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Resumen

Por métodos tradicionales el estudio de larvas de peces trae consigo dificultades
para su correcta identificacion taxondmica, debido a que los organismos son de
talla pequefia (1 a 15 mm), no han completado su desarrollo y sus caracteristicas
son muy variables. En el caso del estudio de larvas dulceacuicolas el reto es aun
mayor, ya que sumado a las dificultades anteriores, practicamente no existen
estudios sobre ellas. Una de las herramientas moleculares que ha ayudado para la
identificaciéon de las especies, incluyendo los peces, es el Codigo de Barras de
Vida (CBV), el cual utiliza genes estandarizados. El objetivo del presente trabajo
fue identificar larvas de peces del cenote Cocalitos, Laguna de Bacalar, México,
por medio de métodos tradicionales y el gen mitocondrial COIl. Los muestreos se
realizaron durante 2015 en tres temporadas: secas (Abril, Junio), lluvias (Julio,
Agosto), y nortes (Diciembre). El arte de pesca utilizado fue la trampa de luz, la
cual se coloco durante toda la noche. Se obtuvieron un total de 2,369 larvas de
peces, de las cuales se seleccionaron 112 larvas para su se identificacidon
morfolégica. Se identificaron 17 morfotipos. A las 112 larvas se les extrajo una
muestra de tejido, posteriormente se realizd la extraccion de ADN, amplificacion y
secuenciacion del gen COI. Por taxonomia tradicional se identificaron tres larvas a
especie (Bathygobius soporator), los restantes a género (Gobiosoma sp.,
Ctenogobius sp.), a familia (Engraulidae y Gobiidae) y a orden (Perciformes). Con
la técnica de CBV se obtuvieron 101 secuencias, identificandose en total 6
especies (Dorosoma petenense, Cyprinodon artifrons, Bathygobius soporator,
Lophogobius cyprinoides, Gobiosoma yucatanum y Ctenogobius fasciatus) y una
familia (Engraulidae). Gobiosoma yucatanum representa nuevo registro para la
Laguna de Bacalar. Aplicando la técnica de CBV como herramienta para la
identificacion se pudo identificar a nivel de especie las larvas de peces
dulceacuicolas del cenote Cocalitos y Laguna de Bacalar, lo que coadyuva en la

gestion y manejo de este sistema lagunar.



1 Introduccidn

Los vertebrados vivos en el mundo suman mas de 60,000 especies y poco mas de
la mitad (32,000 especies) son peces (Nelson et al. 2016). Nelson et al. (2016)
reportd que existen 85 dérdenes y 536 familias de peces reconocidas a nivel
mundial, asimismo menciona que dos terceras partes de todas las especies de

ese gran numero de familias son peces dulceacuicolas.

La comunidad ictica exhibe gran variedad morfolégica, en su distribucion y
habitats que ocupa, por lo que tienen diferentes y extraordinarias adaptaciones
para todos los ambientes acuaticos del planeta; la diversidad que representan ha
hecho que su clasificacion sea un reto para muchos taxénomos tradicionales
(Nelson et al. 2016).

México es conocido por ser uno de los paises con mas biodiversidad en el mundo
debido principalmente a su ubicacién geografica y topografia. En cuanto a peces,
hasta este momento se reconocen mas de 2,700 especies de peces, de los cuales
505 son dulceacuicolas, 2,224 marinos y 563 estuarinos y vicarios (Espinosa-
Pérez, 2014).

Richards (2005) define, de manera general, que el ciclo de vida de los peces esta
compuesto por las siguientes fases o estadios: huevo, larva con saco vitelino,

larva, juvenil y adulto.

Los huevos de muchos peces costeros y casi todos los peces de agua dulce son
de tipo demersal, los cuales se caracterizan por ser frecuentemente adhesivos y
mas grandes que los huevos pelagicos (<1mm) (Kendall et al. 1981; Richards,
2005).

De los huevos eclosionan las larvas con saco vitelino, que son individuos poco
desarrollados que nadan débilmente y dependen de su yema para nutrirse. Se
caracterizan por poseer el cuerpo alargado, carecer de pigmentos en los 0jos, la
boca no esta desarrollada y se observan los primordios de las aletas pectorales y
aleta dorsal (Richards 2005).



Después de que la larva absorbe la yema, da paso a la etapa de larva, la cual se
caracteriza por tener caracteres transitorios, como patrones de pigmentacion, en
algunos casos la presencia de espinas craneales especializadas y algunas
estructuras en las aletas que son adaptaciones para esta fase de su ciclo de vida,
ademas desarrollan caracteristicas del adulto como numero de midémeros, radios y

espinas (Kendall et al. 1981).

Dependiendo del estado de flexionl de la notocorda, el estadio larval se divide en
tres sub-estadios: preflexion, flexion y postflexion (Kendall et al. 1981; Richards,
2005).

El final de la etapa larval esta marcada por una metamorfosis o0 proceso de
transformacién, mas o menos abrupto dependiendo de la especie, durante la cual
la larva se convierte en un juvenil que es morfolégicamente similar al adulto y ya

presenta los caracteres meristicos caracteristicos de la especie.

La fase de huevo, larva con saco vitelino y larva componen el desarrollo temprano
del ciclo de vida de los peces, también conocido como ictioplancton, el cual es
muy importante ya que es el que define la tasa de reclutamiento de los juveniles,
el tamafno de la poblacién adulta y es cuando ocurre la mayor mortandad
(Richards, 2005; Rodriguez et al. 2017). Es por estas razones que se hace
indispensable la identificacion taxondémica de las etapas tempranas de estos

organismos.

La mayoria de autores consultados opinan que la fase de larva de los peces es
una de las que genera mayor dificultad para su correcta identificacion taxonémica,
ya que durante ésta las especies presentan muchos cambios morfolégicos en
comparacién con etapas posteriores (Alvarez-Cadena et al. 2007); por ejemplo, la
morfologia de la misma especie puede cambiar rapida y significativamente durante
su desarrollo desde las larvas de preflexion a la postflexion y posteriormente hasta
la etapa prejuvenil (Ko et al. 2013); diferentes especies tienen larvas muy

parecidas, debido a su tamano (1-8 mm) lo que implica el uso de microscopio



para su estudio. Es por esto que para muchos taxébnomos es una tarea muy

compleja y que en muchas ocasiones no se llega al resultado esperado.

Existen diversos estudios enfocados a la identificacion de larvas de peces, sin
embargo, la gran mayoria han sido dirigidos a las especies marinas entre los que
destacan los trabajos de Leis y Rennis (1983) para la regidon del Indo-Pacifico,
Richards (2005) que publicé una guia de identificacion de los estadios tempranos
de peces del Centro Oeste del Océano Atlantico, incluyendo el Golfo de México,
Mar Caribe y sus margenes continentales y Fahay (2007) para las larvas de la

parte Oeste del Océano Atlantico Norte.

En el caso de larvas dulceacuicolas practicamente no existen claves de
identificaciéon taxondmica. Existen descripciones aisladas de algunas especies
principalmente de importancia econémica, como por ejemplo la carpa comun
Cyprinus carpio, el bagre Leiocassis ussuriensis y la tilapia del Nilo Oreochromis
niloticus entre otros. (Fujimura & Okada, 2007; Park et al. 2017; Park et al. 2015);
por lo que es comun recurrir a trabajos disponibles que permitan, en medida de lo
posible, aproximarse a una correcta identificacién, utilizando guias de

identificacion para estadios tempranos de peces marinos.

Ante este panorama en el estudio de las larvas de agua dulce, se ha buscado
herramientas que permitan la identificacion de las especies con buen éxito. Tal es
el caso de los Cddigos de Barras de Vida o Barcode, el cual utiliza genes
estandarizados. Hebert et al. (2003) fue quién inicialmente propuso un gen de
ADN mitocondrial que codifica para la Citocromo Oxidasa | (COl) y que puede ser
usado como marcador genético universal para los animales, utilizando solo los
primeros 650 pares de bases (pb) de este gen, de un total de 1,554 pb (Luo et al.
2011).

Actualmente se han publicado mas de 400 trabajos en los que se ha demostrado
la eficacia de esta técnica en la determinacion de las especies de peces y cerca
de 23 publicaciones con larvas

(http://www.boldsystems.org/index.php/Public_Publication_BibliographySearch).



Por otro lado en el estado de Quintana Roo existen varias lagunas continentales
como la “Laguna de Bacalar”, la cual se encuentra en un graben (cuenca
tectonica) (Miller et al. 2009). En la actualidad la laguna de Bacalar se encuentra
bajo una fuerte presion antropogénica por actividad turistica debido su belleza
natural y por su diversidad biolégica como los estromatolitos, pero, ademas,
recientemente se publicé que esta laguna también es un refugio para las etapas
juveniles de una especie de pez cuyos adultos han sido solamente recolectados
en aguas marinas (Elias-Gutiérrez et al. 2018). Este ultimo aspecto nunca habia

sido considerado para Bacalar, lo que da un mayor realce a este lugar.

Con el presente trabajo se pretende dar a conocer la composicion de larvas de
peces en el Cenote Cocalitos, por medio de su identificacion morfolégica y con la
ayuda de la técnica de cdédigo de barras (Barcode), ya que no se conocen los
estadios larvales de peces para aguas dulces en la regidn. Esto servira como base
para futuros estudios y para coadyuvar para una buena gestion de nuestros

recursos naturales como lo es la laguna de Bacalar.



2 Antecedentes

A nivel mundial existen diversos estudios sobre larvas de peces que van desde los
taxonémicos (Vasquez-Yeomans et al. 1998), (Alvarez-Cadena et al. 2007),
(Ordénez-Lopez et al. 2013), crecimiento (Fuiman, 1983), distribucion: vertical
(Rodriguez et al. 2011), dial y mareas (Lyczkowski-Shultz et al. 1990),
reclutamiento (Houde, 1994), (Teoddsio et al. 2016), abundancia (Franco-Gordo et
al. 2001), comportamiento, habilidades de locomocion (Fisher et al. 2000),
deformidades (Sfakianakis et al. 2015), entre otros; la mayor parte de estos en

ambientes marinos y estuarinos.

