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Resumen: El sistema Panuco-Tamesi es uno de los complejos hidroldgicos mas
importantes de México, siendo una zona de transicion entre la regién Neartica y la
Neotropical con una gran cantidad de taxa endémicos. A pesar de lo anterior, este
sistema esta catalogado como uno de los mas contaminados del pais. En este
sentido el objetivo del presente estudio fue estudiar algunas de las especies mas
representativas de la ictiofauna de esta region a través de la caracterizacion de un
fragmento de 650 pb del COIl. De esta forma se incorporaron al sistema
Internacional de Secuencias del Cdédigo Genético conocido como BOLD 285
ejemplares de 34 especies de peces del sistema Panuco-Tamesi. En lo referente
a la genotipificacién se generaron 181 cddigos de barra de ADN de 32 de las 34
especies incorporadas al sistema BOLD: Los resultados encontrados en este
estudio establecen que el cédigo de barras de ADN es una buena herramienta
para la determinacién taxondémica a nivel de género, sin embargo, en la
determinacion taxondémica a nivel de especie existen algunos problemas con los

géneros Herichthys y Xiphophorus.

Objetivo General: Caracterizar un fragmento de la subunidad | de la Citocromo
Oxidasa (COIl) del ADN mitocondrial de especies de la Ictiofauna del sistema

Panuco-Tamesi para su incorporacion al sistema Barcode

Objetivos Particulares:
-Colectar e identificar ejemplares de peces provenientes del sistema Panuco-

Tamesi



-Tomar fotografias de cada uno de los ejemplares e incorporarlos a la colecciéon
nacional de peces dulceacuicolas mexicanos

-Secuenciar un fragmento de la Citocromo Oxidasa | del ADN mitocondrial
-Incorporar la informacion generada al sistema BOLD

Material y Método

Colecta e identificacion del material bioldgico

Las colectas se realizaron en 31 localidades diferentes del sistema Panuco-
Tamesi provenientes de los estados de San Luis Potosi, Tamaulipas, Hidalgo,

Veracruz , Querétaro y Estado de México (figura 1).

Figura 1. Localidades de colecta dentro del Sistema Panuco-Tamesi utilizadas en
este proyecto



Los peces fueron fijados en campo en alcohol al 70% para su transporte al
laboratorio. EI M. en C. Eduardo Soto Galera (curador de la coleccion de peces
dulceacuicolas de la ENCB-IPN) identificO 34 especies distintas (Agonostomus
monticola, Algansea tincella, Ataeniobius toweri, Cualac tessellatus, Cyprinella
lutrensis, Dormitator maculatus, Dorosoma cepedianum, Gambusia affinis, G.
aurata, G. panuco, G. regani, G. vittata, Gobiomorus dormitor, Herichthys bartoni,
H, cyanoguttatus, H. labridens, H. pantostictus, H. steindachneri, H.
tamasopoensis, Heterandria jonesii, Ictalurus mexicanus,Notropis tropicus,
Poecilia latipunctata, P. mexicana, Poeciliopsis gracilis, Tampichthys dichromus, T.
erimyzonops, T. ipni, Xiphophorus birchmani, X. cortezi, X. montezumae, X.
nezahualcoyotl, X. pygmaeus y X. variatus ) provenientes de 9 familias y 6

ordenes.

Envi6 de datos al sistema BOLD

El proyecto fue registrado en el consorcio barcode con el titulo “Freshwater fishes
of the Panuco-Tamesi system” con el cédigo FFPTR. Un total de 285 individuos
fueron seleccionados para la generacion del cédigo de barras de ADN
mitocondrial, los cuales fueron preservados en alcohol, fotografiados
individualmente e incorporados a la coleccion de peces dulceacuicolas (ver anexo

en CD).

