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nDA Numero de dientes anteroposteriormente a lo largo de la fusioén




nDP Numero de dientes mediolateralmente a lo largo de la fila
posterior

NMDS Escalamiento multidimensional no métrico

P1 Ancho méximo en las ramas laterales

P2 Ancho méximo del area dental

P3 Longitud maxima en la sinfisis

P4 Longitud méxima del area dental en la sinfisis

VTG Vitelogenina

11-KT 11-ketotestosterona




RESUMEN

La mojarra de Cuatrociénegas (Herichthys minckleyi) es una especie de ciclido endémica
y en peligro de extincion, ademds es representativa de Cuatrociénegas debido a su
polimorfismo trofico. Dicho polimorfismo se puede diferenciar mediante la denticion
faringea, existiendo por lo menos tres morfotipos: papiliforme, molariforme e
intermedio. Mediante la administracion de dietas de diferente dureza se logr6 inducir una
variacion en el morfotipo alimenticio, la cual se pudo constatar con la diferencia en la
longitud del intestino, en cinco medidas de la denticion faringea y en dos medidas de la
forma del cuerpo. En donde en el tratamiento al que se le suministré alimento blando se
pudo inducir el morfotipo papiliforme, y en los tratamientos con alimento de dureza
moderada y extrema se logr6 inducir el morfotipo intermedio o indicios del morfotipo

molariforme.

Siendo una especie en peligro de extincion y representativa de Cuatrociénegas, resalta la
importancia como estrategia de conservacion inducirla a la reproduccion ex situ, de la
cual muy poco se ha estudiado en cautiverio, dejando huecos vacios de su biologia
reproductiva. A este respecto, se logré inducir multiples desoves mediante la
administraciéon de Ovaprim a una dosis de 0.6 ml/kg, posicionandose como el método
mas eficaz. También, la genética de H. minckleyi se ve comprometida, ya que existe el
riesgo potencial de hibridacion con su especie hermana, H. cyanoguttatus, la cual en el
Valle de Cuatrociénegas existe cierto solapamiento en cuanto a su distribucién. En
consecuencia, detectamos que el riesgo potencial de hibridacion aumenta cuando el
macho es H. cyanoguttatus y la hembra H. minckleyi, esto se evidencié mediante la

obtencion de alevines hibridos.



ABSTRACT

The Cuatrociénegas cichlid (Herichthys minckleyi) is an endemic and endangered species,
and it is representative of the Cuatrociénegas valley due to its trophic polymorphism. This
polymorphism can be distinguished by the pharyngeal dentition, with at least three
morphotypes: papilliform, molariform, and intermediate. By administering diets of
varying hardness, it was possible to induce variation in the feeding morphotype, which
was confirmed through differences in intestinal length, five pharyngeal tooth
measurements, and two body shape measurements. In the treatment where soft food was
provided, the papilliform morphotype was induced, while in the treatments with
moderately and extremely hard food, the intermediate morphotype or signs of the

molariform morphotype were induced.

As an endangered species and a representative of Cuatrociénegas, it is important to
highlight the relevance of inducing ex situ reproduction as a conservation strategy.
However, very little has been studied about this species in captivity, leaving significant
gaps in knowledge about its reproductive biology. In this regard, multiple spawning events
were successfully induced by administering Ovaprim at a dose of 0.6 ml/kg, making it the
most effective method. Furthermore, the genetics of H. minckleyi are at risk due to the
potential for hybridization with its sister species, H. cyanoguttatus, with which there is
some overlap in distribution in the Cuatrociénegas Valley. Consequently, we found that
the potential risk of hybridization increases when the male is H. cyanoguttatus and the

female is H. minckleyi, as evidenced by the production of hybrid fry.



1 INTRODUCCION

El Valle de Cuatrociénegas es un ecosistema desértico unico con niveles inusualmente
altos de endemismos (Cohen et al. 2005), y se considera una de las areas bioldgicas mas
importantes en el hemisferio occidental (Artigas-Azas 1994). Se caracteriza por un
complejo sistema de manantiales (Oldfield et al. 2013) en medio de un paisaje desértico
(Artigas-Azas 1994), en donde el recurso hidrico se ha ido extrayendo excesivamente a
tal punto que la desecacion de los cuerpos de agua es la principal amenaza que enfrenta la

biodiversidad de este ecosistema (Hendrickson et al. 2019).

La mojarra de Cuatrociénegas, Herichthys minckleyi es una de las siete especies descritas
en el género monofilético Herichthys (Oldfield et al. 2013), y es la unica especie
reconocida de ciclidos endémica de las cuencas de Cuatrociénegas (Trapani 2003). Esta
especie se caracteriza por ser troficamente polimorfica, por lo que actiia en varios niveles
de la red trofica y desempeiia un importante papel en el ecosistema (Cohen et al. 2005).
Existen por lo menos tres morfotipos que se distinguen por la morfologia de la mandibula
faringea: papiliforme, molariforme e intermedio (Van-Valen 1988; Trapani 2003;
Swanson et al. 2003). La variacion en la morfologia tiene un sustento genético y
ambiental, en donde en este tltimo puede ser inducido por la dureza del alimento (Trapani
2003). De tal manera que los peces del morfotipo papiliforme estdn méas especializados al
consumo de materia vegetal, mientras que el molariforme se especializa en el consumo de
los caracoles de concha extremadamente dura (Oldfield et al. 2013), y el intermedio en el

consumo de peces (Trapani 2003).

Actualmente, las poblaciones de H. minckleyi han ido en declive a causa de las acciones
antropogénicas, y se encuentra catalogada en peligro de extincion (P) en la NOM-059-
SEMARNAT-2010. Esto a causa de ademas de la desecacion de los cuerpos de agua,
destaca la introduccion de especies exoéticas invasoras, y dentro de estas el ciclido
africano, Hemichromis guttatus, los cuales compiten, depredan y desplazan a H. minckleyi

(Zepeda-Morales 2021; Cohen et al. 2005). Incluso la reserva genética de H. minckleyi se



ha visto comprometida por la hibridacion con H. cyanoguttatus (Hendrickson et al. 2019;

Bell et al. 2019).

Debido a las amenazas inminentes que sufren estas poblaciones, se revela necesario llevar
a cabo métodos de induccion a la reproduccion ex situ con el fin de preservar a la especie
y con esto resguardar su pool genético, ademds de eventualmente reintroducirla a su
habitat natural. Para esto, es necesario llevar a cabo estudios que abarquen distintos

aspectos biologicos de la especie, incluso con la ayuda de estudios en cautiverio.



2 ANTECEDENTES

2.1 Descripcion de la especie
Nombre cientifico: Herichthys minckleyi (Kornfield y Taylor, 1983)

Nombre comin: Mojarra de Cuatrociénegas

Taxonomia:
Reino Filo Clase Orden Familia
Animalia Chordata Actinopterygii Perciformes Cichlidae

Descripcion: la mojarra de Cuatrociénegas alcanza una talla maxima de 17.5 cm de la
longitud estandar (LS; Hendrickson 2006). Es una especie polimorfica en la que se
distingue la presencia simpatrica de dos tipos (una de cuerpo alto y otra alargada), dentro
de las cuales estdn representadas tres formas de dientes faringeos (papiliformes,
molariformes e intermedios; Trapani 2003). Presentan de tres a cinco manchas negras en
los costados, por debajo de la aleta dorsal y a la altura de la linea lateral, asi como otra en

la base de la aleta caudal (Ceballos et al. 2016; Figura 1).

Figura 1. Mojarra de Cuatrociénegas.
Imagen tomada de Bruce Vandeweghe en AQUAINFO



Caracteristicas diagndsticas: 16 espinas y 10 a 11 radios dorsales, cinco espinas y ocho
a nueve radios anales y 14 radios pectorales; de 11 a 12 branquiespinas y 29 vértebras. El
pedunculo caudal es relativamente delgado, con una longitud igual o en general mayor

que la altura minima (Ceballos et al. 2016).

Especies similares: En el Valle de Cuatrociénegas, Herichthys cyanoguttatus y H.
minckleyi son especies que coexisten y son morfologicamente similares, pero se
diferencian por varias caracteristicas. En H. minckleyi, los dientes orales son conicos,
mientras que en H. cyanoguttatus son bicuspides. Ademas, H. cyanoguttatus presenta una
mayor frecuencia de dientes faringeos molariformes, mientras que en H. minckleyi, solo
el morfo molariforme tiene estos dientes (Cohen et al. 2005) y es menos comun que el
morfo papiliforme (Swanson et al. 2003). Otra diferencia notable es el patron de
coloracion reproductiva: las hembras de H. minckleyi muestran un cuerpo blanco con
manchas negras, mientras que los machos son negros o muy oscuros. En H. cyanoguttatus,
ambos sexos presentan un cuerpo con una parte anterior blanca y una posterior oscura

(Hendrickson 2006).

Estado de conservacion: en peligro de extincion (P) establecido en la NOM-059-
SEMARNAT-2010y en la American Fisheries Society (Ceballos et al. 2016), y en Peligro
(EN) en la Lista roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

(IUCN; Hendrickson et al. 2019).

Rango de Distribucion: especie restringida a las cuencas endorreicas del Bolson de
Cuatrociénegas, Coahuila, México (Hendrickson et al. 2019; Ceballos et al. 2016;
Contreras-Balderas y Ramirez-Flores 2000; Oldfield et al. 2013; Bell et al. 2019; Figura
2).
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2.2 Cuatrociénegas

En el centro de Coahuila, México esta el valle de Cuatrociénegas, el cual abarca una
extension de 700 km? y se encuentra a unos 740 m sobre el nivel del mar (Cohen et al.
2005). Cuatrociénegas se caracteriza por un complejo sistema de manantiales cuya
superficie oscila entre unos pocos metros cuadrados a varias hectareas, los cuales
alimentan como minimo a varios centenares de pozas geotermales (Oldfield et al. 2013;

Cohen et al. 2005).

La temperatura del agua varia mucho de unas pozas a otras, y los manantiales célidos y
frios surgen a menudo a pocos metros de distancia unos de otros, formando arroyos, rios
y pantanos (Cohen et al. 2005). Los manantiales de Cuatrociénegas se encuentran en
medio de un paisaje desértico rodeado de crestas rocosas desnudas, plantas vasculares
desérticas y cactus cortos (Artigas-Azas 1994). La precipitacion pluvial anual en la zona
no supera los 300 mm, ademas la lluvia es absorbida rapidamente por el suelo calcareo
poroso del valle. Tiene un pH alcalino, el cual oscila entre 7.6 y 7.8 con lecturas generales
de dureza de alrededor de 55 grados alemanes (equivalente a 17.8 mg de CaCO3 por litro

de agua; Artigas-Azas 1994).

Debido a las caracteristicas tan Unicas, a su alto nivel de endemismo y a las amenazas
inminentes, se decretd en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de noviembre de 1994
como érea natural protegida en la categoria de Area de Proteccion de Flora y Fauna
(APFF). La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) lo incluye entre los sitios prioritarios para la conservacion y es considerado
el humedal mas importante dentro del Desierto Chihuahuense y uno de los mas

importantes en México (Cohen et al. 2005).

2.3 Habitat de la mojarra de Cuatrociénegas

H. minckleyi se encuentra en un entorno muy especifico (Figura 2), en sistemas l6ticos,
lagunas o manantiales, con diversas dimensiones (Ceballos et al. 2016), aguas calidas (con
temperaturas muy estables) y cristalinas con hasta una visibilidad generalmente superior

a los veinte metros (Artigas-Azas 1994). Se han reportado temperaturas muy estables con



un rango de 33.5 °C a 34 °C en la Laguna del Mojarral, donde las variaciones maximas se

encuentran a nivel de la superficie con 5 °C (Arnold 1972).

2.4 Biologia de la especie

Dimorfismo sexual: en general, los machos de H. minckleyi son de color verde grisaceo
y son mas oscuros que las hembras (Ceballos et al. 2016). Ademas, cuando se encuentran
sexualmente maduros y en épocas reproductivas son de color negro o muy oscuros
(Hendrickson 2006). Mientras que las hembras son blancas cuando se encuentran
cuidando el nido (Hendrickson 2006), lo cual las hace dificiles de localizar por

depredadores aéreos, ya que se confunden con el sustrato donde habitan (Ceballos et al.

2016).

Fecundidad: en cautiverio se reportan desoves de 50 y 100 huevecillos en hembras de
una talla minima de 6 cm de longitud estandar (LS; la cual abarca desde la punta de la
boca hasta al inicio de la aleta caudal), mientras que para hembras de una LS de 15 cm se

reportan desoves de entre 1,200 y 1,800 huevecillos (Hendrickson 2006).

Reclutamiento: de acuerdo con Hendrickson (2006), la madurez sexual en las hembras

empieza cuando alcanzan una talla de alrededor de los 6 cm de la LS.

Reproduccion: H. minckleyi es una especie ovipara, dioica (Hendrickson 2006) y
poliginica (Kornfield et al. 1982; Oldfield et al. 2014). Las hembras desovan en el sustrato
(Ceballos et al. 2016), normalmente en depresiones en el fondo, en pequefias cuevas o
cualquier otra area que les den cobertura y proteccion (Hendrickson 2006). Ambos
progenitores protegen su territorio alrededor del nido antes y después del desove, aunque
normalmente el macho abandona a la hembra poco después (Hendrickson 2006). Ademas,
algunos machos vigilan dos lugares de cria simultaneamente (Kornfield et al. 1982). La
hembra cuida a los alevines durante varias semanas hasta que alcanzan un estado de
desarrollo suficiente para que puedan escapar de la mayoria de los depredadores

(Hendrickson 2006).



Debido a que las condiciones ambientales se mantienen constantes, no existe una
temporalidad reproductiva bien definida, de tal forma que se pueden observar parejas con
crias durante todo el ano, las cuales defienden territorios cerca de la orilla, en la zona
profunda, sobre la arena, cerca de la vegetacion e inclusive en pequenas cuevas (Ceballos

etal. 2016).

2.5 Morfotipos

H. minckleyi es tréficamente polimoérfico, por lo que puede actuar en varios niveles de la
red trofica, desempenando un importante papel en el ecosistema. El polimorfismo es
complejo e implica multiples caracteres, resultando dificil distinguirlos sin un examen
minucioso de los dientes faringeos o por medio de diseccion (Cohen et al. 2005). Existen
varias discrepancias sobre cuantas variaciones morfoldgicas existen, sin embargo, todos
los autores concuerdan en que los principales morfotipos son el molariforme y el
papiliforme. No obstante, algunos autores (Taylor y Minckley 1966; Minckley 1969; Sage
y Selander 1975; Kornfiel y Taylor 1983; Stephens y Hendrickson 2001) han reconocido
tres morfotipos diferentes en H. minckleyi: el molariforme, papiliforme y uno intermedio

(Swanson et al. 2003; Trapani 2003).

Por otra parte, otros autores (Taylor y Minckley 1966; LaBounty 1974; Kornfield y Taylor
1983) distinguieron la existencia de un complejo especifico compuesto por cuatro
morfotipos, los cuales presentan combinaciones de denticiones faringeas papiliformes o
molariformes y cuerpos profundos o esbeltos (Trapani 2003). Diferencidndose por su
denticion faringea, fisonomia externa y longitud del intestino, lo que se ve reflejado con

diferencias en la dieta (Ceballos et al. 2016).

El morfotipo de mayor distribucion y abundancia es el papiliforme o detritivoro, el cual
se caracteriza por presentar un cuerpo alto (Ceballos et al. 2016) y numerosos dientes
faringeos papiliformes, los que son finos y conicos (Bell et al. 2019). Estos dientes se
encuentran incrustados en mandibulas faringeas menos robustas que los del morfo
molariforme, con una musculatura asociada reducida (Cohen et al. 2005; Swanson et al.

2003; Trapani 2003). Dado que se alimenta principalmente de detritus, hojas, tallos, flores
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(Ceballos et al. 2016; Oldfield et al. 2013), algas e invertebrados de cuerpo blando
(Swanson et al. 2003; Trapani 2003), tienen un intestino relativamente mas largo que el

morfo molariforme (Cohen et al. 2005; Ceballos et al. 2016).

El morfotipo molariforme o moluscivoro presenta dientes faringeos robustos y planos,
parecidos a molares (Bell et al. 2019), y mandibulas con una musculatura asociada
hipertrofiada (Cohen et al. 2005; Swanson et al. 2003; Trapani 2003). Ademas de detritus,
algas e invertebrados de cuerpo blando, su alimentacion estd asociada a una proporcion
mucho mayor de caracoles en su dieta que los papiliformes (Swanson et al. 2003; Bell et
al. 2019), por lo que presentan un intestino mas corto (Ceballos et al. 2016). Debido a que
a menudo se piensa que los ciclidos con dientes faringeos molariformes son especialista
en triturar caracoles endémicos de la regidbn con una concha extremadamente dura
(Trapani 2003; Oldfield et al. 2013), suelen ser menos frecuentes en la poblacion que

aquellos del morfo papiliforme (Swanson et al. 2003).

El morfotipo menos abundante con frecuencias inferiores al 5% de la poblacion total es el
intermedio. Este morfotipo, como ya se menciond, se caracteriza por presenciar
morfologia faringea intermedia, que puede ser del tipo molariforme o papiliforme.
Aunque los morfotipos de dientes faringeos son indistinguibles seglin la forma general del
cuerpo, en el morfo intermedio se ha distinguido que presentan cabezas alargadas y
cuerpos fusiformes (Cohen et al. 2005). Aunque segun Ceballos et al. (2016) el morfo

intermedio presenta el cuerpo mas delgado, dientes papiliformes e intestino corto.

2.6 Control endocrino de la reproduccion en peces

De manera similar a otros vertebrados (Valdebenito 2008), el proceso reproductivo en los
peces inicia en el cerebro, que integra la informacién externa y responde activando el
sistema de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) misma que es producida en
el hipotalamo (Mananos et al. 2008). Este decapéptido (Valdebenito 2008) estimula la
sintesis y liberacion de gonadotropinas (GtH) por la parte anterior de la hipofisis

(Mananos et al. 2008).



