peng et al., 2018). En bagres asiaticos
del género Pelteobagrus (familia Bagridae) no se encontrd evidencia de heteroplasmia en
embriones intraespecificos, pero si en hibridos interespecificos (Chu et al., 2019). La
heteroplasmia en bagres hibridos se mantuvo durante los primeros estadios de desarrollo hasta
la formacion de la gastrula (Chu et al., 2019). Cuando la heteroplasmia se mantuvo en los
estadios de géstrula y post-eclosion, se observoé un aumento en el porcentaje de presencia de
malformaciones, como curvaturas en la notocorda y/o edemas pericardicos, lo que puede estar
relacionado con la eliminacion tardia de ADNmt paterno (Chu et al., 2019). Esto sugiere la
presencia de mecanismos especie-especificos de eliminacion de ADNmt paterno en bagres, pero
que pueden depender de las especies. Debido a su cercania filogenética, es posible que el
mecanismo que actie para la eliminacion de ADNmt paterno en los primeros estadios de
desarrollo de hibridos en la familia Bagridae sea similar en la familia Ictaluridae. La
heteroplasmia puede ser detectada como picos dobles (heterocigotos) en las posiciones
heterogéneas entre las especies parentales. En nuestros analisis de secuencias, no se encontro
evidencia de heteroplasmia en las posiciones variables entre bagre Yaqui y bagre de canal. Por
lo tanto, se concluye que las secuencias de los genes mitocondriales reflejan la linea materna y

no son producto de heteroplasmia.

Finalmente, otra explicacion alternativa para la presencia de un linaje mitocondrial
diferente de bagre Yaqui en los individuos del stock reproductivo, es la posibilidad de incluir
pseudogenes de ADNmt en el analisis (Wallace et al., 1997, Awadalla et al., 1999). La
determinacion de pseudogenes se ha basado en la presencia de lecturas ambiguas en los
cromatogramas, presencia de codones de paro, inserciones o deleciones que tengan efectos sobre
los marcos de lectura (Agnese y Teugels, 2001; Bensasson et al., 2001; Wilcox et al., 2004;
Betancur-R, 2009; Roxo et al., 2012; Xiao et al., 2012; Roxo et al., 2014; Paixao et al., 2018).
En las secuencias de nuestro trabajo se analizaron los marcos de lectura para descartar la
posibilidad de secuenciar pseudogenes. Las secuencias de los genes presentaron marcos de
lectura abiertos sin ningin coddn de paro, inserciones o deleciones a lo largo de su secuencia
que modifiquen la cadena polipeptidica traducida, por lo que se concluye que no se secuenciaron

pseudogenes. Se observo que el gen mitocondrial Cyt-b inicia con un codoén ATG vy finaliza T-,
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segun lo encontrado por Ballesteros-Cordova (2013). Por su parte, aunque en la metodologia de
andlisis del codigo de barras del ADN con el gen COXI s6lo se consideraron las 651 pb
establecidas por el BOLD systems (www.barcodinglife.org) (Ratnasingham y Hebert, 2007), las

secuencias completas del gen mostraron su codon inicial GTG y su codon de termino TAA

(Ballesteros-Cordova, 2013).
VL.3. Discriminacion de hibridos a partir de genes nucleares