Obtencidén de muestras de tejido y extraccion de ADN

A cada uno de los ejemplares se les retiro una porcion de muasculo del lado

izquierdo del cuerpo los cuales fueron colocados en viales con alcohol al 70%.
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Una pequefia porcion de la muestra extraida a cada pez fue utilizada para la
extraccion de ADN mediante el protocolo de extraccion con sales de Aljanabi y
Martinez(1997), la calidad y cantidad del ADN fue buena para su posterior

amplificacion.

Amplificacion de ADN

Un fragmento de aproximadamente 650 pb de la Citocromo oxidasa | mitocondrial
logro ser amplificado con los iniciadores F1 y R1 disefiados por Ward et al. (2005),
las condiciones de reaccion utilizadas en un volumen final de 25 ul fueron las

siguientes (Figura 2):

Buffer de reaccion para PCR 1X

Trealosa 5%

Cloruro de Magnesio 2.5mM

Mezcla de dntp’s 100 uM

Primer F1 0.1 uM

Primer R1 0.1 uM

Taq Polimerasa 1U

ADN entre 50 y 100 ng



El protocolo de amplificacion utilizado fue el siguiente:

Desnaturalizacion inicial 96° 3 minutos

De 30 a 35 ciclos de amplificacién consistentes en:

Desnaturalizacion 94° C 30 segundos

Alineamiento 54°C 30 segundos

Polimerizacion 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 10 minutos

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de un fragmento de aproximadamente
650 pb de la Citocromo Oxidasa subunidad | (COI) del ADN mitocondrial. de izq.
a der. carril 1 marcador de talla molecular ladder 50, carriles 2 a 14: individuos.
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Secuenciaciéon de ADN

Se mando a secuenciar una placas conteniendo 94 muestras de amplificados las
cuales fueron secadas en una estufa. De las 94 muestras enviadas se pudo
obtener el codigo de barras sélo de 15 de ellas con una calidad muy baja.
Posteriormente y con base en las recomendaciones recibidas por parte de la Dra.
Natalia lvanova se envid una segunda placa con 95 muestras las cuales fueron
deshidratadas en un desecador. En este caso se pudo generar el cddigo de barras
de 59 de ellas, donde la longitud de las secuencias generadas oscilo entre 145 y
652 pares de bases. El bajo rendimiento en la calidad y longitud de las secuencias
obtenidas fue producto de la variacién que existe entre la cantidad de amplificado
en cada uno de los pozos de la placa. Partiendo de lo anterior, el personal adscrito
a la universidad de Guelph nos conmino a enviar muestras de tejido en lugar de
productos de PCR ya que supuestamente ellos tenian los protocolos bien
estandarizados para procesar las muestras y generar los cédigos de barra. Se
enviaron dos placas con 95 muestras (190 en total), de las cuales se logré generar
el codigo de barras de ADN de 107 de ellas, donde la longitud de las secuencias
generadas oscilo entre 318 y 652 pares de bases. En total, se lograron obtener
181 cddigos de barra de 32 de las 34 especies enviadas, no pudiéndose obtener
resultados satisfactorios para las especies Dorosoma cepedianum y Notropis

tropicus.



Resultados

Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas con ambos iniciadores fueron conciliadas y editadas
para posteriormente ser alineadas en el programa Clustal X (Thompson et al.
1994). En virtud de que la longitud de las secuencias no fue la misma los huecos
insertados por el programa Clustal X fueron substituidos e incorporados como
datos perdidos (?). El archivo de alineamiento de los 181 codigos de barra fue
incorporado al programa DAMBE(Xia y Zia 2001) para realizar un dendrograma de
las secuencias mediante el método del vecino méas cercano (Saitou y Nei 1987)
utilizando el modelo de substituciéon de dos parametros de Kimura (2KP) (Kimura

1980).