Los estudios de larvas de peces dulceacuicolas son escasos, en comparacion con
lo publicado para las especies marinas. Estos estudios realizados en varias partes
del mundo sobre todo de lagos: Ontario, Michigan y dos patos (McKenna &
Johnson, 2009; Weber et al. 2015; Weiss, 1981) y rios: Parana, Campaspe y
Broken, y Kanawha (Daga et al. 2009; Humphries & Lake, 2000; Rider & Margraf,
1997).

En México existen algunos trabajos que han estudiado larvas de peces de agua
dulce. La mayoria se enfocan principalmente al conocimiento de estadios
tempranos de peces nativos para repoblamiento y acuacultura, como por ejemplo,
Green Ruiz (1993), el cual se realizé en la Boca de Aguadulce en el sistema
lagunar Huizache-Caimanero, Sinaloa, México. Su estudio se enfocé en la
estructura de la comunidad de larvas de peces, principalmente en la abundancia y
distribucion temporal, con muestreos quincenales y durante un ano. El estudio
tuvo como resultado una captura de 21,101 larvas, de las cuales el 68.6%
consideradas marinas, el 21% estuarinas y el 10% como dulceacuicolas, éste
ultimo representado por la familia gobiidae (Awaous sp. y Eleotris pictus). En este
estudio se identificaron 11 especies, 7 géneros y una familia. El 1.6% de las larvas
solo se identificé a nivel de familia por su tamafo muy pequefio y por estar

maltratadas.



Martinez-Palacios et al. (2002), el cual tuvo como obijetivo el describir las larvas de
Chirostoma estor estor, pez nativo del Lago de Patzcuaro en Michoacan y que se
encuentra bajo presion por sobrepesca. Entre los resultados que obtuvieron fue
que esta especie no posee un estomago definido, siendo el intestino el que
cumple esa funcion, las larvas tienen un sistema digestivo funcional, por lo que
pueden ingerir alimento vivo previo a la absorcion completa del saco vitelino. Lo
anterior provee una base para poder llevar el cultivo desde huevo a estadios

maduros, ayudando a la conservacion de esta especie.

Mendoza & Aguilera (2001), llevaron a cabo un estudio sobre estadios tempranos
del catan o pejelagarto Atractosteus spatula con el propdsito de repoblar, realizar
acuacultura y poder incluir dieta artificial durante su cultivo. Sus principales
resultados con base a estudios morfolégicos, histolégicos, enzimaticos y de
alimentacion fue que las larvas tienen una tasa de crecimiento rapida de 1.55
mm/dia los primeros 10 dias, y ésta aumenta a 5.06 mm/dia en los dias

subsecuentes.

En Quintana Roo, con base a la revision bibliografica, hasta el momento no hay
estudios sobre larvas de peces dulceacuicolas, pero si hay avances en el
conocimiento en el estadio adulto. Entre los trabajos que destacan estan los de
Schmitter-Soto (1996) “Catalogo de peces continentales de Quintana Roo”, en el
cual se incluyen claves taxondmicas de especies dulceacuicolas en diferentes
localidades. Gamboa-Pérez & Schmitter-Soto (1999), en el cual el objetivo fue la

identificacion y distribucion de peces ciclidos del litoral de la Laguna de Bacalar.

Cabe destacar el trabajo de Espinosa et al. (1993) y Miller et al. (2009), quienes
hacen una compilacion de los peces dulceacuicolas de México que incluye la

fauna ictica dulceacuicola del sureste de México.

En cuanto a la técnica de cddigos de barra de la vida (CBV) ha sido probada con
éxito y ha sido de gran ayuda para la identificacion de peces tanto marinos como

dulceacuicolas en el mundo. Como se mencioné anteriormente, el uso de esta



técnica esta respaldado con mas de 400 publicaciones sobre el tema (ver www.

Boldsystems.org).

Al igual que en la taxonomia tradicional, la mayoria de los estudios de codigos de
barra de la vida sobre larvas de peces, han sido principalmente sobre ambientes
marinos y estuarinos en diferentes partes del planeta como por ejemplo en la parte
Sur de la Gran Barrera de Coral en Australia, en el cual se usé para el ADN
mitocondrial el marcador HVR1 y adicionalmente el COIl con diferentes primers
para identificar larvas de peces (Pegg et al. 2006), en la costa caribena de
Panama usando el COl para identificar larvas y juveniles de pargo cubera Lutjanus
cyanopterus (Victor, 2009), en la isla de Monrea de la Polinesia Francesa
probando la efectividad de los Cddigos de Barra de ADN en la identificacion de
larvas de peces (Hubert et al. 2015), en el Mar de los Sargazos evaluando la dieta
cualitativa de las larvas de anguilas europeas (Anguilla anguilla) (Riemann et al.
2010), en las costas de Quintana Roo y Belice, en la identificacién de huevos y
larvas de peces marinos con sus adultos (Valdez-moreno et al. 2010), en aguas
de Taiwan, en el cual con el uso del Barcode se probd la eficacia de la
identificacion morfolégica de larvas de peces realizada por taxbnomos (Ko et al.,
2013) y en los arrecifes profundos de Curacao para la identificacion de una nueva
especie de serranido (Liopropoma olneyi) con el uso de la taxonomia morfologica

y técnica de Barcode (Baldwin & Johnson, 2014).

Con respecto a investigaciones acerca de larvas de peces dulceacuicolas y codigo
de barras de la vida, solo se encontraron dos trabajos puntuales. El primer estudio
es el de (Frantine-Silva et al. 2015), en el cual se utilizé la técnica molecular para
identificar huevos y larvas de peces en la parte media del rio Paranapanema en
Brasil, el resultado que se obtuvo fue que de 536 muestras genéticas analizadas el
99.81% (535 muestras) tuvieron éxito de identificacion a nivel de especie. La
segunda investigacion fue la de (Becker et al. 2015), cuyo objetivo principal fue
comparar la exactitud de la identificacién morfolégica de huevos y larvas de peces
del rio Araguari y rio Para ubicados en el sureste de Brasil, realizada por dos

laboratorios diferentes, y la proporcionada por la herramienta de cédigos de barra



de la vida. Con la técnica molecular se pudo identificar el 100% (97 muestras) a
nivel de especie, mientras que con la taxonomia tradicional en ambos laboratorios

llegaron solo a niveles de orden, familia y género.

Con estos antecedentes se puede asegurar que no hay estudios de identificacion
taxondmica sobre larvas de peces dulceacuicolas en nuestro pais hasta el

momento.



3 Objetivos

3.1 Objetivo General

Identificar larvas de peces del cenote Cocalitos, Laguna de Bacalar, México por
medio de métodos tradicionales y el gen mitocondrial COI (Cédigo de Barras de
ADN).

3.2 Objetivos especificos

« lIdentificar larvas de peces del cenote Cocalitos con claves taxondémicas y el

gen mitocondrial COI hasta el nivel taxonédmico mas fino posible.

e Comparar los resultados de la identificacion morfolégica con la de Cdédigo de

Barras de la Vida.

e Elaborar una biblioteca genética de referencia de larvas de peces del area de

estudio.

e Comparar la riqueza especifica registrada en las tres épocas muestreadas.
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4 Metodologia

4.1 Area de estudio

El area seleccionada para este estudio fue el cenote Cocalitos (18°39'3.56"N
88°24'33.88"W), esta localizado dentro de la Laguna de Bacalar a 300 metros al

Noreste del Cenote Azul y a 3.5 kilometros del poblado de Bacalar (Figura 1).

La Laguna de Bacalar es un sistema lagunar dulceacuicola alargado y estrecho
con altas concentraciones de carbonatos y con una longitud aproximada de 40 km
de largo y de 1 a 2 km de ancho, y su mayor profundidad es de 20 metros
(Gischler et al. 2011). Esta laguna se encuentra sobre una plataforma carstica, en
su interior se encuentran tres cenotes: Cocalitos, Esmeralda y Negro, los cuales
cuentan con una conexion superficial. Dos cenotes mas se encuentran asociados
a la laguna que se localizan al sur: el Cenote Azul que se encuentra aislado de las

demas y el cenote de Xul-Ha que se conecta a la laguna a través de un canal.

En su parte norte la Laguna de Bacalar tiene un fondo fangoso y sus aguas por lo
general son turbias, en su parte central el agua de la laguna es clara y con una
capa gruesa de detritos en su fondo, en la parte sur las aguas son transparentes y
con un fondo arenoso. La vegetacién que rodea a la laguna estd compuesta
principalmente por manglares, tulares y plantas acuaticas (Oliva-Rivera et al.,
2016).
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Figura 1. Localizacion geografica del sitio de muestreo en la Laguna de Bacalar,

Quintana Roo, México.

4.2 Método
4.2.1Trabajo de campo

Los muestreos se llevaron a cabo en tres temporadas durante 2015: secas (2y 18
de Abril, 28 de Junio), lluvias (19 de Julio y 20 de Agosto), y nortes (2 de
Diciembre). Para la obtencion de las muestras se utilizé como arte de muestreo
una trampa de luz (Jones, 2006), la cual se coloco de la siguiente manera: una

trampa de luz en los meses de abril, junio, agosto y diciembre a una profundidad
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de 5 metros en la parte Norte del cenote (18°39'3.67"N y 88°24'33.89"W); en el
mes de julio se colocaron dos trampas una a profundidad de 5 metros en la misma
parte Norte y a una distancia de 90 metros al sureste del primer sitio (18°39'1.42"N
y 88°24'31.69"W). Durante todos los muestreos las trampas se programaron para

que estuviera encendida de 20:00 a 05:00 horas.