El método de sustraccion de haplotipos ha sido aplicado para la identificacion nuclear de
individuos hibridos, pues se ha encontrado que los dobles picos en los electroferogramas pueden
reflejar hibridacidn si estos se encuentran en las posiciones que presentan diferencias
diagnosticas entre las especies parentales (Sonnenberg et al., 2007; Bae ef al., 2016; Han et al.,
2018). Los electroferogramas de los genes nucleares RAGI 3’ y RAG2 mostraron tres haplotipos
nucleares, el primero asociado a 1. pricei y los otros dos a I. punctatus. No se detecto la presencia
de inserciones o deleciones en los haplotipos parentales, pero si se detectaron siete mutaciones
puntuales (SNPs) en RAGI 3’ y siete en RAG2 que son diferentes entre el haplotipo de bagre
Yaquiy los haplotipos de bagre de canal. De los individuos del stock reproductivo, 13 mostraron
ser homocigotos del haplotipo de bagre Yaqui para ambos genes nucleares, mientras que el resto
fueron heterocigotos en los dos genes nucleares. Estos individuos heterocigotos mostraron
posiciones ambiguas en los sitios donde existen diferencias entre los haplotipos de bagre Yaqui
y de bagre de canal. El individuo SR18 fue heterocigoto presentando los dos haplotipos
nucleares de bagre de canal, lo que indica que posiblemente se trata de un bagre de canal puro
o hibrido de 2 o 3 generacion con linaje bagre de canal. La topologia de los arboles filogenéticos
obtenidos a partir de la region 3’ del gen nuclear RAG!I y del gen RAG2 mostraron a los
individuos SR1, SR2, SR4, SR7 y SR18 formando un clado con el bagre de canal y a los 13

individuos restantes del stock reproductivo en el clado del bagre Yaqui.

Con base en lo anterior, se encontré un total de 13 individuos de bagre Yaqui
putativamente puros (SR3, SR5, SR6 y SR8 a SR17), cuatro individuos hibridos del stock
reproductivo (SR1, SR2, SR4, SR7) los cuales fueren heterocigotos en las secuencias de ADN
nuclear y un individuo de bagre de canal putativamente puro (SR18), aunque también puede ser

producto de retrocruzas entre hibridos y las especies parentales. El ADNmt permite determinar
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el sexo de los haplotipos parentales (Han et al., 2018), por lo que, basado en los genes
mitocondriales, se encontr6 que tres individuos (SR2, SR4 y SR18) presentaron linaje materno
de bagre de canal y los otros dos individuos (SR1 y SR7) se asume que presentan linaje materno
de bagre Yaqui. Es importante aumentar la evidencia de la hibridacion, puesto que se desconoce
si los hibridos sean fértiles y puedan dejar descendencia por retrocruzamiento con las especies
parentales u otros hibridos. Por lo tanto, tampoco se sabe con certeza si lo que se encontro en el
presente analisis es evidencia de hibridos F1 o sean el resultado de un proceso de introgresion

genética que ha ocurrido durante varias generaciones.
VI1.4. Hibridacion contemporanea entre bagre Yaqui y bagre de canal

Las hipotesis fisiograficas de Norteamérica sugieren que el Rio Grande conecto varias cuencas
de New Mexico y el desierto de Chihuahua que actualmente son independientes (Galloway et
al., 2011). Se estima que el Rio Yaqui captur6 afluentes del Rio Conchos, tributario del Rio
Grande, durante el proceso de formacion de la Sierra Madre Occidental durante el Oligoceno y
Mioceno, hace de 33.9 Ma a 5.33 Ma, pero que continu6 hasta el Pleistoceno (Miller, 1959;
Galloway et al., 2011). Los analisis filogeograficos muestran una compleja historia de
conexiones entre las cuencas del Pacifico, las cuencas endorreicas del desierto Chihuahuense y
la cuenca del Rio Grande, con eventos de captura de cabeceras y conexiones que pudieron
extenderse hasta hace unos pocos millones de afios (Schonhuth et al., 2011; Schonhuth et al.,
2015; Ballesteros-Nova et al., 2019). Esta captura de afluentes hizo que un alto porcentaje de la
ictiofauna que actualmente habita el Rio Yaqui sea proveniente del antiguo sistema de Rio
Grande, incluyendo al bagre Yaqui como descendiente del bagre lobo mexicano, I [upus

(Miller, 1959; Hendrickson et al., 1981).