La regulacion de la reproduccion llevada a cabo por esta glandula se realiza mediante dos
hormonas gonadotropinas: la hormona foliculo estimulante (FSH o GtH I), que regula la
vitelogénesis en hembras y la espermatogénesis en machos; y la hormona luteinizante (LH
o GtH II), responsable de conducir la maduracion final del oocito en las hembras
(Valdebenito 2008). Ambas hormonas actian sobre la génada (ovario o testiculos) para
promover la sintesis de esteroides sexuales, los cuales son los efectores finales del
desarrollo gonadal. Los esteroides sexuales también cumplen funciones adicionales en
tejidos no gonadales, principalmente ejerciendo acciones de retroalimentacion sobre el
cerebro/hipdfisis y, en hembras, estimulando la sintesis de vitelogenina (VTG) en el

higado (Mylonas et al. 2010; Mananos et al. 2008; Figura 3).

Factores ambientales

X

Nivel de

P 0@

CAAON

pre-vitelog — vitelogénesis maduracion ovulacion
espermatogénesis — espermiogénesis — maduracion —’ espermiacioén

Figura 3. Cambios endocrinos y gonadales asociados al ciclo reproductivo de los peces.
La mitad superior del diagrama muestra las secreciones hormonales hipofisarias y las concentraciones
hormonales plasmaticas; la mitad inferior muestra las fases correlativas del desarrollo de ovocitos y
espermatozoides. Modificado de Mafianos et al. 2008.

10



Hembras

Durante la fase de vitelogénesis en las hembras, la FSH y la LH promueven la produccion
de testosterona en las células de la teca, que luego es convertida en 173-estradiol (E2) en
las células de la granulosa del foliculo ovarico. El aumento de E2 en el plasma estimula
la produccion de VTG en el higado, que es absorbida por el oocito a través de
macropinocitosis, un proceso regulado por la FSH. Al final de la vitelogénesis, un
aumento en los niveles de LH eleva los niveles de esteroides inductores de la maduracion
(MIS), que actiian en la membrana del oocito para desencadenar su maduracion final

(FOM; Valdebenito 2008).

Machos

En los machos, las gonadotropinas juegan un papel clave en la regulacion de la
espermatogénesis al estimular la produccion de andréogenos, como la 11-ketotestosterona
(11-KT), que es sintetizada por las células de Leydig. La testosterona actua como
precursor de la 11-KT, cuyos niveles aumentan durante la espermatogénesis y disminuyen
antes o durante la espermacion. La 11-KT estimula las células de Sertoli, esenciales para
activar la espermatogénesis. Al inicio de la temporada reproductiva, el aumento de LH
favorece la esteroidogénesis y la produccion del MIS, que aumenta el volumen de semen

y mejora la movilidad espermadtica al elevar el pH del plasma seminal (Valdebenito 2008).

2.7 Induccion a la reproduccion

En condiciones de cautiverio, muchas especies de peces experimentan disfunciones
reproductivas significativas (Valdebenito 2008). Estas disfunciones suelen originarse por
deficiencias en los estimulos ambientales que no logran desencadenar las cascadas
hormonales necesarias para la maduracion de los gametos (DiMaggio 2014). En términos
generales, en las hembras, el desarrollo gonadal se inicia de manera normal, pero no se
logra la maduracion final del oocito, la ovulacion y/o la puesta (DiMaggio 2014;

Valdebenito 2008; Mylonas et al. 2010; Figura 4).
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Figura 4. Principales disfunciones reproductivas observadas en peces hembra cautivos.
Modificado de Maianos et al. 2008.

Por otro lado, en los machos, a pesar de su mayor resistencia a las condiciones del
cautiverio y al estrés asociado, suelen producir un volumen de semen reducido o de baja
calidad (Valdebenito 2008). Como respuesta a estos desafios, las terapias hormonales se
emplean cominmente para abordar problemas como la disminucién en la produccion de
esperma durante la época de desove y el fracaso de la FOM en los peces cautivos (Mylonas

et al. 2010).

El estrés asociado al cautiverio en peces puede tener efectos adversos en diversos aspectos,
incluyendo el sistema inmune, el crecimiento y la reproduccion. Este estrés puede alterar
multiples niveles del sistema endocrino, afectar el desarrollo de gametos y su calidad, asi
como influir en la supervivencia y desarrollo de huevos y larvas (Valdebenito 2008). A
pesar de que ajustar algunos factores ambientales para replicar las condiciones naturales
de desove, como el fotoperiodo, temperatura, salinidad, vegetacion del sustrato y volumen
del tanque, puede mejorar la calidad de las puestas, no garantiza el éxito reproductivo en
cautiverio (Mylonas et al. 2010; DiMaggio 2014). En algunos casos, especialmente en
ciertas especies, los tratamientos hormonales se presentan como la Uinica alternativa viable
para asegurar los procesos reproductivos adecuados en peces mantenidos en cautiverio

(Valdebenito 2008; Mylonas et al. 2010).
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2.7.1 Técnicas hormonales

El empleo de hormonas para el control de la reproduccion en peces se ha focalizado en la
induccion de la FOM, la ovulacién, la espermiacion y la puesta (Mylonas et al. 2010;
DiMaggio 2013; DiMaggio 2014). Aunque este enfoque se aplica especialmente a peces

que no son capaces de completar su ciclo reproductivo en agua dulce (Valdebenito 2008).

Gonadotropina corionica humana (hCG)

Dentro de diferentes alternativas hormonales la hCG ha sido empleada en la induccion del
desove en algunas especies de peces cultivadas, y su éxito generalmente se atribuye a la
similitud estructural con las gonadotropinas y a una actividad similar a la LH. La eficacia
de una dosis tnica se debe probablemente a la prolongada permanencia de la hormona en
circulacion. Las concentraciones utilizadas suelen estar en el rango de 100 y 4,000 UI por
kg de peso del pez. Se ha observado una mejora significativa en los resultados cuando se
combina con la inyeccion de extractos de hipdfisis. Una ventaja de la hCG es que actua
directamente sobre la génada sin necesidad de la activacion de la glandula hipdfisis, lo
que conlleva una accidon mas rapida, induciendo la maduracion final del oocito, la
espermiacion y la puesta. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la hCG puede
generar reacciones inmunoldgicas en el pez que es estimulado, lo que puede reducir o

eliminar el efecto de la hormona en inyecciones subsiguientes (Valdebenito, 2008).

En un estudio realizado por DiMaggio (2013) en Lagodon romboides, se utilizaron dosis
de 500, 1,000, 2,000 y 4,000 Ul/kg de hCG, administradas en la musculatura dorsal de las
hembras para inducir la FOM, la ovulacion y el desove. Los machos recibieron la mitad
de la dosis para asegurar la espermiacion. Los resultados mas destacados se obtuvieron
con dosis de 4,000 Ul’kg de hCG, provocando la mayor frecuencia de desove en las
hembras. En el ciclido Oreochromis niloticus el uso de hCG a dosis bajas (0.5 y 1.5 Ul/g)
resultd en un 100% de hembras desovadas en la reproduccion artificial (Azevedo et al.

2021).
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Hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH y LH-RH) y sus analogos
sintéticos (Gn-RHa y LH-RHa)

Las GnRH son pequefias moléculas que no generan respuestas inmunes en los peces que
son estimulados, lo que permite su uso repetido. Estas hormonas son producidas en el
hipotadlamo, controlando la secrecidon de otras hormonas hipofisiarias importantes en la
homeostasis del pez, como la prolactina, somatotropina y tirotropina. Las GnRH
desempefian un papel crucial al “reparar” las alteraciones endocrinas causadas por el
cautiverio, llevando a los peces a su completa maduracion sexual. La similitud estructural
de estas hormonas en diversos peces permite su aplicacion con alta efectividad en un gran
numero de especies. Las concentraciones utilizadas generalmente oscilan entre 1 y 100 pg

de GnRHa/kg de pez (Valdebenito 2008).

En algunos peces, la dopamina inhibe la liberacion de gonadotropinas (GtH) en la hip6fisis
y reduce la efectividad de la GnRH. Para contrarrestar este efecto, se utilizan antagonistas
de dopamina (como domperidona, pimozida, reserpina o metoclopramida) en
combinacion con analogos sintéticos de GnRH (GnRHa) para inducir la maduracion
reproductiva. Esta combinacion ha demostrado ser eficaz, especialmente en ciprinidos y

otras especies de agua dulce (Valdebenito, 2008).

Se han utilizado dosis de 0.25, 0.50, 1.00 y 2.00 ml/kg de Ovaprim ® (sGnRHa [GnRHa
del salmon] + domperidona) en el pigfish Orthopristis chrysoptera (DiMaggio 2014) y en
el pinfish Lagodon rhomboides (DiMaggio 2013). Estas dosis se administraron en la
musculatura dorsal de las hembras para inducir la FOM, la ovulacion y el desove, mientras
que los machos recibieron la mitad de la dosis para asegurar la espermiacion. Los
tratamientos con dosis bajas (0.25 y 0.50 ml/kg) de Ovaprim mostraron un rendimiento
mejorado en el desove para ambas especies. Sin embargo, la preferencia por la dosis 0.50
ml/kg se respalda mediante la superioridad en las caracteristicas de los ovocitos y larvarias
en el caso del pigfish. También, en el ciclido Oreochromis niloticus, se obtuvo el 85.19%
de fertilizacion de los huevos mediante la administracion de Ovaprim a una dosis de 0.6
ml/kg para hembras y machos, mientras que en el tratamiento control no se obtuvo el

desove (Fabanjo y Abdullah, 2021).
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Administracion oral de las hormonas

El uso de inyecciones hormonales multiples puede presentar inconvenientes, ya que
algunas especies pueden verse afectadas por el estrés asociado a la manipulacion repetida,
llegando incluso a experimentar regresion gonadal o, en algunos casos extremos, la muerte
de los reproductores (Patino 1997). Para abordar este problema y reducir la manipulacion
de los reproductores, se ha explorado el potencial de la administracion oral de hormonas
en peces (Valdebenito 2008). Se ha observado que la administracion dietética de andlogos
de la GnRH ha tenido éxito en la induccion del desove en especies como la trucha
manchada, Cynoscion nebulosus (Thomas y Boyd 1989). Ademas, la administracion oral
de analogos de la GnRH parece ser eficaz en especies como la carpa comun (Cyprinus
carpio), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el bagre africano (Clarias gariepinus)
(Breton et al. 1995). Sin embargo, se requiere de una biopsia ovarica para la seleccion

inicial adecuada de las hembras a reproducir (Patino 1997).

2.7.2 Patrones de desarrollo ovocitario en los peces teledsteos

Para determinar qué tipo de terapia hormonal administrar, es crucial conocer el patroén de
desarrollo ovocitario presente en la especie de interés. En peces teledsteos, existen tres

patrones:

1) sincronico, donde todos los oocitos se desarrollan simultdneamente, lo que se asocia

con especies semelparas que desovan una sola vez en su vida y mueren;

2) sincronico de grupo, donde los oocitos se desarrollan en dos grupos distintos, uno de
ellos sirviendo como reserva para el siguiente ciclo reproductivo, patrén que es

caracteristico de especies con una temporada de desove corta; y

3) asincrénico, con mas de dos millones de oocitos en distintas fases de desarrollo,
asociado con especies que desovan multiples veces en una temporada de desove

prolongada (Rizzo y Bazzoli 2020).
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Este ultimo patron concuerda con las caracteristicas reproductivas de la especie de interés,
H. minckleyi. Por lo que se ha determinado que los sistemas de administracion de GnRHa
pueden ser mas eficaces para conseguir la maxima fecundidad en especies asincronas con

una larga estacion reproductiva (Mylonas et al. 2010).

2.8 Potencial de hibridacion con otras especies de ciclidos

Los ciclidos han exhibido una capacidad notable para diversificarse en periodos de tiempo
muy cortos. A este respecto, se ha propuesto que la hibridacion es un medio para lograr
una rapida diversificacion en esta clase, por lo que se ha postulado un origen hibrido para
varias especies de ciclidos. La hibridacion tiene el potencial de generar nuevos fenotipos
en este grupo, lo cual puede contribuir significativamente a su diversificacion y éxito

(Albertson y Kocher 2005).

Dentro de este contexto, Hulsey et al. (2016) sugieren que podria haber una hibridacion
potencial entre H. minckleyi y H. cyanoguttatus, ya que ambas especies estan
estrechamente relacionadas (Hulsey et al. 2010) y su area de distribucion se superpone.
En este sentido, Magalhaes et al. (2015) encontr6 evidencia de introgresion mitocondrial
entre H. minckleyi y H. cyanoguttatus (Bell et al. 2019). También estudios moleculares
comprueban la hibridacion entre H. minckleyi y H. cyanoguttatus (Hendrickson 2006),
por lo que la reserva genética de H. minckleyi se veria altamente comprometida por la

hibridacion con H. cyanoguttatus (Hendrickson et al. 2019).

La distribucion de los ciclidos colinda con muchas zonas templadas del Africa
subsahariana, el sur de la India, el Levante y las regiones neotropicales de América del
Sur y Central (Figura 5A). Los dos ciclidos del Neotropico con las areas de distribucion
mas septentrionales son Herichthys minckleyi y H. cyanoguttatus. En el noreste de
Meéxico, el area de mayor distribucion donde se encuentra H. cyanoguttatus se encuentra
con el Valle de Cuatrociénegas, donde H. minckleyi es endémico (Figura 5B). En
Cuatrociénegas hay aproximadamente 200 manantiales donde habitan ciclidos (Hulsey et

al. 2016; Figura 5C).
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Figura 5. Distribucion de los ciclicos.

Donde en (A) se muestra la distribucion de los ciclidos (en rojo); (B) area de mayor distribucion de H.
cyanoguttatus en el Noreste de México (en celeste), la cual esta cerca del Valle de Cuatrociénegas (en rojo);
(C) algunos manantiales donde se distribuyen los ciclidos, donde los manantiales en azul claro son mas frios
y los de tonos rojos mas calientes. Estas localizaciones, empezando por el 16bulo occidental de la cuenca y
moviéndose alrededor de la Sierra de San Marcos: 1) Churince, 2) Juan Santos, 3) Tierra Blanca, 4) Mojarral
Oeste, 5) Mojarral Este, 6) Escobedo, 7) Los Remojos, 8) Tio Candido y 9) Los Gatos. Tomado de Hulsey
et al. (2016).

A pesar de que H. cyanoguttatus es nativa de los afluentes del rio Grande (a 10 km de
Cuatrociénegas), es probable que en los ultimos 150 afios haya invadido la cuenca de
Cuatrociénegas a través de canales artificiales. Aunque estas dos especies de ciclidos han
sido alopatricas durante aproximadamente 2 millones de afios, pueden producir hibridos

fértiles en condiciones de laboratorio (Hulsey et al. 2016).

2.8.1 Filogenia de la tribu Heroini

El clado hermano de Herichthys minckleyi incluye a H. cyanoguttatus, H. deppi, H.
carpintis y H. tamasopoensis, el cual divergi6 en los ultimos 3 millones de afios (Figura

6; Hulsey et al. 2010).
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Figura 6. Cronograma de la diversificacion de la tribu Heroini.
Tomado de Hulsey et al. 2010.

2.8.2 Sistemas de apareamiento

Herichthys minckleyi es una especie en la que los machos son poligamos y mantienen
grandes territorios, mientras que H. cyanoguttatus es una especie mondgama (Oldfield et
al. 2013) en la que los machos defienden pequefios territorios temporales de anidacion
(Oldfield et al. 2014). Un rasgo comun de las especies mondgamas es que sexualmente
son monocromaticas, lo cual se cumple para H. cyanoguttatus. Mientras que H. minckleyi
es sexualmente dicromadtica, lo que es un indicio de seleccion sexual. Las parejas de H.
cyanoguttatus cuidan a sus crias durante 4-6 semanas antes de abandonarlas y pueden
permanecer juntas durante multiples ciclos reproductivos. Mientras que los machos de H.
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minckleyi rara vez cuidan de sus parejas y crias y, cuando estan presentes, realizan menos

cuidados parentales que los machos de H. cyanoguttatus (Oldfield et al. 2013).

2.9 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario es un proceso complejo en el que la diferenciacion celular y la
proliferacion ocurren simultineamente, pero a diferentes velocidades. Consta de siete
etapas (Sancho-Martinez 2018): 1) Periodo cigoético; 2) Periodo de clivaje; 3) Periodo de
blastula; 4) Periodo de gastrula; 5) Periodo de segmentacion; 6) Periodo de faringula; y 7)

Periodo de eclosion (Tabla 1).

Tabla 1. Fases del desarrollo embrionario en ciclidos.

Periodo Estadio dpf hpf Caracteristicas
Cigético 1 1 0-1.5 1 célula
Clivaje 2 1 1.5-2 2 células
3 1 2 4 células
4 1 3 8 células
5 1 4 16 células
Blastula 6 1 4-12 Blastula temprana
7 1 12-17 Blastula media
8 1 17-22 Blastula tardia
Gastrula 9 2 22-26 Gastrula, epibolia al 30-50%
Segmentacion 10 2 26-30 Néurula, epibodlia al 50-90%
11 2-3 30-40 Cierre del tapon vitelino y somitogénesis
12 3 40-44 Copas Opticas y cola socavada
13 3 44-48 Diferenciacion cerebral
Faringula 14 3-4 48-60 Latidos del corazon
15 4 60-72 Comienzo de la circulacion sanguinea
16 4-5 72-90 Alargamiento de la cabeza
Eclosién 17 5-6 90-110 Extension de la mandibula
18 6 110-120 Formacién de las branquias

Donde dpf = dias posteriores a la fertilizacion; hpf = horas posteriores a la fertilizacion. Modificado de
Fujimura y Okada (2007).

2.10 Especies exdticas invasoras

Dentro de las especies de peces exoticas invasoras que han sido introducidas en el valle
de Cuatrociénegas resalta el ciclido africano, Hemichromis guttatus, el cual compite y

depreda a los individuos juveniles de H. minckleyi (Hendrickson et al. 2019). También
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esta la gambusia, Gambusia affinis, especie muy agresiva y voraz, la cual fue introducida
intencionalmente como control biolégico de mosquitos (Ceballos et al. 2016). Dentro de
las especies de macroinvertebrados exoticas invasoras que han sido introducidas en el
Valle de Cuatrociénegas destacan la almeja asiatica (Corbicula fluminea) y el caracol

invasor Melanoides tuberculata (Dugan 2014).