Las muestras obtenidas fueron filtradas con un tamiz de 50 um, lavadas con

alcohol etilico al 96% vy, luego fueron puestas en hielo para su transporte.

4.2.2 Trabajo de laboratorio

En el laboratorio las muestras fueron colocadas en refrigerador durante una
semana siguiendo el protocolo de preservacion propuesto por Elias-Gutiérrez et al.
2018. Pasado este tiempo, las muestras fueron trasladadas al laboratorio de
necton en El Colegio de la Frontera Sur, para realizar la separacion y conteo de

las larvas de peces se utilizé una pinza suave y microscopio estereoscopico.

Para la identificacion morfologica de las larvas, primero se agruparon por tamanos,
forma del cuerpo, cabeza, el patron de pigmentacion y la forma del intestino. Para
la identificacion de larvas al menor nivel taxondmico posible se usé la guia de
identificacion de Richards (2006), tomando en cuenta las principales
caracteristicas descritas como son: largo y forma del intestino, pigmentos, numero
de radios, espinas, midmeros, entre otros (Figura 2). Los morfotipos que se
diferenciaron mediante identificacién tradicional, fueron los que se utilizaron para

su posterior analisis por medio de la técnica de codigos de barra de la vida.
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Figura 2. Principales caracteristicas utilizadas para la identificacion de larvas de

peces (Imagen tomada de Richards, 2005).

4.2.3 Fotografias

Como parte del registro de organismos y requisito indispensable para incluir los
datos a la base de datos de BOLD (www. BOLDsystems.org), se fotografiaron de 1
a 8 larvas de cada morfotipo con la ayuda de una camara Canon EOS Ta3i
adaptada a un microscopio estereoscopico o compuesto dependiendo del tamafio
del organismo. Cada larva fue fotografiada de 1 a 40 veces. Esta serie de fotos
fueron ensambladas utilizando el programa Helicon Focus version 6.5.1 para

obtener fotos de alta definicidn de toda la larva.

4.2.4 Obtenciodn de tejido para los Codigos de Barras de la Vida

Cada larva seleccionada se le extrajo una pequefia muestra de tejido muscular (2
mm? aprox.) o el ojo del lado izquierdo, con ayuda de un microscopio, para ser
colocado en una placa Eppendorf™ de 96 pocillos (previo llenado con una gota de
alcohol etilico al 96%). Una vez llena la placa, se guardé en un congelador a -20°C
para su posterior analisis molecular, durante la extraccion de tejido todas las

herramientas fueron esterilizadas con flama.
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Ademas, para todos los morfotipos se llenaron cinco bases de datos en el sistema
BOLD: informacion del voucher, datos taxondmicos, detalles del espécimen, datos
de colecta y fotografias. Toda la informacidon puede ser consultada en la pagina

web www.boldsystem.org dentro del proyecto Bacalar Fish 1(BACFI).

4.2.5 Extraccién de ADN, amplificacién y secuenciacién del gen COI

El proceso de extraccion del ADN y la amplificacion del gen COl se llevo a cabo en
el laboratorio de Cddigos de Barra de Ecosur Chetumal. Para realizar la extraccion
del ADN se utilizé el protocolo de (lvanova et al. 2006) a través de placas de fibra
de vidrio de 1.0 ym (AcroPrep 96, Pall Co.), como se describe a continuacion.
Para digerir las muestras de tejido, primeramente se mezclaron 5 ml de buffer lisis
para vertebrados (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0 y
0.5% SDS) y 0.5 ml de proteinasa K (20 mg/ml) en un recipiente estéril. De la
mezcla anterior, se agregaron 50 pl en cada uno de los 96 pozos de la placa
Eppendorf™ que contenia las muestras de tejido y se incubé durante toda la
noche a 56°C. Al dia siguiente la placa se centrifugd a 1500 g durante 15
segundos para bajar el condensado que se formd durante la incubacién.
Seguidamente usando una pipeta multicanal se agregaron 100 pl de la solucién
“Binding Mix” (Binding Buffer y Etanol al 96%) (“Binding Buffer’: 10 mM Tris-HCI
pH 6.4, 20 mM EDTA pH 8.0, 6 M GuSCN y 4% Triton X-100), a cada una de las
96 muestras. Se cubrio la placa con una tapa auto adherible y se agitd
vigorosamente durante 10-15 segundos y después se centrifugd a 1000 g durante
20 segundos. Posteriormente se removié la tapa y se transfirio la mezcla
(aproximadamente 150 pl) a una placa de fibra de vidrio (PALL1) de 96 pozos, la
cual se tapé y se centrifugé a 5000 g durante cinco minutos. Para el primer lavado
se agregaron 180 ul de “Protein Wash Buffer” (“Binding Buffer” y alcohol etilico al
96% en proporciones 30/70) en cada uno de los pozos de la placa de fibra de
vidrio, y se centrifugd a 5000 g durante 2 minutos. Para el segundo lavado se
agregaron 750 ul de “Wash Buffer” (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.5 mM de EDTA pH

8.0, 50 mM de NaCl y alcohol etilico al 96% en una proporcién 40/60) en cada uno
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de los 96 pozos, y se procedid a centrifugar a 5000 g durante 5 minutos. Después
se quité la tapa de la placa y esta se colocd en la incubadora a 56 °C por 30
minutos para evaporar el alcohol residual. Pasado el tiempo se agregaron en cada
pozo de la placa de fibra de vidrio 30 pl de agua ultrapura (precalentada a 56°C) y
se dejo incubar por 1 minuto. Finalmente, la placa de fibra de vidrio se ensambld
junto con una placa Eppendorff nueva y se centrifugaron a 5000 g durante 5
minutos para colectar el ADN en la placa Eppendorff. Una vez obtenido el ADN se

usaron 2 ul para la PCR.

La amplificacion del gen COl fue llevada a cabo de acuerdo al protocolo estandar
del Barcode of Life (Ratnasingham & Hebert, 2007). Cada reaccion de
amplificacion mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) consistié de un volumen final de 12.5 pl, el cual incluy6 6.25 pl de
trehalosa al 10%, 2 pl de agua ultrapura, 1.25 pl de buffer 10X, 0.625 pl de MgCl,
(50 mM), 0.125 pl de cada primer (0.01 mM), 0.0625 pl de una mezcla de dNTPs
(10 mM), 0.06 pl de Platinum Taq polimerasa (5 U/ul) y 2 pyl de ADN. Los primers
utilizados para las PCRs fueron la version M13-tailed del cocktel de peces
C_FishF1t1 y C_FishR1t1 (lvanova et al. 2007). Las reacciones de PCR fueron
realizadas en placas de 96 pozos usando un termociclador Eppendorf™, aplicando
el programa correspondiente a los primers utilizados: desnaturalizacion inicial del
ADN a 94 °C por 1 minuto, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
alineamiento a 52 °C por 30 segundos, temperatura de elongacion a 72 °C por 1
minuto, y una temperatura para la extensién final de 72 °C por 10 minutos
(lvanova et al. 2007).

La verificacion de la amplificacion se realizd en geles de agarosa prefabricados (E-
gel 2% agarosa de 96 pozos). En el E-gel se pusieron 16 pyl de agua ddH20 vy
posteriormente 4 pl de producto de PCR en cada pozo. El E-gel se corrié durante 5
minutos. Los resultados de las electroforesis se observaron en un transiluminador

con una lampara ultravioleta y las imagenes se capturaron con una camara digital.

La secuenciacion se llevo a cabo en el Centro Canadiense para Cédigos de Barra

de ADN, en Guelph, Canada, siguiendo la técnica propuesta por Ivanova (2007).
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Una vez obtenidas las secuencias se editaron y alinearon con el programa
SEQSCAPE V 2.1.1. (Applied Biosystems). Los detalles del primer, los archivos de
rastreo y las secuencias estan disponibles en el proyecto BACFI Bacalar Fish |, de

la base de datos de Barcode of Life (www.boldsystems.org).

4.3 Analisis de los datos

Las secuencias obtenidas fueron subidas al sistema BOLD, en donde se
compararon con la secuencia de referencia de todos los proyectos de peces
existente en la base de datos. El sistema BOLD calcula distancias genéticas a
través del modelo de dos parametros de Kimura (K2P), este modelo matematico
se usa para estimar el numero de sustituciones de nucledétidos en una secuencia.
El modelo K2P usa dos parametros a (transiciones) y B (transversiones), ademas
asume que la frecuencia de los cuatro nucleotidos es la misma, sin embargo, las
tasas de sustitucion por transicion y transversion son diferentes (Nei & Kumar,
2000). Cuando las secuencias obtenidas se alineaban con otras previamente
identificadas con un porcentaje igual o mayor a 99% se pudo identificar a qué

especie pertenece cada larva.

La biblioteca genética de referencia de larvas de peces del cenote Cocalitos se
genero a partir del resultado de las comparaciones realizadas en el sistema Bold,
como se menciona en parrafo anterior, por lo que las secuencias y codigos de
barra tendran el nombre correcto del taxdn al que pertenecen y estaran contenidas

en el proyecto BACFI Bacalar Fish | (www.boldsystems.org).

Para la construccidon del arbol de identificacién se utiliz6 el método Neighbor
Joining (disponible en el sistema BOLD), para proporcionar una representacion

grafica del patron de divergencia entre especies (Saitou & Nei, 1987).

Las larvas identificadas con el método tradicional y CBV se usaron de referencia
para identificar por morfologia y pigmentacion el total de las larvas separadas que

no fueron incluidas en los analisis y asi determinar su identidad taxonémica.
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Posteriormente se clasificaron por estadio del notocordio: preflexion (no
flexionado), flexion (ligeramente flexionado) y posflexion (flexion completa), para

conocer en qué etapa del desarrollo se encontraban.