En el Rio Grande existen poblaciones de bagre de canal que coexisten con el bagre lobo.
Sin embargo, McClure-Baker ef al. (2010) consideran que el bagre de canal fue traslocado al
Rio Grande después de 1930, cuando las pesquerias comenzaron a distribuirlo a través de Texas,
por lo que sugieren que no es nativo en la cuenca. Por otro lado, las hipdtesis fisiograficas no
muestran evidencia que indique conexion reciente entre el area de distribucion actual del bagre
Yaqui con la distribucion del bagre de canal (Galloway et al., 2011). Por tanto, puede

argumentarse que el bagre Yaqui se ha mantenido aislado de sus especies hermanas durante
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varios millones de afios y la hibridacion con el de canal es de origen atropogénico. Por lo anterior
y dada la falta de divergencia genética entre los bagres de canal colectados en Arroyo Cajon
Bonito y los datos del GenBank, puede concluirse que la hibridacion entre el bagre Yaqui y el
bagre de canal se debe a eventos de translocacion recientes de bagres de canal hacia la

distribucion del bagre Yaqui.
VL.5. Amenazas y manejo de los hibridos

La hibridacién puede ocurrir en el medio silvestre de manera natural entre especies simpatricas
o cuyos limites de distribucion se superponen (Allendorf et al., 2001). Esto puede llevar a la
formacion de un taxon hibrido originado por eventos de hibridacion entre dos especies, a la
introgresion natural o a la formacion de zonas hibridas que persisten a lo largo del tiempo en un
area determinada y no se expande mas alla de las zonas de contacto porque la seleccion sexual
y natural actia contra los hibridos (Allendorf et al., 2001) a veces a favor de eventos de
especiacion en peces (Volff, 2005; Lampert y Schartl, 2008; Kang et al., 2013). Cuando la
hibridacion es natural, se debe de considerar a las poblaciones hibridas dentro de los planes de
manejo, mientras que, cuando la hibridacion resulta como consecuencia de actividades
antropogénicas, la conservacion dependera del tipo de hibridacion que ocurra (Allendorf et al.,

2001).

La hibridacion entre bagre Yaqui y bagre de canal se debe a la introduccion del exotico
en el Noroeste de México, por lo que su manejo debera estar en funcion del nivel de hibridacion
que presenten. Si los hibridos 1. pricei x I. punctatus no son fértiles, la poblacion del Arroyo
Cajon Bonito podria recuperarse mediante la remocion de hibridos o la creacion de un stock
reproductivo con so6lo individuos puros (Allendorf ez al., 2001). La funcién del metabolismo
aerdbico ocurre en la mitocondria y depende de los genes mitocondriales y de una gran cantidad
de genes nucleares (Burton et al., 2013). Estos dos genomas han coevolucionado de tal manera
que, si ocurren alteraciones en cualquiera de ellos, estas funciones se ven afectadas (Burton et
al., 2013). Por ello, la introduccion del genoma nuclear de una nueva especie puede afectar la
funcion de la mitocondria y reducir la adecuacion de los hibridos, principalmente los hibridos
F2 (Burton ef al., 2013 Liu et al., 2020). También se ha detectado incompatibilidades en los

hibridos por la interaccion entre diferentes alelos de genes nucleares que difieren en las especies
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parentales (Schumer et al., 2014; Liu et al., 2020; Powell et al., 2020). Estas incompatibilidades,
conocidas como incompatibilidades Bateson-Dobzhansky-Muller (BDM), han jugado un papel

importante en el aislamiento reproductivo postcigoético en especies incipientes (Orr y Turelli,

2001; Burton et al., 2013; Liu et al., 2020).

El modelo BDM postula que la baja viabilidad de los hibridos o su esterilidad estd dada
por una proporcion baja del total de variaciones que existen entre las especies que hibridizan
(Orr y Turelli, 2001; Johnson, 2002). El aislamiento postcigdtico puede deberse a so6lo una
incompatibilidad, pero estas van aumentando y se van acumulando con el tiempo desde que
ocurri6 la divergencia (Orr y Turelli, 2001). La divergencia entre el bagre Yaqui y el bagre de
canal pudo haber ocurrido hace unos 10 Ma, segun lo encontrado por Arce-H et al. (2017), por
lo que es posible que durante ese tiempo se hayan creado barreras postcigdticas que causen

esterilidad en los hibridos de bagre Yaqui y bagre de canal.

