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I. RESUMEN

La familia Profundulidae es un grupo de peces de agua dulce, con una distribucién geogréafica
muy limitada que se extiende desde el sur de México a Centroamérica. La familia es también una
de las menos diversas dentro del orden Cyprinodontiformes (Killis, cachorritos y escamudos),
con 15 especies descritas en comparacion con las 353 especies nominales en Poeciliidae y 59 en
Goodeidae, esta Gltima su grupo hermano. La taxonomia de los peces profundulidos ha sido
relativamente cambiante en los Gltimos dos siglos; hasta la década pasada la familia estaba
integrada por un solo género nominal, Profundulus, que se dividia en dos grupos o subgéneros
(Tlaloc y Profundulus). Andlisis moleculares recientes se han utilizado como justificacion para
erigir estos subgéneros a géneros; sin embargo se carecen de los analisis morfoldgicos que
diagnostiquen a ambos géneros; ademas, parte de la problematica taxonomica de la familia se
debe a la gran homogeneidad morfol6gica que presentan las especies, lo que ha permitido la
identificacion de linajes genéticos independientes y especies cripticas que estaban enmascaradas
debido a la poca variabilidad morfologica externa, particularmente dentro del género
Profundulus. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es generar una diagnosis detallada de los
géneros y una clave dicotomica para la identificacion de las especies de la familia Profundulidae,
basada en la morfologia. Asi mismo, se analizaron las relaciones filogenéticas de la familia
Profundulidae ampliando el muestreo taxondmico y completando el ambito de distribucién de
varios taxones, utilizando la subunidad 2 de la NADH deshidrogenasa (ND2) del genoma
mitocondrial, con el propdsito de reconstruir las relaciones filogenéticas entre las especies y
evidenciar la presencia de nuevos linajes; ademas, se describe una nueva especie dentro del
género Profundulus (P. adani); con material proveniente de los drenajes de las cabeceras de la
cuenca del Rio Papaloapan, en el estado mexicano de Oaxaca. Los resultados mas relevantes
mostraron una diferenciacién morfoldgica entre los géneros; el género Tlaloc se diagnostica con
base en cinco caracteres autapomorficos, entre ellos, el mesetmoides prominente y de forma
oval, sus bordes exceden el margen posterior del vémer; la porcién anterior del parasfenoides
estd en contacto con el mesetmoides y sobrepasa la parte media de este; la fosa autopterotica es
reducida. Profundulus es diagnosticado con base en seis caracteres morfologicos unicos, entre
ellos el mesetmoides pequefio, en forma de media luna, y no excede los méargenes del vomer; la
porcion anterior del parasfenoides, justo en contacto con el mesetmoides y no va mas alla de la
parte medial de este ultimo hueso; la fosa autopterotica grande. La descripcién y los ambitos de
distribucion para cada género, asi como una clave para la identificacion de las especies, son

aportadas en este estudio. Un nuevo taxon Profundulus adani es descrito aqui para la cuenca alta



del rio Papaloapan en el estado mexicano de Oaxaca; su estatus especifico esta respaldado por
evidencia morfolégica y molecular. Una combinacion de patrones de coloracion y conteos
separan a P. adani de sus congéneres. Con una marcada divergencia molecular del 21.1%
recuperamos a los dos Unicos géneros de la familia Profundulidae (Tlaloc y Profundulus) como
grupos naturales. De las nueve especies reconocidas para Profundulus y cuatro especies
reconocidas para Tlaloc, se recuperaron siete y tres respectivamente, ademas de tres linajes
nuevos, bien diferenciados. Entre otras implicaciones se sugiere la sinonimizacion de algunos
taxa, asi como la amplitud de distribucion de otros. La informacion obtenida en el presente
trabajo con las herramientas morfoldgicas y moleculares ha arrojado informacion relevante para
el conocimiento de la taxonomia y sistematica de la familia Profundulidae. A partir de los
resultados obtenidos se sientan las bases para proponer una clasificacion mas comprensiva de
este grupo, ademas se infieren las relaciones de parentesco entre los géneros y las especies
actualmente reconocidas y finalmente se propone un modelo de mayor diversidad de especies
(15 especies), para la familia Profundulidae.

Palabras clave: Clave dicotdmica, morfologia, Profundulidae, sistematica, taxonomia.



Il.  ABSTRACT

The family Profundulidae is a group of freshwater fish, with a very limited geographical
distribution extending from southern Mexico to Central America. The family is also one of the
least diverse within the order Cyprinodontiformes (killifish, pupfish and escamudos), with only
fifteen described species, compared to the 353 nominal species in Poeciliidae and 59 in
Goodeidae, the latter its sister group. The taxonomy of profundulid fish has been relatively
changeable over the last two centuries; until the last decade the family was composed of a single
nominal genus, Profundulus, which was divided into two groups or subgenera (Tlaloc and
Profundulus). Newly discovered molecular data have been used to justify the elevation of these
subgenera to genera; however, morphological analyses diagnosing both genera are lacking; in
addition, part of the taxonomic problem of the family is due to the great morphological
homogeneity of the species, which has allowed the identification of independent genetic lineages
and cryptic species that were masked due to little external morphological variability, particularly
within the genus Profundulus. Therefore, the aim of this study is to provide accurate descriptions
of morphological characters in Profundulus and Tlaloc, and to discover additional informative
characters to diagnose and characterize both genera. A dichotomous key for the identification of
the species of the family Profundulidae is presented. Likewise, the phylogenetic relationships of
the family Profundulidae were analyzed, the taxonomic sampling is extended and completing the
range of distribution of some taxa, using subunit 2 of NADH dehydrogenase (ND2) of the
mitochondrial genome, for the purpose of reconstructing phylogenetic relationships between
species and evidencing the presence of new lineages; in addition, a new species is described
within the genus Profundulus (P. adani); with material from the upper reaches of the Papaloapan
River in the Mexican state of Oaxaca. The most relevant results showed a morphological
differentiation between the genera. The genus Tlaloc is diagnosed on the basis of five unique
characters, among which are the prominent and ovalshaped mesethmoid, exceeding the posterior
margins of the vomer; the anterior portion of the parasphenoid making contact with the
mesethmoid and extend beyond the center of the mesethmoid; and a reduced autopterotic fossa.
Profundulus is diagnosed here based on the following characters: the mesethmoid is small,
crescent-shaped, and does not extend beyond the margins of the vomer; the anterior portion of
the parasphenoid just contacting the mesethmoid and not extending beyond the center of the
mesethmoid; a large autopterotic fossa. For each genus, description and distribution ranges are
provided as well as a key for identification of the species. Profundulus adani, new species, is

described from the upper reaches of the Papaloapan River in the Mexican state of Oaxaca. The



uniqueness of this new species is supported by morphological and molecular evidence. P. adani,
new species, is distinct from its congeners by a combination of color patterns and counts. With a
marked molecular divergence of 21.1% we recovered the only two genera of the family
Profundulidae (Tlaloc and Profundulus) as natural groups. Of the nine species recognized for
Profundulus and four species recognized for Taloc, seven and three respectively were recovered,
in addition to three well-differentiated new lineages. Among other implications is suggested the
synonymization of some taxa, as well as the extension range of others. The information obtained
in the present research work, using molecular and morphological tools, has yielded relevant
information for the knowledge of the taxonomy and systematic of the family Profundulidae. On
the basis of the results obtained, the basis has been laid for proposing a more comprehensive
classification of this group, also infer the relationship between genera and species currently
recognized and finally proposed a model of greater diversity of species (15 species), for the

family Profundulidae.

Keywords: Identification key, morphology, Profundulidae, systematic, taxonomy.



I11. INTRODUCCION

La familia Profundulidae Hoedeman & Bronner, 1951 (Van der laan et al., 2014; Nelson et al.,
2016) es un grupo de peces de agua dulce con una distribucién geogréfica muy limitada que se
extiende desde el sur de México a Centroamérica (Miller, 1955; Parenti, 1981; Morcillo et al.,
2016; Nelson et al., 2016). La familia es también una de las menos diversas dentro del orden
Cyprinodontiformes (Killis, cachorritos y escamudos), con 15 especies descritas (Dominguez-
Cisneros et al., 2023; Calixto-Rojas et al., 2023) en comparacion con las 353 especies nominales
en Poeciliidae y Goodeidae, esta Ultima su grupo hermano (Nelson, 2016; Piller et al., 2022).

Los peces profundulidos son uno de los elementos distintivos de la fauna endémica de América
Central y el sur de México (Matamoros et al., 2012; Morcillo et al., 2016) y la mayoria de las
especies tienen dmbitos de distribucion muy limitados. Son peces que habitan los arroyos y
pequefios lagos de agua dulce de las zonas montafiosas del sur de México y Centroamérica;
constituyendo, en las zonas mas elevadas, la Unica ictiofauna nativa; aunque algunas especies se
han adaptado a vivir en arroyos de aguas célidas y zonas bajas (Miller, 1955; Miller, 2005). Son
peces pequefios, los adultos generalmente miden entre 60 y 100 mm de longitud patrén, aunque
las tallas maximas que se han encontrado en algunas especies son de 130 mm de longitud total en
las hembras y 120 mm para los machos (Velazquez-Velazquez et al., 2007).

Ocho de las 15 especies descritas de profundulidos concurren solamente en México: Tlaloc
hildebrandi (Miller, 1950), endémica de Chiapas (Velazquez-Velazquez y Schmitter-Soto, 2004;
Dominguez-Cisneros et al., 2017). Profundulus mixtlanensis (Ornelas-Garcia et al., 2015),
Profundulus parentiae (Matamoros et al., 2018), Profundulus oaxacae (Meek, 1902, Miller,
2005); Profundulus chimalapensis (Del Moral, 2020); P. emilioi y P. rei (Calixto-Rojas et al.,
2023), concurren en Oaxaca y Profundulus balsanus (Ahl, 1935; Jamangape et al., 2016), en
Guerrero; ademas Tlaloc candalarius Hubbs, 1924, es una especie cuasiendémica, cuya

distribucion se restringe a la cuenca del rio Grande de Comitan en Chiapas, México y en algunos



arroyos de la Candelaria en la frontera con Guatemala (Miller, 1955, 2005). En Centroamérica se
han registrado tres especies, Profundulus guatemalensis (Ginther, 1866, Lyons & Barraza,
2020). Profundulus kreiseri (Matamoros et al., 2012), y Tlaloc portillorum endémica de
Honduras (Matamoros y Schaefer, 2010; McCranie et al. 2018). Finalmente, dos especies son de
amplia distribucion en el sur de México y Centroamérica: P. punctatus y T. labialis (Gunther,
1866, Miller, 2005).

La taxonomia de los peces profundulidos ha sido relativamente cambiante en los ultimos dos
siglos. Gunther (1866) describio a las primeras especies asignadas al género Fundulus (Fundulus
punctatus, F. labialis, F. guatemalensis y F. pachycephalus). Hubbs (1924) erigi6 el género
Profundulus (familia Cyprinodontidae), y fue diagnosticado sobre la base de caracteres
meristicos y morfologicos (Hubbs, 1924; Miller, 1955); adicionalmente Uyeno y Miller (1962)
describieron algunos caracteres osteolégicos del género. Hubbs (1924) y Parenti (1981)
propusieron a Profundulus como el mas ancestral (plesiomorfico) de los Cyprinodontoides.