Finalmente con los datos resultantes se creé una tabla comparativa de la riqueza
tomada como el numero de especies identificadas y el numero de larvas
capturadas por especie en las tres épocas de muestreo y otra con los resultados

de separacion de los estadios larvales.
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5 Resultados

Durante el periodo de estudio se obtuvieron 6 muestras, de las cuales se
separaron un total de 2369 larvas de peces, de este total se preclasificaron 112
larvas agrupadas en 17 morfotipos (cada morfotipo incluy6 de 1 a 17 larvas). Cabe
mencionar que las larvas seleccionadas para los CBV fueron solo a los meses de
Abril, Junio y Julio, ya que las larvas del mes de Agosto y Diciembre no se
observaron morfotipos diferentes a los de los meses anteriores (Tabla 1).

Tabla 1. Datos de larvas colectadas, enviadas a Barcode y numero de secuencias
exitosas del cenote Cocalitos, Bacalar, Quintana Roo.

Fecha Numero de larvas
colectadas para identificacion con secuencia
tradicional y Barcode positiva

02 de Abril 509 28 26
18 de Abril 125 37 31
28 de Junio 574 10 10
19 de Julio 616 37 34
20 de Agosto 9 0
01 de Diciembre 536 0

Total 2369 112 101

Por medio de taxonomia tradicional solo se identificaron tres larvas pertenecientes
a una especie (Bathygobius soporator), los restantes 109 se determinaron de la
siguiente manera: 28 a género (Gobiosoma sp., Ctenogobius sp.), 57 a familia
(Engraulidae y Gobiidae) y 24 a orden (Perciformes) (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados taxondmicos registrados en el cenote Cocalitos utilizando taxonomia
tradicional y Cddigo de Barras de la Vida.

Método Orden Familia Género Especie

Taxonomia tradicional
Clupeiformes Engraulidae (15)

Gobiiformes Gobiidae (42) Bathtygobius Bathygobius soporator (3)
Gobiosoma sp. (11)
Ctenogobius sp. (17)

Perciformes (24)

Cédigo de Barras Similaridad %

Clupeiformes Clupeidae Dorosoma Dorosoma petenense (1) 100

Engraulidae (11) 99.84

Cyprinodontiformes ~ Cyprinodontidae  Cyprinodon Cyprinodon artifrons (5) 99.84

Gobiiformes Gobiidae Bathygobius Bathygobius soporator (3) 99.84

Lophogobius Lophogobius cyprinoides (27) 99.85

Gobiosoma Gobiosoma yucatanum (32) 99.64

Oxudercidae Ctenogobius Ctenogobius fasciatus (22) 99.54
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Los resultados obtenidos con los Codigos de Barra de ADN, del total de muestras
procesadas (112) 90 fueron identificadas a nivel de especie, 11 a nivel de familia y
11 no tuvieron secuencia.

La longitud de las secuencias vario entre 629-652 pb, excepto una, que solo
obtuvo 171 pb (BACQ-26). En ninguna de las secuencias genéticas se observo
inserciones, deleciones o codones de parada (stop codons).

Las 101 secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de todos los
organismos ya identificados que se encuentran en la base de datos de BOLD, la
cual incluye la base de datos de los peces de Bacalar. Las secuencias que se
unieron a secuencias con valores de similitud entre 99-100%, se consideraron co-
especificas, es decir que pertenecen a un mismo taxén o especie (Ratnasingham
& Hebert, 2007). Cabe hacer mencion que a pesar de que BOLD considerd que la
secuencia que tuvo 171 pb no cumplia el estandar de calidad como codigo de
barra (Barcode Compliant), se pudo realizar su identificacion. Con estos criterios
se identificaron 6 especies que pertenecen a 6 géneros y 5 familias (Tabla 2).

Por medio del modelo K2P usado para comparar las secuencias, se obtuvo una
distancia media intraespecifica entre especies de 0.14%, entre especies del
mismo género 0% y entre géneros de la misma familia fue de 23.34%. Los valores
de desviacion estandar (S.E) en los tres niveles fueron de 0%, por lo que la
confianza en la asignacion de un espécimen a especie, género y familia es muy
alta (Tabla 3).

Ademas, se generd un arbol de identificacion que permitid visualizar el
agrupamiento de cada uno de los ejemplares con su respectiva especie (Figura 3).

Tabla 3. Valores de divergencia genética calculados con el modelo Kimura de dos
parametros (K2P).

Comparaciéon ~ Numero de Distancia
entre comparaciones  ninima  Promedio  Maxima
(%) (%) (%) S.E.
Especie 595 0 0.14 212 0
Género 0 0 0 0 0
Familia 81 23.06 23.34 23.60 0
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Figura 3. Arbol construido con el método K2P y Neighbor-Joining que muestra las
distancias entre familias, géneros y especies de 101 secuencias (numeros y figuras

indican numero de ejemplares secuenciados).
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Tomando en cuenta los resultados de la técnica de CBV y analizando la
morfologia, se pudo identificar 10 de las 11 larvas que no tuvieron secuencia
positiva, asi como también de las 2257 larvas restantes se identifico el 93,5%
(2111) y el 6.5% (146 larvas) no se lograron identificar por el mal estado que
presentaban. (Tabla 4).

Tabla 4. Total de larvas capturadas e identificadas con ayuda de la técnica de Cddigo de
Barras de la Vida (CBV) en el cenote Cocalitos, Bacalar, Quintana Roo.

Larvas identificadas

con sin no incluidas
Taxén secuencia  secuencia en andlisis*
Clupeidae
Dorosoma petenense 1 2 1
Engraulidae 11 1 57
Cyprinodontidae
Cyprinodon artifrons 5 4
Gobiidae
Bathygobius soporator 3 37
Lophogobius cyprinoides 27 1 964
Gobiosoma yucatanum 32 4 522
Oxudercidae
Ctenogobius fasciatus 22 2 526
M.E. 1 146
Total 101 11 2257

M.E. Larvas en mal estado

* Larvas restantes solo separadas

Del total de larvas capturadas 1208 fueron en la época de secas, 625 en lluvias y
536 en nortes. En cuanto a la riqueza especifica cuatro especies: Gobiosoma
yucatanum, Bathygobius soporator, Lophogobius cyprinoides y Ctenogobius
fasciatus y la familia Engraulidae estuvieron presentes en las tres épocas
muestreadas. La especie Cyprinodon artifrons se presentd tanto en secas como
en lluvias y la especie Dorosoma petenense solo ocurrio en secas (Tabla 5).

Considerando todo el ano, las larvas de L. cyprinoides fue las mas abundante con
992 individuos seguido de G. yucatanum y C. fasciatus con 558 y 550 individuos;
mientras que D. petenense solo se obtuvo 4 organismos (Tabla 5).
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Tabla 5. Composicion y numero de larvas de peces colectadas en las tres épocas de
muestreo en el cenote Cocalitos, Bacalar, Quintana Roo.

Secas Lluvias Nortes
Taxdn/época Abril Junio Julio Agosto  Diciembre  Total
Engraulidae 60 2 4 3 69
Clupeidae
Dorosoma petenense 4 4
Cyprinodontidae
Cyprinodon artifrons 3 6 9
Gobiidae
Gobiosoma yucatanum 184 109 162 2 101 558
Bathygobius soporator 38 2 40
Lophogobius cyprinoides 187 386 175 1 243 992
Oxudercidae
Ctenogobius fasciatus 117 66 193 2 172 550
ME. 41 9 80 17 147
Total 634 574 616 9 536 2369

M.E. Larvas en mal estado

En cuanto a los resultados de la preclasificacion de las larvas en sus tres estadios
se encontré que, 300 larvas se encontraban en estadio de preflexion, 738 en etapa
de flexion y 1184 en etapa de posflexién (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del analisis de la etapa del desarrollo de los diferentes estadios de
las larvas capturadas en el cenote Cocalitos, Bacalar, Quintana Roo.

Taxoén/estadio Preflexion  Flexion  Posflexion
Engraulidae 7 62
Clupeidae

Dorosoma petenense 4
Cyprinodontidae

Cyprinodon artifrons 9
Gobiidae

Gobiosoma yucatanum 72 216 270

Bathygobius soporator 38 1 1

Lophogobius cyprinoides 157 420 415
Oxudercidae

Ctenogobius fasciatus 29 94 427

Total 300 738 1184
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6 Discusion
Identificacién tradicional

Considerando los resultados obtenidos de la identificacion con el método
tradicional, solo se pudo identificar el 2.67% a nivel de especie de las 112

analizadas.

Solo una especie fue identificada: Bathygobius soporator, que pertenece a la
familia Gobiidae, la cual ya habia sido reportada para el area, pero en etapa de
adulto (Schmitter-Soto, 1996). Los caracteres que permitieron reconocer a las
larvas de esta especie fueron poseer pigmentos muy fuertes en el cuerpo, ésta es
considerada la especie mas pigmentada de cualquier otro gobido en el Centro
Oeste del Océano Atlantico (Richards, 2005).

El resto de las larvas se identificaron a nivel de género de Gobiosoma sp. y
Ctenogobius sp., ambas pertenecen a la familia Gobiidae y Oxudercidae
respectivamente. En la revision bibliografica para el area no se encontraron
estudios que hayan reportado adultos de estos géneros (Miller et al. 2009;
Schmitter-Soto, 1996; Schmitter-Soto & Gamboa-Pérez, 1996). La razén mas
probable por la que no han sido registrados sus adultos en estudios previos es
porque ademas de ser bentdnicos, son de tamafio pequeno y se camuflan con el
color del fondo, lo que hace dificil su colecta. Estos peces son conocidos como

peces cripticos (Galvan-Villa, 2011).