Sin embargo, en escapes de hibridos producidos con fines de acuacultura de los bagres
sudamericanos Pseudoplatystoma corruscans y P. reticulatum de la familia Pimelodidae, se
encontr6 evidencia de retrocruzamiento en el medio silvestre, ain a pesar de que la divergencia
entre dichas especies ocurrido hace unos 10 a 11.8 Ma (Do Prado et al., 2017). Cuando los
hibridos son fértiles y dejan descendencia por retrocruzamiento con las especies parentales o
por apareamiento con otros hibridos, se forman poblaciones en donde todos los individuos
tienen un origen hibrido, conocidas como “enjambres hibridos™ (hybrid swarm), ocurriendo
entonces un fenémeno de flujo genético entre las especies que hibridizan, conocido como
introgresion genética (Allendorf et al., 2001). Cuando se forman los enjambres hibridos, los
genes de los taxa parentales se distribuyen azarosamente debido al proceso de recombinacion,
por lo que existe probabilidad de que algunos individuos hibridos presenten los alelos
caracteristicos de una especie parental si se analizan pocos loci (Allendorf ef al., 2001). Si este
fendémeno estd ocurriendo en el Arroyo Cajon Bonito, exista la posibilidad de que se hayan
identificado erroneamente algunos hibridos de generacion F2 o retrocruzas como individuos
puros de cualquiera de las especies parentales (Allendorf et al., 2001). Se ha visto que los

hibridos F1 pueden ser identificados con pocos marcadores moleculares, pero la deteccion de
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los hibridos F2 o retrocruzas requieren del analisis de marcadores moleculares mas numerosos

(Allendorf et al., 2010; Do Prado et al., 2017).

La introgresion puede estar restringida a una determinada area geografica como
consecuencia de la seleccion sexual y seleccion natural, por lo que los esfuerzos deben enfocarse
en el mantenimiento y expansion de las poblaciones remanentes puras (Allendorf et al., 2001).
Sin embargo, si se da una mezcla completa entre las especies parentales, se debe considerar la
conservacion de los hibridos para evitar perder completamente la especie hibridizada, en este
caso, el bagre Yaqui, con el objetivo de que los hibridos jueguen el papel ecologico del taxon
nativo (Allendorf et al., 2001). Debido a que nuestro andlisis se realizdo a partir de pocos
marcadores moleculares, es recomendable aumentar la evidencia genética mediante el uso de
marcadores numerosos en el genoma (Allendorf et al., 2010), que permitan una descripcion
precisa de las dindmicas de hibridacién y posible introgresion genética entre el bagre Yaqui y

el bagre de canal.

VI.6. El bagre Yaqui como alternativa acuicola

La ley General de Pesca y Acuacultura Sustentables (LGPAS) establece en su articulo 17 que
la pesca y acuacultura deben estar orientadas a la produccion de alimentos para el consumo
humano y, por tanto, son prioridad para el desarrollo (CONAPESCA, 2007). Por su parte, la
Ley General de Vida Silvestre establece en su articulo 27 que “el manejo de ejemplares y
poblaciones exdticos s6lo se podra llevar a cabo en condiciones de confinamiento... para evitar
los efectos negativos que... pudieran tener para la conservacion de los ejemplares y poblaciones
nativos de la vida silvestre y su habitat” y en su articulo 27 Bis establece que “no se permitira
la liberaciéon o introduccion a los habitats y ecosistemas naturales de especies exdticas

invasoras” (SEMARNAT, 2000).