La familia Profundulidae fue erigida por Hoedeman y Bronner en 1951, la cual incluia un solo
género nominal Profundulus (Hubbs, 1924). En la revision de Parenti (1981) del orden
Cyprinodontiformes, con base en el uso de métodos de sistematica filogenética y biogeografia
cladista (utilizando principalmente caracteres osteoldgicos), diagnostico (con base en caracteres
osteologicos) a la familia Profundulidae. Costa (1998), en su trabajo sobre la filogenia y
clasificacion de los Cyprinodontiformes (utilizando 124 caracteres, principalmente osteoldgicos)
reconoce a Profundulidae como un grupo natural y describe los caracteres diagnosticos de la
familia: Cartilago rostral y ligamentos bien desarrollados; de 13 a 23 branquispinas sobre la
rama anterior del primer arco branquial, vdmer en forma Y; un proceso estrecho sobre la
porcién anterior del etmoides lateral; y apertura anterior de las narinas situada en una

estructura carnosa prominente.



Segun Parenti (1981) y Miller (1955, 2005) la taxonomia de la familia Profundulidae estaba
compuesta por un solo género (Profundulus), que se dividia en dos subgéneros o grupos: a) el
grupo Punctatus o subgénero Profundulus con tres especies validas -Profundulus punctatus, P.
guatemalensis y P. oaxacae-, y b) el grupo Labialis o subgénero Tlaloc con tres especies -
Profundulus labialis, P. candalarius y P. hildebrandi. Gonzélez-Diaz et al. (2014), realizo la
comparacion osteoldgica de las especies de los dos subgéneros, encontrando evidencia para
suponer que ambos taxones podrian ser reubicados como géneros.

Recientemente, Morcillo et al. (2016) basados en evidencia molecular, realizaron el primer
trabajo sobre las relaciones filogenéticas e historia evolutiva de la familia Profundulidae; como
resultado los dos subgéneros fueron elevados a nivel de género con una divergencia molecular de
24.5%. Las diferencias morfoldgicas entre los géneros fueron atribuidas a la presencia o ausencia
de una mancha humeral en la base de la aleta pectoral y por el nimero de escamas en la region
preorbital y base de la aleta caudal (Miller, 1955); asi como a estructuras osteoldgicas de los dos
subgéneros (Gonzéalez-Diaz et al., 2014).

Ademas, Morcillo et al. (2016) propusieron una filogenia molecular con dos hipétesis de
diversidad taxonomica dentro de la familia: un modelo conservador de ocho especies y un
modelo de mayor diversidad con 12 especies. Ambos modelos proporcionaron evidencias
adicionales de una mayor diversidad taxondémica que la originalmente reconocida en esta familia
y la importancia de realizar mas estudios para resolver la taxonomia de los géneros,
particularmente en el género Profundulus.

Los peces de la familia Profundulidae han sido objeto de reciente interés, debido a que éstos son
muy interesantes desde el punto de vista biologico y taxonomico, siendo ademas, una de las
pocas familias de peces dulceacuicolas endémicas a Mesoameérica (Morcillo et al., 2016); varias

de sus especies poseen rangos de distribucion muy restringidos y son un grupo modelo para



estudios biogeograficos y evolutivos, adicionalmente varias especies presentan problemas de
conservacion (Velazquez et al., 2008; Morcillo et al., 2016; Lyons y Matamoros, 2020).

Los patrones biogeograficos actuales de la familia Profundulidae, han sido atribuidos como
consecuencia de la actividad volcanica de la region, ocurrida en el Mioceno inferior, seguida por
eventos mas recientes durante el Cuaternario, que coincidieron con fluctuciones climaticas en el
Pleistoceno (Morcillo et al., 2016). La familia Profundulidae se origin6 durante el Oligoceno
Superior (Morcillo et al., 2016, Calixto-Rojas et al., 2021), en el cual ocurrieron dos grandes
pulsos de diversificacion dentro de la familia, lo cual coincide con eventos de diversificacion en
otros grupos de peces (Morcillo et al., 2016).

La dificultad en el establecimiento de limites entre las especies en Profundulidae,
principalmente en el género Profundulus, es un reflejo de la compleja historia geoldgica de
Centroamérica, principalmente en la zona del Istmo de Tehuantepec (Miller, 1955; Morcillo et
al., 2016).

Parte de la problematica taxondémica de la familia se debe a la similitud de tipo morfolégico que
presentan las especies, lo que ha permitido la identificacion de linajes genéticos independientes y
especies cripticas que estaban enmascaradas debido a la poca variabilidad morfoldgica externa,
particularmente dentro del género Profundulus.

Los datos moleculares apoyan la monofilia de la familia Profundulidae y dan un buen soporte
molecular para el reconocimiento de los dos géneros que la integran, los cuales no han sido
diagnosticados incluyendo a todas las especies descritas actualmente, dejando clara la necesidad
de realizar estudios morfoldgicos-osteoldgicos para diagnosticar y redescribir a los géneros
Tlaloc y Profundulus. Ademas, no existe un trabajo actualizado que sintetice la informacion
taxondmica de las especies que conforman la familia Profundulidae; por lo que, con base en la
integracion de caracteres morfologicos y osteologicos, se realizd una clave dicotomica para la

identificacion de las especies que integran la familia Profundulidae. Asi mismo se actualiza la



filogenia de la familia con base en datos moleculares, incorporando las especies recientemente
descritas y posibles nuevas especies. Lo anterior aporta evidencia de apoyo para determinar los

limites taxondmicos entre los dos géneros y sus respectivas especies, y sus relaciones

filogenéticas.



IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

¢Son utiles los caracteres osteoldgicos, meristicos y morfométricos tradicionales para la
determinacion y la delimitacion de los géneros y especies de la familia Profundulidae?
¢Derivado de los andlisis moleculares previos y actualizados, se encontraran especies nuevas
dentro de la familia?

¢La inclusion de todas las especies actualmente descritas en la filogenia molecular, modificara

las relaciones filogenéticas establecidas con anterioridad para la familia?

4.1 Hipdtesis.

1. Los caracteres morfoldgicos tradicionales (meristicos y morfométricos) y los caracteres
osteoldgicos han sido utilizados dentro del orden Cyprinodontiformes como elementos
utiles en las diagnosis de los géneros y especies; sin embargo, dada la similitud
morfolégica entre las especies de los dos géneros que integran la familia Profundulidae,
se espera que los caracteres osteolégicos sean de mayor utilidad (informativos) que los
caracteres morfoldgicos tradiciones para el diagnéstico de los géneros Tlaloc y
Profundulus, debido a que estos caracteres son mas conservadores (de cambios mas

lentos).

2. Morcillo et al. (2016), propusieron una hipotesis taxonomica con dos modelos basados en
datos moleculares: un modelo conservador de ocho especies y un modelo de 12 especies.
Ambos modelos proporcionaron evidencias adicionales de una mayor diversidad
taxonomica que la originalmente reconocida en esta familia, y apuntan a la importancia
de realizar més estudios moleculares para resolver la taxonomia dentro de los géneros.

Dado los descubrimientos recientes de nuevas especies (P. parentiae, P. chimalapensis y

10



Profundulus mixtlanensis), se espera que la filogenia actualizada de la familia
Profundulidae proporcione un mayor soporte a la hipotesis de mayor diversidad de

especies, particularmente dentro del género Profundulus.

Derivado de estas preguntas e hipdtesis, se han formulado los siguientes objetivos, que se
pretenden desarrollar, basadas en el analisis de la informacién morfologica y molecular de los

peces de la familia Profundulidae:

11



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar y delimitar taxondmicamente con base a la integracion de caracteres morfoldgicos los

géneros de la familia Profundulidae, asi como reconstruir la filogenia de la familia basada en

caracteres moleculares.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Diagnosticar y redescribir los géneros Tlaloc y Profundulus con base en caracteres

morfolégicos y osteoldgicos.

5.2.2 Describir posibles especies nuevas de la familia Profundulidae a partir de los

analisis morfolégicos y moleculares.

5.2.3 Actualizar la filogenia de la familia Profundulidae con base en el uso de caracteres

moleculares.
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V1. PLAN DE ESTUDIO

Con el prop6sito de evaluar y delimitar taxonomicamente los peces de la familia Profundulidae,
en este trabajo de investigacion se espera diagnosticar y redescribir el género Tlaloc y actualizar
la diagnosis y descripcion del género Profundulus, con base en el uso de caracteres morfol6gicos
tradicionales y la incorporacion de caracteres osteoldgicos informativos; ademas de la
descripcion de posibles nuevas especies; lo anterior nos permitird dilucidar los limites
taxondmicos entre los dos géneros y la delimitacion de las especies que lo componen. Asi
mismo, basados en datos moleculares, se espera actualizar la filogenia de la familia
Profundulidae. EI documento estd organizado en tres capitulos, los cuales se abordan de la

siguiente manera:

Capitulo I. Diagnostico y redescripcion de los géneros Tlaloc y Profundulus. Con base en
caracteres morfolégicos tradicionales (meristicos, morfométricos, patrones de coloracion y poros
cefalicos), asi como la incorporacién de caracteres osteoldgicos, se realizé el diagndstico y
redescripcion de los géneros Tlaloc y Profundulus, lo anterior basado en el andlisis de las 13
especies reconcidas en su momento, que incluye la revision de 838 ejemplares de ambos géneros

y 100 ejemplares diafanizados.

Capitulo I1. Descripcion de una nueva especie de Profundulus. Como resultado de los analisis
moleculares y morfologicos, se describe una nueva especie dentro del género Profundulus. La
nueva especie -Profundulus adani-, se describe con ejemplares provenientes de la cuenca alta del

rio Papaloapan, en el municipio de Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca, México.

13



Capitulo I11. Anélisis filogenético de la familia Profundulidae. Con base en el analisis de
caracteres moleculares (ADNm) de 154 secuencias de las 13 especies nominales dentro de la

familia Profundulidae se construyd y actualizé la filogenia de la familia.
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DIAGNOSTICO Y REDESCRIPCION DE LOS GENEROS TLALOC Y
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Redescription and diagnoses of the genera Profundulus and Tlaloc

(Cyprinodontiformes: Profundulidae), Mesoamerican endemic fishes.
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Uniil recently, the genus Profundulus was classified in two subgenera, Profundulus
and Tlaloc, the sole members of the family Profundulidae. Newly discovered
molecular data have been used to justify the elevation of these subgenera to
genera. Yet morphological analyses to diagnose the two genera are lacking. The
aim of this study is to provide a generic diagnosis and a taxonomic key to the
species within the family Profundulidae based on morphology. The genus Tlalocis
diagnosed on the basis of five unique characters, among which are the prominent
and oval-shaped mesethmoid, exceeding the posterior margins of the vomer; the
anterior portion of the parasphenoid making contact with the mesethmoid and
extend beyond the center of the mesethmoid; and a reduced autopterotic fossa.
Profundulus is diagnosed here based on the following characters: the mesechmoid
is small, crescent-shaped, and does not extend beyond the margins of the vomer;
the anterior portion of the parasphenoid just contacting the mesethmoid and not
extending beyond the center of the mesethmoid; a large autopterotic fossa. For
each genus, description and distribution ranges are provided as well as a key for
identification of the species.