En el caso del género Gobiosoma, Benjamin-Victor en su guia fotografica de
larvas de peces arrecifales (coralreeffish.com), indica que en el Caribe ocurren 7
especies del género Gobiosoma (Gobiosoma hildebrandi, G. schultzi, G. spes, G.
spilotum, G. hemigymnum, G. grosvenori y G. yucatanum). De los cuales solo G.
schultzi y G. yucatanum pueden encontrarse en agua dulce (Froese & Pauly,
2018).

Por otra parte, Benjamin-Victor en su guia fotografica menciona que el género

Ctenogobius tiene especies que tienen una amplia distribucién, ocupan diferentes
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habitats, y se pueden encontrar en aguas marinas, agua dulce y salobre. Este
autor y Richards (2005) mencionan que los estadios larvales de las especies que
pertenecen a los géneros Gobiosoma y Ctenogobius, son muy dificiles de

identificar, ya que hay traslapes en sus conteos meristicos.

También cabe mencionar que con el método tradicional se identificaron larvas a
nivel de familia Gobiidae y Engraulidae. Con respecto a la familia Gobiidae, este
resultado se debié a lo pequefio de las larvas, ya que la mayoria estaban en
estadio de preflexién y aun no desarrollaban ni radios ni espinas. La caracteristica
que ayudd en gran medida a la identificacion de las larvas de familia Gobiidae fue

al gran tamano de la vejiga natatoria y la forma del intestino.

Por otro lado, la mayoria de las larvas identificadas como Engraulidae estaban en
estadio de posflexidon (anexo), es decir cerca de la transicién de larva a juvenil, no
obstante, debido a que las aletas de algunas estaban dafiadas fue dificil el
correcto conteo de sus radios. En la etapa de transicion las larvas pierden algunos
caracteres y adquieren los del adulto, entre las principales esta el desarrollo de
aletas, radios y espinas, caracteres importantes para su identificaciéon (Kendall et
al. 1981; Leis, 2014; Rodriguez et al. 2017). Para el area de estudio Schmitter-
Soto (1996), reporta dos especies de la familia Engraulidae en estadio adulto:
Anchoa parva y Anchovia clupeoides, por lo que cabe la posibilidad de que las

larvas pertenezcan a alguna de las dos especies.

Por ultimo las larvas identificadas a nivel de Orden (Perciformes), se debié a que
todas las larvas presentaban algun grado de deterioro en su cuerpo y al tamafo
muy pequefio de las larvas, lo que dificultdé aun mas su identificacién a un menor

nivel taxonémico.
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Identificacion por Codigo de Barra de la Vida

El resultado en la obtencion de secuencias para la identificaciéon por este método
fue de 95% de eficacia (101 secuencias positivas de un total de112). Por lo que se
puede considerar que el proceso de obtencion y secuenciacion del ADN fue
exitoso. Este resultado es comparable con otros estudios que han obtenido un
éxito de secuenciacidon similar por ejemplo (Hubert et al. 2010) obtuvo un 87%
trabajando con larvas de peces de la familia Acanthuridae y Holocentridae, (Ko et
al. 2013) 88% con 100 morfotipos de larvas de peces marinos y (Hubert et al.,

2008) 93% con peces de agua dulce, entre otros.

La razon por la cual no se obtuvieron 11 secuencias positivas se le puede atribuir
a una mala fijacion, a los cebadores utilizados o a la manipulacién durante el

proceso de toma de muestra, extraccion, amplificacion o secuenciacion del ADN.

En este trabajo un ejemplar tuvo 171 pares de bases sin embargo esto no limito su
identificacion a nivel especifico (Gobiosoma yucatanum) ya que se utilizé la
técnica de mini-barcode (cuando las secuencias son cortas: 100-300 pb). Su
eficacia ha sido demostrada en otros estudios como el de (Dhar & Ghosh, 2017;
Dubey et al. 2011; Elias-Gutiérrez et al. 2018; Hajibabaei et al., 2006; Meusnier et
al. 2008).

Como se ha dado a entender la media intraespecifica y congenérica, se refiere al
promedio de la distancia genética entre especies y al promedio de la distancia
genética entre especies de un mismo género, respectivamente, ambos calculados
con el método Kimura dos parametros (K2P). La distancia media intraespecifica
(0.14 %) y congenérica (0%) obtenidas en este estudio son diferentes a otros
trabajos publicados; por ejemplo, el estudio del ictioplancton dulceacuicola en el
rio Paranapanema se asemeja a la media intraespecifica (0.17%) del presente
estudio (Frantine-Silva et al. 2015), pero difiere en la media congenérica (11.93%).
En lo que respecta a ambas medias los valores son mas bajos que lo reportado en

otros estudios sobre peces adultos dulceacuicolas, 1.3 % y 6.8% en el Rio Parana
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(Pereira et al. 2013), 0.5 % y 10.6 % en el Rio San Francisco (De Carvalho et al.

2011), ambos realizados en Brasil.

Con el método de Cdédigo de Barras de ADN de las 101 secuencias analizadas el
89.1 % se unieron con un valor de similitud mayor al 99.5% con secuencias de la
biblioteca de BOLD, por consiguiente, se identificaron a nivel de especie y el
10.1% restante a nivel de familia. Las especies identificadas fueron: Cyprinodon
artifrons, Bathygobius soporator, Lophogobius cyprinoides, Dorosoma petenense,
Gobiosoma yucatanum y Ctenogobius fasciatus; y la familia Engraulidae. De estas
seis especies, las tres primeras ya habian sido reportadas en estudios
taxonémicos sobre peces adultos en la Laguna de Bacalar (Miller, 2009;
Schmitter-Soto, 1996; Schmitter-Soto & Gamboa-Pérez, 1996). La ultima especie
es nuevo registro para Bacalar lo cual ya fue publicado en el articulo “Improved
protocols to accelerate the assembly of DNA barcode reference libraries for
freshwater zooplankton” (Elias-Gutiérrez et al., 2018), en el cual se participé6 como

coautor.

Con base a la revision bibliografica para la Laguna de Bacalar, no se encontraron
reportes previos sobre la especie Gobiosoma yucatanum, por lo que se confirma

como primer reporte para esta laguna.

En cuanto a los ejemplares recolectados que pertenecen a la familia Engraulidae,
como ya se mencion0, hasta el momento las especies reportadas en la literatura
para Bacalar son: A. parva y A. clupeoides (Schmitter-Soto, 1996), pero en la base
de datos de BOLD solo existe Anchoa lyolepis, esta ultima en etapa de larva
(Elias-Gutiérrez et al. 2018) a la cual no hubo coincidencia con ningun espécimen

recolectado en este trabajo.

Por lo que cabe la posibilidad de que las larvas pertenezcan a una especie no
registrada anteriormente o sea una nueva especie, esta situacion se resolvera
conforme se vayan agregando mas secuencias de especies de la familia
Engraulidae a la biblioteca de BOLD.
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Comparaciéon entre método tradicional y Codigo de Barras

Si se compara la efectividad en la identificacion a nivel de especie entre ambos
métodos, los Cddigo de Barras de la Vida fue mayor (89.1%) que la realizada por
medio de la taxonomia tradicional (2.7%). Este resultado coincide con el de dos
estudios que comparan ambos métodos como el estudio con larvas dulceacuicolas
en el rio Araguari y rio Para ubicados en el Sureste de Brasil (Becker et al. 2015)
en el cual la identificacién a nivel de especie por medio de CBV se obtuvo un
100% y 0% por taxonomia tradicional, y el segundo con larvas marinas en las
aguas del Norte, Sur y Noroeste de Taiwan (Ko et al. 2013) 78.4 % por CBV y

13.5% por el método tradicional.

Los Codigos de Barra de la Vida o Barcode también ayudan al reconocimiento de
nuevos registros o de especies cripticas (Ko et al. 2013), como sucedid en este

caso con el gébido Gobiosoma yucatanum.

En este estudio se presenta por primera vez para el cenote “Cocalitos” en la
Laguna de Bacalar (Tabla 5) un panorama sobre la composicion y niumero de
larvas por época (secas, lluvias y nortes). Al analizar la tabla se observa que la
familia Gobiidae (Gobiosoma yucatanum y Lophogobius cyprinoides) vy
Oxudercidae (Ctenogobius fasciatus) tuvieron el mayor numero de individuos en
las tres épocas muestreadas. Estos resultados en cuanto al mayor numero de
ejemplares se asemejan a lo encontrado en el estudio realizado en varios puntos
de la laguna de Bacalar, incluyendo el Cenote Cocalitos (Elias-Gutiérrez et al.
2018).

En cuanto a la temporalidad de ocurrencia de las larvas capturadas en el presente
estudio (Tabla 5), la familia Engraulidae tuvo un pico mayor en la época de secas
con 62 individuos, 4 en lluvias y 3 en nortes, por lo que se asume que en el mes
de Abril hubo reproduccién reciente y que esta ocurra casi en todo el afo, al
desconocer la especie a la cual pertenece es imposible comparar en bibliografia el
periodo de reproduccion, pero para las especie reportadas para la laguna de

Bacalar, Miller (2009) menciona que la especie Anchoa parva en Colombia se
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reproduce casi todo el afo y Anchovia clupeoides, Schmitter-Soto (1996) reporta
que se reproduce todo el afio, y en cuanto a Anchoa lyolepis no se encontr6 datos

sobre su periodo reproductivo.

En cuanto a la especie Dorosoma petenense, en el periodo de estudio solo se

capturd 4 ejemplares y fue en época de secas, al respecto Schmitter-Soto (1996)
menciona que esta especie es dulceacuicola, pero puede tolerar hasta 30 °/oo de

salinidad y se reproduce la mayor parte del afo, probablemente el arte de
muestreo no fue el adecuado para capturar mas las larvas de esta especie o en la
laguna de Bacalar su reproduccién solo se restringe a ciertos meses, por lo que se

sugiere realizar mas estudios.