Desde la aparicion de H. guttatus en la Poza Churince, la proporcion de H. minckleyi
papiliforme ha disminuido, ya que H. guttatus tiene una denticioén faringea papiliforme,
lo cual ocasiona una superposicion en la dieta para este morfotipo. Este aumento en la
proporcion de H. minckleyi molariforme podria potencialmente iniciar una cascada trofica,
ya que las poblaciones de caracoles endémicos podrian verse afectadas, lo que a su vez

podria afectar a los estromatolitos sobre los que pastan los caracoles (Dugan 2014).

Ademéas, H. guttatus estéa interactuando agresivamente con H. minckleyi expulsandola de
las zonas cubiertas en oposicion a su preferencia. Este cambio de comportamiento en
Cuatrociénegas podria verse directamente afectado en las poblaciones de caracoles
hidrobiidos, los cuales se encuentran sobre la vegetacion, en los sedimentos o en el
travertino. Esto podria ocasionar el decline de las poblaciones de caracoles en las areas
abiertas y un aumento en areas con vegetacion, potencialmente llevando a efectos
indirectos en otras especies de macroinvertebrados. También se ha reportado que la

presencia de H. guttatus ocasiona un aumento del caracol invasor M. tuberculata (Dugan

2014).

2.11 Medidas de conservacion

H. minckleyi se encuentra dentro del area protegida Cuatrociénegas, pero no se conocen

acciones de conservacion dedicadas para la especie (Hendrickson et al. 2019).
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3 JUSTIFICACION

H. minckleyi (Kornfield y Taylor, 1983) es una especie que se encuentra catalogada en
peligro de extincion en la NOM-059-SEMARNAT-2010 y en la American Fisheries
Society, y en Peligro (EN) en la Lista roja de la IUCN. Es una especie de ciclido endémica
y representativa de las cuencas de Cuatrociénegas, que presenta un patréon evolutivo
excepcional por ser troficamente polimorfica, por lo que desempefia un importante papel
en varios niveles de la red trofica del ecosistema. Actualmente, sus poblaciones han ido
en declive por la desecacion de los cuerpos de agua, y por la introduccién de especies
exoticas invasoras, sin contar que su reserva genética se ve comprometida por la
hibridacién potencial con H. cyanoguttatus. Lo cual resalta la importancia de establecer
métodos de induccion a la reproduccion ex sifu con la finalidad de tener un resguardo de
su pool genético, y poder contar con ejemplares para su posterior reintroduccion a su
habitat natural. Esto por supuesto implica el conocimiento de diferentes aspectos de su
biologia reproductiva, de la cual muy poco se ha documentado en cautiverio. Ademas,
resulta crucial analizar el riesgo potencial de hibridacion con su especie hermana, H.
cyanoguttatus, la cual podria considerarse como especie exdtica en el Valle de
Cuatrociénegas, de acuerdo con los registros previos. Adicionalmente, es interesante
determinar la factibilidad de inducir un morfotipo determinado por medio de distintos
tipos de alimentacion. Esto podria ser de utilidad al momento de la reintroduccion de H.
minckleyi, ya que se podrian reintroducir a ejemplares de un determinado morfotipo de

acuerdo con las necesidades del ecosistema.
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4 HIPOTESIS

Los métodos de induccion hormonales y la alimentacidon asegurarian el éxito para alcanzar
la madurez sexual en machos y hembras en comparacion con los procesos de maduracion

naturales.

El desarrollo de diferentes morfotipos en H. minckleyi puede inducirse alimentando a los

individuos con dietas de diferente dureza.

Existe un riesgo potencial de hibridacion en H. minckleyi con su especie hermana, H.

cyanoguttatus.
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S OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 General

Como una aproximacion a la conservacion de H. minckleyi y con miras a restaurar sus

poblaciones es relevante el establecimiento de métodos de induccion a la reproduccion ex

situ, caracterizar e inducir su morfotipo y evaluar el riesgo potencial de hibridacion con

su especie hermana, H. cyanoguttatus.

5.2 Particulares

v

Caracterizar el morfotipo de acuerdo con la denticion faringea y otras variantes

morfoldgicas.

Inducir la variacion en la morfologia faringea mediante la administracién de

alimentos de diferente dureza.

Desarrollar métodos de induccién a la reproduccion ex sifu y comparar su

efectividad con los métodos naturales.

Analizar el riesgo potencial de hibridacion de H. minckleyi con su especie

hermana, H. cyanoguttatus.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de los ejemplares

Los ejemplares de Herichthys minckleyi (dos machos y dos hembras) fueron capturados
afios anteriores por miembros del Grupo Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, con el permiso de colecta
(OFICIO NUM. SGPA/DGVS/05398/15) otorgado por la SEMARNAT, el 20 de marzo
de 2015 en un canal aledafo a la Poza San José del Anteojo (26°58'10.62" N; 102°7'14.91"

0) dentro del Area de Proteccion de Flora y Fauna Cuatrociénegas, Coahuila.

Después de aproximadamente 9 afios de llevar el mantenimiento adecuado gracias a la
labor en conjunto de los miembros del Grupo Ecofisiologia, se retomo el proyecto. En el
cual el pie de cria de la presente tesis se basa en la descendencia de aquellos organismos
colectados con anterioridad. Para la presente tesis, la primera generacion filial (F1) conto
con cuatro ejemplares: dos juveniles, un macho y una hembra maduros. Estos ejemplares
se encontraban en un tanque de 4,580 L de agua (2.7 m de didmetro con una profundidad
de 80 cm), con un ambiente enriquecido con suficientes refugios y rafia plastica. Asi
mismo, la calidad del agua se mantuvo durante todos estos afios mediante un sistema de
filtracion y oxigenacion. La alimentacion de los organismos fue variada, ofreciéndoles
principalmente alimento formulado en forma de hojuelas, pequefios trozos de higado de
res, y alimento vivo como Artemia, larvas de mosquito y quironémidos (Mendoza-Alfaro

etal. 2017).

6.2 Desoves espontaneos

Después de haber alimentado a diario con una dieta variada, basada principalmente en
alimento formulado para peces, y alimento vivo como Artemia, caracoles, larvas de
zancudos y quironémidos; de esta pareja madura se obtuvieron tres desoves espontaneos.
En el primero, el 7 de agosto del 2023, se observaron aproximadamente de 83 a 100

alevines con una gran movilidad, por lo que muy probablemente estos llevaban cinco dias
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de haber eclosionado. El segundo ocurrié el 13 de septiembre de 2023, observando en la
superficie del acuario aproximadamente de 153 a 200 alevines con muy poca movilidad
(posiblemente recién habian eclosionado). El tercer desove ocurrid el 13 de mayo de 2024,
observando aproximadamente de 150 a 200 alevines con la hembra. Antes de esta fecha,
el 30 de abril del mismo afio se observé a ambos progenitores cuidando a los huevos
adheridos en un ladrillo; para el seis de mayo del mismo afio ya no se observaron los

huevos (posiblemente ya habian eclosionado).

Para los tres desoves se retiraron a los alevines con cuidado, esperando el momento en
que ellos se acercaban a la superficie, para asi poder atraparlos con una red fina y
transportarlos a un acuario de 20 L de agua previamente desclorada, con aireacion
moderada y suficientes refugios. Después del transcurso de un mes, fueron trasladados a
un acuario de 800 L de agua. La alimentacion en el primer mes de vida fue abundante y
diaria, ofreciéndoles exclusivamente nauplios de Artemia y pulga de agua. Tras pasar el
primer mes, se les empezo a ofrecer otros alimentos, como alimento formulado, Artemia
en etapas mas avanzadas, larvas de zancudo, quironémidos, detritus y caracoles. En los
meses de invierno, los acuarios se mantuvieron a 25°C mediante calentadores

automaticos.

6.3 Induccion del morfotipo alimenticio

Para inducir el morfotipo alimenticio se llevaron a cabo tres diferentes tratamientos

alimenticios:

1. Con alimento blando (tratamiento blando);
2. Con alimento de dureza moderada (tratamiento con pellets);

3. Con alimento de dureza extrema (tratamiento con caracoles);

e Mas un control negativo, al cual no se les administr6 alimento. Este tratamiento
permitié contemplar muertes por inanicion, en el caso de que algun organismo de

los diferentes tratamientos no consumiera el alimento administrado.
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e Un control externo, al cual se le suministré alimento del tratamiento de dureza
blanda. Este tratamiento permiti6 determinar a qué talla se pudo identificar la

morfologia faringea.

El experimento inici6 el 16 de julio de 2024, a los 71 dias de edad de los alevines
(considerando el dia en que eclosionaron). Para los tres tratamientos (alimento blando, de
dureza moderada y extrema) se colocaron 10 individuos al azar de la F2 del tercer desove
de H. minckleyi en acuarios de vidrio con un volumen de 20 L de agua previamente
desclorada. Cada uno de estos tratamientos con sus respectivas tres réplicas. Cada acuario
inicialmente fue enriquecido ambientalmente con dos plantas artificiales, dos refugios de

PVC y un filtro mecénico. El acomodo de los acuarios fue aleatorio para cada réplica.

6.3.1 Alimento blando

El alimento blando se bas6 en los primeros 15 dias en un alimento formulado de camaron
para alevines recién nacidos de 500 um de diametro (considerando la apertura de la boca).
Posteriormente, se baso en Artemia viva, Artemia liofilizada, tubifex liofilizado, larvas de

zancudo y quironémidos.

6.3.2 Alimento de dureza moderada (Tratamiento con pellets)

El alimento de dureza moderada consisti6 en los primeros meses en alimento formulado
para peces marinos (considerando la apertura de la boca, ya que los pellets para peces de
agua dulce suelen ser mas grandes). Posteriormente, se basd en mini pellets para peces

tropicales.

6.3.3 Alimento de dureza extrema (Tratamiento con caracoles)
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La alimentacidén en este tratamiento se baso principalmente en caracoles, seguido de
ostracodos y gamaridos, y en menor medida en alimento formulado los primeros meses.
Esto ultimo debido a que en tallas pequefias se empezo6 a detectar algunas muertes por
inanicion (posiblemente por no poder consumir los caracoles de mayor tamafio). Las
muertes por inanicidon fueron repuestas con individuos del control externo. A partir del 15
de noviembre del 2024, se les empezd a dar solo caracoles, ostracodos y gamaridos, debido
a que a partir del 10 de septiembre del mismo afio ya no se registr6 mas muertes en este

tratamiento.

Para los tres tratamientos previamente descritos, el alimento fue administrado a saciedad
dos veces al dia (de lunes a viernes, y una vez los sdbados). La cantidad administrada se
baso6 en las heces y sobras de alimento, siempre procurando que sobrara alimento. Asi
mismo, procurando que el didmetro del alimento estuviera acorde al didmetro de la

apertura de la boca de los alevines.

6.3.4 Control negativo

El control negativo en un inicio se realizd en un acuario con las mismas caracteristicas
que el resto de los tratamientos, pero posteriormente (30 de julio de 2024) fue necesario
separar a los peces, ya que se empezd a observar canibalismo. Para esto se utilizaron
acuarios de vidrio redondos de 2 L de agua previamente desclorada y con burbujeo
constante. Al dia siguiente se pusieron las peceras en un contenedor con agua para

mantener la temperatura similar al resto de los tratamientos.

6.3.5 Control externo

Al control externo, se les ofrecido alimento del tratamiento blando, y posteriormente,
cuando se determind la talla minima en la que se pudo caracterizar el morfotipo, se les

empez6 a ofrecer pellets del tratamiento con alimento de dureza moderada. Este cambio
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de alimento se justifico para poder reponer las muertes en el tratamiento con alimento de

dureza extrema.

6.3.6 Mantenimiento y monitoreo

El mantenimiento para los tres tratamientos (blando, pellets y caracoles) se bas6 en extraer
con sifon la materia en descomposicion tres veces a la semana, seguido de la reposicion
del agua, y dos veces al mes la limpieza completa del acuario. Asi mismo, en verano se
cuido el nivel del agua, y en los meses de invierno se equip6 con calentadores automaticos,
los cuales se ajustaron a 25 °C. De lunes a viernes se tomo la temperatura, y una vez a la

semana el pH.

6.3.7 Caracterizacion del morfotipo

Se empezaron a caracterizar en el momento en que se pudo identificar la morfologia
faringea de acuerdo con el control externo, el cual se identifico el tres de agosto de 2024,
aproximadamente a los 2 cm de la LS. Una vez al mes se fij6 en alcohol al 96% a un
individuo de cada réplica de los tres tratamientos (blando, pellets, caracoles). Para ello,
primero fue necesario administrarles anestesia (Aceite de clavo o MS-222) a sobredosis
al individuo mas grande de cada réplica (para asegurar la caracterizacion y al mismo
tiempo eliminar la competencia). La primera caracterizacion se realizo el 19 de agosto del
2024 y la ultima el 3 de marzo del 2025, realizando en total ocho caracterizaciones de

cada réplica.

Para cada organismo preservado se les tomd medidas de la denticion faringea y la longitud
del intestino para su caracterizacion del morfotipo. Las medidas de la denticioén faringea
se basaron en las realizadas por Trapani (2003; Figura 7; Tabla 2). También se pesaron

con una balanza digital de precision y se midieron mediante el software ImageJ.
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Figura 7. Medidas de la denticion faringea.
Donde las medidas se describen en la Tabla 2. Imagen tomada y modificada de Trapani (2003).

Tabla 2. Cédigo de las medidas de la denticion faringea.

Cédigo Descripcion

P1 Ancho maximo en las ramas laterales

P2 Ancho maximo del area dental

P3 Longitud méxima en la sinfisis

P4 Longitud méxima del 4rea dental en la sinfisis

D4 Distancia anteroposterior desde la parte posterior de la fila de dientes hasta la parte
anterior del cuarto diente desde la parte posterior

DG Diametro mediolateral del diente mas grande

nDP Numero de dientes mediolateralmente a lo largo de la fila posterior

nDA Numero de dientes anteroposteriormente a lo largo de la fusion

Para la remocion de la dentadura faringea inferior se requiri6 primero remover el opérculo,
las branquias, posteriormente aflojar la piel antes del 5° arco branquial, extraer con mucho

cuidado la dentadura del arco/ faringeos y finalmente remover todo el tejido blando.
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6.3.8 Analisis morfométricos de la forma del cuerpo

Para analizar si existe 0 no una variacion en la morfometria de la forma del cuerpo en los
tres diferentes tratamientos (blando, pellets y caracoles), a cada uno de los organismos
preservados se les tomo 11 medidas morfométricas basadas en las realizadas por Trapani

(2003; Figura 8, Tabla 3).
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Figura 8. Medidas morfométricas de la forma del cuerpo.
Donde la descripcion de las medidas se muestra en la Tabla 3. Imagen tomada de Trapani (2003).

Tabla 3. Cédigo de las medidas morfométricas de la forma del cuerpo.

Cédigo Descripcion

LS longitud estandar

B1 profundidad del cuerpo (de la aleta pectoral a la pélvica)
B2 anchura de los ojos

B3 longitud de la mandibula superior
B4 longitud del hocico

BS longitud de la cabeza

B6 profundidad de las mejillas

B7 longitud postorbital

B8 longitud de la mandibula inferior
B9 longitud predorsal

B10 longitud prepélvica

6.3.9 Analisis estadisticos

Con el objetivo de evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las
medidas morfométricas analizadas, primero se estandarizaron dichas variables dividiendo
cada una de ellas entre la longitud estandar (LS) de los individuos, obteniendo asi
proporciones que permitieron controlar el efecto del tamafio corporal y facilitar las

comparaciones relativas entre los tratamientos.
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Posteriormente, se aplicaron andlisis de varianza (ANOVA) a cada una de las variables
estandarizadas. Como estos analisis se basan en modelos lineales, fue necesario verificar
el cumplimiento de los supuestos de normalidad de los residuos y homogeneidad de
varianzas. En los casos en que no se cumplian estos supuestos, las proporciones fueron
transformadas mediante funciones de arcoseno o logaritmo natural (base e), dependiendo
de la distribucion de los datos. Cuando el ANOVA indicé diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05), se realizaron comparaciones post hoc mediante la prueba de

Tukey para identificar entre qué tratamientos se encontraban dichas diferencias.

Ademas, para explorar patrones multivariados en la morfologia de la denticion faringea,
se realizd una ordenacidon no métrica por escalamiento multidimensional (NMDS) basada
en la distancia de Bray-Curtis, calculada a partir de las proporciones transformadas
(arcoseno de raiz cuadrada) de las medidas morfométricas de la denticion faringea que
indicaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Este analisis
se repitid también en tres dimensiones para evaluar si dicha representacion mejoraba la
separacion entre los tratamientos. Un procedimiento analogo se aplico a las variables de
la forma corporal que mostraron diferencias significativas en el ANOVA, con el proposito

de explorar su variacion entre los tratamientos.

Para evaluar estadisticamente las diferencias en el espacio morfométrico multivariado, se
realiz6 un andlisis PERMANOVA (funcién adonis2 en R) utilizando la distancia de Bray-
Curtis. Cuando este analisis resultod significativo, se procedié con comparaciones por pares

entre tratamientos mediante PERMANOVA, utilizando 999 permutaciones.

Finalmente, con el fin de comparar enfoques alternativos de estandarizacion y controlar
explicitamente el efecto del tamafio corporal, se realizaron andlisis de covarianza
(ANCOVA) para cada una de las medidas morfométricas, utilizando como covariable la
longitud estandar (LS). En los casos necesarios, se transformaron a logaritmo natural (base
e) la variable dependiente o/y la covariable para cumplir los supuestos del modelo. La
mayoria de los modelos se ajustaron sin interaccion entre factores, ya que esta no resulto
significativa. Cuando el ANCOVA mostrd diferencias significativas, se realizaron
comparaciones de medias marginales estimadas (EMMeans) con correccion de Tukey

para identificar los tratamientos responsables de las diferencias observadas.
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Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en RStudio (version XX.X), utilizando

los paquetes vegan, emmeans, car, entre otros.