Keywords: Distribution, Identification key, Morphological ~characters,
Profundulids, Taxonomy.
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Redescription of the genera Profundulus and Tlaloc

Hasta recientemente, el género Profundulus estuvo integrado por dos subgéneros,
Profundulus y Tlaloc, los tinicos miembros de la familia Profundulidae. Anilisis
moleculares recientes se han utilizado como justificaciéon para erigir estos
subgéneros a géneros; sin embargo se carecen de los andlisis morfolégicos que
diagnostiquen a ambos géneros. El objetivo de este estudio es proporcionar las
diagnosis de los géneros y una clave taxonémica para la identificacion de las
especies de la familia Profundulidae, basada en la morfologfa. El género Tlaloc
se diagnostica con base en cinco caracteres morfolégicos tinicos, entre ellos,
el mesetmoides prominente y de forma oval, sus bordes exceden el margen
posterior del vémer; la porcién anterior del parasfenoides estd en contacto con el
mesetmoides y sobrepasa la parte media de este; la fosa autopterdtica es reducida.
Profundulus es diagnosticado con base en seis caracteres morfolégicos tinicos,
entre ellos el mesetmoides pequefio, en forma de media luna, y no excede los
mirgenes del vomer; la porcién anterior del parasfenoides, justo en contacto
con el mesetmoides y no va mis alld de la parte medial de este tiltimo hueso; la
fosa autopterdtica grande. La descripcion y los rangos de distribucion para cada
género, asi como una clave para la identificacion de las especies, son provistas.

Palabras clave: Caracteres morfoldgicos, Clave de identificacién, Distribucion,
Profunddlidos, Taxonomia.

INTRODUCTION

The family Profundulidae Hoedeman & Bronner, 1951 is a group of freshwater fishes
with a restricted geographical distribution, extending from southern Mexico to Central
America (Miller, 1955; Matamoros et al., 2012). It is one of the characteristic elements of
the endemic fauna of Central America and the southern Mexico highlands (Miller, 1955),
with most of the included species having a restricted distribution range and occurring
only in a few adjacent river systems (Matamoros ef al., 2012). The Profundulidae is one
of the least speciose within the order Cyprinodontiformes (killifishes, pupfishes, and
relatives), with only thirteen described species, compared to, for example, approximately
59 nominal species in the family Goodeidae, its sister-group (Nelson ef al., 2016; Piller
et al., 2022). The profundulids or Middle American killifishes are commonly known as
escamudos (Lozano-Vilano, De La Maza-Benignos, 2016).

Unitil recendy, the genus Profundulus was classified in two subgenera, Profundulus
and Tlaloc, the sole members of the family Profundulidae (Miller, 1955, 2009; Parenti,
1981). Newly discovered molecular data have been used to justify the elevation of these
subgenera to genera by Morcillo ef al. (2016). In the absence of a diagnosis, the new
clades were supported based on previously documented differences in both subgenera:
presence or absence of a humeral spot at the base of the pectoral fin and the number of
scales in the preorbital region and base of the caudal fin (Miller, 1955, 2009), as well as
by a series of osteological characters of the axial and appendicular skeleton (Gonzilez-
Diaz et al., 2014). These morphological-osteological differences were based on a review
of only six species. Our knowledge of the Profundulidae is growing rapidly, and the
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number of valid species has more than doubled since Miller’s comprehensive revision of
Profundulus in 1955. Five new species were described within the genus Profundulus and
one in the genus Tlaloc. Additionally, Profundulus balsanus Ahl, 1935 was redescribed
and recognized as a valid species (Jamangapé ef al., 2016).

External morphological traits (meristic and morphometric) were once the primary
sources of characters to distinguish the subgenera and species and to classify profundulid
fishes (Miller, 1955, 2009). Different types of morphological characters were gradually
introduced to killifish systematics (Parenti, 1981; Costa, 2006) and the morphological
analysis of bones has been an important source of morphological characters for
hypothesizing relationships among profundulids and cyprinodontoid sister families
(Parenti, 1981; Costa, 1998; Ghedortti, Davis, 2013) and between the subgenera and
some species of the Profundulidae (eg., Uyeno, Miller, 1962; Gonzilez-Diaz et al.,
2014).

Profundulids are among the least studied Cyprinodontiformes, and the systematics
of the family is still in its early stages, with genera and some species poorly defined,
and few descriptions of their osteology (Lozano-Vilano, De La Maza-Benignos,
2016; Morcillo ef al., 2016). Several recent molecular studies provide hypotheses on
the relationship of profundulid taxa and confirm the monophyly of two previously
proposed genera (or subgenera) (e.., Doadrio ef al., 1999; Morcillo ef al., 2016; Calixto-
Rojas et al., 2021). Molecular data support profundulid clades (genera) which have been
scarcely described by morphological characters, highlighting the need to improve the
osteological-morphological database for this group. Therefore, the aim of this study
is to provide accurate descriptions of morphological characters, including external
morphology of body, osteology, neuromasts (cephalic pores), and contact organs in
Profundulus and Tlaloc, and to discover additional informative characters to diagnose
and characterize both genera. A dichotomous key for the identification of the species of
the family Profundulidae is presented.

MATERIAL AND METHODS

The examined material is deposited in the fish collection of the Centro Interdiciplinario
de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Oaxaca (CIDOAX); Coleccién
Nacional de Peces, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico (CNPE-
IBUNAM ); Field Museum of Natural History, Chicago (FMNH); Louisiana Museum
of Natural Science, Louisiana (LSUMZ or LSU MNS); Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas, Mexico (MZ-UNICACH). The list of the examined material includes
the acronym of the collection and the catalog number, followed by the number of
specimens, in parentheses the specimens cleared and stained (c&s), and by their standard-
length range.

Measurements and counts follow Miller (1955) and are presented as percentages of
standard length (SL), except for those relative to head morphology, which are expressed
as percentages of head length (HL). Seventeen morphometric measurements (in
mm) and nine meristic variables were recorded from species of the genera Tlaloc and
Profundulus.

Neotropical Ichthyology, 21(1):e220089, 2023 3/22
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Redescription of the genera Profundulus and Tlaloc

Morphometric (Fig. 1): 1, standard length (SL); 2, head length (HL); 3, predorsal
length (PL); 4, prepelvic length (PPL); 5, anal origin to caudal base (AOCBY); 6, body,
greatest depth (BGD); 7, body, greatest width (BGW); 8, caudal peduncle, length
(CPL); 9, caudal peduncle, least depth (CPLD); 10, dorsal fin, basal length (DFBL);
11, anal fin, basal length (AFBL); 12, head depth (HD); 13, head width (HW); 14,
interorbital, least bony width (IOLBW); 15, orbit length (OL); 16, snout length (SNL);
17, upper jaw length (UJL).

Meristic: 1, dorsal-fin rays; 2, anal-fin rays; 3, caudal-fin rays; 4, pectoral-fin rays; 5,
pelvic-fin rays; 6, scales in lateral series; 7, predorsal scales; 8, scales count around the
body; 9, scales count around peduncle. The number, morphology, and arrangement of
sensorial pores in the cephalic region were studied and named following the methods
and terminology of Gosline (1949) and Miller (1955).

Osteological characters were obtained from specimens of the 13 profundulid species,
cleared and double stained (bone alizarin and cartilage counter-stained with alcian
blue), according to the technique described by Taylor (1967), with some modifications
proposed by Taylor, Van Dyke (1985). The identification of bone elements was based
on the bone nomenclature proposed by Gosline (1961), Parenti (1981), and Costa
(1998). The terminology of fin rays and the count of vertebrae follows Arratia (2008)
and Schultze, Arratia (2013). Based on the variation in meristic, morphometric, and
osteological characters as well as the distribution of the species, a dichotomous key for
the identification of the species of the family Profundulidae was established.

FIGURE 1 | Morphometric characters, based on sketches of Profundulus in lateral view. Morphometric measurements in the Material and

Methods section.
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RESULTS

Four species are recognized in the genus Tlaloc (Morcillo ef al., 2016; Lozano-Vilano,
De La Maza-Benignos, 2016): T. labialis (Giinther, 1866), T. candalarius (Hubbs, 1924),
T hildebrandi (Miller, 1950), and T. portillorum (Matamoros & Schaefer, 2010).

Tlaloc Alvarez & Carranza, 1951
Tlaloc Alvarez, Carranza, 1951:40 (rype species Fundulus labialis Giinther, 1866, by monorype).

Diagnosis. Tlaloc, one of the two genera of the family Profundulidae, is diagnosed
here by the following combination of characters: The mesethmoid is prominent and
oval in shape, extending beyond the posterior margins of the vomer, encompassing the
posterior medial extension and touching the lateral ethmoids (Fig. 2B). The anterior
portion of the parasphenoid making contact with the mesethmoid and extend beyond
the center of the mesethmoid. The autopterotic fossa is reduced (Fig. 2A). The dorsal
margin of the interoperculum, with a long extension, is exceeding the edge of the
bone (Fig. 3A). The ventral margin of the lacrimal is straight (Figs. 4A-B). Tlaloc is
further distinguished from Profundulus by having less than the basal half of the caudal
fin densely scaled (except in T. portillorum) (vs. more than the basal half or more densely
scaled) (Fig. 5A); by the absence of a humeral spot (vs. humeral spot present); by the
origin of the dorsal fin positioned at a vertical line posterior to the origin of the anal fin
(vs. origin of the dorsal fin positioned at a vertical line slightly anterior to the origin of
the anal fin); by long epiotic processes, extending beyond the second vertebra (vs. short
epiotic processes, not extending beyond the first vertebra).

FIGURE 2 | Ventral view of the neurocranium, in specimens cleared and stained. A. Tlaloc portillorum
(MZ-UNICACH 7222, 70.5 mm SL); B. Vomer region of T. candalarius (MZ-UNICACH 3899, 61.7 mm SL);
C. Vomer region of Profundulus kreiseri (MZ-UNICACH 7214, 59.6 mm SL); and D. Neurocranium of P.
mixtlanensis (MZ-UNICACH 6716, 55.6 mm SL). Abbreviations: V, vomer (Y-shaped); E, lateral ethmoid; M,

mesethmoid; P, parasphenoid; AF, autopterotic fossa.
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Redescription of the genera Profundulus and Tlaloc

FIGURE 3 | Lateral view of left jaws, suspensorium and opercular series in specimens cleared and
stained. A. Tlaloc portillorum (MZ-UNICACH 7222, 70.5 mm SL); B. Profundulus mixtlanensis (MZ-UNICACH
6716, 55.6 mm SL). Arrow points to dorsal margin of the interoperculum, with a long or short extension.
Abbreviations: de, dentary; pm, premaxilla; ra, retroarticular; mx, maxilla; pl, palatine; qu, quadrate;
ar, articular; ms, mesopterygoid; io, interopercle; sy, sympletic; hy, hyomandibula; po, preopercle; op,

opercle; so, subopercle.