Sin embargo, en Sonora Varela-Romero y Hendrickson (2010) enlistan 26 especies
exoOticas de las familias Clupeidae, Cyprinidae, Catostomidae, Ictaluridae, Salmonidae,
Poeciliidae, Centrarchidae y Cichlidae que han sido empleadas con fines acuicolas. Entre ellas,
el bagre de canal se introdujo cuando se construyeron las principales presas del estado, como

parte de los programas federales de apoyo para pesca deportiva y comercial en las zonas rurales,
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los cuales se siguen promoviendo (Ruiz-Campos et al., 2014). Sin embargo, contrario a lo
establecido por la Ley General de Vida Silvestre, estas especies exoticas son cultivadas en
presas, embalses y represos sin barreras, por lo que pueden dispersarse teniendo impactos
negativos sobre las poblaciones de peces nativos por la competencia, desplazamiento,

hibridacion y depredacion (Varela-Romero y Hendrickson, 2010).

En el articulo 27 de la LGPAS también se establece que se deben buscar tecnologias
“que reduzcan los impactos ambientales y que permitan ampliar el nimero de especies nativas
que se cultiven, dando prioridad en todo momento al cultivo de especies nativas sobre las
especies exoticas” (CONAPESCA, 2007). Sin embargo, muy poco se sabe sobre la tecnologia
para el desove y cultivo de bagre de canal. En Uvalde National Fish Hatchery, Texas, se logro
el desove mediante la inyeccion peritoneal de Ovaprim® (SGnRHa [Gonadotropin-releasing
hormone agonists] + Domperidone) a 0.5 ml/kg de peso del pez y mediante implantes de LHRHa
(luteinizing hormone-releasing hormone analogue) a 25-45 mg/kg de peso (Ulibarri y Jensen,

1997; Mylonas y Zohar, 2001).

La tasa de crecimiento y la asintota de crecimiento en el bagre Yaqui son similares a las
del bagre de canal (Stewart et al., 2017). Por su parte, Reilly y Lochman (2000) encontraron
menor ganancia de peso, menor crecimiento, menor proporcion de eficiencia proteica (medida
como la relacion de ganancia de peso hiimedo entre el peso seco de la proteina alimentada), pero
mayor proporcion de conversion alimenticia (medida como la relacion del peso seco del
alimento entre el peso ganado) tras 12 semanas de tratamiento. Estos trabajos muestran que el

bagre Yaqui es una especie con potencial acuicola, susceptible de apropiacion.

Dado que el bagre Yaqui es una especie Amenazada, segiin la NOM-059-SEMARNAT-
2010, es necesario su preservacion mediante “el fomento y creacion de estaciones las bioldgicas
de rehabilitacion y repoblamiento” en cumplimiento con el articulo 79 de la Ley General del
Equilibrio Ecolédgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA) (SEMARNAT, 1988). Ademas,
es importante que se cumpla con el articulo 27 de la Ley General de Vida Silvestre que establece
que la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales “expedird las normas oficiales
mexicanas y/o acuerdos secretariales relativos a la prevencion de la entrada de especies exdticas

invasoras, asi como el manejo, control y erradicacion de aquéllas que ya se encuentren
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establecidas en el pais o en los casos de introduccion fortuita, accidental o ilegal” (SEMARNAT,
2000). Por ello, es necesario seguir desarrollando la tecnologia para el desove y cultivo del bagre
Yaqui, que permita su aprovechamiento como alternativa en produccion acuicola y favorezca la
preservacion de la especie. De esta manera, se aseguraria el “abastecimiento de proteinas de alta
calidad y de bajo costo para los habitantes” (articulo 17 de la LGPAS) (CONAPESCA, 2007) y
la “preservacion y conservacion de la biodiversidad y del habitat natural” que favorezcan “la
continuidad de los procesos evolutivos de las especies” (articulo 78 y 79 de la LGEEPA)

(SEMARNAT, 1988) en este caso, del bagre Yaqui.
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VII. CONCLUSIONES

Los andlisis filogenéticos y cddigo de barras del ADN mostraron 15 individuos con linaje
materno de bagre Yaqui y tres individuos con linaje materno de bagre de canal. El analisis del
ADNn permiti6é encontrar cinco individuos heterocigotos sugiriendo hibridos entre bagre Yaqui
y bagre de canal. Estos resultados por lo tanto permitieron la diferenciacion de los individuos

fundadores del stock reproductivo.

