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RESUMEN. El objetivo del presente estudio fue verificar genéticamente
la identidad de especies del genero Herichthys y estudiar su relacion fiol-
genética utilizando secuencias de citocromo B mitocondrial. Se incluyeron
muestras de dos sitios de Tamaulipas de dicha especie: en el rio Panal
ubicado en Playa Tepehuajes, Soto la Marina y en el rio Carrizal ubicado
en Aldama. Se analizaron las secuencias completas del gen mitocondrial
citocromo B con herramientas bioinformaticas, los resultados de similitud
genética indican que las muestras de Aldama tienen mayor similitud (> 99%)
con la especie Herichthys carpintis. Mientras que las muestras de Tepehua-
jes, confirmaron la identidad supuesta con Herichthys cyanoguttatus. Los
arboles filogenéticos analizados con la finalidad de comparar la distancia
genética de las muestras con diferentes especies de ciclidos, confirmaron la
similitud encontrada previamente. Los resultados sugieren que el citocromo
B es un marcador Util en la identificacion de especies de ciclidos de Tamauli-
pas.

Palabras clave: ADN mitocondrial, Herichthys carpintis, Herichthys
cyanoguttatus, Secuenciacion génica, Similitud genética.

ABSTRACT. The aim of the present work was to perform a genetic
verification of Herichthys species and assess their phylogenetic relationship
by Cytochrome B gene resequencing in two sampling sites from Tamaulipas.
Samples from Panal river in Playa Tepehuajes, Soto la Marina and samples
from Carrizal river in Aldama were included. The complete sequences
were analyzed with bioinformatics tools and the genetic similarity showed
that Aldama samples resembled Herichthys carpintis species (> 99%) and
Tepehuajes samples were confirmed as Herichthys cyanoguttatus. The
assessed phylogenetic trees for genetic distance comparison among current
samples and other cichlids species support the previously found results. This
study suggest that cytochrome B gene is useful for genetic identification of
cichlid species, such as from Tamaulipas.

Key words: Gene sequencing, Genetic similitude, Herichthys carpintis,
Herichthys cyanoguttatus, Mitochondrial DNA.
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INTRODUCCION

En México, la familia Cichlidae constituye el se-
gundo grupo de peces dulceacuicolas mas diverso
(Miller et al. 2005). La diversidad de las especies
de ciclidos del género Herichthys que se distribuye al
norte es pobremente conocida, sobre la distribucion
geografica y morfologia de las especies alopatricas,
la evidencia molecular sostiene que el género esta
conformado por dos clados monofiléticos importantes
H. labridens y H. cyanoguttatus (Pérez-Miranda et
al. 2018). Dentro del grupo de H. labridens se in-
cluyen las especies H. bartoni, H. labridens, H. stein-
dachneri, H. pame, y H. pantostictus (Taylor y Miller
1983); y dentro del grupo de H. cyanoguttatus se han
incluido la especie que le brinda la denominacién (H.
cyanoguttatus, Baird y Girard 1854), las especies H.
carpintis (Jordan y Snyder 1899), H. minckleyi y H.
tamasopoensis (Artigas-Azas 1998, 2005); H. tepe-
hua (De la Maza-Benignos et al. 2015) y H. deppii
(Heckel 1840). Para el estado de Tamaulipas, se
ha reportado la presencia de H. cyanoguttatus, H.
carpintis, H. pantosticus (Hulsey et al. 2004, Pérez-
Miranda et al. 2018).

La importancia de estas especies reside en la
pesca deportiva, recreativa y de subsistencia. En
particular, H. cyanoguttatus conocida como Mojarra
Copetona o Guapota. Aunque las especies del grupo
Heichthys se encuentran mundialmente en la cate-
goria de menor preocupacién de acuerdo a la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Unién Interna-
cional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN
2019). Para el estado de Tamaulipas, se ha sugerido
que debido a su popularidad en la pesca recreativa
y de subsistencia, su poblacién se ha reducido con-
siderablemente, razén por la cual se han establecido
programas de repoblamiento (Aguilar 2018).