Description. Morphometric data appear in Tab. 1. Body uniformly slender; head
compressed, moderately large (22.4-36.7%). Mouth subterminal to terminal. In T
hildebrandi and T. portillorum, the lower jaw broad, heavy, and protruding so that the
upper jaw is included, whereas in T labialis and T. candalarius both equal in forward
projection, or the lower jaw is included in the upper jaw. Greatest body depth in the
vertical just posterior to pectoral fin (20.0-32.6%). The females are elongated, and the
males are more robust than the females. Dorsal and anal fins located posterior to the half
of body length. Caudal peduncle relatively large (16.2-26.4%). Median hypural plate
divided into subequal parts by an open groove.

Neotropical Ichthyology, 21(1):e220089, 2023 nibio.br | scielo.br/ni
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TABLE 1 | Morphometric data of Tlaloc and Profundulus species. Asterisk mark the number of specimens analyzed, in parenthesis the average

values.
e ey o . s Profundulus :
Tlaloc portillorum T. hildebrandi T. labialis T. candalarius e P. guatemalensis
58* 63* 58% 100* P S 26%
196
37.6-71.4 37.9-111.5 334-101.9 38.8-99.2 36.2-82.2 38.4-83.9
Standard length (mm) (50.4) (58.2) (53.1) (51.6) (50.3) (51.8)
Percents of standard
length
Headl 25.7-32.0 268-32.2 22.4-31.6 26.3-36.7 26.1-32.6 27.0-31.1
ead length (289) (28.3) (26.9) (29.9) (29.1) (28.9)
66.1-73.6 64.2-68.5 65.0-70.4 63.6-73.8 65.5-71.5
Predorsal length (69.6) (66.3) (67.4) (69.7) E22a s 0) (68.4)
Prepelvic length 47.7-55.2 45.851.8 46.8-54.7 489-61.1 47.0-576 49.8-53.6
P! (51.1) (48.9) (50.6) (53.7) (52.2) (51.5)
Anal origin to caudal 29.0-36.7 36.3-41.9 32.3-41.8 27.3-39.7 19.3-374 31.9-36.7
base (33.4) (39.1) (36.1) (33.3) (332) (34.5)
Bod renreat denth 20.0-27.8 22.1-29.7 20.2-29.9 20.7-32.6 21.0-33.6 25.7-31.5
Y8 2l (252) (24.6) (24.9) @1.7) (285) (29.0)
3 11.8-17.0 12.5-17.6 10.6-18.1 11.5-19.5 14.3-228 10.8-18.2
BOdy’ greatESt width (14.5) (14.8) (14.3) (15.6) (18.3) (14.7)
Caudal peduncle, 16.3-23.5 203-26.4 17.8-23.6 16.2-24.0 13.7-21.8 15.5-22.1
length (19.8) (23.3) (215) (19.5) (183) (18.8)
Caudal peduncle, 12.6-15.9 12.0-15.1 12.6-15.1 11.4-16.6 13.9-183 14.2-16.1
Least depth (14.3) (13.4) (13.5) (13.5) (15.7) (15.2)
Dorsal fin, basal 11.1-16.5 11.7-17.6 11.6-16.4 11.1-17.7 11.1-183 125-16.6
length (14.1) (14.1) (14.0) (13.9) (15.0) (14.7)
. 12.1-17.4 14.0-19.1 12.7-19.5 12.3-17.5 11.6-20.1 14.3-18.6
Anal fin, basal length (143) (16.0) (155) (14.5) (15.7) (16.0)
Percents of head
length
Tead denth 55.6-98.0 53.3-85.4 57.5-76.2 56.6-100.1 56.5-94.9 64.8-101.7
P (67.3) (62.5) (67.0) (68.5) (72.7) (86.0)
Head width 49.3-72.9 492-71.0 54.8-70.6 492-70.0 58.8-80.6 55.8-75.8
(59.6) (64.6) (62.1) (60.7) (68.7) (64.3)
Interorbital, least 37.348.7 40.0-48.7 41.1-51.7 34.9-48.3 40.0-53.2 43.3-54.1
bony width (42.1) (45.2) (462) (42.9) (472) 47.3)

5 21.1-28.6 18.0-28.9 24.9-32.7 19.5-30.6 19.0-29.9 21.6-29.2
Orbitlength (245) (24.8) (28.6) (26.5) (25.4) (24.0)
Snout length 28.8-35.6 29.8-39.7 29.3-39.7 275-38.3 25.6-374 28.6-36.9

(32.7) (34.9) (33.7) (32.8) (32.3) (33.3)
. 23.9-32.9 263-35.3 22.1-314 215-32.3 16.9-31.7
Upper jaw length (283) 1.0 @78 @77 @253) 20.7-33.2(29.6.3)
g
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TABLE 1 | (Continued)

P. oaxacae P. balsanus 2 i P. parentiae P. mixtlanensis P. adani p. chimalapensis
28* 22* 40* SHY 73* 38*
35.0-63.2 34.2-64.7 37.2-72.7 36.8-73.9 39.0-70.6 36.7-77.9 35.9-80.3
Stancarciengtiim) (455) 49.7) (49.4) (s2.7) @9.7) (53.7) 45.6)
Percents of standard
length
Head length 26.3-30.5 24.1-30.8 26.2-316 26.9-35.3 26.8-353 26.1-33.9 274-33.4
(28.7) (26.8) (28.8) (294) (29.1) (286) (30.8)
66.3-77.4
Predorsallenath 65.5-72.2 61.9-71.7 64.1-69.8 63.7-69.3 63.9-705 64.7-73.5
(69.0) (65.5) (67.0) (66.9) (67.1) (682)
(69.4)
Prenel v ey 47.9-57.3 48.1-55.5 48.2-540 49.2-54.4 51.0-57.2 49.0-57.6 50.2-56.4
P (522) (51.4) 1.7 (515) (53.8) (533) (53.9)
Anal origin to caudal 25.2-32.6 29.2-37.1 29.7-36.8 29.0-37.4 30.8-37.8 29.4-37.9 27.1-35.6
base (29.1) (33.4) (34.0) (33.3) (34.0) (33.3) (31.2)
. et 23.5-30.8 25.2-31.0 21.2-30.0 26.3-33.8 237-312 20.4-31.0 24.3-30.8
Oy Erealest et (266) (27.8) @5.7) (302) (26.9) (26) @7.5)
Hody mreatestwidih 14.4-18.6 11.9-22.2 10.8-18.7 13.2-21.4 10.6-186 11.3-20.8 154-19.4
¥ 81 (165) (7.4 (14.2) (17.8) (15.0) (15) 7.5)
Caudal peduncle, 11.1-19.6 15.5-20.8 15.5-21.7 14.3-20.0 17.3-232 15.5-21.9 14.2-19.9
length (14.8) a7.2) (18.5) (179 19.7) (18.0) 7.0
Caudal pedu.ncle. 11.9-16.6 11.8-15.9 12.4-16.2 14.1-16.9 11.9-15.9 11.7-15.4 13.9-17.4
Least depth (144) (13.8) (14.9) (15.3) (13.7) (136) (15.3)
Dorsal fin, basal 12.817.7 125-19.2 13.3-181 11.6-18.6 11.9-172 11.7-18.3 125-16.5
length (152) (15.2) (15.5) (15.0) (14.2) (14.7) (14.7)
) 11.7-18.5 132-21.0 13.7-183 13.2-19.0 12.7-189 13.5-19.4 12.6-18.9
Anal b biealiengt (147) (16.1) (15.8) (16.1) (15.3) (162) (15.2)
Percents of head
length
Hetid depth 66.4-101.5 56.1-80.6 60.1-90.7 58.3-83.3 59.7-82.9 59.0-80.2 59.9-70.5
eac cep! (81.0) (69.3) (75.0) (705) (73.2) (719) (65.8)
Head widih 60.1-72.3 57.9-75.5 44.5-708 53.8-77.6 52.9-72.2 54.8-97.5 61.0-71.7
(65.0) (68.1) (60.9) (685) (65.7) (676) (65.6)
Interorbital, least bony 41.5-48.3 38.7-55.9 38.148.5 38.9-58.7 38.2-52.7 38.9-50.2 45.9-52.7
width (443) (50.3) (44.1) (502) (45.1) (46.0) 8.7
- 21.2-26.3 214-28.9 20.4-313 21.5-28.9 23.1-30.0 20.5-28.5 22.0-32.6
Orbitlenyty (238) (25.0) (@5.2) (25.4) (26.3) (236) (28.0)
S 24.0-32.2 15.4-34.9 27.2-385 22.2-34.2 27.3-37.8 26.6-38.2 28.7-37.9
nout length (288) (25.3) (32.5) (292) (32.6) (335) @3.1)
% awl 21.8-36.1 11.1-23.9 24.3-344 11.2-30.0 24.3-359 21.1-36.6 23.5-32.0
ppecjawlengtit (269) (16.5) (8.7 (18.4) (29.7) (335) (26.4)
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FIGURE 4 | Ventral view of left lacrimal. A. Tlaloc portillorum (MZ-UNICACH 7222, 70.5 mm SL); B. T.
hildebrandi (MZ-UNICACH 2266, 75.1 mm SL); C. Profundulus mixtlanensis (MZ-UNICACH 6716, 55.6 mm
SL); and D. P. punctatus (MZ-UNICACH 6632, 67.3 mm SL). Arrow point to ventral margin of the lacrimal.

The branching pattern of the cephalic latero-sensory canals in Tlaloc is similar to
the general pattern of the Cyprinodontiformes. The supraorbital series follows the
Type II designation of Gosline (1949), with canals between pores 1-2a, 2b—4a, 4b-7;
preopercular pores 67 (mode = 7); preorbital pores 3-5 (mode = 4); mandibular pores
4-5 (mode = 5); in addition, there are 2 to 4 rostral pores usually developed.

Meristic characters are as follows (Tab. 2): anal: 9-18; dorsal: 7-14; pelvic: 5-7;
pectoral: 13-20; caudal: 16-23; vertebrae totals: 33-38; gill rakers on anterior arm of
the first arch: 13-19; branchiostegal rays: 6; scales lateral series: 29-39; scales predorsal:
19-26; scales around body: 25-36; scales around peduncle: 16-28.

Coloration. The coloration varies strongly among individuals and ontogenetically.
The skin of the head and body may show golden reflections, especially in the opercular
region and mid flank. The form and coloration of the nuptial adult male and female
are shown in Fig. 6. Unpaired fins (dorsal and anal) are orange in males, with irregular
black markings on the dorsal fin, evident in Tlaloc candalarius.