Cyprinodon artifrons ocurri6 con 3 y 6 ejemplares en secas y lluvias
respectivamente, al respecto Schmitter-Soto (1996) menciona que los adultos de
esta especie desovan de primavera a otofio, por lo que coincide con lo que se
reporta en el presente estudio. La baja captura probablemente se deba al arte de

muestreo empleado, al sitio u otra razén que deben ser estudiados.

No se encontré informacion sobre periodos de reproduccion para Gobiosoma
yucatanum y Ctenogobius fasciatus, y los resultados de ocurrencia para estas dos
especies en este estudio fue en las tres épocas muestreadas, indicando que los

adultos se reproducen durante todo el afio en el area de muestreo.

Bathygobius soporator ocurrio solo en secas con 40 ejemplares, solo se encontro
informacion sobre la reproduccién de esta especie para Brasil (Frose & Pauly,
2018) en Septiembre y Octubre. Por lo que también se podria asumir que la
reproduccién de esta especie para el area del cenote Cocalitos se lleva a cabo en

secas, pero de igual manera se sugiere mas estudios para comprobarlo.

Por ultimo, los resultados de ocurrencia en las tres épocas de muestreo para
Lophogobius cyprinoides indica que los adultos se reproducen la mayor parte del

afno, al respecto Schmitter-Soto (1996) menciona que la reproduccion de esta
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especie es en el mes de Marzo y Junio, por lo que se amplia el periodo para tal

comportamiento.

El estudio del desarrollo ontogénico de las larvas puede ayudar en gran medida al
conocimiento sobre los sitios de refugio, alimentacién, reproduccién y desove, asi
como al posible impacto de desarrollos, la conservacion, establecimiento de areas
protegidas y programas de manejo (Daga et al. 2009; Frantine-Silva et al. 2015;
Hubert et al. 2015; Humphries & Lake, 2000; Matarese et al. 1989; Pegg et al.
2006; Valdez-Moreno et al. 2010).

El total de larvas identificadas fueron preclasificadas de acuerdo a su desarrollo
ontogénico, por lo que la mayor cantidad de larvas pertenecieron al estadio de
posflexion 1184 (53.3%), es decir cerca de la etapa de transicion de larva a juvenil,
738 (33.2%) en estadio de flexion y 300 (13.50%) en estadio de preflexion (Tabla
6). La razoén por la que se capturaron mayormente larvas en estadio de posflexion
y seguidamente la flexion, probablemente se debe al grado de desarrollo de las
aletas, lo que les permiti6 nadar con mayor facilidad hacia la fuente de luz,
mientras que larvas en estadio de preflexion (se capturaron 300), éstas aun no
desarrollan aletas que les ayuden en la locomocion. Al respecto Richards (2006),
explica que las larvas con saco vitelino y en preflexion tienen aletas primordiales o
membranas de las cuales se desarrollaran las aletas, estas membranas recorren
desde la parte posterior de la cabeza, notocorda y hasta el ano, lo que les ayuda a
realizar movimientos muy lentos y erraticos de locomocién, lo anterior puede

explicar las bajas capturas en ese estadio.

Las larvas colectadas en estadio de preflexion también nos indican que son larvas
de reciente eclosion, principalmente en las especies de la familia Gobiidae y
Oxudercidae, asumiendo de esta manera que los adultos de estas especies

tuvieron eventos reproductivos recientes.

En este estudio el 6.5 % (147) de las larvas se clasificaron como en mal estado
(M.E.), es decir larvas deterioradas en alguna parte de su cuerpo. Este deterioro

probablemente se deba a la depredacidén que se pueda llevar a cabo dentro de la
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trampa de luz previo a la colecta, por lo que se sugiere hacer varias pre-colectas

para minimizar la depredacion sobre las larvas.

En el presente estudio también se da a conocer las principales caracteristicas
observadas durante la identificacion morfoldgica y molecular, probablemente en un
futuro se pueda generar un estudio en el cual se dé a conocer las descripciones

larvales que asi lo ameriten de algunas especies encontradas.

Algo importante de mencionar es que no hay reportes sobre conocimiento de
estadios tempranos de Lophogobius cyprinoides, Gobiosoma yucatanum,
Ctenogobius fasciatus y Cyprinodon artifrons, por lo que en este estudio se

presentan las primeras descripciones basicas de las mismas.

Debido a la gran diversidad de caracteres morfoldgicos y el parecido qué exhiben
los estadios tempranos de vida de la mayoria de los peces 6seos, y a la falta de
descripciones larvales, es comun hacer malas identificaciones en las larvas de
peces, 0 en la mayoria de los casos solo llegar a una resolucion taxonémica a
nivel de familia o género; por lo que el uso de la técnica molecular del Cédigo de
Barras de la Vida o Barcode como herramienta de identificacion resulta util para
los taxdnomos del ictioplancton tanto costeros como dulceacuicolas. También es
muy importante reconocer las debilidades que podria tener el Barcode, ya que
mucho depende de las correctas identificaciones de las especies adultas
contenidas en las bases de datos de referencia de BOLD (Ko et al. 2013; Victor et
al. 2015).
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7 Conclusiones

Este es el primer estudio de identificacion de larvas de peces dulceacuicolas
utilizando la taxonomia tradicional y Codigo de Barra de la Vida en el cenote

“Cocalitos” dentro de la Laguna de Bacalar, en Quintana Roo y en México.

Con base en los resultados obtenidos se confirmé que la identificacién tradicional
sobre larvas de peces dulceacuicolas es limitada, ya que todavia se carece de
claves taxonémicas especializadas y de estudios sobre descripciones larvales, por

lo que es comun que su identificacidén solo quede a nivel de familia y género.

El uso del método de Codigos de Barras resultdé ser una herramienta util para la
identificacién de larvas de peces dulceacuicolas, al discriminar a nivel de especie
el 89.1%.

De las seis especies identificadas por Cdédigo de Barras uno es nuevo registro
para la Laguna de Bacalar: Gobiosoma yucatanum. Por lo que este método
también puede ayudar a acelerar el reconocimiento de especies aun no

reconocidas.

Se contribuye por primera vez con la presentacion fotografica y de caracteristicas
meristicas de los diferentes estadios larvales de las especies encontradas el area

de estudio

Por primera vez se presenta para la region del Caribe Mexicano los tres estadios
de desarrollo ontogénico de dos especies: Gobiosoma yucatanum y Ctenogobius

fasciatus.

El cenote “Cocalitos” funciona como un sitio importante para refugio, crianza y
reproducciéon de gobidos y otras familias, por lo que el uso de la taxonomia
integrativa sera util para poder gestionar la proteccion del cenote y la Laguna de

Bacalar.

Los altos numeros de larvas encontrados sugieren que el cenote “Cocalitos” es un

area importante para la reproducciéon de estas especies. En este aspecto se
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sugiere realizar estudios que se enfoquen en la distribucién, abundancia, riqueza y
otros indices, tanto espaciales como temporales, asi como en el uso de la red
estandar de arrastre y la medicion de parametros fisico quimicos del agua, con el
objetivo de que se puedan aportar mas datos que ayuden al conocimiento integral

de las larvas de peces en la Laguna de Bacalar y sus cenotes.

Finalmente, los resultados de esta tesis son importantes ya que se da sustento
para que se considere al cenote “Cocalitos” y a la laguna de Bacalar como lugares
importantes para su cuidado y conservacion y asi preservar su biodiversidad que

es patrimonio natural del estado de Quintana Roo y de nuestro pais.
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8 Anexos

A continuacidén, se presentan las especies de larvas con su clasificacion
taxonomica, principales caracteristicas morfolégicas y meristicas, secuencia y
Cddigo de Barras de la Vida.

Engraulidae

Clasificacién taxonémica

Reino:  Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii

Orden: Clupeiformes

Familia: Engraulidae
Género: No identificado Richards. 2005

Especie: No identificado

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio posflexion (Foto 1)

Caracteristicas meristicas: no tiene primera aleta dorsal (D1), segunda aleta dorsal
(D2) 13-15, Aleta anal (A) 38-40, Aleta caudal (C) 21-22 y 38-40 miomeros. Los
radios de la aleta pectoral (P1) y pélvica (P2) no estan bien desarrollados.

Forma del cuerpo: alargado y con ojos prominentes.

Pigmentacion: sin pigmentos en la cabeza y laterales del cuerpo, melandforos
elongados en la region ventral y anterior a la aleta pélvica (regidén gular), pocos
melanoforos a lo largo del margen superior del intestino, en la base de la aleta
anal, ventral del pedunculo caudal y en la base de la aleta caudal. Melandforo
interno en la base del notocordo.

Forma del intestino: Alargado con estrias verticales.

Mes de colecta: Abril y Junio.
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3 mm

José Angel Cohuo Colli. 2018

Foto 1. Caracteristicas principales estadio posflexion.