6.3 Induccion a la reproduccion ex situ

Los tratamientos de induccion a la reproduccion se llevaron a cabo del 16 al 25 de octubre
del 2024. En total se realizaron cinco diferentes tratamientos mas dos controles (Tabla 4).
Cada uno de los diferentes tratamientos con sus respectivas tres réplicas. Para este
proposito se utilizo el primer desove de la F2 de H. minckleyi con 441 dias de edad

(considerando el dia de eclosion).

Tabla 4. Tratamientos para la induccidn a la reproduccion ex situ en Herichthys minckleyi.

Tratamiento Dosis
Hembras Machos
Ovaprim 0.6 ml/kg La mitad
hCG 1.51U0/g
17p-estradiol 60 mg/Kg NA
17p-estradiol y 60 mg/Kg 60 mg/Kg
Testosterona
Oral con 17f- | Utilizando como vehiculo Artemia en un medio con NA
estradiol una concentracion de E2 de 6.66 mg/ml
Control-1 Suero fisiologico
Control-2 Artemia sin E2 | NA

Los tratamientos de Ovaprim, hCG, 17B-estradiol, 17B-estradiol y Testosterona, y el
Control-1 se administraron con una jeringa para insulina (U-100 BD Ultra-Fine 6 mmTM)
via intramuscular en la region dorsal (Figura 9). Para estos tratamientos primero se
anestesiaron a los organismos con MS-222 (FINQUEL®) a una concentracion de 200
mg/L durante aproximadamente 1 a 2 minutos. Antes de la inyeccion, se les tapd la cara

con un pafio humedo para disminuir el estrés (Figura 9).
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Figura 9. Inyeccion via intramuscular

Las dosis para el tratamiento de Ovaprim y hCG se basaron en las utilizadas en otra
especie de ciclido, Oreochromis niloticus (Fabanjo y Abdullah 2021; Azevedo et al.
2021). Mientras que para los tratamientos con estradiol se basaron en la utilizada en el
ciclido Labidochromis caeruleus (Karsh et al. 2021); y la del tratamiento oral se baso en
la utilizada en el ciclido joya, Hemichromis guttatus (Lozano-Pefia, 2020). No obstante,
para estos dos ultimos tratamientos el proposito no era inducir a la reproduccion, sino a la
feminizacion. Por ultimo, las dosis utilizadas en los tratamientos con testosterona se

basaron en la utilizada para el estradiol.

En todos los tratamientos, los reproductores fueron alimentados a saciedad durante un
minimo de dos semanas previas a la induccion. También fueron aclimatados durante un
minimo de dos semanas previas en sus respectivos acuarios, pero divididos con una malla

trasparente.

6.4.1 Preparacion del 17p-estradiol

Para preparar el 173-estradiol via intramuscular se utilizé un tubo eppendorf de 1.5 ml
con 0.0158 g de la hormona y utilizando como vehiculo 500 pl de agua purificada mas

1,100 pl de alcohol al 96%. Para poder disolver completamente la hormona con el
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vehiculo fue necesario calentar el tubo con la mezcla a 60 °C en una estufa, y enseguida
se utilizé un vortex a la velocidad mas alta hasta que no quedaran particulas suspendidas.
Posteriormente, se destapo el tubo y se dejé a 60 °C en una estufa hasta que todo el alcohol
se evaporara (lo cual sucedi6 en aproximadamente en 12 horas), utilizando como

referencia otro tubo destapado con la misma cantidad de alcohol utilizado.

6.4.2 Tratamiento oral con 17p-estradiol

Este tratamiento se baso en el protocolo descrito por Lozano-Pefia (2020), en el cual el E2
se administrd en la dieta, utilizando como vehiculo Artemia sp. adultas y enriquecidas con
dicha hormona. Para este proposito se utilizo 0.0158 g de E2 disuelto en 250 ml de Selco,
para asi obtener una concentracion de 6.66 mg/ml de E2. La solucién hormonal fue
incorporada mediante goteo en las Artemias durante 2 horas y 30 minutos. Las mojarras
que fueron inducidas con este tratamiento fueron alimentadas a saciedad con las Artemias
enriquecidas, y como grupo control se utiliz6 Artemias no enriquecidas. Para evitar que
el macho ingiriera a las Artemias se utilizd una malla trasparente que los dividia. Dicha
malla se retird hasta que la hembra estuviera saciada o hasta transcurrir aproximadamente

4 horas.

El preparado del Selco consistio en agregar 30 g de gelatina sin sabor en 800 ml de agua
pura hervida, y se enfrio hasta 40 °C. Se mezclaron 160 ml de aceite de bacalao y 1 g de
[-caroteno en una licuadora a la velocidad mas alta por 30 segundos, a la cual se le agregd
30 g de mezcla de vitaminas (C, E y Complejo B) y 4 yemas de huevo. Finalmente, se

agrego6 la gelatina por 90 segundos y se almacen6 a 4 °C hasta su uso (Lozano-Pefia 2020).

6.4.3 Acuarios de apareamiento

Cada acuario de apareamiento tuvo una capacidad de 60 L, con aireacién constante
mediante un filtro mecanico, y enriquecido ambientalmente con abundantes escondites y
rafia plastica. La proporcion de sexos en cada acuario fue de 1:1, una hembra y un macho,

los cuales se emparejaron de acuerdo con su peso y talla. En total fueron 21 acuarios de
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apareamiento. Para la determinacién del tratamiento de cada acuario se hizo una
aleatorizacion por bloques, tomando en consideracion el peso y talla de los reproductores.
Para determinar el sexo de los organismos se observo en un estereoscopio la papila genital,

siendo en las hembras mas redondeadas y en los machos mas alargadas (Figura 10).

Figura 10. Ejemplo de la papila genital de hembra y macho de H. minckleyi.

6.4.4 Mantenimiento y monitoreo

Los organismos fueron alimentados de una a dos veces al dia a saciedad de lunes a sébado.
El mantenimiento consistié en extraer con sifon el 10% del nivel del agua, y al dia
siguiente recuperar ese nivel con agua limpia y previamente desclorada. Esto se realizo
dos veces por semana. También se tomo la temperatura todos los dias de lunes a viernes
y una vez a la semana se tomo el pH. Se les equipd con un calentador automatico a 28 °C

para simular las condiciones estables de las cuencas del Valle de Cuatrociénegas.

6.4.5 Finalizacion y segunda induccion a la reproduccion

La finalizacion de los tratamientos ocurrid el 30 de enero del 2025, y de acuerdo con los
resultados obtenidos se realiz6 una ultima induccion con Ovaprim, debido a que con este
tratamiento se logrd en una repeticion dos desoves, pero sin eclosion. Es por esto por lo
que se realizaron algunos ajustes en las dosis (Tabla 5). Adicionalmente, también se
modifico la capacidad de los acuarios, optando por un acuario de 162 L, asi como también
se adiciond graba y se increment6 la temperatura a 30 °C. Aunque, el nimero de

repeticiones fue menor, debido a que se contd con pocas parejas viables.
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Tabla 5. Dosis de Ovaprim utilizados en los segundos tratamientos.

Tratamientos con Hembra Macho Repeticiones
Ovaprim
1 0.6 ml/kg 0.6 ml/kg 2
2 0.6 ml/kg La mitad, cuatro dias después 1

6.4.6 Analisis estadisticos

A cada una de las variables medidas, se les realizd una prueba de Shapiro-Wilk para
determinar si el conjunto de datos proviene o no de una distribuciéon normal.
Posteriormente, a estas mismas variables y cuando los datos lo permitieran, se les efectu6
una prueba de Bartlett para determinar si las varianzas entre los grupos de tratamientos
son iguales o no. En caso de no cumplir con el supuesto de normalidad, se realizd una
prueba de asimetria para determinar que estadistico aplicar para el andlisis de
homogeneidad de varianzas entre los tratamientos. Siendo para los datos simétricos la
prueba de Levene y los asimétricos la de Brown-Forsythe. Debido a que ninguna variable
fue estadisticamente diferente entre al menos dos tratamientos, no fue necesario aplicar
mas estadisticos. Para todos los andlisis estadisticos, la significancia se determind
mediante un valor p < 0.05. Para cuantificar el éxito reproductivo se tomo en cuenta el
numero de huevos por puesta, el porcentaje de eclosion, asi como la tasa de supervivencia

de los alevines. Para llevar a cabo los analisis de los resultados se utilizo RStudio.

6.4 Riesgo potencial de hibridacion

Para este proposito se utilizé a la especie hermana de H. minckleyi, H. cyanoguttatus. Se
utiliz6 a los organismos del segundo desove de la F2 de H. minckleyi, los cuales
presentaban aproximadamente las mismas tallas que los ejemplares de H. cyanoguttatus.
Los organismos de H. cyanoguttatus fueron donados por el Laboratorio de Acuacultura

de la misma facultad.

El experimento inicio el 3 de noviembre del 2024, a los 417 dias de edad de los organismos

(considerando el dia de la eclosion). Antes de esta fecha, los organismos fueron
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aclimatados en su respectivo acuario y divididos mediante una malla trasparente durante
un minimo dos semanas. Al igual que en el experimento de reproduccion, el
emparejamiento de las parejas fue proporcional a su peso y talla, siendo los machos de 1
a 2 g mas grandes que las hembras. De igual forma, se determino el sexo mediante la

papila genital.

Se llevaron a cabo dos tratamientos:

1. Una hembra de H. minckleyi con un macho de H. cyanoguttatus.

2. Un macho de H. minckleyi con una hembra de H. cyanoguttatus.

Mas dos controles de parejas de la misma especie. Cada uno de los tratamientos con sus

respectivas tres réplicas.

6.5.1 Acuarios de apareamiento

Los acuarios de apareamiento fueron de un volumen de 142 L, con aireacion constante
mediante un filtro mecanico, y enriquecido ambientalmente con abundantes escondites y
rafia plastica. Adicionalmente, se les proporcioné arena de silice y graba fina a modo de

sustrato para que desoven. En total fueron 12 acuarios de apareamiento.

Mantenimiento

Los organismos fueron alimentados de una a dos veces al dia a saciedad de lunes a sabado.
El mantenimiento consistié en extraer con un sifon el 10% del nivel del agua, y al dia
siguiente recuperar ese nivel con agua limpia y previamente desclorada. Esto se realiz6
dos veces por semana. También se tom¢ la temperatura todos los dias de lunes a viernes

y una vez a la semana se tomo el pH.
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6.5.2 Analisis estadisticos

A todas las variables se les realizd una prueba de Shapiro-Wilk para determinar si el
conjunto de datos proviene o no de una distribucion normal. Para aquellas variables que
cumplieran con el supuesto de normalidad se les aplicd una prueba de Bartlett para ver si
las varianzas son iguales o no entre los tratamientos. En su defecto, para aquellas variables
no normales se les hizo una prueba de asimetria para ver que prueba es mas recomendable
utilizar, siendo la prueba de Levene para datos no asimétricos y la prueba de Brown-
Forsythe para datos asimétricos. Para aquellas variables no normales con diferencias
estadisticamente significativas entre al menos dos tratamientos se les realizé una prueba
de Kruskal-Wallis. Una vez siendo significativas se les efectu6 la prueba de
comparaciones multiples de Dunn (1964) tras Kruskal-Wallis para ver las diferencias

entre los tratamientos.

Para aquellas variables que cumplieran con el supuesto de normalidad se les realiz6 un
ANOVA para identificar si existen diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. Posteriormente, se realizd pruebas post hoc (Tukey) si el ANOVA fue
significativo. Para todos los andlisis estadisticos, la significancia se determiné mediante
un valor p < 0.05. También, se utilizaron algunas otras herramientas graficas para
visualizar dicha diferencia entre los tratamientos. Para llevar a cabo los andlisis de los

resultados se utilizdé RStudio.
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7 RESULTADOS

7.1 Induccion del morfotipo alimenticio

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medidas relativas de la
longitud intestinal (LI). Ademas, también se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las medidas relativas de la dentadura faringea para las variables: del
ancho maximo en las ramas laterales (P1), ancho maximo del area dental (P2), nimero de
dientes en la fila posterior (nDP), distancia del primer al cuarto diente (D4) y del didmetro
del diente mas grande (DG; Tabla 6). Asi como también en las medidas relativas de la
forma del cuerpo para las variables de la profundidad del cuerpo (B1) y la longitud del
hocico (B4; Tabla 6).

Tabla 6. Comparaciones post hoc de Tukey (a = 0.05) entre tratamientos para variables morfométricas
estandarizadas por la longitud estandar (LS).

Variable Tratamiento p adj
Blando Pellets Caracoles BvsP BvsC CvsP
LI Mayor Medio Menor 0.0288*
P1 Menor Medio Mayor 0.0002%%*
P2 Menor Menor Mayor <0.0001*** | 0.0031%*
nDP Mayor Menor Mayor 0.0018* 0.0019*
D4 Menor Mayor Mayor < 0.0001*** 0.0002%*
DG Menor Mayor Mayor 0.0003** 0.0053*
B1 Menor Mayor Mayor <0.0001*** 0.0078*
B4 Mayor Menor Medio 0.0087*

Nota: Tratamiento blando (B), Tratamiento con pellets (P), Tratamiento con caracoles (C); significancia del
valor p ajustado (p adj): *p <0.05, **p <0.001, ***p <0.0001; para mas detalles revisar el anexo 1.

En donde en el tratamiento con alimento blando, la longitud relativa del intestino mostro
ser significativamente mayor que en el tratamiento con alimento de dureza extrema

(caracoles; Figura 11).
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Proporcién de la longitud del intestino (LI) por tratamiento
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Figura 11. Comparacién de la longitud intestinal (LI) entre tratamientos.

En el tratamiento con alimento blando, las medidas relativas de la denticion faringea
fueron significativamente menores para las variables P1, P2, D4 y DG. Mientras que la
variable nDP fue significativamente mayor en este tratamiento. Por otro lado, en el
tratamiento con alimento de dureza moderada (pellets) las medidas relativas fueron
significativamente menores para las variables P2 y nDP. Mientras que las variables D4 y
DG fueron significativamente mayores. Por ultimo, en el tratamiento con alimento de
dureza extrema (caracoles), las medidas relativas fueron significativamente mayores para

las variables P1, P2, nDP, D4 y DG (Tabla 6; Figura 12).
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Proporcién del Niomero de dientes a lo largeo de la fila posterior (nDP) por tratamie Proporcion del Distancia del primer al cuarto diente {D4) por tratamiente
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Proporcién del Didmetro mediolateral del diente mas grande (DG) por tratamien
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Figura 12. Comparaciones con diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para las
medidas relativas de la denticion faringea.

En A) del ancho méaximo en las ramas laterales (P1); B) del ancho maximo del area dental (P2); C) del
numero de dientes en la fila posterior (nDP); D) de la distancia del primer al cuarto diente (D4); y E) del
diametro del diente mas grande (DG) entre tratamientos.

Respecto a las medidas relativas de la forma del cuerpo, en el tratamiento con alimento
blando las medidas fueron significativamente menores para la variable B1 y mayores para
la B4. Por otro lado, en el tratamiento con alimento de dureza moderada (pellets), las
medidas fueron significativamente mayores para la variable B1 y menores para la B4. Por
ultimo, en el tratamiento con alimento de dureza extrema (caracoles) la medida de B1 fue

significativamente mayor (Tabla 6; Figura 13).

Proporcién de la Profundidad del cuerpo (B1) por tratamiento Proporcién de la longitud del hocico (B4) por tratamiento

068

B1/LS)

Bosa

arcsin(:

0.60

058

A) Blando Paliets Caracoles Blando Pellsts Garacoles
Tratamiento B) Tratamiento

Figura 13. Comparaciones con diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para las
medidas relativas de la forma del cuerpo.

Donde en A) de la profundidad del cuerpo (B1); y en B) de la longitud del hocico (B4).
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La ordenacion no métrica mediante escalamiento multidimensional (NMDS) basada en la
distancia de Bray-Curtis, calculada a partir de las proporciones transformadas (arcoseno
de raiz cuadrada) de cuatro medidas morfométricas de la denticion faringea (P1, P2, D4 y
DG) en Herichthys minckleyi, mostro un valor de stress de 0.110 (Figura 14A), indicando
una representacion adecuada de los datos en dos dimensiones (stress < 0.2). Este mismo
analisis, pero en tres dimensiones, mostro un valor de stress de 0.077 (Figura 14B), lo que
indica una representacion excelente de la disimilitud entre individuos (stress < 0.1).
Ademas, el analisis PERMANOVA (funcion adonis2, distancia de Bray-Curtis) mostro
diferencias significativas en la morfologia faringea entre tratamientos alimenticios (F =
12.219, R? = 0.221, p = 0.001; 999 permutaciones). Esto indica que las proporciones de
las estructuras medidas (P1, P2, D4, DG) varian sistematicamente segin el tipo de
alimento ofrecido. Las comparaciones por pares revelaron que las diferencias
multivariadas en la denticion faringea fueron estadisticamente significativas entre todos
los tratamientos (p < 0.05), aunque las diferencias mas marcadas recaen entre el

tratamiento con alimento blando y los otros dos tratamientos (p = 0.001; Tabla 7).
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Figura 14. Ordenacion no métrica por escalamiento multidimensional (NMDS) para las medidas relativas
de la denticion faringea.

Donde en A) se muestra el NMDS en 2D para las medidas relativas de la denticion faringea con diferencias
significativas (con la excepcion de la variable nDP); en B) estas mismas variables, pero en 3D. Para todas
las medidas relativas estas fueron transformadas con arcoseno. Los puntos representan individuos agrupados
por tratamiento alimenticio (blando, pellets y caracoles), y las elipses indican la distribuciéon multivariada
de cada grupo.

Tabla 7. Comparacion multivariada de tratamientos mediante PERMANOVA: analisis por pares de las
proporciones morfométricas de la denticion faringea.