Neotropical Ichthyology, 21(1):€220089, 2023 9/22
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Redescription of the genera Profundulus and Tlaloc

TABLE 2 | Meristic data of Tlaloc and Profundulus species. Asterisk mark the number of specimens analyzed, in parenthesis the modal values.

z ; T. labialis T. candalarius T. hildebrandi T portillorum P. punctatus

Dorsal rays 10-14 9-14(11) 10-14 (11) 7-14 (11) 10-14 (12) 11-13 (12)
Anal rays 13-18 (16) 11-16 (14) 11-16 (15) 9-14(13) 11-16 (14) 12-15 (14)
Pectoral rays 16-20 (18) 14-19 (15) 15-18 (16) 13-17 (15) 14-19(17) 16-18 (17)
Caudal rays 20-23 (20) 16-23 (20) 17-23 (22) 17-23 (20) 18-24 (21) 18-24 (21)
Pelvicrays 5-7(6) 5-7(6) 5-7(6) 5-7(6) 5-7(6) 6-7(6)

Lateral scales 33-39(37) 30-39 (34) 33-37 (36) 29-34 (33) 29-34 (33) 30-33 (33)
Scales predorsal 21-26 19-26(23) 20-24 (22) 21-26 (23) 18-24 (20) 20-23 (22)
f;gi‘il;s around 28-36 25-35(31) 27-33(30) 25-31 (28) 24-30 (26) 26-29 (28)
;ZZIEZS?Md 18-22 (21) 16-21(18) 16-21 (18) 16-22.(19) 17-25 (20) 18-23(19)
Vertebrae 37-38 (37) 33-36 (35) 36-37 (36) 33-34(33) 32-34 32-33(33)
Gill rakers 13-18 (16) 14-19 (17) 14-19 (16) 13-17 (15) 15-21 (17) 15-19 (17)

TABLE 2 | (continued)

- ae P. balsanus P. eri P. parentiae P. mixtlanensis P. adani P. chimalapensis
Character
5 22 50 41* 60* 38*

Dorsal rays 11-13 (12) 11-13(12) 10-14 (12) 10-13 (12) 10-13 (11) 10-12 (11) 11-14 (13)
Anal rays 13-15 (14) 15-16 (15) 12-16 (14) 13-16 (15) 13-16 (14) 13-16 (14) 14-16 (15)
Pectoral rays 15-18 (16) 15-17 (16) 14-17 (16) 15-17 (16) 15-18 (16) 15-18 (16) 15-18 (17)
Caudal rays 17-22 (20) 18-20 (20) 19-23 (21) 18-22 (20) 18—3(21) 18-23 (20) 18-23 (20)
Pelvic rays 6(6) 6 (6) 5-6 (6) 6-7 (6) 6(6) 6-7 (6) 6(6)
Lateral scales 29-31 (30) 33(33) 32-35(34) 31-33(33) 31-34 (33) 32-35(33) 29-32 (31)
Scales predorsal 22-29 (25) 21-24 (24) 18-23 (21) 18-22 (22) 21-25 (22) 23-28 (26) 18-21(19)
Scales around body 23-31(27) 26-29 (28) 23-30(27) 25-29 (29) 26-34(28) 25-35 (30) 25-30
2‘;3‘5; f{e"““d 16-22 (19) 18-21 (19) 17-21 (19) 17-21 (19) 16-21(17) 15-18 (17) 17-21 (20)
Vertebrae 31-33 33-34(33) 33-34(34) 31-32(32) 33-34 (33) 33-34(33) 33
Gill rakers 15-18 (16) 14-18 (15) 14-17 (16) 14-22 (18) 16-19 (18) 16-20 (17) 16-19 (18)
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FIGURE 5 | Male general morphology and caudal fin squamation, life colour patterns in: A. Tlaloc

labialis; and B. Profundulus punctatus. Solid arrow points to the squamation of the caudal fin, dashed

arrow points to the humeral spot.

Sexual dimorphism and contact organs. There is litde sexual dimorphism in
species of the genus Tlaloc. Males are slightly larger than females; the largest specimen
recorded was a male from Tlaloc hildebrandi (111.49 mm SL), whereas the maximum
size recorded in a female was in Tlaloc labialis (101.93 mm SL). The shape of the anal
fin, however, shows a marked sexual difference: the anterior anal rays of the male are
not greatly longer than the posterior ones, giving the distal margin of the fin an evenly
rounded edge. However, in the female, since the medial rays, from about the sixth to the
tenth, are much longer than either the anterior or the posterior rays, the distal margin
of the fin is lobate when expanded. Males have contact organs or spinules, articulated
with the lateral surfaces of the anal fin rays with some of them conspicuously long; this
is the most notable, though not striking difference between males and females of all
Tlaloc species (Fig. 7).

Geographical distribution. Restricted to the Atlantic slope of Middle America (Fig.
8). From the border between Oaxaca and Chiapas, Mexico, to the center of Honduras,
with the exception of Tlaloc portillorum, this is located on both slopes of Honduras,
Atlantic and Pacific.

Etymology. Tlaloc in reference to Tlaloc, a deity of water in Aztec mythology
(Alvarez, Carranza, 1951).

Neotropical Ichthyology, 21(1):e220089, 2023 11/22
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FIGURE 6 | Tlaloc candalarius. A. Male (MZ-UNICACH 7567, 71.4 mm SL); B. Female (MZ-UNICACH 7567,

78.8 mm SL); note the orange coloration of the dorsal and anal fins in the male.

FIGURE 7 | Bony spinules in fin rays of male Tlaloc labialis, indicated by arrow (MZ-UNICACH 6740, 75.7

mm SL), articulated with the lateral surfaces of the anal fin rays.

Neotropical lchthyology, 21(1):¢220089, 2023 nibio.br | scielo.br/ni
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Nine species are recognized in the genus Profundulus (Morcillo et al., 2016; Del
Moral-Flores et al., 2020; Dominguez-Cisneros ef al, 2021): P punctatus (Giinther,
1866), Rguun’nm/c‘nsis (Giinther, 1866), P oaxacae (Meek, 1902), P. balsanus, P kreiseri
Matamoros, Schaefer, Hernandez & Chakrabarty, 2012, P mixtlanensis Ornelas-Garcia,
Martinez-Ramirez & Doadrio, 2015, P parentiae Matamoros, Dominguez-Cisneros,
Veldzquez-Velizquez & McMahan, 2018, P chimalapensis Del Moral-Flores, Lopez-
Segovia & Herndndez- Arellano, 2020, and P adani Dominguez-Cisneros, Velizquez-
Velizquez, McMahan & Matamoros, 2021.

Profundulus Hubbs, 1924

Profundulus Hubbs, 1924:12 (type species Fundulus punctatus Giinther, 1866, by original designation).

Diagnosis. Profundulus is diagnosed here based on the following characters: The
mesethmoid is small, crescent-shaped, and does not extend beyond the margin of the
vomer (Figs. 2C-D); the vomer is greatly broadened anteriorly, lacks lateral processes

Neotropical Ichthyology, 21(1):€220089, 2023 13/22
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and is in contact with the lateral ethmoids; the anterior portion of the parasphenoid
is just in contact with the mesethmoid and does not extend beyond the center of
the mesethmoid; the autopterotic fossa is large (Fig. 2D); the dorsal margin of the
interoperculum, with a short extension, does not exceed the edge of the bone (Fig. 3B);
the ventral margin of the lacrimal slightly concave (Figs. 4C-D). Profundulus is further
distinguished from Tlaloc in having more than the basal half of the caudal fin densely
scaled (except in P kreiseri) (s. less than the basal half of caudal fin densely scaled) (Fig.
5B); by a humeral spot (except in P adani) (vs. humeral spot absent) (Fig. 5B); by the
origin of the dorsal fin positioned at a vertical line slightly anterior to the origin of the
anal fin (vs. origin of the dorsal fin positioned at a vertical line posterior to the origin of
the anal fin); by short epiotic processes, not extending beyond the first vertebra (except
in P parentiac) (vs. long epiotic processes, extending beyond the second vertebra).

Description. Morphometric data appear in Tab. 2. Body racher robust, elongate;
head compressed, large (24.1-35.3%); the interorbital broad (38.2-58.7%) and typically
concave or nearly flac. Ascending premaxillary process short and broad and blundy
rounded at the tip. Mouth subterminal, lower jaw broad, heavy and protruding so that
upper jaw is included. Dorsal fin rounded in both males and females with its basal length
short (11.1-19.2%). Anal fins of males rounded, slightly elongated in females. Caudal
peduncle relatively short (11.1-23.2%). Median hypural plate divided into subequal
parts by an open groove.

Lateral-line system of sensory canals and pores on the head of Profundulus: The
supraorbital series follows the Type II designation of Gosline (1949), with canals
between pores 1-2a, 2b—4a, 4b-7; preopercular pores 6-8 (mode = 7); preorbital pores
3-5 (mode = 4); mandibular pores 4-5 (mode = 5); generally, there is a lack of rostral
pores, exceptionally there may be 2 to 4 in some species.

Meristic traits are as follows (Tab. 2): anal: 11-17; dorsal: 10-15; pelvic: 5-7; pectoral:
13-19; caudal: 17-24; vertebrae totals: 31-35; gill rakers on anterior arm of the first
arch: 14-22; branchiostegal rays, 6; scales lateral series: 29-35; scales predorsal: 18-29;
scales around body: 23-35; scales around peduncle: 16-25.

Coloration. The form and coloration of the nuptial adult male are shown in Fig,
5B. Most of the body dark, often with irregular brown-dark spots on the scales, on the
sides of the body on to the caudal fin. A golden yellow blotch covers the operculum and
reaches the base of the pectoral fin.

Sexual dimorphism and contact organs. The sexual dimorphism is not very evident
in species of the genus Profundulus. However, the males are slighdly larger than females;
the largest specimen recorded was a male from P guatemalensis (83.9 mm SL), while the
maximum size recorded in a female was in P adani (77.9 mm SL). In males and females
of all species of Profundulus, the dorsal and the anal fins have a similar morphology.
Like Tlaloc (Fig. 7) the males of Profundulus have contact organs or spinules, articulated
with the lateral surfaces of the anal fin rays with some of them conspicuously long; this
is the most notable, though not striking difference between males and females of all
Profundulus species.

Neotropical Ichthyology, 21(1):e220089, 2023 ni.bio.br | scielo.br/ni
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Geographical distribution. On the Pacific slope, from the rio Malinaltepec, rio
Papagayo basin, of Guerrero, southeastern Mexico, southward to the rio Lempa in
El Salvador and Honduras; on the Atlantic slope, from the upper reaches of the rio
Papaloapan of Oaxaca, Mexico, to the rios Chamelecén and Ulda in northwestern
Honduras (Fig. 8).

Etymology. Profundulus in reference to its presumed primitive relationship to the
genus Fundulus (Parenti, 1981).