Debido a que los programas de repoblamiento
se basan en capturas de organismos vivos de re-
giones nativas en las que se observan ejemplares
requeridos, es necesario identificar y confirmar la
especie de estos organismos, sobre todo cuando
se trata de especies de evolucion simpatrica. Pero
la identificacion temprana es complicada, debido a
la falta de desarrollo en las claves taxondmicas uti-

lizadas y a su utilidad predominantemente en ejem-
plares adultos (Pérez-Miranda et al. 2018). Al-
gunos métodos moleculares se han sugerido para
sobrellevar la dificultad de identificacién, entre ellos
las utilizadas para estudios de diversidad genética
como el Citocromo B mitocondrial (Farias et al. 2001,
Hulsey et al. 2004, Pérez-Miranda et al. 2018) y el
gen de la Citocromo Oxidasa | mitocondrial o varia-
ciones genes nucleares (S7i, ddRAD, Pérez-Miranda
et al. 2018). Por lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue identificar molecularmente especies den-
tro del género Herichthys en dos sitios de Tamaulipas
corroborar su agrupamiento filogenético utilizando la
secuenciacion del CitB.

MATERIALES Y METODOS

Origen y procesamiento de muestras

Se colectaron 20 muestras de aleta caudal,
presuntivamente de H. cyanoguttatus del rio Panal
ubicado en las coordenadas 23° 30’ 05.4" LN y 97°
46’ 37.4" LO, en Tepehuajes, Soto la Marina, Tamauli-
pas; y 10 muestras del Rio Carrizal ubicado en las
coordenadas 23° 09’ 45.9" LN y 97° 56’ 46.0" LO,
en Nuevo Progreso, Aldama, Tamaulipas. Los or-
ganismos del primer sitio corresponden al programa
de repoblacién de la Universidad Tecnoldgica del
Mar Tamaulipas Bicentenario, y los del segundo sitio
fueron regresados a vida libre después de la colecta.
Ambos, correspondieron a estadios juveniles, de los
que se extrajo el ADN de las muestras utilizando el
kit de extraccién Promega Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega).

Disefo de secuenciacion

Considerando la secuencia de referencia
(No. de acceso. AY323983.1) de la es-
pecie H. cyanoguttatus reportada por Hulsey et al.
(2004), se disenid6 en el Software Primer Select
de DNAStar (Lasergene) el par de iniciadores For-
ward: 5'ATGGCCAGCCTCCGAAAAAC y Reverse:
5'GTGGGAAGTAAGATAAGGAAGATA, que es es-
pecifico para amplificar 1.2 Kb del gen citocromo B
mitocondrial.
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Las reacciones de amplificacion se llevaron
a cabo en un volumen final de 10 ul, utilizando
50 ng de ADN genémico, 1.5 Mm de MgCI2, 0.2
mM de dNTP’s, 0.05uM de cada iniciador y 1U Taq
polimerasa (Promega). La PCR se llevé a cabo en
el termociclador MJ Research bajo el siguiente perfil
de temperaturas: un ciclo a 95°C por 5 min; cinco
ciclos a (95 °C por 45 s; 62°C por 45 s; disminu-
cion de 2°C cada ciclo y 72 °C por 45s); 30 ciclos
a (95 °C por 45 s; 55 por 45 s y 72 °C por 45s)
y una incubacién final a 72 °C por 5 min. Se veri-
ficé la amplificacion de ADN mitocondrial mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que se
visualizé en un fotodocumentador de luz UV y el ADN
se cuantificd en el sistema Kodak Digital Science v
5.0 (Eastman Kodak Company).

Secuenciacion

Previo a la secuenciacion, los fragmentos de
PCR se purificaron utilizando el protocolo de Exo-
SAP-it (Thermo-Fisher Scientific, Whaltam). Los pro-
ductos purificados se secuenciaron con los mismos
iniciadores de amplificacién y utilizando el protocolo
del estuche comercial BigDye(® Terminator. La se-
cuenciacion de las muestras procesadas se realizé
mediante el secuenciador automético ABI-3130
(Applied Biosystems). Posteriormente se verificd la
calidad e identidad de las secuencias obtenidas uti-
lizando el programa Chromas lite version 2.1.1. Todas
las secuencias obtenidas tuvieron en promedio 1 058
pares de bases, lo que corresponde una cobertura de
alrededor de 95% de la secuencia de referencia.

Anadlisis bioinformatico

Las secuencias del CitB se cambiaron al for-
mato FASTA y se verificaron mediante un andlisis
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) de la
base de datos del NCBI (Altschul et al. 1990).
Posteriormente, se realiz6 el alineamiento multi-
ple entre las secuencias estudiadas y la secuen-
cia de referencia (No. de acceso. AY323983.1) de
Herichthys cyanoguttatus, y complementariamente se
incluyeron 72 secuencias de CitB de diferentes es-
pecies de ciclidos estudiadas por Hulsey et al. (2004).
La estructura de los arboles se consideré como cri-

terio de verificacién de las especies encontradas y
corroborar el agrupamiento filogenético de las es-
pecies identificadas. La longitud de las secuencias
analizadas fueron de 724 nucleotidos, incluyendo re-
giones conservadas del CitB, para inferir la filogenia
del grupo se usé el método Neighbor Joining basado
en distancia genética con un modelo de sustitucién
Jukes-Cantor y un bootstrap de 1 000 submuestreos.
Los andlisis se realizaron en el software MAFFT ver
7.471 (Rozewicki et al. 2019).