Comparacion F R? p-valor
Blando vs Pellets 12.337 0.1754 0.001***
Blando vs Caracoles 20.896 0.26826 0.001 ***

Caracoles vs Pellets 4.0195 0.06587 0.019 *

Nota: Prueba PERMANOVA basada en distancias de Bray-Curtis con 999 permutaciones. Codigo de
significancia: 0 “***’0.001 “**’0.01 “**0.05 0.1 “* 1.
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Por otro lado, la ordenacién no métrica mediante escalamiento multidimensional (NMDS)
basada en la distancia de Bray-Curtis calculada a partir de las proporciones transformadas
(arcoseno de raiz cuadrada) de dos medidas morfométricas del cuerpo (Bl y B4) en
Herichthys minckleyi, mostr6 un valor de stress de 0.073 (Figura 15A), lo que indica una
representacion excelente de los datos en dos dimensiones (stress <0.1). El mismo analisis,
realizado en tres dimensiones, presentd un valor de stress ain menor (0.058; Figura 15B),
lo que igualmente indica una excelente representacion de la disimilitud entre individuos.
Ademas, el analisis PERMANOVA (funcion adonis2, distancia de Bray-Curtis) mostro
diferencias significativas en la morfologia corporal entre los tratamientos alimenticios (F
=8.575,R*=10.165, p = 0.001; 999 permutaciones). Esto sugiere que las proporciones de
las estructuras medidas (B1 y B4) varian sistematicamente de acuerdo con el tipo de
alimento ofrecido. Las comparaciones por pares revelaron que las diferencias
multivariadas en la forma del cuerpo fueron estadisticamente significativas entre el

tratamiento con alimento blando y los otros dos tratamientos (p < 0.05; Tabla 8).

NMDS de |las medidas de |a forma del cuerpo

) B)

NMDS2

aaaaaaaaa

NMDS1

Figura 15. Ordenacion no métrica por escalamiento multidimensional (NMDS) para las medidas relativas
de la forma del cuerpo.

Donde en A) se muestra el NMDS en 2D para las medidas relativas de la forma del cuerpo con diferencias
significativas; y en B) estas mismas variables, pero en 3D. Para todas las medidas relativas estas fueron
transformadas con arcoseno. Los puntos representan individuos agrupados por tratamiento alimenticio
(blando, pellets y caracoles), y las elipses indican la distribucion multivariada de cada grupo.

Tabla 8. Comparacion multivariada de tratamientos mediante PERMANOVA: analisis por pares de las
proporciones morfométricas del cuerpo.

Comparacion F R? p-valor
Blando vs Pellets 16.562 0.22212 0.001 ***
Blando vs Caracoles 6.345 0.09861 0.004 **
Caracoles vs Pellets 2.7644 0.04549 0.068

Nota: Prueba PERMANOVA basada en distancias de Bray-Curtis con 999 permutaciones. Codigo de
significancia: 0 “***’0.001 “**’0.01 “**0.05 *.”0.1 ** 1.
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En contraste, al utilizar un ANCOVA con la longitud estdndar (LS) como covariable, las

comparaciones de medias marginales estimadas (EMMeans) arrojaron resultados

diferentes a los obtenidos mediante las medidas relativas (es decir, proporciones respecto

ala LS) (Tabla9).

Tabla 9. Comparaciones post hoc de medias marginales estimadas (EMMeans) entre tratamientos, ajustadas
por LS y con correccion de Tukey.

Variable Tratamiento Significancia
Blando Pellets Caracoles Bvs P Bvs C Pvs C

LI Mayor Menor Medio 0.0173*

P1 Menor Mayor Mayor 0.0011** 0.0088*

P2 Menor Mayor Mayor 0.0199* <0.0001%*%**

D4 Menor Mayor Mayor 0.0009*** 0.0001 ***

DG Menor Mayor Mayor 0.0011** 0.0088%*

B1 Menor Mayor Mayor 0.0005%* 0.0154*

B4 Menor Mayor Medio 0.0020* 0.0324*
BS Menor Mayor Medio 0.0010**

B9 Menor Mayor Medio 0.0005**
B10 Menor Mayor Medio 0.0280*

Nota: Tratamiento blando (B), Tratamiento con pellets (P), Tratamiento con caracoles (C); significancia del
valor p ajustado (p adj): *p <0.05, **p <0.001, ***p < 0.0001; para mas detalles revisar el anexo 1.

Por ejemplo, en el tratamiento con alimento de dureza modera (pellets), la longitud del

intestino fue significativamente menor al del tratamiento con alimento blando (Figura 16).

Regresiones lineales por tratamiento (modelo ANCOVA sin interaccidn)

Longitud del intestina {cm)

LI =2234%LS +-2.058

H=32348

2%

3

4
Longitud estandar (cm)

Tratamiento
Blando
== Caracoles

Pellets

Figura 16. Regresiones lineales por tratamiento (modelo ANCOVA sin interaccion) para la longitud del
intestino. Nota: para una mejor representacion se utilizaron los datos sin transformar.

44



También, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en las
medidas de la denticion faringea, para el ancho maximo en las ramas laterales (P1), ancho
maximo del area dental (P2), distancia desde la parte posterior de la fila de dientes hasta
la parte anterior del cuarto diente (D4) y el didmetro mediolateral del diente mas grande
(DG). En donde estas diferencias se encontraron entre el tratamiento con alimento blando
y los otros dos tratamientos, es decir no se encontraron diferencias entre el tratamiento
con alimento de dureza moderada (tratamiento con pellets) y el de dureza extrema
(tratamiento con caracoles). Donde en todas las variables con la excepcion del diametro
mediolateral del diente mas grande (DG), el tratamiento de dureza extrema (tratamiento
con caracoles) presento mayor medicion que en el tratamiento con alimento de dureza
moderada (tratamiento con pellets). Mientras que para todas las variables en el tratamiento

con alimento blando se presentd una menor medicion (Figura 17).
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Figura 17. Regresiones lineales por tratamiento (modelo ANCOVA sin interaccion) para las medidas de la
denticion faringea.

En A) se muestra la anchura maxima de las ramas (P1), en B) la anchura méxima del area dental (P2), en
C) la distancia desde la parte posterior de la fila de dientes hasta la parte anterior del cuarto diente (D4), y
en D) el diametro mediolateral del diente mas grande (DG). Nota: para una mejor representacion se
utilizaron los datos sin transformar.

Lot essandas fomi

En las medidas de la forma del cuerpo, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05), para la profundidad del cuerpo (B1), la longitud del hocico (B4),
la longitud de la cabeza (BY), la longitud predorsal (B9) y la longitud prepélvica (B10).
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En donde estas diferencias para todas las variables mencionadas se encontraron entre el
tratamiento con alimento blando y el tratamiento con alimento de dureza moderada
(tratamiento con pellets), y ademas para la B1 entre el tratamiento blando y el de dureza
extrema (tratamiento con caracoles), y en la B4 entre el tratamiento con pellets y con
caracoles. En donde en todas las medidas fueron mayores en el tratamiento con pellets y

menores en el tratamiento blando (Figura 18).

R (e pon aliarionlo {mecieln ANGSYP tan inlorstian) Ragresionas lineaias par fralamienta (madaka ANCOVA sin nferaceice)

B)

D)

E)

ngnis estants emy

Figura 18. Regresiones lineales por tratamiento (modelo ANCOVA con y sin interaccion) para las medidas
de la forma del cuerpo.

En A) se muestra la profundidad del cuerpo (B1); en B) la longitud del hocico (B4); en C) la longitud de la
cabeza (B5); en D) la longitud predorsal (B9) y en E) prepélvica (B10). Nota: para una mejor representacion
se utilizaron los datos sin transformar.

También se pudo observar que el DG mas alto es de 0.08 cm, siendo para los tratamientos
con alimento de dureza extrema (tratamiento con caracoles) y de dureza moderada
(tratamiento con pellets). Esto queda evidenciado, por ejemplo, en un ejemplar de 3.817

cm de longitud estdndar (LS) del tratamiento con caracoles, cuyo DG media 0.08 cm,
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mientras que un ejemplar ligeramente mas grande de 4.109 cm de LS del tratamiento con
alimento blando tenia un DG que media 0.016 cm. Y, finalmente, un ejemplar de
aproximadamente 4.439 cm de LS del tratamiento con pellets, su DG media 0.08 cm

(Figura 19).

Figura 19. Ejemplo de dientes faringeos por tratamiento.
Del lado izquierdo se muestra la denticiéon de un ejemplar del tratamiento con caracoles, en medio la
denticion de un ejemplar del tratamiento con pellets y de lado derecho la denticion de un ejemplar del
tratamiento con alimento blando.

7.1.1 Tratamiento de inanicion

No se pudo registrar la primera muerte por inanicion, y la primera muerte registrada
sucedio en el dia 12. Sin embargo, ya que se observo canibalismo, es posible que no todos
los organismos hayan estado completamente en inanicion, al menos para las primeras 3
muertes. A partir de la cuarta muerte, los individuos ya se contaron como muertes por
inanicion segura. Los intervalos en que duraron sin alimento variaron de un dia a 22 dias.
Mientras que los intervalos en que duraron estos alevines (con una edad de 71 dias a partir
desde que inicio el experimento) tuvieron una restriccion de alimento total de antes de 12

dias hasta 35 dias (Tabla 10).

Tabla 10. Registro de muertes por inanicion parcial y total.

No. de No. de dias a partir del No. de dias a partir del momento en que °C

muerte inicio del experimento fueron separados (inanicién segura)
2 12 NA 28
3 13 NA 27
4 14 1 31
5 14 1 30
6 20 7 30
7 25 12 29.9
8 30 17 28.8
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10 35 22 29

7.1.2 Tratamiento con alimento de dureza extrema (tratamiento con caracoles)

En total se murieron 11 ejemplares en el tratamiento con alimento de dureza extrema
(tratamiento con caracoles), y a partir del dia 56 ya no se registraron mas muertes en este

tratamiento (Tabla 11).

Tabla 11. Muertes registradas en el tratamiento con caracoles

Rep. No. de dias a partir del inicio del No. de muertes °C
experimento
1 17 3 30
2 17 2 30
3 17 4 30
1 32 1 27.8
3 56 1 24.9
Total 11

7.1.3 Tratamiento con alimento de dureza moderada (tratamiento con pellets)

En total se detectaron 8 muertes en este tratamiento, lo cual se le podria atribuir a que en
este tratamiento fueron los individuos que mads répido crecieron (observacion personal).
Por lo que el acuario de 20 L no fue suficiente, y se observo cierta agresividad entre los
ejemplares. Dicha agresividad se empezo6 a apreciar en el dia 147 (Tabla 12), a los 218

dias de haber eclosionado.

Tabla 12. Muertes registradas en el tratamiento de Pellets

Rep. No. de dias a partir del inicio del experimento °C
2 147 29
1 149 20
3 171 25
3 177 22.1
2 186 242
3 194 25
1 197 242
1 203 26.8
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Total 8

7.2 Induccion a la reproduccion ex situ

De los 6 diferentes tratamientos, inicamente se detectaron dos desoves en una réplica del
tratamiento con Ovaprim. El primero ocurrid el 19 de diciembre de 2024 a 26.1 °C, y se
registraron alrededor de 200 huevos de una tonalidad blanca transparente (dicha tonalidad
podria indicar que no fueron fertilizados) y adheridos a un refugio de barro, en el cual se
observé a la hembra ventilando constantemente a los huevos con sus aletas pectorales y
la caudal. El segundo desove ocurri6 el 6 de enero del 2025 a 26 °C, y se registraron
alrededor de 150 huevos de una tonalidad café transparente (dicha tonalidad podria indicar
que los huevos fueron fertilizados) y adheridos al mismo refugio de barro. No obstante,
en ninguno de los dos desoves se detectd eclosion. El peso de la hembra fue de 10.955 g
(LT =8.905, LS =7.521 cm), mientras que del macho de 14.7 g (LT =10.202, LS = 8.306

cm).

En la mayoria de las réplicas de los diferentes tratamientos se detectaron las muertes de
las hembras, lo que es atribuible al estrés causado por el hostigamiento del macho. Las
hembras cominmente se encontraban escondidas evadiendo al macho durante dias e
incluso meses antes. En algunas réplicas las hembras llegaron a presentar graves heridas
y mordeduras en la cola. Un caso en particular, el cual fue el més grave, la hembra habia
perdido practicamente toda la parte trasera (Figura 20), cabe mencionar que ain se

encontraba viva, y posteriormente fallecio.

Figura 20. Hembra extremadamente herida del tratamiento con E2 y T.
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Aunque no se logro la reproduccion, en varias ejemplares muertas se detectaron hembras

gravidas tras realizar la diseccion (Figura 21, 22 y 23).

Figura 21. Génadas de hembra gravida (LS de 6.739 cm) con el tratamiento de E2, tras cinco dias de haber
muerto después de la induccion.

Figura 22. Gonadas de hembra gravida (LS de 6.286 cm) del tratamiento con E2 y T trasﬁhaber muerto a
los 9 dias después de la induccion.

Figura 23. Gonadas de hembra gravida (LS de 6.629 cm) del Control 1, tras haber muerto a los 9 dias
después de la induccion.

No existe evidencia suficiente para rechazar la hipotesis nula segun la prueba de Bartlett,
por lo que las varianzas para todas las variables morfométricas consideradas son
homogéneas entre los diferentes tratamientos (Tabla 13). De aqui, que el tratamiento de
Ovaprim haya resultado mas eficaz para inducir el desove, lo cual no es atribuible
estadisticamente a ninguna otra variable medida. Asimismo, las muertes registradas

tampoco son atribuibles estadisticamente a las diferencias de la talla entre parejas.
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Tabla 13. Resultados de la prueba de Bartlett para probar la homogeneidad de varianzas entre los

tratamientos.
Variable Estadistico K? de gl p-valor
Bartlett
Peso 6.8868 6 0.3314
LT 7.6077 6 0.2683
LS 7.411 6 0.2845
Diferencia en el peso entre parejas 2.2389 6 0.8965
Diferencia en la LT entre parejas 5.5951 6 0.47
Diferencia en la LS entre parejas 59517 6 0.4286

En varias réplicas de los diferentes tratamientos, al momento de finalizar el experimento

se regresaron a las parejas, ya que nunca se observo reciprocidad por parte de la hembra.

Por lo que al final solo quedaron dos réplicas viables, una del tratamiento de Ovaprim

(Acuario 17) y el otro de hCG (Acuario 3), con las cuales se realizd6 una segunda

induccidn, pero exclusivamente con Ovaprim.

7.2.1 Segunda induccion a la reproduccion

De acuerdo con los resultados obtenidos en la primera induccién, se utilizd unicamente

Ovaprim, con el cual se obtuvieron multiples desoves, eclosiones y la posterior

supervivencia de los alevines en diferentes acuarios (Tabla 14 y 15; Figura 24 y 25).

Tabla 14. Resultados del primer éxito reproductivo en los diferentes acuarios

Acuario | No. de °C | Eclosiéon | °C % de % de Dias en que hizo
huevos Eclosién Supervivencia | efecto el Ovaprim
A3 292 29.9 0 - - - 36
A7 88 28.4 23 29.9 26.14 100 14
Al17 184 27 132 29.9 71.74 0 21
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Primer desove con Ovaprim

Husvos Eclosién Supervivencia
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Figura 24. Grafica de barras que muestra el primer éxito reproductivo en los diferentes acuarios.

Tabla 15. Resultados del segundo éxito reproductivo en los diferentes acuarios

Cantidad

Acuario | No. de °C | Eclosién | °C % de % de Dias en que
huevos Eclosiéon Supervivencia hizo Efecto el
Ovaprim
A3 0 - 0 - 0 0 0
A7 112 343 0 - 0 0 41
A17 475 30.2 240 313 50.53 100 39
Segundo desove con Ovaprim
Huevos Eclosion Supenienci

Acuario

Figura 25. Grafica de barras que muestra el segundo éxito reproductivo en los diferentes acuarios

52




El acuario con los mejores resultados fue el 17, mismo que en la primera induccion se le
administro Ovaprim, solo que Unicamente se le habia administrado la mitad de la dosis al
macho; y debido a que no se observo la fertilizacion de los huevos en todos los desoves,
es que en esta segunda induccion se decidié administrar la dosis completa. Ademas, al
finalizar la primera induccién a la reproduccion se observd al macho con heridas,
presumiblemente porque la hembra lo habia hostigado. Esto a pesar de que en un principio
en este acuario se observo agresividad por parte del macho hacia la hembra, la cual
permanecié escondida en la rafia y evadiéndolo por 17 dias después de la induccion.
Finalmente, se observo el desove (Figura 26) y la eclosion de los alevines a los 4 dias,
aunque no hubo supervivencia de los alevines. Posteriormente, a los 18 dias del primer
desove se observo un segundo desove, la fertilizacion de los huevos al dia siguiente a 30.5
°C, y la eclosion a los dos dias de la fertilizacion. Asi, se obtuvieron la mayor

supervivencia de 240 alevines.

Figura 26. Huevos fertilizados del acuario 17.

7.2.2 Comportamientos reproductivos

Dentro de los comportamientos reproductivos observados se destaca el contacto boca a
boca (“beso”), el cual se observo en la mayoria de los acuarios, incluyendo aquellos en
donde se observaron desoves (Figura 27). Este “beso” generalmente se observo
inmediatamente después de emparejar a los individuos, el cual en varios casos llegaba a

ser muy prolongado (aproximadamente de 1 a 5 min.). Después de este “beso”, los
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individuos en su mayoria permanecian juntos. Aunque en muchos acuarios no se logro
observar el “beso” se les observaron marcas en la boca a los individuos (Figura 28), lo

cual podria indicar que habian llevado a cabo dicho comportamiento.

- § . o O
A N e o,

Figu}‘a 27. Ejemplo del contacto boca a boca (“beso”) observado en muchos acuarios.
Donde el individuo negro corresponde al macho y el claro a la hembra.

Figura 28. Ejemplo de parejacon marcas en la boca después de realizar el “beso”.

También, antes del desove se llegd a observar al macho limpiando el area, en el cual
consistia en arrojar con la boca el sustrato de grava. Generalmente, la hembra ponia los
huevos cerca de esa area, aunque no precisamente donde el macho limpiaba, ya que solo
se observo el desove en estructuras como macetas de barro o refugios de PVC. Después
de la eclosion y durante el cuidado de los alevines ambos permanecian juntos (Figura 29),

aunque por momentos el macho se retiraba y regresaba.
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7.3 Riesgo potencial de hibridacion

La hibridacion fue detectada en el tratamiento mixto que incluia una hembra de H.
minckleyi y un macho de H. cyanoguttatus. A una temperatura de 28.8 °C, se observaron

alevines acompafiados por ambos progenitores (Figura 30). Cabe destacar que este evento
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se registro casi siete meses después del inicio de los experimentos, cuando los ejemplares

tenian aproximadamente 1.71 afios de edad.