Key to identification of Profundulidae species

1a. Humeral spot absent; dorsal fin origin posterior to a vertical through
the anal fin origin; mesethmoid prominent and oval-shaped (c&s
specimens), protruding from the posterior margins of the vomer
(Tlaloc) emonss
1b. Humeral spot present (except in

P adani);
anterior to a vertical through the anal fin origin; mesethmoid small and

dorsal fin origin at or

crescent-shaped (c&s specimens), not protruding from the body of the

vomer (Profundulus)
2a. Lower jaw broad, heavy, and protruding, so that the upper jaw is included
2b. Jaws equal, or the lower jaw is included in the upper jaw ........ccccveecevuueencincnnne.
3a. Thirty-six or 37 vertebrae in total; dark spot at the base of the caudal fin; 36

scales in lateral series (range: 33 to 37); origin of the anal fin to the base of the

caudal fin relatively long (36.3-41.9% in the SL). Interior basin of the Chiapas

highlands, Mexico (endemic) .........cwwesvvensvmiesssscssssscsssessses s T hildebrandi
3b. Thirty-three or 34 vertebrae in total; 33 scales in lateral series (range: 29 to

34); origin of the anal fin to the base of the caudal fin relatively short (29.0-

36.7% in SL). Interior basin of the highlands of Honduras (endemic) T. portillorum
4a. Jaws equal; 33 to 36 vertebrae in total; dorsal fin in males with two or three

series of black points; middle rays of the anal fin in females, similar in size to

that of males. Interior basin, Comitin River and adjacent basins of Mexico and

spring at Candelaria, Guatemala............... T candalarius
4b.  Upper jaw larger than the lower jaw; 37 to 38 vertebrae in total; middle rays

of the anal fin in females, much more elongated than that of males. Interior

basins of Chiapas, Mexico, and Guatemala . G T labialis
5a. Scales on lateral line usually 30 (29-31); predorsal scales 25 (22-29); origin of

the anal fin to the caudal-base, relatively short (25.2-32.6% in SL); pattern on

the sides of the body with delineated, faint, vertical marks. Pacific slope, upper

Verde River basin, Oaxaca, Mexico (endemic) ..............evvveeersernssesesnnnne P 0axacGE
5b. More than 30 scales on the lateral line; predorsal scales 19-24 (except in P

adani); origin of the anal fin to the caudal-base, relatively large (31.2-37.1%

I11 SL) weneeeaeanae e sas e s e s e s s e s e e e e e e e e e et e e s e 6
6a. Less than basal half of caudal fin densely scaled; head width relatively narrow,

its mean value is 60.9% in HL (range 44.5-70.8%). Inland basin of Honduras

aNd GUALEMALA ..ot et e s et e ens s P, kreiseri

Neotropical Ichthyology, 21(1):e220089, 2023 15/22
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6b.  Basal half or more of caudal fin densely scaled; head width relatively large, its
mean value varies between 64.3 t0 68.7% in HL......ccoooovrreunnrecnneinncnns s snnene 7

7a. Predorsal scales usually 26 (23-28); pronounced snout, lower jaw strongly
forward projected; relatively large upper jaw (21.1-36.6% in HL). Aclantic

slope, upper Papaloapan River basin, Oaxaca, Mexico (endemic) ................ P adani
7b. Less than 25 predorsal scales; snout is not pronounced, lower jaw is not
strongly forwardiprojectednmmnnnnainnnunssnannnEneas 8

8a. Long epiotic processes, surpassing the first epipleural ribs; robust and
deep body (26.3-33.8% in SL). Pacific slope, Huatulco River, Oaxaca,
Mexico; (endemie) s s Ry P, parentiac

8b.  Short epiotic processes, not reaching the first epipleural ribs; slender and deep
body (21-31.5% in SL (except in P. punctatus)

9a. Body of the adult fish with brown spots on the scales, allgned in such a way
that they form a longitudinal band on the sides of the body; humeral spot

evident... .
9b. Body of the adule fish without brown spots on the scales on the sides of the

body; huiingtal Spot iHCORSPICHOUS csssmssssssssssinesssisssnsasivsessosiorsss sis s sus s sssssnssnnss 11
10a. Third neural spine of the caudal complex much thinner than the

second; base of the narrow anal fin less than the length of the caudal

peduncle. Pacific slope, from the Isthmus of Tehuantepec, Mexico, to

Champerico, Guatemala and Aclantdic slope, upper Grijalva River basin,

AP IVIBRIE uzisaviss s uascss s s 5 6635043835460 346048 5 SR S 545534 P punctatus
10b. Third neural spine of the caudal complex, as wide as the second; anal-base

fin equal to or greater than the length of the caudal peduncle. Atlantic

slope, upper basin of the Coatzacoalcos river (Chimalapas region), Oaxaca,

MEXICO (ENEIMIC) covtrrerrurniuncrr et e s eens et eses s ssssensenes e snnes P chimalapensis
11a. Head typically rectangular and more arched, its dorsal surface generally very

rounded; dark band on the sides of the body extending from the vertical of
the dorsal fin to the base of the caudal; 4 to 5 preorbital pores. Interior basin
of Guatemala and El Salvador, Pacific slope... %
11b. Head conical, its dorsal surface concave to nearly flac; wicthout dark band on
the sides of the body; four preorbital pores. Interior basins of Guerrero and
Oaxaca, Mexico. Pacific Slope..... s
12a. Relatively long upper jaw (24.3-35.9% in HL); 31 to 34 scales on the
lateral midline. Pacific slope, upper basin of the Mixteco river, Oaxaca,
Mexico (endemic).... »
12b. Relatively short upper jaw (11 1- 23 9% in HL); scales on the lateral
midline invariably 33. Pacific slope, Papagayo river basin, Guerrero,