Complementariamente, se realiz6 un andlisis
de inferencia de la historia evolutiva usando el método
de maxima verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei
(Tamura y Nei 1993). El arbol de consenso bootstrap
inferido con 1 000 réplicas (Felsenstein 1985) repre-
senta la historia evolutiva de los taxones analizados
(Felsenstein 1985). Las ramas correspondientes a
particiones reproducidas en menos del 50% de ré-
plicas de bootstrap se colapsan. El porcentaje de
arboles replicados en los que los taxones asociados
se agruparon en la prueba de arranque (1 000 repeti-
ciones) se muestran junto a las ramas (Felsenstein
1985). Los arboles iniciales para la busqueda heuris-
tica se obtuvieron automaticamente aplicando los al-
goritmos Neighbour Joining y BioNJ a una matriz de
distancias pareadas estimadas usando el enfoque de
maxima verosimilitud compuesta (MCL), y luego se-
leccionando la topologia con un valor de probabilidad
de registro superior. El andlisis incluyd 79 secuencias
de nucleétidos que incluyen 16 diferentes especies de
ciclidos (Hulsey et al. 2004). Los analisis y el arbol
de consenso se realizaron en MEGA X (Kumar et al.
2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se logré la resecuencia-
ron exitosa del gen CitB mitocondrial en muestras de
dos sitios del estado de Tamaulipas. El andlisis de
BLAST de acuerdo a las similitudes de las secuen-
cias disponibles en el GenBank, revelé que las mues-
tras del rio Panal en Playa Tepehuajes pertenecen
H. cyanoguttatus con un promedio de porcentaje de
identidad de 97%. Por otra parte, las muestras
correspondientes al rio Carrizales en Aldama fueron
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identificadas como H. carpintis, con un promedio de

identidad del 99%.

En la Figura 1, se muestra el arbol filogenético
considerando las regiones conservadas mediante
Neighbor Joining de diferentes especies de cicli-
dos incluyendo las muestras analizadas en el pre-
sente estudio. En particular se observa que existe
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Figura 1. Arbol filogenético considerando las regiones conservadas mediante Neighbor Joining de diferentes especies
de ciclidos americanos utilizando el gen Citocromo B mitocondrial.

una importante relacién filogenética entre las mues-
tras estudiadas (Figura 1); sin embargo, las mues-
tras de Tepehuajes se agrupa primordialmente con
H. cyanoguttatus, y las de Aldama como un clado
parafilético estrecho con H. carpintis y H. tama-
sopoensis con quienes comparten el clado mas es-
pecifico. Por su parte, el arbol consenso de inferencia
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evolutiva (Figura 2), muestra dos clados monofiléticos
aislados de H. minckleyi, de los cuales, en el plano in-
ferior, se observan dos subdivisiones parafiléticas de
las muestras estudiadas, correspondientes al clado
de H. carpintis y las muestras de Aldama, compar-
tiendo el clado H. tamasopoensis, y en la parte supe-
rior el clado de H. cyanoguttatus, compartida con las
muestras de Tepehuajes.

Aunque se han observado algunas limita-
ciones en peces Neotropicales como las del genero
Herichthys, el gen mitocondrial CitB es ampliamente
utilizado en estudios sistematicos para resolver di-
veregencias a diferentes niveles taxondmicos (Farias
et al. 2001), también ha sido propuesto para la
identificacién genética de especies de peces en pro-
ductos de pescado (Pepe et al. 2005) y particular-
mente utilizado para inferir relaciones filogenéticas en
diferentes especies, entre ellas ciclidos americanos
(Lydeard y Roe 1997, Martin y Bermingham 1998,
Hulsey et al. 2004, Pérez-Miranda et al. 2018).