La evidencia acumulada mostré 13 individuos como bagre Yaqui, Ictalurus pricei,
putativamente puros y cinco posibles hibridos con bagre de canal, I. punctatus. Los datos
muestran que existe hibridacion en el medio silvestre como consecuencia de la traslocacion de
bagre de canal para su uso en acuicultura y que la cruza entre estas especies no es unidireccional,

sino que ocurre entre machos y hembras de ambas especies.

No se pudo resolver si los individuos hibridos pertenecen a la generacion F1, F2 o son
producto de retrocruzas. Por tanto, tampoco permiten diferenciar si existe introgresion genética
entre bagre Yaqui y de canal. No obstante, los resultados muestran que estas especies forman
hibridos en el medio silvestre, lo que representa una grave amenaza para la supervivencia de la

especie nativa.
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VIII. RECOMENDACIONES

Considerar estos resultados en el plan de manejo del stock reproductivo de bagre Yaqui,
Ictalurus pricei, por lo que se recomienda descartar a los individuos detectados como hibridos
en la formacion del stock. Ademas, es necesario aumentar el tamafio poblacional del stock con
individuos de bagre Yaqui que sean identificados como genéticamente puros y recolectados en

el Arroyo Cajon Bonito.

Se recomienda realizar analisis morfométricos y meristicos correlacionados con datos
moleculares, para determinar combinaciones de caracteres que permitan la diferenciacion

morfoldgica de los individuos genéticamente puros.

Se propone utilizar técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) para la
secuenciacion parcial de un genoma de bagre Yaqui y la obtencidon de loci microsatelitales o, de
ser posible, utilizar SNPs. Esto dara herramientas para el conocimiento de los patrones de
hibridacion y permitird determinar si existe evidencia de introgresion genética entre bagre Yaqui

y bagre de canal.

Es importante evaluar el estado de las poblaciones de bagre Yaqui, en cuanto a
ocurrencia y tamafio poblacional, centrandose en las localidades Rio Tutuaca y Arroyo Cajon
Bonito, cuenca del Rio Yaqui, en los rios Urique y Batopilas, cuenca del Rio Fuerte, asi como
buscar localidades en la parte alta de la cuenca del Rio Mayo para determinar si alin est4 presente
o ya ha sido extirpado. En todas las localidades se deberd de evaluar el estado de la hibridacion

mediante marcadores moleculares de ADN mitocondrial y nuclear.

Se sugiere evaluar patrones de estructura poblacional entre las localidades de recolecta
e incluir estos datos para el manejo por separado de las diferentes unidades geogréficas.
También, evaluar parametros de diversidad genética en las poblaciones remanentes donde se
recolecte bagre Yaqui, permitird determinar si existe evidencia de endogamia o algun otro

proceso que esté afectando la variabilidad genética.
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Finalmente, es importante que las autoridades competentes vigilen el cumplimiento de
la normatividad mexicana que establece que las especies exdticas deben cultivarse en
confinamiento y que se deben desarrollar normas y/o acuerdos para manejo, control y
erradicacion de las exdticas invasoras. Es importante desarrollar investigacion para el desove y
cultivo del bagre Yaqui que favorezca la preservacion de la especie y su aprovechamiento como
un recurso acuicola susceptible de apropiacion, de tal manera que se garantice la produccion de
proteinas de alta calidad y de bajo costo para los habitantes de la region como una estrategia

sostenible.
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X. APENDICES

ANEXO 1. Alineamiento multiple de la cadena polipeptidica traducida del gen RAGI 3’: I
pricei = Individuos SR3, SR5, SR6, SR8-SR17; I. punctatus hapA = Individuos SR1, SR4 y
secuencias de referencia de los estanques de cultivo y Arroyo Cajoén Bonito, 1. punctatus hapB

= Individuos SR2, SR7, SR18 y secuencias de referencia de los estanques de cultivo. En negro

se muestran las variaciones en los aminoacidos entre los haplotipos.