.. P guatemalensis

... P mixtlanensis

Mexico (endemic) ... ... balsanus

Material examined. Profundulus adani: Mexico: CNPE-IBUNAM 23796, holotype, 64.7 mm SL, Santa
Maria Ixclatlan, Oaxaca, 17°51°03°N 97°11'57.4”W, 19 Jun 2018, E. Velazquez & M. ]. Anzueto. CNPE-
IBUNAM 23797, paratypes, 3, 39.0-59.1 mm SL, Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca, 17°51'03"N 97°11'57.4"W,
19 Jun 2018, E. Velazquez & M. ]. Anzueto. CNPE-IBUNAM 23798, paratypes, 3, 42.7-48.5 mm SL, Arroyo
Nodon, San Miguel Huatla, Oaxaca, 17°47’59"N 97°08'11.9"W, 20 Jun 2018, E. Velazquez & M. ]. Anzueto.
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FMNH 145002, paratypes, 3, 43.1-58.9 mm SL, Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca, 17°51'03"N 97°11°57.4"W, 19
Jun 2018, E. Velazquez & M. . Anzueto. FMNH 145003, paratypes, 3, 67.8-75.0 mm SL, Rio Huatla, San
Miguel Huata, Oaxaca, 17°44'28"N 97°20°15.4"W, 20 Jun 2018, E. Velazquez & M. J. Anzueto. MZ-
UNICACH 7382, paratypes, 44 (3 c&s), 36.6-68.2 mm SL, Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca, 17°47'57.59"N
97°08'10.40"W, 19 Jun 2018, E. Velazquez & M. J. Anzueto. MZ-UNICACH 7342, paratypes, 18 (2 c&s),
38.3-60.8 mm SL, Arroyo Nodon, San Miguel Huatla, Oaxaca, 17°47'59"N 97°08'11.9"W, 20 Jun 2018, E.
Velazquez & M. J. Anzueto. MZ-UNICACH 7343, paratypes, 11, 52.3-77.9 mm SL, Rio Huatla, San Miguel
Huatla, Oaxaca, 17°44°28"N 97°20°15.4"W, 20 Jun 2018, E. Velazquez & M. J. Anzueto. Prq/}unlulux balsanus:
Mexico: MZ-UNICACH 6712, topotypes, 22 (7 c&s), 34.2-64.6 mm SL, Rio Malinaltepec, Guerrero,
17°13'38.03"N 98°40'6.31"W, 26 Apr 2014, M. ]. Anzueto. Prq/i:mlulux chimalapensis: Mexico: MZ-
UNICACH 7559, 38 (7 c&s), 35.8-80.3 mm SL, Arroyo Piedra del Rio el Corte, Santa Maria Chimalapa,
Oaxaca, 20 Jan 2022, E. Velazquez & M. . Anzueto. MZ-UNICACH 7560, topotype, 1, 35.1 mm SL, Arroyo
la Aurora, Santo Domingo Petapa, Oaxaca, 16°50'17.9"N 95°08'59.8"W, 17 Oct 2021, E. Velazquez & S.
Dominguez. Profundulus guatemalensis: Guatemala: LSUMZ 17906, 1 c&s, 52.2 mm SL, Rio las Cabezas,
Sanarate, 20 Nov 2014, W. Matamoros. MZ-UNICACH 7194, 12 (4 c&s), 38.3-83.8 mm SL, Balneario el
cantil, Rio Cantil, Escuintla, 10 Apr 2017, W. Matamoros & A. E. Gonzalez. MZ-UNICACH 7195, 9 (2 c&s),
38.7-50.3 mm SL, Caserio las Cafas, Arroyo tributario del rio Achihuate, Escuintla, 10 Apr 2017, M.
Matamoros & A. E. Gonzalez. MZ-UNICACH 7197, 2, 41.6-42.0 mm SL, Puente la Concha, Arroyo la
Concha, Jocotillo Villa Canales, 11 Apr 2017, M. Matamoros & A. E. Gonzalez. MZ-UNICACH 7198, 3,
39.4-57.3 mm SL, Las Cabezas, Puente de las Marias, Santa Rosa Oratoria, 11 Apr 2017, M. Matamoros & A.
E. Gonzalez. Profundulus kreiseri: El Salvador: LSUMZ 15105, 2 (1 c&s), 41.57 mm SL, Quebrada Casco de
la Hacienda, Parque Nacional Monte Cristo, Santa Ana, 7 Jun 2011, W. Matamoros. MZ-UNICACH 7205,
26 (3 c&s), 37.1-72.6 mm SL, Quebrada los Tecomates, tributario del rio Lempa, Chalatenango, 12 Apr 2017,
W. Matamoros & A. E. Gonzalez. MZ-UNICACH 7214, 22 (2 c&s), 38.6-63.3 mm SL, Rio Onuapa,
tributario del rio Lempa, Chalatenango, 12 Apr 2017, W. Matamoros & A. E. Gonzalez. MZ-UNICACH
7231, 5, 39.1-4.19 mm SL, Desembocadura del rio Negro, Perquin, 12 Apr 2017, W. Matamoros & A. E.
Gonzalez. Prq/imdulm mixtlanensis: Mexico: CIDOAX-300-F1228, 2, 39.0-41.1 mm SL, Yosondiia, Tlaxiaco,
Oaxaca, 14 Jun 2014, E. Martinez. CIDOAX-301-F1229, 2, 45.6-49.2 mm SL, Ojo de Agua, Yutanicani,
Oaxaca, 14 Jun 2014, E. Martinez. MZ-UNICACH 6716, 26 (9 c&s), 39.3-60.7 mm SL, Rancheria la Soledad,
Rio San Isidro, Putla, Oaxaca, 29 Apr 2015, M. J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 6717, 3, 53.6-
65.5 mm SL, Arroyo tributario del Rio Atoyac, colonia Nuevo Tenochtitlan, Putla, Oaxaca, 29 Apr 2015, M.
J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH P 6718, 4, 39.5-53.8 mm SL, Puente Tierra Azul, Putla, Oaxaca,
29 Apr 2015, M. J. Anzueto & E. Velazquez. Profundulus oaxacae: Mexico: MZ-UNICACH 6714, 27 (4 c&s),
35.0-63.1 mm SL, Rio Salado, subcuenca Atoyac, Mitla, Oaxaca, 27 Apr 2015, M. . Anzueto. MZ-UNICACH
6715, 22 (2 c&s), 39.2-70.5 mm SL, Arroyo Grande tributario del Rio la Hormiga, Mitla, Oaxaca, 27 Apr
2015, M. J. Anzueto. Prq/i:mlulus parentiae: Mexico: CNPE-IBUNAM 28804, holotype, 65.9 mm SL, Rio
Huatulco, Santa Maria Huatulco, Oaxaca, 15°50°24.56"N 96°19'48.75"W, 25 Apr 2015, W. Matamoros, M.
J. Anzueto, J. A. Jamangape & I. Aguilar. CNPE-IBUNAM 22805, paratypes, 3, 26.9-35.3 mm SL, Rio
Huatulco, Santa Maria Huatulco, Oaxaca, 15°50°24.56"N 96°19'48.75"W, 25 Apr 2015, W. Matamoros, M.
J. Anzueto, J. A. Jamangape & L Aguilar. FMNH 131755, paratypes, 2, 26.9-35.3 mm SL, Rio Huatulco,
Santa Marfa Huatulco, Oaxaca, 15°5024.56"N 96°19'48.75"W, 25 Apr 2015, W. Matamoros, M. ]. Anzueto,
J. A. Jamangape & I. Aguilar. MZ-UNICACH 6574, 6, 27.5-50.2 mm SL, Puente Hondura de Toro, Rio
Huatulco, Santa Maria Huatulco, Oaxaca, 21 Apr 2015, W. Matamoros, M. ]. Anzueto, J. A. Jamangape & L.
Aguilar. MZ-UNICACH 6575, 10 (5 c&s), 50.3-68.3 mm SL, Toma de Agua, Rio Huatulco, Santa Maria
Huatulco, Oaxaca, 25 Apr 2015, W. Matamoros, M. J. Anzueto, ]. A. Jamangape & 1. Aguilar. MZ-UNICACH
6576, paratypes, 10 (3 c&s), 40.2-67.7 mm SL, Arroyo de la calle central, colonia San Miguel Figueroa,
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Pochutla, Oaxaca, 15°47°24.1"N 96°24°03.9"W, 21 Apr 2015, W. Matamoros, M. ]. Anzueto, J. A. Jamangape
& I. Aguilar. MZ-UNICACH 6713, paratypes, 10 (4 c&s), 42.5-53.2 mm SL, Camino a Comitlan, Rio la
Loma, Santa Maria Colotepec, Oaxaca, 16°01°08.1"N 96°50°41.3"W, 22 Apr 2015, W. Matamoros, M. J.
Anzueto, . A. Jamangape & 1. Aguilar MZ-UNICACH 6721, 2 c&s, 44.8-39.3 mm SL, Rio del Rancho Flor
de Café, San Gabriel Mixtepec, Oaxaca, 30 Apr 2015, M. J. Anzueto. MZ-UNICACH 7351, 6, 46.3-73.9 mm
SL, Puente Mateo Pifia, camino a Huatulco, San Mateo Pifia, Oaxaca, 22 Sep 2018, E. Velazquez & M. J.
Anzueto. Profundulus punctatus: Guatemala: MZ-UNICACH 7169, 32, 37.9-72.6 mm SL, Rio Batza, Colonia
Campolla, puente Batza, Quetzaltenango, 9 Apr 2017, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH 7182,
16, 36.3-75.0 mm SL, Rio Nil, puente Nil, El Acintal, Retalhuleo, 9 Apr 2017, A. E. Gomez & E. Velazquez.
MZ-UNICACH 7186, 14, 39.4-82.1 mm SL, Rio el Puentecito, Caserio, Retalhuleo, 9 Apr 2017, A. E.
Gomez & E. Velazquez. Mexico: MZ-UNICACH 3100, 9, 36.8-57.0 mm SL, Cortina Copainala, Rio
Grijalva, Chicoasen, Chiapas, 23 Apr 2009, E. Velazquez. MZ-UNICACH 4332, 6, 38.4-53.6 mm SL, El
Chorreadero, Rio Grijalva, Chiapa de Corzo, Chiapas, 23 Oct 2010, E. Velazquez. MZ-UNICACH 4534, 14,
36.7-58.5 mm SL, El Chorreadero, Rio Grijalva, Chiapa de Corzo, Chiapas, 11 May 2011, M. ]. Anzueto &
E. Velazquez. UNICACH 5067, 3, 36.1-39.3 mm SL, Arroyo Rancho Mujular, Chiapa de Corzo, Chiapas,
12 Apr 2014, M. J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 5074, 3, 37.1-46.7 mm SL, Rio Nandalumi,
Chiapa de Corzo, Chiapas, 12 Apr 2014, M. ]. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 5143, 4, 36.7-52.7
mm SL, Rio Nandalumi, Chiapa de Corzo, Chiapas, 28 May 2014, M. ]. Anzueto & E. Velazquez. MZ-
UNICACH 5085, 9, 36.7-52.7 mm SL, Arroyo Rancho Mujular, Chiapa de Corzo, Chiapas, 28 May 2014,
M. J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 5752, 4, 40.5-43.5 mm SL, Arroyo San Jose, Rio Grijalva,
Villaflores, Chiapas, 26 Dec 2014, M. . Anzueto. MZ-UNICACH 6326, 25, 37.9-72.6 mm SL, Rio Lagartero,
Arriaga, Chiapas, 7 Apr 2015, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH 6355, 2 c&s, 67.3-62.7 mm SL,
Rio Zapata, Cacahotan, Chiapas, 9 Apr 2015, A. E. Gomez. MZ-UNICACH 6578, 18 (2 c&s), 45.9-56.3 mm
SL, Cascada Velo de Novia, Tonala, Chiapas, 8 Apr 2015, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH
6586, 17, 37.6-58.4 mm SL. Puente Rancho Bonito, Jiquipilas, Chiapas, 7 Apr 2015, A. E. Gomez & E.
Velazquez. MZ-UNICACH 6632, 21 (3 c&s), 43.3-72.0 mm SL, Rio Cintalapa, Escuintla, Chiapas, 9 Apr
2015, A. E. Gomez & E. Velazquez. Tlaloc candalarius: Guatemala: MZ-UNICACH 7566, topotypes, 18,
39.9-50.9 mm SL, Arroyo del Cenote, La Candelaria, Nenton, 15°56'59.9"N 91°46'53.6"W/, 19 Dec 2019, E.
Velazquez& M. J. Anzueto. Mexico: MZ-UNICACH 3898, 4, 39.5-40.8 mm SL, Arroyo Teopisca, Teopisca,
Chiapas, 8 Aug 2008, E. Velazquez. MZ-UNICACH 3899, 8 (2 c&s), 39.5-99.2 mm SL, Arroyo Teopisca,
Teopisca, Chiapas, 6 Oct 2008, E. Velazquez. MZ-UNICACH 5705, 7 (2 ¢&s), 41.3-45.6 mm SL, Arroyo
Santa Barbara, Teopisca, Chiapas, 14 Dec 2014, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH 5709, 1 c&s,
50.3 mm SL, Rio Grande, Comitan, Chiapas, 14 Dec 2014, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH
6224, 1,54.93 mm SL, Arroyo El Mangal, Socoltenango, Chiapas, 25 Jan 2015, E. Velazquez. MZ-UNICACH
6813, 7 (4 c&s), 39.6-72.1 mm SL, Laguna Chukumaltik, Comitan, Chiapas, 22 Jul 2015, M. J. Anzueto & E.
Velazquez. MZ-UNICACH 7245, 5, 26.5-65.4 mm SL, Lagos de Colon, La Trinitaria, Chiapas, 21 Oug
2015, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-UNICACH 7565, 52 (2 c&s), 38.8-86.4 mm SL, Arroyo Ojo de
Agua, Tzimol, Chiapas, 15 Feb 2021, M. ]. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 7567, 6, 53.1-79.3 mm
SL, Arroyo Uninajab, Comitan, Chiapas, 6 Feb 2020, E. Velazquez & M. ]. Anzueto. Tlaloc hildebrandi:
Mexico: MZ-UNICACH 7567, 10 (2 c&s), 42.2-89.2 mm SL, Rio Amarillo, San Cristobal de las Casas,
Chiapas, 6 Jul 2016, M. J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 4330, 4 (3 c&s), 67.7-111.4 mm SL, Rio
Fogotico, San Cristobal de las Casas, Chiap;u. 4 May 2006, E. Velazquez. MZ-UNICACH 5694, 10, 47.9-
63.1 mm SL, Puente Blanco, San Juan Chamula, Chiapas, 11 Dec 2014, A. E. Gomez & E. Velazquez. MZ-
UNICACH 7562, 26, 37.9-63.1 mm SL, Rio San Pedro, Chenalho, Chiapas, 1 Sep 2016, M. ]. Anzueto.
MZ-UNICACH 5711, 9 (2 c&s), 38.1~104.0 mm SL, Rio Osilhucum, Chenalho, Chiapas, 22 Sep 2007, E.
Velazquez. MZ-UNICACH 6194, 9 (1 c&s), 49.5-79.7 mm SL, Arroyo las Limas, Chenalho, Chiapas, 7 Mar
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2015, E. Velazquez. Tlaloc labialis: Guatemala: MZ-UNICACH 7233, 2 c&s, 35.5-65.6 mm SL. Rio Selegua,
Huehuetan, 20 Apr 2017, W. Matamoros. Mexico: MZ-UNICACH 1402, 1, 64.1 mm SL, Rio Negro,
Pueblo Viejo, Cintalapa, Chiapas, 11 Oct 2007, E. Velazquez & M. ]. Anzueto. MZ-UNICACH 1305, 16,
41.5-79.7 mm SL, Rio Negro Santa Maria, Cintalapa, Chiapas, 12 Jul 2007, M. J. Anzueto & A. E. Gomez.
MZ-UNICACH 3467, 16 (2 c&s), 55.5-73.5 mm SL, Rio Zacalapa, Copainala, Chiapas, 6 Aug 2009, M. J.
Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 5274, 1, 67.0 mm SL, Rio Frio, Chiapilla, Chiapas, 1 Oct 2014, E.
Velazquez. MZ-UNICACH 5353, 1 c&s, 89.4 mm SL, Rio Ojo de Agua, Emiliano Zapata, Chiapas, 2 Oct
2014, M. J. Anzueto. MZ-UNICACH 6607, 7, 38.9-101.9 mm SL, Rio Mazantic, El Bosque, Chiapas, 8, Mar
2015, A. E. Gomez. MZ-UNICACH 6740, 2 c&s, 64.5-75.7 mm SL, Rio La Venta, Ocozocoautla, Chiapas,
23 Apr 2015, M. J. Anzueto & E. Velazquez. MZ-UNICACH 7563, 26, 33.4-53.1 mm SL, Rio Hondo,
Ixtapa, Chiapas, 20 Sep 2019, M. J. Anzueto & E. Velazquez. Tlaloc portillorum: Honduras: LSUMZ 31597,
topotypes, 14 (3 c&s), 49.8-70.7 mm SL, Rio Calan, Quebrada Potrerillos, Comayagua, 14°32'31"N
8§7°52'55"W, 5 Dec 2007, W. Matamoros. MZ-UNICACH 7220, 21 (4 c&s), 40.8-62.9 mm SL, Puente de
Piedra a Lepaterique, Francisco Morazan, 15 Apr 2017, W. Matamoros & A. E. Gomenz. MZ-UNICACH
7222, 28 (2 c&s), 37.5-71.3 mm SL, Rio Nacaome, Las Tablas, Francisco Morazan, 15 Apr 2017, W.