Figura 30. Alevines del tratamiento mixto con una hembra H. minckleyi y un macho de H. cyanoguttatus
(repeticion 1).

En otra pareja del mismo tratamiento se observaron conductas reproductivas. Los
comportamientos de cortejo registrados incluyeron perseguirse mutuamente en circulos,
mordidas en la region bucal y un cambio en la coloracion de la hembra de H. minckleyi,
que adquirié un tono mas claro. Ademas, cinco dias después del inicio del experimento,
ambos individuos comenzaron a permanecer juntos de manera constante (Figura 31).

—
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Figura 31. Comportamientos reproductivos registrados en el tratamiento 1 (repeticion 3), una hembra de
H. minckleyi con un macho de H. cyanoguttatus.

Por otro lado, en una pareja del tratamiento control correspondiente a la especie H.
cyanoguttatus (tratamiento 4), se observaron alevines junto a los reproductores a una
temperatura de 26.6 °C (Figura 32). Este evento se registr6 a los 100 dias del inicio del

experimento, cuando los individuos tenian aproximadamente 517 dias de edad.

Figura 32. Hembra de H. cyanoguttatus con sus alevines (tratamiento 4, repeticion 2)

Al igual que en el experimento de reproduccion, se registraron muertes de hembras,
probablemente causadas por los machos. Este comportamiento se observd tinicamente en

los tratamientos en los que el macho fue de H. minckleyi (Tratamiento 2 y 3; Tabla 16).

Tabla 16. Comportamientos registrados en los tratamientos.

Tto. Hembra Macho Muertes | Evasion Comp. Reproduccion
1 H. minckleyi H. cyanoguttatus 1 1 1
2 H. cyanoguttatus H. minckleyi 2 1
3 H. minckleyi H. minckleyi 3
4 H. cyanoguttatus | H. cyanoguttatus 1 1 1
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Nota: Tto. = Tratamiento; Comp. = Compatibilidad. Cada numero representa el nimero de repeticiones en
que se registr6é dichos comportamientos.

La prueba post hoc de Tukey indicé que los individuos del Tratamiento 2 (una hembra de
H. cyanoguttatus con un macho de H. minckleyi) y del Tratamiento 4 (tratamiento control
de H. cyanoguttatus) presentaron un peso significativamente mayor que los del
Tratamiento 1 (una hembra de H. minckleyi con un macho de H. cyanoguttatus) (Tabla
17). Esta diferencia en el peso podria explicar por qué en el Tratamiento 1 se observo el

desove mucho tiempo después.

Tabla 17. Comparacion del peso entre los diferentes tratamientos mediante la prueba post hoc (Tukey).

Comparacion Diferencia | Limite inferior | Limite superior p-valor (p adj)
(diff) (Iwr) (upr)
2-1 6.87 221 11.52 0.0027*
3-1 2.25 -2.41 6.91 0.5425
4-1 4.92 0.26 9.58 0.0363*
3-2 -4.62 -9.27 0.04 0.0528
4-2 -1.95 -6.61 2.71 0.6517
4-3 2.67 -1.99 7.33 0.4000

En * se resaltan aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

También, la prueba post hoc indicé que los individuos del tratamiento 2 (una hembra de
H. cyanoguttatus con un macho de H. minckleyi) tenian una talla (LT y LS)
significativamente mayor que los del Tratamiento 1 (una hembra de H. minckleyi con un

macho de H. cyanoguttatus) (Tabla 18 y 19).

Tabla 18. Comparacion de la longitud total (LT) entre los diferentes tratamientos mediante la prueba post
hoc (Tukey).

Comparacion | Diferencia | Limite inferior | Limite superior p-valor (p adj)
(diff) (Iwr) (upr)
2-1 2.32 0.62 4.02 0.0054*
3-1 0.93 -0.77 2.63 0.4423
4-1 1.21 -0.49 291 0.2247
3-2 -1.40 -3.10 0.30 0.1322
4-2 -1.11 -2.81 0.59 0.2884
4-3 0.28 -1.42 1.98 0.9657

En * se resaltan aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Tabla 19. Comparacién de la longitud estandar (LS) entre los diferentes tratamientos mediante la prueba
post hoc (Tukey).

Comparacion | Diferencia | Limite inferior | Limite superior p-valor (p adj)
(diff) (Iwr) (upr)
2-1 1.97 0.55 3.38 0.0048*
3-1 0.70 -0.72 2.12 0.5223
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4-1 1.09 -0.33 2.51 0.1696
3-2 -1.26 -2.68 0.16 0.0922
4-2 -0.87 -2.29 0.55 0.3406
4-3 0.39 -1.03 1.81 0.8662

En * se resaltan aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Induccion del morfotipo alimenticio

El tratamiento al que se le suministr6 alimento de dureza extrema (tratamiento con
caracoles), la longitud del intestino (en proporcion con la longitud estdndar) fue
estadisticamente menor que en el tratamiento al que se le suministro alimento blando (p =
0.029). Estos resultados concuerdan con los de Kornfield y Taylor (1983), quienes
encontraron diferencias en la longitud del intestino de esta especie, siendo mas corto en el
morfotipo molariforme, y mas largo en el papiliforme (Cohen et al. 2005; Ceballos et al.
2016). Esto sugiere que, al considerar esta variable, se pudo inducir el morfotipo
molariforme con la dieta de dureza extrema. Por otro lado, al considerar esta variable, fue
posible inducir el morfotipo papiliforme mediante la administracion de alimento de dureza

moderada y con alimento blando.

Respecto a las medidas de la denticion faringea (en proporcion con la longitud estandar),
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cinco variables. Siendo el
ancho maximo en las ramas laterales (P1), el ancho maximo del area dental (P2), la
distancia del primer al cuarto diente (D4) y del didmetro del diente mas grande (DG)
menores en el tratamiento con alimento blando. Mientras que en el tratamiento con
alimento de dureza extrema (tratamiento con caracoles) todas las cinco medidas fueron
mayores. Nuestros resultados concuerdan con Trapani (2003), en el cual en el tratamiento
al que se le suministraba caracoles, las medidas lineales de la denticion faringea fueron

mayores.

No obstante, cabe resaltar, que solo en dos medidas de cinco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con alimento de dureza extrema
(tratamiento con caracoles) y de dureza moderada (tratamiento con pellets). Ademas, en
la medida del nimero de dientes en la fila posterior (nDP), en el tratamiento con alimento
de dureza extrema fue mayor. Lo que podria indicar que no fue posible inducir totalmente
el morfotipo molariforme con la dieta de dureza extrema, al menos considerando las

variables de la denticion faringea.
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Esto podria atribuirse a lo que reporta Trapani (2003), quien menciona que los morfotipos
comienzan a diferenciarse a los 3 cm de la longitud estdndar, ya que es a partir de esta
talla que los individuos molariformes comienzan a alimentarse de caracoles. En contraste,
nuestros individuos del tratamiento con caracoles tenian una mediana de 3.72 cm de la
longitud estandar (2.43 - 4.22 cm). Esto también explicaria por qué al principio del
experimento en el tratamiento al que se le suministraron caracoles, algunos individuos
murieron. Por lo que al principio del experimento se combin6 el alimento en este
tratamiento, agregando a su dieta, ademas de caracoles, pellets. También cabe sefalar que
no siempre se logré tener la suficiente densidad de caracoles, por lo que en varias
ocasiones se les combiné el alimento con gamaridos y ostracodos, esto para respetar la

alimentacion ad libitum.

Ademéas, se deberia considerar que replicar en laboratorio la dieta de un morfotipo
molariforme es dificil, ya que los caracoles que consumen son endémicos de
Cuatrociénegas (Trapani 2003) y se alimentan de los estromatolitos (Dugan 2014).
Ademas, dichos caracoles poseen una concha extremadamente dura, la cual es necesaria
para generar el estrés mecénico necesario para generar el morfotipo molariforme (Trapani
2003). Lo que reafirma lo mencionado por Trapani (2003) “la morfologia intermedia de
muchos individuos de laboratorio refleja su posesion de un fondo genético molariforme
en ausencia de la sefial ambiental adecuada (la dureza de los caracoles)”. Adicionalmente,
también menciona que podria estar relacionado con la baja frecuencia de individuos

intermedios (< 5 %; Cohen et al. 2005) en las poblaciones de Cuatrociénegas.

A pesar de las complicaciones, resulta evidente que existen diferencias en la morfologia
faringea entre al menos el tratamiento al que se le suministraron alimento blando (en el
cual se indujo el morfo papiliforme con éxito) y el tratamiento al que se le suministraron
caracoles, cuyos individuos presentaron el morfotipo intermedio o indicios del
molariforme. Por lo que, se refuerza la hipotesis de que el morfotipo puede ser inducido
por la dureza del alimento (LaBounty 1974; Sage y Selander 1975; Meyer 1990;
Huysseune 1995).

En cuanto al componente genético en la variacion de la morfologia de los dientes
faringeos, Stephens y Hendrickson (2001) observaron que los ejemplares de una sola
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nidada, criados con una dieta blanda y descendientes de padres molariformes,
desarrollaban denticiones faringeas molariformes, papiliformes e intermedias. En
contraste, en el presente estudio no fue posible inducir los tres morfotipos utilizando
unicamente el alimento blando. Esto podria explicarse si se considerara que los
progenitores eran de distintos morfotipos, es decir, un cruce entre un individuo
molariforme y uno papiliforme. Esta suposicion se basa en observaciones durante el
experimento, en donde la hembra progenitora aceptaba caracoles como alimento
(suponiendo que es del morfotipo molariforme), mientras que el macho no (suponiendo
que es del morfotipo papiliforme). Sin embargo, si se acepta la hipotesis genética
propuesta por Sage y Selander (1975) como por Kornfield y Taylor (1983), segun la cual
el polimorfismo trofico esta controlado por un solo locus y el alelo papiliforme es el
dominante, entonces un cruce molariforme x papiliforme no deberia producir

descendencia con morfologia molariforme.

El polimorfismo trofico es complejo, consideramos que su base genética no puede
explicarse mediante un solo locus, ya que la presencia de morfotipos intermediarios
plantea una dificultad para este modelo (Trapani 2003), pues solo permitiria un niimero
limitado de combinaciones fenotipicas. Por lo que el polimorfismo tréfico podria ser
mejor explicado bajo el control poligénico, con variacion continua y mantenido por la
seleccion disruptiva (Mather, 1955). Este modelo explicaria por qué, en condiciones
naturales, se favorece a los fenotipos extremos, papiliforme y molariforme. Ademaés, con
base en nuestros resultados, consideramos posible que exista la dominancia incompleta en

la expresion del fenotipo papiliforme.

Aunque la genética determina inicialmente la trayectoria que sigue un individuo y el grado
de plasticidad fenotipica que puede expresar (Trapani 2003), en determinadas
circunstancias las influencias mecénicas pueden regular la expresion genética en la
formacion del hueso (Raab-Cullen et al. 1994). No obstante, aun se desconoce el
mecanismo por el cual la ingesta de alimentos duros conduce a la molarizaciéon en los
peces, ya que, en los ciclidos, el desarrollo de los dientes se encuentran encriptados dentro
del hueso, fuera del alcance de la tensidn mecénica directa (Trapani 2001; Trapani 2003).

Por lo que, la variacion en la morfologia faringea estd controlada tanto genéticamente
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como ambientalmente (Trapani 2003), y nuestros resultados respaldan mas el componente

ambiental.

8.2 Induccion a la reproduccion ex situ

Los resultados obtenidos indican que el mejor método para inducir a la reproduccion ex
situ en H. minckleyi es utilizando Ovaprim a dosis de 0.6 ml/kg para hembras y machos.
Esta dosis fue utilizada en otro ciclido, Oreochromis niloticus, donde se obtuvo 85.19%
de fertilizacion de los huevos, mientras que en el tratamiento control no se observo ningiin
desove (Fabanjo y Abdullah, 2021). El tratamiento con Ovaprim fue el tnico con el cual
se logrd el desove, fertilizacion y eclosion. Estos resultados respaldan la eficacia de las
hormonas GnRHa y los bloqueadores de dopamina para conseguir la maxima fecundidad
en especies asincronas con una larga estacion reproductiva (Mylonas et al. 2010), como

podria ser el caso de H. minckleyi.

Sin embargo, el tiempo de respuesta para que ocurriera el desove tras la primera induccion
fue de 62 dias, y de hasta 80 dias después de la administracion del Ovaprim. En cambio,
en la segunda inducciodn, el desove ocurrié en un periodo mas corto, entre 14 y 41 dias.
Estos resultados contrastan con lo que se reporta sobre el tiempo de accion del Ovaprim,
el cual generalmente induce el desove entre 7 y 14 horas después de su aplicacion,
dependiendo de la especie y las condiciones ambientales (Diaz-Sanchez y Arias-

Castellanos 2005; Mufioz y Atencio 2003).

Cabe destacar que la informacion es nula o inexistente en cuanto a la induccién a la
reproduccion con hormonas en H. minckleyi, por lo que no es posible confirmar si el uso
de Ovaprim influy6 directamente en el desove, fertilizacioén o eclosion de los huevos. No
obstante, ninguna de las variables evaluadas en este estudio mostro diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos. Por lo tanto, si la reproduccion se
hubiera dado tUnicamente por las complexiones fisicas de los organismos y/o las
condiciones ambientales ideales, se esperaria que también ocurriera el desove en al menos
otro tratamiento. Aunque no se puede afirmar que la administracion del Ovaprim haya

provocado por si solo el desove en H. minckleyi, es muy posible que haya contribuido a
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estimular el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal (HHG), lo cual no ocurri6 en los demas

tratamientos.

Otra observacion positiva con el tratamiento de Ovaprim fue la eclosion de 23 huevos, lo
que se logré con una hembra de 4.864 cm de longitud estandar, siendo el desove con el
tiempo de accidn mas rapida tras la inyeccion, a los 14 dias. Esto contrasta con lo que
menciona Hendrickson (2006), quien reportd una talla de alrededor de 6 cm de la longitud
estandar para la primera madurez sexual en las hembras. Lo que podria atribuirse al €xito
reproductivo logrado con el Ovaprim para alcanzar la madurez sexual anticipada.
También, Hendrickson (2006) menciona que una hembra de 6 cm de la longitud estandar
pone de entre 50 y 100 huevecillos, por lo que la eclosion de 23 huevos provenientes de

una hembra de 4.864 cm de longitud estdndar se puede considerar congruente.

Dentro de las conductas reproductivas registradas en el experimento se destaca al macho
persiguiendo constantemente a la hembra, mientras que la hembra permanecia
evadiéndolo y escondida en la rafia. Tras varios dias hostigdndola, en la mayoria de los
acuarios las hembras presentaban lesiones graves, consistiendo en general en la pérdida
total o parcial de la aleta caudal, y en los peores casos la muerte. Dichos comportamientos
pueden ser explicados con base en la estrategia reproductiva para obtener mayores
numeros de reproducciones (Garcia-Cabello y Palomera-Hernandez 2023). En donde los
sistemas de apareamiento en peces teledsteos incluyen el cortejo, la coercion y las copulas
forzadas (Clutton-Brock y Parker 1995; McLain y Pratt 1999; Garner et al., 2010;
Wootton y Smith 2014; Garcia-Cabello y Palomera-Hernandez 2023).

En un principio se pens6 que dichas muertes podrian haberse debido a las diferencias entre
las tallas entre parejas, sin embargo, los andlisis estadisticos mostraron que dichas
diferencias no son significativamente distintas entre los tratamientos. Esto sugiere que
debe de haber alglin tipo de compatibilidad entre parejas, que podria depender de factores
que no estan relacionados con el tamafio, como el comportamiento, la quimica o la
coordinacion entre los individuos. A este respecto, Oliveira y Almada (1998) mencionan
que el cortejo en los peces que incuban sobre sustrato (como es el caso de H. minckleyi)
es un proceso complejo y prolongado que implica la formacién de un fuerte vinculo de
pareja y una transicion gradual del comportamiento agonistico al comportamiento sexual
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(Baerends y Baerends van Roon 1950; Barlow 1970; Barlow y Green 1970; Polder 1971,
Lamprecht 1973; Baylis 1974, 1976; Baerends 1984; Neil 1984). Esto podria implicar que
incluso en parejas de tamafio similar, la falta de un vinculo fuerte podria derivar en
conflictos extremos, impidiendo el cambio al comportamiento reproductivo, lo cual se

observod en la mayoria de los acuarios.

Este vinculo fuerte entre parejas es especialmente importante en especies mondgamas
(aunque no es el caso de H. minckleyi) o/y con cuidado biparental, donde la cooperacion
es crucial para el éxito reproductivo. El contacto boca a boca ("beso™) observado en los
progenitores del pie de cria y en los acuarios donde se detecto6 el desove, podria constituir
algun tipo de reconocimiento social que pudiera permitir la transicion al comportamiento
reproductivo. Donde este "beso” podria corresponder a lo mencionado por Oldfield y
Hofmann (2011) y Oldfield et al. (2014), quienes mencionan que la hembra dirige el
comportamiento de unién de pareja hacia el macho con un toque afiliativo con la boca
abierta. A este respecto, Baerends y Baerends van Roon (1950), asi como Wootton y
Smith (2014) mencionan que el cortejo inicial, elaborado y prolongado pueden tener la
funcién de reforzar el vinculo de pareja, especialmente en los ciclidos con cuidado
biparental prolongado. Estos autores mencionan que las parejas realizan comportamientos
de saludo (la expansion de los opérculos, el temblor y las exhibiciones laterales) cada vez
que uno regresa al otro después de una separacion. Comportamientos que también se

observaron en los experimentos de reproduccion realizados en el presente estudio.