Se observé que los andlisis filogenético y de
consenso evolutivo fueron efectivos para identificar
la relacion genética entre las especies estudiadas.
De manera general, se observo una corresponden-
cia entre las muestras del sitio Tepehuajes y H.
cyanoguttatus, y las muestras de Aldama con H.
carpintis.  Adicionalmente, los patrones de agru-
pamiento de acuerdo a sus distancias genéticas iden-
tificadas corresponden a los sugeridos por Pérez-
Miranda et al. (2018) quienes lograron encontrar pa-
trones filogenéticos confiables al utilizar las secuen-
cias de CitB, comparados con los resultados de COI
y confirmaron los dos clados monofiléticos entre los
grupos de H. cyanoguttatus y H. labridens. De la
misma manera, los arboles estimados son similares a
los reportados por Hulsey et al. (2004). Un hallazgo
interesante fue el patrdn filogenético estrecho entre
H. carpintis y H. tamasopoensis, similar al encontrado
por Pérez-Miranda et al. (2018) quienes reportan
patrones filogenéticos entre H. carpintis y H. tama-
sopoensis que sugieren la posibilidad de hibridacion
entre las especies, e incluso entre especies de cicli-
dos de los diferentes grupos monofiléticos.

@ AY323994 1 Hminckleyi29052

\_‘: AY323996.1 Hminckleyi29029

67 AY323995.1 Hminckleyi29027
AY324008.1 Tcallolepis29031
AY324007.1 Tcallolepis29030
AY324006.1 Tcallolepis29028
AY324005.1 Tcallolepis29036
AY324009.1 Tellioti29038
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AY324010.1 Tellioti29026
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AY324019.1 Amacracanthum29032
AY324018.1 Amacracanthum29039
AY324004.1 Pbulleri29055
AY324003.1 Pfenestratus29021
AY324002.1 Pfenestratus29020
AY324020.1 Pfenestratus29064
AY324026.1 Pguttulatus29059
AY324023.1 Pguttulatus 29065
AY324025.1Pguttulatus29058
AY324024 1Pguttulatus29054
AY324015.1 Hbartoni29047
AY324014.1Hbartoni29048
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AY323991.1 Clabridens29050
AY323993.1 Clabridens29034
AY323992 1 Clabridens29051
AY324013.1 Hsteindachneri29023
AY324012.1 Hsteindachneri29040
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AY323990.1 Hpantostictus29053
AY323989.1 Hpantostictus29022

16 Tepehuajes
11 Tepehuajes
20 Tepehuajes
15 Tepehuajes

13 Tepehuajes
18 Tepehuajes

14 Tepehuajes

19 Tepehuajes

AY323986.1 Hcyanoguttatum29063
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AY323987.1 Heyanoguttatum290531
AY323982.1 HcyannguﬂatumZQOﬁHl
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Figura 2: Arbol consenso de inferencia evolutiva de diferentes
especies de ciclidos americanos utilizando el gen Citocromo B

mitocondrial.
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El estudio permitié identificar de forma efec-
tiva una especie no esperada en el muestreo de los
dos sitios en los que presumiblemente solo se encon-
traria la especie H. cyanoguttatus. Dada la eviden-
cia que sugiere que H. cyanoguttatus y H. carpintis
posiblemente se hibriden en secciones de la cuenca
del rio Soto la Marina (Miller et al. 2005), los es-
tudios de caracterizacién genética de las especies
presentes en las cuencas del estado de Tamauli-
pas son necesarios. El hecho de que se estén
realizando proyectos de repoblamiento enfocados
a la especie conocida como Mojarra Copetona o
Guapota a presas y cuerpos de agua del estado de
Tamaulipas (Aguilar 2018), realza la importancia de
su caracterizacién para discriminar entre especies
simpatricas que tienen caracteristicas morfologicas
similares que solamente pueden ser diferenciadas
mediante cédigos taxondmicos en estadios adultos.
También se desconoce la tasa de extraccion de estas
especies, pero se sabe que son especies de alto valor

para las poblaciones locales tanto para uso recrea-
cional o de subsistencia. Realizar mas estudios de
las especies de ciclidos de la regién ayudaria a com-
prender mejor su distribucion y evitar la introduccion
de otras especies que pudieran afectar la historia evo-
lutiva de las especies nativas. De la misma manera
el uso de otros marcadores moleculares ayudaria a
confirmar la posible hibridaciéon de especies.

A pesar de que la mayoria de los estudios
de identificacion genética hacen referencia al uso
del gen de la Citcromo Oxidasa | (COl o COKX),
el presente estudio sugiere que el CitB es efec-
tivo para la identificacién y discriminacién entre es-
pecies del genero Herichthys, especificamente entre
H. cyanoguttatus y H. carpintis. La combinacién de
CitB y otros marcadores moleculares incluyendo la
caracterizacion morfolégica podrian ayudar a carac-
terizar posibles polimorfismos y divergencias entre las
especies estudiadas y otras nativas de cuencas cer-
canas.
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