Dendrogramas e identificacién taxonomica de los ejemplares

El primer dendrograma se construyo con la totalidad de los 181 cédigos de barra;
el arbol recuperado permiti6 recuperar a todos los géneros como unidades
discretas con la excepcion de la secuencia FFPTR184 de Cualac tessellatus que
es recuperada en el grupo del género Herichthys y la secuencia FFPTR239 que
pertenece a Cyprinella lutrensis que se inserta en el grupo de Tampichthys ipni
(Figura 3 ver Anexo). Cabe mencionar que hay secuencias que resultan ser
idénticas, tal es el caso de muchos ejemplares del género Herichthys. En un
andlisis posterior fueron eliminadas las secuencias andémalas de Cualac
tessellatus y Cyprinella lutrensis, ademéas de que las secuencias idénticas fueron

fusionadas en una sola (Figura 4).



Figura 4. Dendrograma de NJ que muestra la relacion genética entre los
ejemplares analizados en este proyecto construido mediante el modelo 2KP
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Posteriormente se realizaron analisis particulares para los grupos mayores
representados en este estudio con la finalidad de poder evaluar la efectividad de la

herramienta Barcode en la determinacién taxondmica de las especies.

Orden Cyprinodontiformes

El orden de los Cyprinodontiformes esta representado en este estudio por las
familias Poecilidae y Cyprinodontidae. El dendrograma que muestra las relaciones
entre los miembros de este grupo indica que el cédigo de barras de ADN no
permite distinguir entre algunos de los individuos de Xiphophorus montezumae y
Xiphophorus nezahualcoyotl, los cuales muestran haplotipos idénticos o son
recuperados en el mismo grupo (Figura 5). En el caso de los ejemplares de
Xiphophorus nezahualcoyotl procedentes del municipio de Ocampo, Tamaulipas
(PTR 93 a PTR98) estos son recuperados en un grupo, mientras que los
ejemplares procedentes del Rio Tamasopo (FFPTR 249 y FFPTR 252) son
recuperados en el grupo de Xiphophorus montezumae que fueron colectados en el

Rio Gallinas.

Orden Cypriniformes

El orden Cypriniformes solo esta representado por la familia Cyprinidae,
incluyendo a los géneros Tampichthys y Algansea. En este caso el cédigo de
barras de ADN no tiene problemas en discriminar a las distintas especies, las

cuales son recuperadas como grupos monofiléticos (Figura 6).
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Figura 5. Dendrograma de NJ que muestra la relacién genética entre los
ejemplares pertenecientes al orden Cyprinodontiformes
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Figura 6. Dendrograma de NJ que muestra la relacién genética entre los
ejemplares pertenecientes al orden Cypriniformes

Género Herichthys

El caso del género Herichthys es uno de los que mas llama la atencion dada la
dificultad que existe para la identificacion taxonémica de sus especies partiendo
de caracteres tradicionales. En este sentido, considerabamos que el codigo de
barras de ADN permitiria una identificacion precisa de los ejemplares, sin
embargo, no fue asi. Sélo Herichthys steindachneri y Herichthys tamasopoensis
son recuperados como grupos monofiléticos. Herichthys bartoni es recuperado
como un grupo parafilético por la incorporacién de dos haplotipos de Herichthys
labridens, finalmente Herichthys cyanoguttatus, Herichthys pantostictus y
Herichthys labridens son recuperados como grupo polifiléticos, lo cual sugiere la

existencia de un complejo de especies (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma de NJ que muestra la relacion genética entre las especies
del género Herichthys

Discusién

Los resultados de este estudio contrastan con los que han sido encontrados en
trabajos anteriores. Por ejemplo, Valdez-Moreno et al. (2009) reportan que cerca
del 93% de las especies nominales incorporadas en su estudio son bien
discriminadas por el cédigo de barras. En este mismo sentido, Hubert et al. (2008)
reportan valores similares. En este estudio, el codigo de barras de ADN permitio