No obstante, en dos acuarios donde realizaron dichos comportamientos de cortejo y se
observo el desove, después se presentd el hostigamiento y la muerte de la hembra. Esto
refuerza la coercion sexual observada como estrategia de reproduccion (Garcia-Cabello y
Palomera-Hernandez 2023). También, los sistemas de apareamiento en peces teledsteos
incluyen la eleccion de pareja tanto pre como post-copulatoria y la formacion de vinculos
de pareja (Wootton y Smith 2014). Lo que explicaria por qué se presentd la coercion
sexual después de haberse formado el vinculo antes, durante el desove, y en algunos casos

la eclosion y el cuidado de los alevines.
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8.3 Riesgo potencial de hibridacion

Los resultados obtenidos en el presente estudio indicaron que el riesgo potencial de
hibridacion se reduce cuando el macho es de la especie H. minckleyi y la hembra de la
especie H. cyanoguttatus, debido a la alta agresividad del macho. Aunque esta agresividad
fue mas fuerte en el tratamiento control de H. minckleyi, donde en todas las repeticiones
el macho mostré una alta agresividad hacia la hembra a tal punto en que esta termino
muerta. Mientras que en el tratamiento con un macho de H. minckleyi y una hembra de H.
cyanoguttatus solo en dos repeticiones de tres sucedio6 esto. Ademas, este comportamiento
también se presento en el experimento de induccion a la reproduccion. Lo que pudiera
indicar un comportamiento de coercidén sexual como estrategia reproductiva (Garcia-
Cabello y Palomera-Hernandez 2023) y un vinculo débil entre las parejas, las cuales no
pudieron cambiar del comportamiento agonistico al comportamiento sexual (Baerends y
Baerends van Roon 1950; Barlow 1970; Barlow y Green 1970; Polder 1971; Lamprecht
1973; Baylis 1974, 1976; Baerends 1984; Neil 1984; Oliveira y Almada 1998).

Por otro lado, el riesgo potencial de hibridacion podria aumentar en hembras de H.
minckleyi con machos de H. cyanoguttatus, ya que en una repeticion se observo el desove,
eclosion y supervivencia de los alevines, y en otra repeticion se detect6 la compatibilidad
entre parejas. Los resultados del presente estudio difieren de los reportados por Chan y
Levin (2005), Chatfield et al. (2010) y Hulsey et al. (2016), quienes sugieren que fallos
en los mecanismos de reconocimiento sexual podrian dar lugar a retrocruzamientos
asimétricos, en los que hembras de H. cyanoguttatus se aparean con machos de H.
minckleyi. Segin estos autores, dicho patron favoreceria la introgresion mitocondrial
(heredada por via materna) hacia la especie endémica H. minckleyi. En contraste, los
resultados del presente estudio indican que la introgresion seria mas probable en direccion
opuesta, lo cual podria resultar beneficioso para H. minckleyi si el fenotipo transgresor
generado es heredable y confiere una ventaja adaptativa a la poblacion hibrida (Lewontin

y Birch 1966; Albertson y Kocher 2005).
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9 CONCLUSIONES

9.1 Induccion del morfotipo alimenticio

Mediante la administracion del alimento de diferente dureza se logré inducir los
morfotipos alimenticios, la cual se pudo constatar con la diferencia en la longitud del
intestino, en cinco medidas de la denticion faringea y en dos medidas de la forma del
cuerpo. En donde en el tratamiento al que se le suministr6 alimento blando se pudo inducir
el morfotipo papiliforme. Mientras que en los otros dos tratamientos se logro inducir el

morfotipo intermedio o indicios del morfotipo molariforme.

El polimorfismo tréfico podria explicarse mejor como resultado de un control poligénico
con variacion continua, mantenido por seleccion disruptiva, donde el fenotipo papiliforme
presenta dominancia incompleta. No obstante, la variaciéon en la morfologia faringea

parece estar influenciada tanto por factores genéticos como ambientales.

9.2 Induccion a la reproduccion ex situ

La administracion de Ovaprim a una dosis de 0.6 ml/kg permiti6 inducir multiples
desoves, posicionandose como el método mas eficaz para la reproduccion ex situ en
Herichthys minckleyi. En particular, se logr6 acelerar la madurez sexual en una hembra
de 4.864 cm de la longitud estandar, obteniendo exitosamente el desove, la eclosion y la

supervivencia de los alevines.

El comportamiento reproductivo en H. minckleyi es complejo y prolongado, y la ausencia
de un vinculo fuerte entre las parejas puede obstaculizar la transicion del comportamiento

agonistico al reproductivo, afectando asi el éxito en la reproduccion.

9.3 Riesgo potencial de hibridacion

El riesgo potencial de hibridacion se reduce cuando el macho es de la especie H. minckleyi
y la hembra de la especie H. cyanoguttatus, esto debido al comportamiento fuertemente

agonistico del macho hacia la hembra. Considerando lo observado en el grupo control de
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H. minckleyi, se puede inferir que el comportamiento fue parte de la estrategia

reproductiva por parte del macho.

Por otro lado, el riesgo potencial de hibridacién se incrementa cuando el macho es H.

cyanoguttatus y la hembra H. minckleyi, ya que se registro la reproduccion y conductas

reproductivas con un fuerte vinculo entre los individuos de ambas especies.
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10 PERSPECTIVAS

10.1 Inducciéon del morfotipo alimenticio

Para inducir el morfotipo molariforme se recomienda empezar a ofrecerles
caracoles a partir de los 3 cm de la longitud estandar. Antes de esta talla se les
recomienda ofrecerles otros alimentos como ostracodos y/o pellets. No dejando de
lado una dieta de nauplios o pulgas de agua por lo menos el primer mes después
de haber eclosionado.

Para evitar la competencia por territorio se recomienda trasladar a los ejemplares
a acuarios de una capacidad por mayor a los 20 L, al menos una vez que hayan
cumplido los 7 meses de haber eclosionado.

En caso de hacer un grupo control de inanicién, se recomienda separar a los
organismos para evitar el canibalismo.

Se recomienda extender el experimento por lo menos a un aflo para generar
informacion valiosa, por lo que también se requeriria un mayor numero de
individuos, considerando al menos de 12 individuos por réplica.

De ser posible, se recomienda caracterizar el morfotipo de los progenitores para
no dejar de lado el componente genético en la variacion de la morfologia faringea.
Resultaria interesante que ademds de la mandibula faringea inferior, se
contemplara también la superior.

Para analizar el nivel de plasticidad y el momento del desarrollo en que se fija la
morfologia faringea de los organismos (si es que se fija o es totalmente plastica en
toda la etapa de vida), se recomienda cambiar la dieta de los tratamientos. No
obstante, para poder realizar dicho experimento se requerird un tiempo mas

prolongado y una muestra de individuos mucho mas grande.

10.2 Induccion a la reproduccion ex situ

Para los acuarios de reproduccion se recomiendan acuarios de minimo 162 L.

Se recomienda administrar diferentes dosis de Ovaprim y/o incluir otras hormonas

GnRHa.
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e Para reducir el comportamiento agonistico, se recomienda, en caso de haber
eclosion, retirar a los alevines por lo menos a los 18 dias de haber eclosionado.
e Para reducir el sesgo entre los tratamientos, se recomienda formar parejas

compatibles (con un fuerte vinculo) antes de administrar las hormonas.

10.3 Riesgo potencial de hibridacion

e De ser posible, se recomienda incluir un etograma para detectar comportamientos
reproductivos. El cual se puede realizar mediante camaras acuaticas para evitar el
estrés.

e Emparejar a los organismos a una edad temprana podria reducir los
comportamientos agonisticos, no obstante, habria que estar seguros de la
proporcion de sexos, la cual resultaria dificil al menos con la observacion de la

papila genital.
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ANEXO 1 (INDUCCION AL MORFOTIPO ALIMENTICIO)

Medidas en proporciones (n variable/ LS)

En la Tabla 20 se muestran las variables en proporcion con la LS, indicando si fue
necesario transformar la proporcion para el cumplimiento de los supuestos de normalidad

(con la prueba de Shapiro) y homogeneidad de varianzas (con la prueba de Levene) para

el analisis ANOVA.

Tabla 20. Variables en proporcion con la LS

Proporcion p-valor para prueba de p-valor para prueba de p-valor para
normalidad homogeneidad de varianzas el ANOVA
(LI/LS) 0.4412 0.1087 0.0356 *
arcsin(V(P1/LS)) 0.2898 0.6946 0.000267 **
In(P2/LS) 0.009674* 0.9197 6.02e-06 ***
In(P3/LS) 0.1063 0.2246 0.114
In(P4/LS) 3.339e-07*** 0.9586 0.099
In(nDP/LS) 0.2879 0.7489 0.000476 **
(nDA/LS) 0.7708 0.1632 0.277
arcsin(V(D4/LS)) 0.7335 0.7331 1.22e-05 ***
arcsin(V(DG/LS)) 0.818 0.058 0.000257 **
arcsin(\V(B1/LS)) 0.1533 0.764 7.2e-05 *H*
arcsin(\V(B2/LS)) 0.5492 0.6372 0.437
arcsin(\V(B3/LS)) 0.4567 0.9091 0.759
1-*In(B4/LS) 0.3351 0.3922 0.0109 *
In(B5/LS) 0.007329* 0.6903 0.0579
arcsin(V(B6/LS)) 0.03255* 0.006681 ** 0.337
arcsin(\N(B7/LS)) 0.1965 0.7891 0.371
arcsin(\V(B8/LS)) 0.837 0.3353 0.703
arcsin(V(B9/LS)) 0.1732 0.3493 0.245
(B10/LS) 0.0007444** 0.2411 0.649

Nota: para la proporcion In(P2/LS), In(P4/LS), In(B5/LS), arcsin(V(B6/LS)) y (B10/LS) no fue posible
cumplir el supuesto de normalidad, sin embargo, dicha transformacion fue la que mas se acerco a dicha
normalidad. Asi mismo con la proporcién arcsin(N(B6/LS)) para la homogeneidad de varianzas.
Significancia del valor p: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001.

A continuacion, en las Tablas de la 21 a la 28 se muestran las comparaciones post hoc de

Tukey con intervalos de confianza del 95%.

Tabla 21. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para la longitud intestinal (LI)
estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos Diff Iwr upr p adj
Caracoles- -0.25666240 -0.4914620 -0.02186282 0.0287541*
Blando
Pellets-Blando -0.16279883 -0.4090587 0.08346105 0.2608827
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Pellets-Caracoles |  0.09386357 |  -0.1523963 | 034012346 |  0.6356771

Nota: la proporcion (LI/LS) no fue transformada; significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p
<0.001, ***p < 0.0001.

Tabla 22. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para el ancho méaximo en las
ramas laterales (P1) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Lwr upr p adj
Pellets-Blando 0.01249868 -0.001756617 0.02675398 0.0976609
Caracoles- 0.02567171 0.011294040 0.04004937 0.0001538**
Blando
Caracoles-Pellets 0.01317302 -0.001204644 0.02755069 0.0794720

Nota: proporcion arcsin(V(P1/LS)); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p
<0.0001.

Tabla 23. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para el ancho maximo del area
dental (P2) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Iwr upr p adj
Pellets-Blando 0.005775979 -0.001752450 0.01330441 0.1660213
Caracoles- 0.016543437 0.008950384 0.02413649 0.0000040***
Blando
Caracoles-Pellets 0.010767457 0.003174405 0.01836051 0.0030843**

Nota: proporcion In(P2/LS); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p <
0.0001.

Tabla 24. Comparaciones post hoc de Tukey (oo = 0.05) entre tratamientos para el nimero de dientes
mediolateralmente a lo largo de la fila posterior (nDP) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos Diff Iwr upr p adj

Pellets-Blando -0.162685277 -0.2722149 -0.05315569 0.0018444*
Caracoles-Blando 0.001061494 -0.1094083 0.11153127 0.9997105
Caracoles-Pellets 0.163746771 0.0532770 0.27421654 0.0018883*

Nota: proporcion In(nDP/LS); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p <
0.0001.

Tabla 25. Comparaciones post hoc de Tukey (a = 0.05) entre tratamientos para la distancia anteroposterior
desde la parte posterior de la fila de dientes hasta la parte anterior del cuarto diente desde la parte posterior
(D4) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Iwr upr p adj

Pellets-Blando 0.029672109 0.01434836 0.04499586 0.0000398***
Caracoles-Blando 0.026854941 0.01139966 0.04231023 0.0002331%**
Caracoles-Pellets -0.002817168 -0.01827245 0.01263812 0.9012017
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Nota: proporcion arcsin(V(D4/LS)); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p
<0.0001.

Tabla 26. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para el didmetro mediolateral del
diente mas grande (DG) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Iwr upr p adj

Pellets-Blando 0.016239332 0.006646716 0.025831949 0.0003413**
Caracoles-Blando 0.013013248 0.003338291 0.022688206 0.0052876*
Caracoles-Pellets -0.003226084 -0.012901042 0.006448874 0.7069411

Nota: proporcion arcsin(V(DG/LS)); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p

<0.0001.

Tabla 27. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para el didmetro mediolateral del

diente mas grande (B1) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Iwr upr p adj

Pellets-Blando 0.017780393 0.004001178 0.03155961 0.0077995
Caracoles-Blando 0.026126692 0.012347477 0.03990591 0.0000570
Caracoles-Pellets 0.008346299 -0.005432917 0.02212551 0.3229138

Nota: proporcion arcsin(\N(B1/LS)); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p

<0.0001.

Tabla 28. Comparaciones post hoc de Tukey (o = 0.05) entre tratamientos para el didmetro mediolateral del

diente mas grande (B4) estandarizada por la longitud estandar (LS).

Tratamientos diff Iwr upr p adj

Pellets-Blando -0.02960566 -0.09562269 0.03641137 0.5355766
Caracoles-Blando -0.08418893 -0.15020596 -0.01817190 0.0086695
Caracoles-Pellets -0.05458327 -0.12060030 0.01143376 0.1254002

Nota: proporcion 1-*In(B4/LS); significancia del valor p ajustado (p adj): *p < 0.05, **p < 0.001, ***p <
0.0001.

Medidas con ANCOVA, utilizando como covariable la LS.

En la Tabla 29 se muestran las variables dependientes, utilizando como covariable la LS,
indicando si fue necesario transformar alguna de ellas para el cumplimiento de los
supuestos de normalidad (con la prueba de Shapiro) y homogeneidad de varianzas (con la

prueba de Breusch-Pagan) para el mejor modelo de ANVOCA, con o sin interaccion.
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Tabla 29. Variables dependientes para el analisis ANCOVA.

Variable Covariable p-valor para el p-valor para la p-valor para prueba
dependiente modelo ANCOVA prueba de de homogeneidad de
con interaccion normalidad varianzas
In(LI) LS 0.6798 0.05179 0.3599
P1 LS 0.7278772 0.05039 0.0537
P2 In(LS) 0.294 0.003278* 0.4995
In(P3) In(LS) 0.6833 0.1067 0.1405
In(P4) In(LS) 0.4220 5.741e-07*** 0.9245
In(D4) In(LS) 0.144 0.149 0.1523
In(DG) In(LS) 0.143454 0.6307 0.4197
In(nDP) In(LS) 0.2433 0.3233 0.8506
nDA LS 0.4608 0.0513 0.9485
B1 LS 0.04722* 0.1372 0.2313
In(B2) In(LS) 0.479599 0.3129 0.3775
B3 LS 0.5542 0.2769 0.1643
In(B4) In(LS) 0.074496* 0.1187 0.1833
In(BS) LS 0.006808* 0.002353* 0.9414
In(B6) LS 0.2377 0.05746 0.01171*
B7 LS 0.1243 0.136 0.2842
In(B8) In(LS) 0.6927 0.8924 0.4656
B9 LS 0.041748* 0.4068 0.01848*
B10 LS 0.04295%* 0.0001573** 0.008848*

Nota: Para las variables B1, B4, B5, B9 y B10 se utilizé el modelo con interaccion; para las variables P2,
P4, B5 y B10, no fue posible cumplir el supuesto de normalidad de los residuos del modelo ANCOVA; para
las variables B6, B9 y B10, no fue posible cumplir el supuesto de homogeneidad de varianzas del modelo
ANCOVA,; significancia: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001.

En la Tabla 30 se muestran los resultados del ANCOVA, y en la Tabla 31 se muestran los
coeficientes del modelo ANCOVA para aquellas variables dependientes significativas
estadisticamente. Asi mismo, en la Tabla 32 se muestran las comparaciones post hoc de

medias marginales estimadas (EMMeans) entre tratamientos.

Tabla 30. Resultados del ANCOVA para las variables dependientes con LS como covariable y Tratamiento
como factor.

Variable Fuente de gl Suma de Media Valor F p-valor
dependiente variacion cuadrados cuadratica
In(LI) LS 1 4.2909 4.2909 61.59 <0.0001
skeksk
Tratamiento 2 0.6482 0.3241 4.65 0.012 *
Residuales 81 5.6430 0.0697
P1 LS 1 1.4448 1.4448 296.30 < 0.0001
stk
Tratamiento 2 0.0820 0.0410 8.41 0.0005 **
Residuales 85 0.4145 0.0049
P2 In(LS) 1 0.56811 0.56811 273.501 < 0.0001
kokk
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Tratamiento 2 0.04706 0.02353 11.328 <0.0001
dekk
Residuales 85 0.17656 0.00208
In(P3) In(LS) 1 1.9129 1.9129 39.471 <0.0001
skkosk
Tratamiento 2 0.1509 0.0754 1.557 0.2168
Residuales 85 4.1194 0.0485
In(P4) In(LS) 1 231125 231125 133.22 <0.0001
kokok
Tratamiento 2 0.07462 0.03731 2.15 0.1227
Residuales 85 1.47467 0.01735
In(D4) In(LS) 1 4.9735 49735 93.46 <0.0001
skeksk
Tratamiento 2 1.2273 0.6137 11.53 <0.0001
fedke
Residuales 85 4.5232 0.0532
In(DG) In(LS) 1 4.0040 4.0040 35.53 <0.0001
skkosk
Tratamiento 2 1.8527 0.9264 8.22 0.0005 **
Residuales 85 9.5796 0.1127
In(nDP) In(LS) 1 0.00907 0.00907 0.89 0.3493
Tratamiento 2 0.00515 0.00257 0.25 0.7783
Residuales 85 0.87027 0.01024
nDA LS 1 0.177 0.177 0.26 0.6136
Tratamiento 2 0.893 0.447 0.65 0.5265
Residuales 85 58.727 0.691
Bl LS 1 4.8303 4.8303 748.40 <0.0001
skskk
Tratamiento 2 0.1433 0.0716 11.10 <0.0001
skkosk
LS x 2 0.0409 0.0204 3.17 0.0472*
Tratamiento
Residuales 84 0.5421 0.0065
In(B2) In(LS) 1 1.282 1.282 59.93 <0.0001
skskk
Tratamiento 2 0.002 0.001 0.055 0.9467
Residuales 86 1.840 0.021
B3 LS 1 0.226 0.226 62.62 <0.0001
skksk
Tratamiento 2 0.0007 0.0003 0.095 0.9095
Residuales 86 0.3106 0.0036
In(B4) In(LS) 1 2.600 2.600 231.58 <0.0001
kksk
Tratamiento 2 0.143 0.0717 6.38 0.0026*
Residuales 86 0.966 0.0112
In(B5) LS 1 2.24933 2.24933 116.05 <0.0001

ook ok
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Tratamiento 2 0.17563 0.08782 4.53 0.01353*
LS x 2 0.20539 0.10269 5.30 0.00681*
Tratamiento
Residuales 84 1.62816 0.01938
In(B6) LS 1 2.43625 2.43625 88.91 <0.0001
skskok
Tratamiento 2 0.05147 0.02573 0.94 0.3949
Residuales 86 2.35645 0.02740
B7 LS 1 0.59219 0.59219 44.13 <0.0001
skoksk
Tratamiento 2 0.04577 0.02289 1.71 0.1878
Residuales 86 1.15407 0.01342
In(B8) In(LS) 1 1.20615 1.20615 50.47 <0.0001
ko
Tratamiento 2 0.05456 0.02728 1.14 0.3241
Residuales 86 2.05507 0.02390
B9 LS 1 2.79179 2.79179 112.48 <0.0001
skokosk
Tratamiento 2 0.30237 0.15118 6.09 0.0034*
LS x 2 0.16378 0.08189 3.30 0.0417*
Tratamiento
Residuales 84 2.08494 0.02482
B10 LS 1 2.73579 2.73579 76.7510 <0.0001
skskok
Tratamiento 2 0.14106 0.07053 1.9786 0.1446
LS x 2 0.23292 0.11646 3.2672 0.0430*
Tratamiento
Residuales 84 2.99419 0.03565

Nota: gl = grados de libertad; Significancia: *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001.