Secuencia del gen COI

GAGCAGGAATGGTGGGAACAGCACTCAGCCTCCTTATTCGAGCAGAATTAAG
TCAACCAGGAGCACTTCTGGGGGACGACCAGATTTATAATGTAATCGTAACCG
CCCACGCATTCGTAATAATCTTTTTTATGGTGATGCCTATTATAATTGGCGGCT
TCGGGAATTGACTAGTCCCTCTTATACTAGGAGCCCCAGACATGGCATTCCCT
CGAATGAACAACATGAGCTTTTGACTCCTTCCCCCCTCATTCCTGCTTCTCCT
GGCATCATCTGGGGTTGAAGCCGGGGCTGGGACAGGGTGGACAGTTTACCC
CCCTCTAGCAGGCAACCTTGCCCATGCCGGAGCATCGGTAGATTTGACAATC
TTTTCTCTTCACTTAGCAGGAATCTCATCAATTTTAGGTGCCATTAATTTTATTA
CCACCATCATCAATATAAAACCACCTGCCATTTCACAATACCAGACACCTTTAT
TTGTCTGAGCTGTGCTTATTACAGCAGTACTTTTACTGCTTTCGCTCCCCGTTC
TAGCTGCTGGGATTACTATGCTTCTTACAGACCGAAACCTTAACACCACTTTCT
TTGATCCAGCAGGGGGAGGAGACCCGATTCTTTACCAACACCTA

Cédigo de barras

0 370
371 623

BIN:

BOLD:ACV0719
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Dorosoma petenense

Clasificacién taxonémica

Reino: Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Clupeiformes
Familia: Clupeidae

Género: Dorosoma
Especie: Dorosoma petenense ((Gunther, 1867))
Nombre comun: sardina maya.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio preflexion (Foto 2)

Caracteristicas meristicas: radios de la aleta pectoral poco desarrollados, aletas
pélvicas y caudal no desarrollado, y solo se logré6 un conteo de 35 miéomeros
debido a su estadio.

Forma del cuerpo: alargado y con ojos prominentes.

Pigmentacion: sin pigmentos en la cabeza y laterales del cuerpo, 2 melandéforos
elongados debajo de la aleta pectoral, varios melanoforos elongados en el margen
superior del intestino anterior y en el margen ventral del mismo en su parte
posterior y margen superior e inferior del notocordio.

Forma del intestino: Alargado y cerca del notocordio.

Mes de colecta: Abril.
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José Angel Cohuo Colli. 2018

Foto 2. Caracteristicas principales estadio preflexion.

Secuencia del gen COI

CCTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCGGGGATAGTAGGGACTGCCCTAAGC
CTCCTAATTCGAGCAGAATTAAGCCAACCTGGAGCACTTCTTGGAGATGACCA
GATCTACAATGTTATCGTTACAGCACATGCCTTCGTAATGATTTTCTTCATAGT
AATGCCAATCCTGATTGGAGGATTTGGAAACTGGCTTGTCCCTTTAATGATCG
GGGCACCCGACATGGCATTTCCCCGAATAAATAATATGAGCTTTTGACTCCTG
CCCCCCTCTTTCCTTCTTCTTCTGGCCTCCTCGGGGGTAGAAGCCGGGGCGG
GGACAGGATGAACAGTATACCCCCCTTTGTCAGGTAATCTAGCCCACGCCGG
AGCATCCGTCGATCTAACTATTTTTTCACTACATCTTGCAGGTATCTCATCTAT
TCTCGGGGCAATCAATTTTATTACTACAATTATTAACATGAAACCCCCTGCAAT
CTCACAGTACCAGACACCCCTGTTTGTCTGATCAGTTCTAGTAACTGCCGTCC
TCCTTCTCCTGTCCCTTCCAGTTCTGGCCGCCGGAATTACTATGCTACTTACA
GACCGAAACCTTAACACAACTTTCTTTGACCCAGCAGGTGGAGGAGACCCAA
TTCTGTACCAACACCTA

Cédigo de barras

o 383
94 B51

BIN:
BOLD:AAC3463
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Bathygobius soporator

Clasificacién taxonémica

Reino: Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Gobiiformes

Familia: Gobiidae

Género: Bathygobius

Especie: Bathygobius soporator (Valenciennes, 1837)
Nombre comun: llamado gobio con aleta de fleco.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio preflexiéon (Foto 3 a)

Caracteristicas meristicas: los ejemplares colectados tienen la aleta pectoral poco
desarrollada, aleta caudal y aletas pélvicas no desarrolladas.

Forma del cuerpo: corto y con ojos grandes.

Pigmentacién: melandforos prominentes en el margen superior de la vejiga
natatoria, en serie lineal en el margen superior del intestino y ventral de la cola y
dos melanéforos ventrales del saco vitelino.

Forma del intestino: corto con presencia de saco vitelino.

Mes de colecta: Abril.

Estadio posflexion (Foto 3 b)

Caracteristicas meristicas: D1-VI, D2-10, A-9, P1 18-19, P2-dafiada y A-dafnada.
Forma del cuerpo: corto, robusto y cabeza grande.

Pigmentos y melandforos: serie de melandforos prominentes que van de la
cavidad interna superior del estbmago hasta el ano. Serie lineal de melandéforos
ramificados prominentes que recorre desde el intestino hasta inicio de la aleta
anal. Un melandforo en la base de la aleta pélvica.

Forma del intestino: Corto.

Mes de colecta: Junio.
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0.5 mm

C))

José Angel Cohuo Colli. 2018

(b)

Foto 3. Caracteristicas principales estadio preflexion (a) y posflexion (b).

Secuencia del gen COI

CTGAGCCGGAATAGTCGGCACAGCTTTAAGTTTACTAATCCGAGCCGAATTAA
GCCAACCCGGCGCTCTTCTAGGCGATGATCAAATCTATAACGTAATTGTTACT
GCTCACGCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATGCCAATCATGATCGGGGG
GTTTGGAAACTGACTCATCCCACTAATGATTGGGGCCCCGGACATGGCCTTC
CCACGAATAAACAATATAAGCTTTTGACTACTCCCTCCTTCCTTTCTTCTTCTC
CTGGCCTCCTCTGGGGTAGAAGCCGGGGCTGGAACAGGTTGGACCGTTTAC
CCCCCTCTAGCAGGCAACCTCGCACACGCCGGAGCCTCGGTAGACCTAACAA
TCTTCTCCCTACATCTTGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGGGGCTATCAACTTTA
TTACCACAATTCTCAATATAAAACCCCCCGCAATCTCTCAGTACCAAACACCC
CTATTTGTGTGAGCCGTACTAATTACAGCAGTTCTTCTTCTCCTTTCACTTCCC
GTCCTTGCCGCGGGCATTACTATGCTATTAACAGACCGAAACTTAAATACTAC
CTTCTTTGATCCGGCAGGGGGAGGAGACCCGATCCTGTACCAACACCTG
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Cddigo de barras

1] 372
frkc) B30

BIN:

BOLD:AAA7195
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Gobiosoma yucatanum

Clasificacién taxonémica

Reino: Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Gobiiformes
Familia: Gobiidae

Género: Gobiosoma

Especie: Gobiosoma yucatanum Dawson, 1971

Nombre comun: conocido como gobido de Yucatan, es el primer registro para la
laguna de Bacalar.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio preflexion (Foto 4 a)

Caracteristicas meristicas: P1-poco desarrollado, D1, D2, P2 y C no desarrollados.
Conteo de 25 miémeros.

Forma del cuerpo: alargado con ojos grandes.

Pigmentacion: sin pigmentos en los laterales del cuerpo, serie de melanéforos en
el margen superior de la vejiga natatoria.

Forma del intestino: alargado con presencia de remanentes de saco vitelino y
prominente vejiga natatoria.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio y Agosto.

Estadio flexion (Foto 4 b)

Caracteristicas meristicas: P1-poco desarrollado, D1, D2, P2, Ay C en desarrollo
y conteo de 26 midémeros.

Forma del cuerpo: alargado y ojos grandes.

Pigmentacion: sin pigmentos en los laterales del cuerpo; serie de melanéforos en
el margen superior de la vejiga natatoria, en la base de la aleta anal y pedunculo
caudal.
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Forma del intestino: alargado y vejiga natatoria visible.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio, Agosto y Diciembre.

Estadio posflexién (Foto 4 ¢)
Caracteristicas meristicas: D1-VII, D2-11, A-10, P1 16-17, P2- y C-16.

Pigmentacion: melanéforos en la cabeza, base de las aletas dorsales y pélvicas,
en la base de la aleta anal y caudal, en ésta ultima en serie paralelo. Melanéforos
internos en la parte superior de las vértebras y vejiga natatoria.

Forma del intestino: corto y con la vejiga natatoria visible.
Forma del cuerpo: corto y robusto.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio y Diciembre.
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José Angel Cohuo Colli. 2018

(c)

:z-mm

Foto 4. Caracteristicas principales estadio preflexiéon (a), flexion (b) y
posflexion (c).
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Secuencia del gen COI

TAATCTTTGGTGCATGAGCTGGCATAGTCGGCACCGCCCTAAGCCTTTTAATT
CGTGCGGAACTCAGCCAACCCGGCGCATTGCTTGGGGACGATCAGATCTATA
ACGTGATCGTCACTGCCCACGCCTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCAA
TTATAATTGGAGGCTTTGGGAACTGACTAGTCCCCCTAATGGTTGGAGCCCCC
GATATGGCCTTTCCCCGGATGAACAACATGAGCTTTTGGCTCCTCCCTCCCTC
TTTCCTACTACTCCTTGCCTCTTCAGGCGTTGAAGCTGGAGCCGGAACAGGC
TGAACTGTTTACCCCCCACTAGCAGGGAACTTAGCACACGCCGGGGCATCTG
TTGACCTGACAATCTTTTCTCTACACCTCGCCGGAATTTCCTCCATTCTAGGA
GCAATTAATTTTATCACCACAATTCTAAACATGAAACCGCCCGCTGTTTCACAA
TACCAAACGCCACTCTTCGTTTGAGCCGTCCTTATTACAGCTGTACTCCTGCT
CCTCTCCCTGCCCGTTCTTGCTGCCGGCATCACCATGCTACTCACAGACCGA
AACCTCAACACTACTTTCTTTGACCCCGCCGGAGGAGGGGATCCAATTTTATA
TCAACACCTT

Codigo de barras

0 355
386 643

BIN:

BOLD:ACV0831
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Ctenogobius fasciatus

Clasificacién taxonémica

Reino: Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Gobiiformess

Van Tassell, J.