discriminar sélo el 75% de las muestras previamente catalogadas como especies
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diferentes (24 de las 32 especies analizadas), ya que 4 de las especies
incorporadas en este estudio comparten haplotipos entre si (Herichthys
pantostictus y Herichthys labridens) (Xiphophorus nezahualcoyotl y Xiphophorus
montezumae); ademas de la incorporacion de Cyprinella lutrensis en el grupo de
Tampichthys ipni, la secuencia idéntica de un haplotipo de Cualac tessellatus con
Herichthys bartoni y la polifilia de Herichthys cyanoguttatus. Una vez que se
eliminaron las secuencias anomalas (haplotipo FFPTR184 de Cualac tessellatus y
haplotipo FFPTR239 de Cyprinella lutrensis) y se analizaron los grupos
particulares para eliminar la posibilidad de estar incorporando secuencias muy
divergentes y posiblemente saturadas la identificacion satisfactoria se incremento
al 80% (25 de las 31 especies incorporadas). Hubert et al. (2008) sugieren tres
posibles escenarios que pueden conducir a una mala determinacién taxonémica:
1) El establecimiento de monofilia reciproca entre dos especies hermanas es en
funcion de tiempo determinada por la fijacion de un coalescente desde la linea de
descendencia 2) Los taxa pueden compartir polimorfismo producto de introgresion.
3) Las especies que comparten el mismo codigo de barras pueden representar
una misma especie. En el caso de las especies del género Xiphophorus no es de
extrafiar que el haplotipo compartido sea producto del mantenimiento de un
polimorfismo ancestral, ya que de acuerdo con la filogenia del grupo propuesta por
Basolo (1991) Xiphophorus nezahualcoyotl y Xiphophorus montezumae son
especies hermanas. En el caso de las mojarras del género Herichthys la
explicacion no es tan simple. Contrario a lo encontrado por Valdez-Moreno et al.
(2009) quienes no tuvieron problemas para discriminar entre las especies de
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ciclidos utilizadas en su estudio, en el presente estudio solo 2 de las 6 especies
del género Herichthys fueron recuperadas como monofiléticas. Estudios
filogenéticos previos realizados por Hulsey et al. 2004 y Concheiro-Pérez. et al.
2007 permiten recuperar al género Herichthys como un grupo monofilético, en la
filogenia construida por Hulsey et al. (2004) H. labridens se encuentra relacionada
por un lado con H. bartoni y por el otro con H. steindachneri y H. pantostictus.
Mientras que, en la filogenia construida por Concheiro-Pérez et al. (2007) H.
labridens aparece relacionada con H. bartoni en una rama y en la otra con H.
carpintis, H. tamasopoensis y H. depii. Cabe mencionar que estos resultados
deben ser tomados con reserva ya que ninguno de los dos estudios incluy6 las 9
especies reconocidas para el género, ademas, la inclusion de grupos
filogenéticamente alejados podria promover la saturacion en las sustituciones
nucledtidicas conduciendo a resultados equivocados. En virtud de lo anterior, se
reanalizaron las secuencias depositadas en el Genbank para el género Herichthys
junto con las secuencias de los posibles grupos hermanos recuperados en las
filogenias moleculares (Hulsey et al. 2004, Concheiro-Pérez. et al. 2007) a través
de un andlisis por parsimonia (Figura 8). Ambos andlisis produjeron resultados
similares, el género Herichthys es recuperado como un grupo monofilético que
incluye dos grandes grupos: el grupo de especies asociadas a Herichthys
cyanogutattus (H. cyanogutattus, H. deppii, H. minckleyi, H. carpintis y H.
tamasopoensis) y el grupo de especies asociadas a. Herichthys bartoni (H. bartoni,
H. labridens, H. steindachneri y H. pantostictus). En este sentido, también es de
llamar la atencion la polifilia de los distintos haplotipos de H. labridens.
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Figura 8. Arbol filogenético de consenso estricto construido mediante un analisis de parsimonia de
las secuencias moleculares del género Herichthys depositadas en el Genbank.