i, Bvesy QIFQFLHTLRNAEKELLFGFHOFEWOFALENVENSCHIGI IDGLSARTASVODVPAET IS
[ pumclates haph QI FOPLHTLRNAEKELLPGFHOFEWOPALKHNVENESCH 1G] IDGLEGWTASVDDVPAET 1S
fpunclaios hapB QIFQPLHTLRNAEKELLPGFHOFEWQPALKHYENSCH IGI IDGLEBGWTASVDDYPAET | &
I, ot REFRYDYALYIALEDLEED IMEGLRERGLDDSTCESGFTYY | KESLDGMGDY SEKHGGGR
I. pumcisiug RRFRYDYALYSALEDLEER IMEGLRERGLDDITCIEQFTYV I KESCDOGMGDYEEKHGOGR
. punciades RRFRYDYALYEALKDLEED IMEGLRERGLDDETCEEGFTYY | KESCDGMEDY SEKHGEER

H?
i 88 i1

AVPFEKAYRFESFTVYMEI S I QAEGEEEAVT | FOERKKFMNEELECRPLOLMFYDESDHE ILTAI
AVPEKANYRFSFTYME I S I QAEGEEEAYT | FOEKKPMNSELSCRPLCLMFYDESDHEILTAI
AVPEEAVRFSFTYMSE 1 3| QAEGEEEAVT | FQEKKPNSELSCRPLCLMFYDESDHE ILTAI
LGPYVAERKAMKESRL | LSEGGLAREFRFYFRETGYDEKMYRDMEGLEASGETY ICTLCD
LGPYVAERKEAMKESRL | LEQGGLORSFRFYFRETEYDERKMVREDMEGLEASGETY ICTLED

DunGiaty LEPYVAERKAMKESAL | LSPGGLAORSFRFYFRETEYDEKMYROMEGLEASGETY ICTLGD
. privay ATRAEASENMYLHE | THEHDENLERYE IWRTHNPFSESAEELRORVEGYSARPFEETAPTL
i, punoladus ATRAEAS[ENMYLHS | TREHDEHNLERYE IWRTHFFSESAEELRORVEGYSAKPFETQRTL
i. pumoistus ATRAEASENMYVLHE | TREHDEHNLERYE IWETHFFSESAEELRORVEGVEAKPFJETOPTL

LI B BN B BN DEPEE IR IR B I B BE BN B BE IR B C IS BN L BE BN B BE BN L BE BN O RE BN L BE BN B BN O B BN BN R B B B S B O B

I. priod DALHCO IGMATEFYRIFADE | AEVYLENNFTREERRRWREHPLODKOLREEMEL KFYMREMNG
[ mmciates baph DALHCDIGHATEFYKIFODE | AEVYLENNPTREERRRWRSPLOKOL RKKME L KPVRMRMNG
I. punoiadus hapB DALHCD IGHMATEFYKIFQODE | AEVYLENNPFTREERRERWRSELDEQLEKEMEL KPYMRMNG
I. prioed HY ARRLMTREAVEVVCELYPSEERREALKELMELY LOMEPVHRETEPARDCPDALCRYSF
i punclaios hapdh NYARBRLMTREAVEVVCELYPSEERREALKELMELY LOMEPYVARSTOPARDCGPDALCRYSF
I. punoiaius hapd NYARRLMTREAVEVYVYCELYFSEERREALKELMELY LOMEPVRRSTCFARDCPDOLCRYSF
. pricey HEQRFAEILSTTFEYRYDGK | THNYLHETLAHVPE IVERDGS | GANASEGHNESGNKELFRRF
I. punctaius hapd HEQRFAEILSTTFEYRYDOGK | THYLHETLAHVPE IVERDGS | GANASEGNESGHNELFRRF
i. punciatus hapl HEAQRFAEILSTTFEYRYDEK | THNYLHETLAHVPE IVERDGS | GAMASEGNEEGNEKLFRRAF
i, s REMMARDEKTFELED

I, punGimas haph REMHARDEKTFELED

i pimclales hapB REMHAROGEKTFELED
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ANEXO 2. Alineamiento multiple de la cadena polipeptidica traducida del gen RAG2: L. pricei
= Individuos SR3, SRS, SR6, SR8-SR17; I. punctatus hapA = Individuos SR1, SR4 y secuencias

de referencia de los estanques de cultivo y Arroyo Cajon Bonito, . punctatus hapB = Individuos

SR2, SR7, SR18 y secuencias de referencia de los estanques de cultivo. En negro se muestran

las variaciones en los aminoacidos entre los haplotipos.