Familia: Oxudercidae
Género: Ctenogobius
Especie: Ctenogobius fasciatus (Gill, 1858)

Nombre comun: conocido como gobio pintado.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:

Estadio preflexion (Foto 5 a)

Caracteristicas meristicas: P1-poco desarrollado, D1, D2, P2 y C no desarrollados
y conteo de 25 midémeros.

Forma del cuerpo: Alargado.

Pigmentacion: sin pigmentos en los laterales del cuerpo, serie de melandéforos en
el margen superior y posterior de la vejiga natatoria.

Forma del intestino: alargado con presencia de remanentes de saco vitelino y
prominente vejiga natatoria.

Mes de colecta: Abril y Junio.

Estadio flexién (Foto 5 b)

Caracteristicas meristicas: P1-poco desarrollado, D1, D2, P2, Ay C en desarrollo
y conteo de 26 midmeros.

Forma del cuerpo: alargado y ojos grandes.

Pigmentacién: sin pigmentos ni melandforos en los laterales del cuerpo, serie de
melandéforos en el margen superior y posterior de la vejiga natatoria.

Forma del intestino: alargado y vejiga natatoria visible.
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Mes de colecta: Abril, Junio, Julio, Agosto y Diciembre.

Estadio posflexion (Foto 5 c)

Caracteristicas meristicas: D1-VI, D2 11-12, A 11-12, P1 14-17, P2 1,5 y C15.
Conteo de 26 midomeros.

Forma del cuerpo: alargado.

Pigmentacion: melanéforos en la parte dorsal y posterior de la vejiga natatoria,
melandforos en la base de la aleta anal y parte ventral del pedunculo caudal.

Forma del intestino: alargado y con vejiga natatoria prominente.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio y Diciembre.
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T (c)

Foto 5. Caracteristicas principales estadio preflexiéon (a), flexion (b) y

posflexion (c).
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Secuencia del gen COI

CCTTTATCTAGTTTTTGGTGCTTGAGCCGGAATAGTAGGAACTGCATTAAGCCTACTA
ATTCGTGCCGAACTAAGTCAACCGGGAGCCCTTCTTGGTGATGATCAAATTTACAATG
TTATCGTAACTGCCCATGCCTTTGTAATAATTTTCTTTATAGTAATGCCAATTATAATTG
GAGGGTTTGGAAACTGACTAATCCCCCTAATAGTTGGGGCCCCTGACATAGCTTTCC
CTCGCATGAATAACATAAGCTTCTGACTTCTTCCCCCCTCTTTTCTTCTACTTCTTGCA
TCTTCAGGGGTTGAGGCTGGGGCAGGAACTGGTTGAACAGTTTACCCTCCCTTAGCA
GGAAATCTTGCACATGCAGGAGCCTCTGTAGATCTAACAATCTTCTCCCTTCACTTGG
CAGGAATTTCGTCTATCCTTGGGGCTATCAACTTCATCACGACCATCGTAAACATGAA
ACCTCCTGCAATCTCTCAATATCAAACCCCTCTGTTTGTGTGAGCTGTACTAATTACAG
CTGTTTTACTTCTCCTCTCTCTTCCAGTACTTGCAGCCGGGATTACAATACTCTTGACT
GACCGAAATCTTAACACCACCTTTTTCGACCCTTCTGGAGGTGGGGACCCTATTCTTT
ACCAACATCTC

Codigo de barras

n FA5
394 651

BIN:

BOLD:AAE7730
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Lophogobius cyprinoides
Clasificacion taxonémica

Reino: Animalia
Phyllum: Chordata
Clase: Actinopterygii

AR,

Orden: Gobiiformess
Familia: Gobiidae

Género: Lophogobius

José Angel Cohuo Colli

Especie: Lophogobius cyprinoides (Pallas, 1770)
Nombre comun: conocido como gobido de cresta o gallo.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio preflexion (Foto 6 a)

Caracteristicas meristicas: D1, D2, P1, P2, Ay C poco desarrollados y conteo de
24-25 miémeros.

Forma del cuerpo: corto y con ojos grandes.

Pigmentacion: sin pigmentos en los laterales del cuerpo, un melanéforo en el
margen superior de la vejiga natatoria y serie de melanéforos elongados en la
base de la aleta anal.

Forma del intestino: corto y prominente vejiga natatoria.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio y Diciembre.

Estadio flexién (Foto 6 b)

Caracteristicas meristicas: D1, D2, P1, P2, Ay C en desarrollo. Conteo de 24-25
mioémeros.

Forma del cuerpo: alargado y ojos grandes.

Pigmentacion: sin pigmentos en los laterales del cuerpo, serie de melanéforos en
el margen superior de la vejiga natatoria, en la base de la aleta anal y pedunculo
caudal. Un melandforo en la zona pélvica.

Forma del intestino: alargado y vejiga natatoria visible.
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Mes de colecta: Abril, Junio, Julio y Diciembre.

Estadio Posflexion (Foto 6 c)
Caracteristicas meristicas: D1-VI, D2-10, P1 17-18, P2-12, A-9 y C-14.

Pigmentacion: melanéforos en la cabeza, base de la primera aleta dorsal, aleta
pélvica y aleta anal. Melanoforos en la base de los radios inferiores de la aleta
caudal y en las tres primeras espinas de la aleta dorsal. Melan6foros internos en el
margen superior de la vejiga natatoria.

Forma del intestino: corto y con la vejiga natatoria visible.
Forma del cuerpo: corto y robusto.

Mes de colecta: Abril, Junio, Julio, Agosto y Diciembre.
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José Angel Cohuo Colli. 2018
- - ..

José Angel Cohuo Colli. 2018

Foto 6. Caracteristicas principales estadio preflexiéon (a), flexion (b)
posflexion (c).
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Secuencia del gen COI

CCTTTATCTCGTATTTGGTGCTTGGGCCGGAATAGTGGGGACCGCACTAAGC
CTGTTAATCCGGGCTGAGCTAAGTCAACCTGGAGCCCTCCTAGGAGACGACC
AGATTTACAACGTAATCGTAACCGCTCACGCATTCGTTATAATTTTCTTTATAG
TAATACCAATCATGATTGGCGGATTTGGAAATTGACTCATTCCGCTAATAGTTG
GGGCCCCAGACATGGCCTTCCCTCGTATAAATAACATAAGCTTTTGACTTTTA
CCCCCCTCCTTCCTACTTCTCCTGGCATCCTCCGGGGTTGAGGCGGGGGCTG
GAACCGGATGAACCGTTTACCCCCCTCTAGCAGGCAACCTAGCCCACGCAGG
AGCGTCAGTAGACTTAACTATTTTTTCACTTCACCTGGCCGGTATCTCCTCAAT
CCTAGGCGCAATTAACTTCATTACTACTATCTTGAACATAAAACCCCCCGCTAT
TTCACAGTACCAAACACCTTTATTCGTCTGAGCTGTCCTAATTACAGCGGTTCT
CCTTCTTTTGTCCCTGCCAGTTCTAGCCGCGGGAATCACTATACTCCTCACTG
ACCGCAACCTCAACACAACCTTCTTTGACCCCGCAGGAGGGGGAGACCCCAT
CTTGTACCAACACCTC

Codigo de barras

0 393
F94 651

BIN:

BOLD:AAB6671
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Cyprinodon artifrons

Clasificacién taxonémica

Reino: Animalia

Phyllum: Chordata

Clase: Actinopterygii
Orden: Cyprinodontiformes

Familia: Cyprinodontidae

Género: Cyprinodon

Especie: Cyprinodon artifrons (Hubbs, 1936)
Nombre comun: conocido como cachorro.

Diferentes estadios de desarrollo identificados:
Estadio posflexion (Foto 7)

Caracteristicas meristicas: P1 8-9, C-8, D1, P2 y A no desarrollados. Conteo de
23-24 midmeros,

Pigmentacion: melanoforos en la media lateral y dorsal del cuerpo, mas
concentrados y densos en la cabeza. Un melandforo grande y ramificado que
inicia en la parte ventral del estomago y finaliza al final del intestino. Melanéforos
en la base de los radios inferiores de la aleta caudal.

Forma del intestino: corto.
Forma del cuerpo: corto y robusto.

Mes de colecta: Abril y Julio.
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Foto 7. Caracteristicas principales estadio posflexion.

Secuencia del gen COI

CCTTTATTTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGTATAGTCGGAACAGCCCTCAGCT
TACTTATTCGTGCTGAACTAAGCCAGCCAGGCTCTCTCCTGGGCGACGACCA
AATTTATAACGTAATCGTCACCGCTCATGCATTTGTAATAATCTTTTTTATAGTA
ATGCCAATTATGATTGGGGGCTTTGGCAACTGACTAATCCCCCTTATGATTGG
AGCCCCTGATATGGCCTTCCCTCGAATAAACAACATAAGCTTCTGACTTCTTC
CCCCCTCTTTCCTCCTTCTATTGGCCTCCTCAGGCGTAGAGGCAGGAGCCGG
AACAGGCTGAACAGTCTACCCCCCTCTTGCAGGTAATCTGGCCCATGCAGGG
GCTTCCGTAGACTTGACAATCTTCTCCCTACACCTAGCAGGAATTTCATCAATT
CTTGGGGCTATTAATTTCATTACAACAATTATTAATATGAAACCCCCTGCTATTT
CACAGTACCAAACACCCCTATTCGTCTGAGCCGTTCTTATTACTGCCGTTCTT
CTCCTTCTCTCTCTTCCTGTTCTTGCTGCCGGCATCACCATGCTACTCACAGA
TCGTAATTTAAACACAACATTCTTCGACCCTGCAGGAGGAGGAGACCCCATCC
TCTACCAACACCTC

Cdédigo de barras

0 393
94 651

BIN:
BOLD:AAA8182
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