Las especies del grupo H. bartoni incluyen una especie de amplia distribucion (H.
labridens) y tres especies de distribucion restringida (H. bartoni, H. steindachneri y
H. pantostictus). La compleja relacion taxonémica de las especies del grupo H.
bartoni ya habia sido sugerida inicialmente por otros autores. Por ejemplo, Taylor y

Miller (1983), describen a los morfos de Herichthys labridens de distintas
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localidades como una sola especie con variaciones geograficas. Ellos establecen
que las distintas formas del complejo labridens exhiben rasgos caracteristicos
comunes como son: una mancha con tono rojo a purpura justo detras de las aletas
pectorales, una boca pequefia y subterminal en donde el labio superior esta
ligeramente proyectado hacia abajo. De acuerdo con Taylor y Miller (1983)
Herichthys labridens se encuentra ampliamente distribuida en la cuenca del Rio
Panuco, sin embargo, Miller et al. (2005) en un trabajo posterior establecen que
esta especie esta restringida a la cabecera del Rio Verde y que el resto de las
localidades podrian corresponder a una nueva especie no descrita hasta el
momento. Adicionalmente, H. labridens presenta una extensa variacién geogréfica
en caracteres morfométricos y meristicos, asi como en el patrén de coloracion. En
algunas localidades se ha encontrado en simpatria con H. steindachneri y H.
bartoni. La divergencia nucledtidica promedio entre las secuencias del género
Herichthys utilizadas en este estudio es de 3.8%, sin embargo, existen individuos
de H. pantostictus con haplotipos idénticos a los presentes en H. labridens, asi
como individuos que muestran valores de divergencia menores al umbral del 1%
para ser consideradas como especies verdaderas (Ver matriz de comparaciones
pareadas en el anexo). Resultados similares han sido encontrados recientemente
en el complejo de especies del género Amphilopus, en donde especies diferentes
comparten haplotipos mitocondriales, asi como alelos en loci de microsatélites, lo
cual sugiere una especiacion muy reciente (Barluenga y Meyer 2010,Elmer et al.
2010, Geiger et al. 2010), situacion que pudiera estar ocurriendo en el género
Herichthys y que requiere de un proceso de revision taxonémica del grupo.
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Conclusiones

-Se colectaron e identificaron 34 especies de la ictiofauna en 31 localidades del
sistema Panuco-Tamesi.

-Un total de 285 individuos fueron incorporados al sistema BOLD.

-Se obtuvieron secuencias de 181 individuos pertenecientes a 32 especies de la
ictiofauna del sistema Panuco-Tamesi.

-La herramienta BOLD permiti6 la identificacion de los linajes al 100% a nivel de
género, pero solo logro discriminar 80% a nivel especifico.

-Los resultados encontrados en este estudio sugieren que el género Herichthys
puede comprender un grupo de especies como ha sido reportado para otros
grupos de ciclidos.

Anexo

En un dispositivo electrénico (CD) se incorporo la siguiente informacion:

-Datos de colecta de los 285 ejemplares que fueron incorporados al sistema
BOLD, incluyendo, nimero de catalogo de los ejemplares en la coleccion
(informacion del voucher), clasificacion taxonomica del espécimen, nombre, correo
electronico e institucion del investigador que hizo la identificacion taxonémica,
detalles del espécimen e informacion relacionada con los datos de colecta tales
como colector, fecha de la colecta, localidad exacta, coordenadas geogréficas en
grados decimales y altitud snm.

-Fotografias en vista lateral de cada uno de los 285 ejemplares incorporados al

sistema BOLD incluyendo la longitud patron.
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-Electroferogramas con los dos iniciadores de cada una de las 181 secuencias
generadas en este estudio.

-181 secuencias conciliadas y editadas en formato fasta

-181 secuencias alineadas en el programa Clustal X

- Figuras en formato tiff de los arboles filogenéticos reportados en este estudio
-Matriz de distancias pareadas entre las secuencias del género Herichthys
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