Tabla 31. Coeficientes del modelo ANCOVA para las variables dependientes con LS como covariable y

Tratamiento como factor.

Variable Parametro Estimacion Error Valor t p-valor
dependiente estandar
In(LI) Intercepto 0.2306 0.2007 1.149 0.254
LS 0.4174 0.0555 7.519 <0.000] ***
Tratamiento: Caracoles -0.1491 0.0683 -2.183 0.032 *
Tratamiento: Pellets -0.2311 0.0825 -2.801 0.006 *
P1 Intercepto 0.0333 0.0493 0.675 0.501
LS 0.2008 0.0136 14.807 <0.000]1 ***
Tratamiento: Caracoles 0.0728 0.0182 3.996 0.0001 ***
Tratamiento: Pellets 0.0504 0.0198 2.544 0.0128 *
P2 Intercepto -0.08080 0.04002 -2.019 0.0467*
In(LS) 0.45718 0.03149 14.520 <0.0001***
Tratamiento: Caracoles 0.05580 0.01189 4.694 < 0.0001*%**
Tratamiento: Pellets 0.03516 0.01280 2.746 0.0074*
In(D4) Intercepto -3.5848 0.2026 -17.70 < 0.0001*%**
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In(LS) 1.2445 0.1594 7.81 <0.0001%***
Tratamiento: Caracoles 0.2595 0.0602 4.31 < 0.0001 ***
Tratamiento: Pellets 0.2445 0.0648 3.77 0.000297 **
In(DG) Intercepto -4.98311 0.29482 -16.902 <0.0001*%**
In(LS) 0.99946 0.23192 4.309 <0.0001%*%**
Tratamiento: Caracoles 0.28220 0.08755 3.223 0.00180 *
Tratamiento: Pellets 0.34077 0.09429 3.614 0.00051 **
Bl Intercepto 0.13403 0.09773 1.371 0.174
LS 0.30174 0.02753 10.961 <0.0001%*%**
Tratamiento: Caracoles -0.04645 0.14269 -0.325 0.746
Tratamiento: Pellets -0.23884 0.14095 -1.694 0.094
Interaccion LS x Caracoles 0.03004 0.04071 0.738 0.463
Interaccion LS X Pellets 0.09013 0.03680 2.449 0.016%*
In(B4) Intercepto -1.675 0.093 -17.996 <0.001**
In(LS) 0.872 0.073 11.905 <0.001**
Tratamiento: Caracoles 0.027 0.027 0.982 0.329
Tratamiento: Pellets 0.105 0.030 3.519 0.000694**
In(B5S) Intercepto -0.79746 0.16937 -4.708 < 0.0001 ***
LS 0.18640 0.04770 3.907 0.000188**
Tratamiento: Caracoles -0.56305 0.24729 -2.277 0.025332*
Tratamiento: Pellets 0.28938 0.24427 1.185 0.239497
Interaccion LS x Caracoles 0.17435 0.07054 2.472 0.015474*
Interaccion LS x Pellets -0.03683 0.06378 -0.577 0.565149
B9 Intercepto 0.64606 0.19166 3.371 0.00113*
LS 0.18524 0.05398 3.431 0.00093**
Tratamiento: Caracoles -0.56871 0.27983 -2.032 0.04528%*
Tratamiento: Pellets 0.14539 0.27642 0.526 0.60030
LS x Caracoles 0.18246 0.07983 2.286 0.02479*
LS x Pellets 0.01045 0.07217 0.145 0.88527
B10 Intercepto 0.55342 0.22968 2.410 0.0182*
LS 0.26681 0.06469 4.124 <0.0001%*%**
Tratamiento: Caracoles -0.34639 0.33534 -1.033 0.3046
Tratamiento: Pellets 0.58410 0.33125 1.763 0.0815*
Interaccion: LS x 0.11139 0.09566 1.164 0.2476
Caracoles
Interaccion: LS x Pellets -0.11886 0.08649 -1.374 0.1730

Nota: El grupo de referencia del factor Tratamiento es el tratamiento Blando (Intercepto). Modelo con
interaccion: B1, BS, B9 y B10; Significancia: *p < 0.05, **p <0.001, ***p < 0.0001.

Tabla 32. Comparaciones post hoc de medias marginales estimadas (EMMeans) entre tratamientos para las
medidas de la longitud del intestino, la denticion faringea y la forma del cuerpo, ajustadas por la covariable
(LS) y con correccion de Tukey

Variable Comparacion Diferencia | Error estindar | t valor p-valor
estimada
LI Blando — Caracoles 0.149 0.0683 2.183 0.0803
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Blando — Pellets 0.231 0.0825 2.801 0.0173 *
Caracoles — Pellets 0.082 0.0847 0.968 0.5990
P1 Blando — Caracoles -0.0092 0.0030 -3.037 0.0088*
Blando — Pellets -0.0122 0.0033 -3.693 0.0011*
Caracoles — Pellets -0.0030 0.0034 -0.875 0.6575
P2 Blando — Caracoles -0.0558 0.0119 -4.694 | <0.0001***
Blando — Pellets -0.0352 0.0128 -2.746 0.0199%*
Caracoles — Pellets 0.0206 0.0132 1.568 0.2650
D4 Blando — Caracoles -0.259 0.0602 -4.313 0.0001***
Blando — Pellets -0.245 0.0648 -3.774 0.0009**
Caracoles — Pellets 0.015 0.0666 0.225 0.9726
DG Blando — Caracoles -0.0092 0.0030 -3.037 0.0088*
Blando — Pellets -0.0122 0.0033 -3.693 0.0011*
Caracoles — Pellets -0.0030 0.0034 -0.875 0.6575
B1 Blando — Caracoles -0.0643 0.0226 -2.842 0.0154*
Blando — Pellets -0.0933 0.0237 -3.932 0.0005**
Caracoles — Pellets -0.0291 0.0244 -1.189 0.4631
B2 Blando - Caracoles -0.0269 0.0274 -0.982 0.5900
Blando - Pellets -0.1048 0.0298 -3.519 0.0020*
Caracoles - Pellets -0.0778 0.0304 -2.560 0.0324*
B5 Blando - Caracoles -0.0795 0.0392 -2.030 0.1114
Blando - Pellets -0.1536 0.0411 -3.735 0.0010*
Caracoles - Pellets -0.0741 0.0424 -1.749 0.1932
B9 Blando — Caracoles -0.1038 0.0443 -2.340 0.0558
Blando — Pellets -0.1839 0.0465 -3.951 0.0005**
Caracoles — Pellets -0.0801 0.0479 -1.671 0.2222
B10 Blando — Caracoles -0.0641 0.0531 -1.207 0.4523
Blando — Pellets -0.1460 0.0558 -2.618 0.0280*
Caracoles — Pellets -0.0819 0.0574 -1.425 0.3325

Nota: Los valores negativos indican que el segundo tratamiento tuvo un mayor valor promedio que el
primero. Los resultados de los modelos con interaccion: B1, BS, B9 y B10, deben interpretarse con cautela
debido a la presencia de interaccion significativa entre LS y Tratamiento. Significancia: *p < 0.05, **p <
0.001, ***p < 0.0001.
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ANEXO 2 (INDUCCIO’NA LA REPRODUCCION EX SITU)
Primera induccion a la reproduccion

En la Tabla 33, se muestran las variables medidas durante el experimento. En la Tabla 34,
se muestran los resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para el supuesto de normalidad
en cada una de las variables. En la Tabla 35 se muestran los resultados de la prueba de

Bartlett para probar la homogeneidad de varianzas entre los tratamientos.

Tabla 33. Variables medidas durante el experimento

Variable Max. Min. Mdn.
Temperatura (°C) 38 19 26.1
pH 9.9 7.9 8.79
LT (cm) 12.349 6.065 8.748
Diferencia en la LT entre parejas (cm) 2.529 0.106 1.277
LS (cm) 9.964 4.657 6.8925
Diferencia en la LS entre parejas (cm) 2.331 0.01 0.879
Peso (g) 20.3 5.065 9.55
Diferencia en el peso entre parejas (g) 5.41 0.42 3.371

Tabla 34. Resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para el supuesto de normalidad en cada una de las
variables.

Variable W p-valor

Peso 0.91989 0.5045

LT 0.9844 0.8268

LS 0.98321 0.7838

Diferencia en el peso entre parejas 0.96387 0.5973
Diferencia en la LT entre parejas 0.9631 0.5805
Diferencia en la LS entre parejas 0.96957 0.7235

Donde en * se muestran aquellas variables con una distribucion No normal.

Tabla 35. Resultados de la prueba de Bartlett para probar la homogeneidad de varianzas entre los
tratamientos.

Variable Estadistico K* de gl p-valor
Bartlett
Peso 6.8868 6 0.3314
LT 7.6077 6 0.2683
LS 7.411 6 0.2845
Diferencia en el peso entre parejas 2.2389 6 0.8965
Diferencia en la LT entre parejas 5.5951 6 0.47
Diferencia en la LS entre parejas 5.9517 6 0.4286
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Segunda induccion a la reproduccion

En la Tabla 36 se muestran las medidas morfométricas de las parejas, en la Tabla 37, se

muestran las diferencias en las medidas morfométricas entre cada pareja, y en la Tabla 38

se muestran las medidas de temperatura y pH en cada acuario.

Tabla 36. Medidas morfométricas de las parejas para los diferentes acuarios

Acuario | Tratamiento Sexo Peso (g) LT (cm) LS (cm)
A3 Ovaprim Macho 16.042 10.74 8.823
A3 Ovaprim Hembra 11.97 10.11 8.013
A7 Prime Macho 8.15 8.034 6.488
Ovaprim
A7 Ovaprim Hembra 6.684 6.159 4.864
Al17 Ovaprim Macho 19.25 9.861 8.677
Al17 Ovaprim Hembra 17.736 9.771 7.821
Tabla 37. Diferencias en el peso, LT y LS entre las parejas para cada acuario.
Acuario Peso (g) LT (cm) | LS (cm) | No. de dias después de la induccién en que
murieron las hembras.
A3 4.072 0.63 0.81 44
A7 1.466 1.875 1.624 47
Al7 1.514 0.09 0.856 NA
Tabla 38. Diferencias en los parametros fisicoquimicos
Acuario | Temperatura Min. | Max. Mdn. pH Min. Max. Mdn.
3 21.2 36 30.2 9.05 9.7 9.185
7 26.3 37.9 30.2 9.09 9.6 9.215
17 24.6 36.6 30.2 9.12 9.82 9.25
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ANEXO 3 (RIESGO POTENCIAL HIBRIDACION)

En la Tabla 39 se muestran los resultados de la prueba de Shapiro-Wilk para el
cumplimiento del supuesto de normalidad. En la Tabla 40 se muestra el resultado de la
prueba de asimetria para la variable que no cumplid el supuesto de normalidad, para
posteriormente determinar que prueba de homogeneidad de varianza es mas conveniente
utilizar. En la Tabla 41 y 42 se muestran resultados de la prueba de Bartlett y Levene para
probar la homogeneidad de varianzas entre los tratamientos. En la Tabla 43 se muestran
los resultados del ANOVA entre los tratamientos para las variables de peso, LT, LS,
diferencia en LT y LS entre parejas. En la Tabla 44 se muestran los resultados de Kruskal-
Wallis para evaluar si los tratamientos provienen de la misma distribucion o mediana, para
el caso de la variable con una distribucién no normal. En la Tabla 45 se muestran las
medidas morfométricas de todos los tratamientos y repeticiones. En la Tabla 46 se
muestran los valores minimos, maximos y mediana para los parametros fisicoquimicos

del agua por tratamiento.

Tabla 39. Resultados de la prueba de Shapiro-Wilk en todas las variables.

Variable W p-valor
Peso 0.94851 0.2515
LT 0.953 0.3143
LS 0.9303 0.099
Diferencia en el peso entre parejas 0.85714 0.002975%
Diferencia en la LT entre parejas 0.95377 0.3263
Diferencia en la LS entre parejas 0.94074 0.1694

Donde en * se muestran aquellas variables con una distribuciéon No normal.

Tabla 40. Prueba de asimetria para las variables no paramétricas.

Variable Asimetria Prueba por usar

Diferencia en el peso entre parejas 0 Levene

Tabla 41. Resultados de la prueba de Bartlett para probar la homogeneidad de varianzas entre los

tratamientos.
Variable Estadistico K> de Bartlett gl p-valor
Peso 9.7324 3 0.02098*
LT 8.787 3 0.03226*
LS 9.8795 3 0.01962*
Diferencia en la LT entre parejas 8.1994 3 0.04207*
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Diferencia en la LS entre parejas 11.062 3 0.0114*

En * se resaltan aquellas variables con varianzas estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre al menos dos
tratamientos.

Tabla 42. Resultados de la prueba de Levene y Brown-Forsythe para la homogeneidad de varianzas entre
los diferentes tratamientos.
Variable Valor F Pr(>F) gl

Diferencia en el peso entre parejas 4.3057 0.01695 * Grp. =3, Res. =20

En * se resaltan aquellas variables con varianzas estadisticamente diferentes (p < 0.05) entre al menos dos
tratamientos.

Tabla 43. Resultados del ANOVA entre los tratamientos para las variables de peso, LT, LS, diferencia en
LT y LS entre parejas.

Variable Factor gl | Suma Cq | Media Cq | Valor F Pr(>F)
Peso Tratamiento 3 162.8 54.28 6.53 0.00294 *
Res. 20 166.3 8.31
LT Tratamiento 3 16.46 5.488 4.957 0.00985 *
Res. 20 22.14 1.107
LS Tratamiento 3 12.09 4.031 5.225 0.00794 *
Res. 20 15.43 0.771
Diferencia en LT entre Tratamiento 3 0.00 0.000 0 1
parejas
Res. 20 21.48 1.074
Diferencia en LS entre Tratamiento 3 0.00 0.0000 0 1
parejas
Res. 20 18.12 0.9061

En * se resaltan aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Tabla 44. Resultados de Kruskal-Wallis para evaluar si los tratamientos provienen de la misma
distribucion o mediana.
Variable Chi? gl Valor p

Diferencia en el peso entre parejas 0 3 1.00

En * se resaltan aquellas variables con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Tabla 45. Medidas morfométricas de todos los tratamientos y repeticiones.

Tratamiento | Rep. Especie Sexo Peso (g) LT (cm) LS (cm)

1 1 H. cyanoguttatus Macho 8 7.93 6.25

H. minckleyi Hembra 7 7.51 5.92

2 H. cyanoguttatus Macho 4 6.48 5.30

H. minckleyi Hembra 3.5 6.52 5.37

3 H. cyanoguttatus Macho 6 6.93 5.38

H. minckleyi Hembra 5 6.64 5.23

2 1 H. cyanoguttatus Hembra 10 8.68 6.88

H. minckleyi Macho 11.83 10.53 8.78
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H. cyanoguttatus Hembra 15 9.47 7.75

H. minckleyi Macho 15.86 10.48 8.48

H. cyanoguttatus Hembra 10 8.03 6.32

H. minckleyi Macho 12 8.76 7.02

3 H. minckleyi Macho 8 8.39 6.63
H. minckleyi Hembra 6 7.04 5.56

H. minckleyi Hembra 7 7.93 6.49

H. minckleyi Macho 9 8.07 6.18

H. minckleyi Macho 9 7.96 6.40

H. minckleyi Hembra 8 8.18 6.39

4 H. cyanoguttatus Hembra 13 8.39 6.83
H. cyanoguttatus Macho 15 10.28 8.57

H. cyanoguttatus Hembra 12 9.19 7.21

H. cyanoguttatus Macho 14 9.02 7.22

H. cyanoguttatus Macho 4 6.13 5.08

H. cyanoguttatus Hembra 5 6.26 5.11

Tabla 46. Valores minimos, maximos y mediana para

los parametros fisicoquimicos del agua por

tratamiento.
Tratamiento 1 2 3 4
Temperatura
Min. 11.2 13.1 14.3 15.6
Max. 36 29.8 27.6 37.8
Mdn. 24.3 24 23.6 24.1
pH
Min. 8.55 8.66 8.71 8.69
Max. 9.9 9.3 8.92 9.35
Mdn. 8.95 8.91 8.86 8.96
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