I pricei
L punctalus hapa
{. punctatus haph

I, pricei
i, punctotus hapi
. punctatus hapB

i pricel
i. punctatus hapa
. punctatus haph

i prieal
. punctaius haph
. punctatus haph

I pricei
I punctaius haph
i, punctaius haph

ECYLIHGGRTPANNELSSS LYMLSVDNGACNREV I LRCMEKELVGELP
ECYLIHGGRTAPNNELSSS LYMLAVDNRGACNREY I LREC@ERKELVGELP

TR EEEREEREEEENENDENEENEREN.EEEEEEEEEF EEEEFE FEEF RS

E’CfLIHGEFtT:"‘NNELEEEL'TMLS'-"DHﬁ.[HRH‘."LiR[ﬁEHEL'&'GELP
31

EGEKETACYLFGGRSYMRPSERTTENNNCHMYDOCPPOIYLIDLEFGCLS A
RGKTACVLFGGRSYMRARPSERTTENWNCRMVYDCPPOIYLIDLEFGOCOSA
RGKTACYLFGGRSYMARPSERTTENWNCMVYDCPPOIYLIDLEFGCLCSA

o od ok ok ook odhhd o EE A e e e R e E R EEd LA N N L

LALARBOSYYFLGGH I ASTDOCRPPRLFRLRVELLLGRPLLSCEMLND
LALAAPDSVYYFLGGH IASTDCRPPRLFRLRVELLLGRPLLSCEMLND
LALARPBDSVYYFLGGHIASTDCARPPRLFRLRYVELLLGRPLLSCEMLND

L I B B B S S EE YT Y EEEEEEREERERESEE R RN EENESEFEESE ES SN

PAHEY | | LGGYOSDSAKAMLCTYVALDDVGE |RMEPREPPEWSSE | 50
PAHEY | | LGGYOSDSOKAMLCTYVALDDVG I RMEPREPPFEWSSE D 50
PAHEY | | LGGYOASDSOEAMLCTYVALDDVG IRMEPREPPEWSSE | SO

ok ook ook kR4 EEEEEEEEEE S EEEERE R R R R R Rk a

ALINIPSGTHNRTRTDAY Y FYQLEFHOEGDREDPTOTCSOESTOFEDS
ALIVIPSGTHNPTPTDAYYFYQLBFHOEGDREDPTOTCSQESTOFEDS
ALIVIPSGTNEFTRPTDAYYFYQLBFHAQEGDREDPTOQTCSQESTOFEDS
[ N NN EEEE RN NN - W R m R R R R R Rk Rk R oW
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ANEXO 3. Arbol filogenético resuelto con el concatenado de los genes mitocondriales Cyt-b y
COXI y los nucleares RAGI 3’ y RAG2 por maxima verosimilitud (modelo de evolucion GTR
+ G + 1) para los ejemplares del stock reproductivo (SR) de bagre Yaqui. Los nimeros en los
nodos representan los valores de soporte de 1,000 pseudo-réplicas de bootstrap. SR = Stock
reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = I punctatus haplotipos A y B,

respectivamente.
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ANEXO 4. Arbol de distancias genéticas NJ por K2P para el gen COXI de las secuencias de
Ictalurus. Los valores en los nodos representan el porcentaje de Bootstrap. SR = Stock
reproductivo, CB = Arroyo Cajon Bonito, hapA y hapB = 1. punctatus haplotipos A y B.
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