Matamoros & A. E. Gomez.

DISCUSSION

This study based on morphological characters supports relationships found between
genera of Profundulidae as proposed in molecular analyses. Recently Morcillo er al.
(2016) resurrected the genus Tlaloc, based on molecular evidence, recognizing the
monophyly of the group. Monophyly of Tlaloc is supported in this study by five unique
morphological characters: the mesethmoid is prominent and oval in shape, protruding
from the posterior margins of the vomer, encompassing the posterior medial extension
and making contact with the lateral ethmoids; the upper portion of the parasphenoid
makes contact with the mesethmoid and does extent beyond the medial part of this last
bone; the autopterotic fossa is reduced; the ventral margin of the lacrimal is straight;
the dorsal margin of the interoperculum, with a long extension, exceeds the edge of
the bone.

Profundulus was erected and diagnosed by Hubbs (1924), based on following
diagnostic characters: The lateral rims of the genital aperture of the adult female are
scarcely pronounced, surrounding not more than the first anal ray; the anal fin in the
adult male is lower, instead of higher, than in either the young or the adult female.
Miller (1955) in a review study of Profundulus (Cyprinodontidae) include these two
traits and provided three new characters to characterize Profundulus: The shape of the
premaxillary process, the nature of the hypural plate (divided into subequal parts by an
open groove), and the number of gill rakers. Parenti (1981) distinguished Profundulus
(representing the family Profundulidae) from all other cyprinodontoids by a large
autopterotic fossa and a high number of gill rakers on the anterior arm of the first
arch (14-23). With the reclassification of Profundulus in two genera, Profundulus and
Tlaloc (Morcillo et al., 2016), the diagnostic character of a large autopterotic fossa is
now limited to Profundulus. We here add five characters to distinguish Profundulus from
Tlaloc: The mesethmoid is small, crescent-shaped, and does not exceed the margins of
the vomer; the vomer is greatly broadened anteriorly, lacks lateral processes and is in
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contact with the lateral ethmoids; the upper portion of the parasphenoid, just in contact
with the mesethmoid, does not extend beyond the medial part of this last bone; the
dorsal margin of the interoperculum, with a short extension, does not exceed the edge
of the bone; the ventral margin of the lacrimal is slightly concave.

Miller (1955) erected two subgenera based on the presence in Profundulus or absence
in Tlaloc of conspicuously embedded scales in the preorbital region, the basal half or
more of the caudal fin densely scaled, and the presence of a humeral spot in Profundulus
or absence in Tlaloc. These characters were found in the analysis of only five described
species. Although with most species these characters allow the separation of genera;
in our review, including the 13 species currendy described, none of these characters
functioned as unique characters to diagnose genera.

Gonzilez-Diaz et al. (2014) described eight osteological differences between the
subgenera Profundulus and Tlaloc (seven of the skull and one of the axial skeleton),
based on the analysis of only six species. Again, we observed only two characters to
be considered of generic significance: the mesechmoid (small vs. large; our analyses
corroborate the findings that were previously described by Uyeno, Miller, 1962),
and the dorsal margin of the interoperculum (long vs. short extension). The form of
the vomer (Y-shaped) was described by Costa (1989) as a character that defines the
family Profundulidae; this character was described by Gonzilez-Diaz et al. (2014) as
a triangular-shaped character in Profundulus and Y-shaped in Tlaloc. We however
observed Y-shaped vomers in both genera (not triangular) (Figs. 2B-C), so we agree
with the description of Costa (1998).

The current study provides sufficient empirical evidence to confirm the separation
and diagnosis of the genera Tlaloc and Profundulus. Analysis of morphological-
osteological characters support the clades previously defined by molecular data. The
comparative morphology has played an important role in the reconstruction of the
evolutionary history and classification of cyprinodontiform fishes, often providing
useful phylogenetic information at different taxonomic levels. For this reason, it would
be important to incorporate this information to assess alternative hypotheses among
members of the family Profundulidae and other groups within the Cyprinodontoidei
suborder.
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A New Species of Killifish of the Genus Profundulus (Atherinomorpha:
Profundulidae) from the Upper Reaches of the Papaloapan River in the

Mexican State of Oaxaca

Sara E. Dominguez-Cisneros'?, Ernesto Veldzquez-Veldzquez'?, Caleb D.
McMahan®, and Wilfredo A. Matamoros'?

Profundulus adani, new species, is described from the upper reaches of the Papaloapan River in the Mexican state of
Oaxaca. The uniqueness of this new species is supported by morphological and molecular evidence. A combination of
color patterns and counts separate P. adani, new specles, from its congeners. Profundulus adani, new species, is

distinguished from all cong by the ab ofah
listinguished from P. bal: P. chimal

I spot in individuals larger than 45 mm SL. It can further be
is, P. kreiseri, P. oaxacae, P. parentiae, and P. punctatus based on the absence

of series of dark dots on the sides of the body. Profundulus adani, new species, shows a faded dark band that extends
from the tip of the operculum to the end of the caudal peduncle; this band is ak in P. bal. and P. p iae. The
new species is described using specimens collected in the upper reaches of the Papaloapan River in the Mexlcan state of
Oaxaca; geographically this represents a significant range expansion and extends the Atlantic slope northernmost limit

of the Profundulidae.

Profundulus adani especie nueva se describe de la cuenca alta del rio Papaloapan en el estado mexicano de Oaxaca. La

distintividad de esta nueva especie esta

paldada por evid

ia morfologica y molecular. Una combinacion de

patrones de coloracion y conteos separan a P. adani especie nueva de sus congéneres. Profundulus adani especie nueva se

distingue de todos sus congéneres por la

ia de una mancha humeral en individuos mayores de 45 mm SL. Ademas,

se puede distinguir de P. bal: P. chimal is, P. kreiseri, P. oaxacae, P. parentiae y P. punctatus por la ausencia de

P

lineas de puntos oscuros en los lados del cuerpo. Profundulus adani especie nueva muestra una banda oscura descolorida
que se extiende desde la punta del opérculo hasta el final del pediinculo caudal; esta franja esta ausente en P. balsanus y
P. parentiae. La nueva especie se describe con especimenes recolectados la cuenca alta del rio Papaloapan en el estado

mexicano de Oaxaca; geografi
Atlantico para Profundulus.

e esto rep

to northern and nuclear Middle America that belongs

to the family Profundulidae (order Cyprinodonti-
formes). The genus is currently comprised of eight valid
species (Del Moral-Flores et al., 2020), and most of the
diversity is found in southern Mexico (six species) with only
two species occurring exclusively in nuclear Middle America
(P. guatemalensis and P. kreiseri). Profundulids are small fishes
that can reach up to 120 mm standard length (SL) but are
normally collected at sizes between 75-80 mm SL (Miller,
1955). Most of the distribution of Profundulus is in the Pacific
slope (Fig. 1), in smaller rivers with steeper elevational
gradients and lower species richness compared to Atlantic
drainages (Smith et al., 2010). Faunal exchange between the
two slopes, such as in the Papaloapan and Coatzacoalcos
Rivers in Mexico and the Cahabon-Polochic, Motagua,
Lempa, Ulia, and Chamelecon Rivers in Central America,
has been attributed to recent river capture events (Doadrio et
al., 1999; Morcillo et al., 2016).

Across their range, species of Profundulus are common in
smaller order streams and rarely found in higher order
streams or main channels of rivers. Profundulids occur at
altitudes ranging from ~260 masl along the Pacific slope of

P ROFUNDULUS is a clade of freshwater killifishes native

una ion de rango significativa en la vertiente del

P

QOaxaca (Matamoros et al., 2018) to above 1,700 masl in the
highlands of Oaxaca (Ornelas-Garcia et al.,, 2015). These
killifishes occupy streams with abundant habitat structure
and substrates dominated by boulders, rocks, and gravel
(Cruz-Maza, 2018). They are frequently found in the
undercuts of riverbanks where they seek refuge in submerged
plants and tree roots (Matamoros, pers. obs.).

Miller (1955) conducted a taxonomic review of the
Profundulidae based on morphometric and meristic charac-
ters for a substantial number of individuals (>9,000
specimens) across the entire distribution of Profundulus
known at the time. Miller concluded that the family was
comprised of a single genus (i.e., Profundulus) that could be
divided into two species groups: the ‘punctatus’ group that
included P. punctatus and P. guatemalensis and the ‘labialis’
group that included P. labialis, P. candalarius, and P.
hildebrandi.

Although Miller’s study was thorough, there was always
the potential existence of hidden diversity (i.e., cryptic
species) within Profundulus that traditional morphological
data were unable to detect. Over the last decade, ichthyo-
logical explorations in southern Mexico and Central America
combined with the integration of molecular approaches in
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Fig. 1. Known geographic distributions of species in the genus Profundulus. Localities of Profundulus adani depicted by yellow stars. Distributional
data from UNICACH-MZ-P and complemented with data from global aggregators such as FishNet2 (accessed through the Fishnet2 Portal, www.
fishnet2.net, 2020-12-10) and the Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2020).

taxonomy has led to the description of four new species of
Profundulus and the resurrection of one species from
synonymy. Profundulus kreiseri was described based on
material from the Atlantic slope of Honduras in the Ulaa
and Chamelecon Rivers (Matamoros et al., 2012) and later
also recorded from El Salvador (McMahan et al., 2013) and
Guatemala (Morcillo et al., 2016). Profundulus mixtlanensis
was later described from the highlands of the Mixteco region
of Oaxaca (Ornelas-Garcia et al., 2015) after molecular data
demonstrated that P. oaxacae was a congener that inhabits
the same region but is distinctive from P. mixtlanensis.
Profundulus balsanus, placed in the synonymy of P. punctatus
by Miller (1955), was resurrected on the basis of morpholog-
ical and molecular data (Jamangapé et al., 2016), and P.
parentiae was described using an integrative taxonomic
approach by Matamoros et al. (2018). Most recently, Del
Moral-Flores et al. (2020) described P. chimalapensis from the
Coatzacoalcos River in Mexico. In this study, we describe a
new species of Profundulus from the upper reaches of the
Papaloapan River in the Mexican state of Oaxaca.

MATERIALS AND METHODS

Fish collection—Sampling was performed from 19 to 21 July
2018 at three localities in the Papaloapan River (Fig. 1). Fishes
were captured using a combination of collection gear that
included seines, cast-nets, and electrofishing. After capture,
fishes were euthanized with an overdose of MS222 following
the ASIH Guidelines for the Use of Fishes in Research. In the
field, a fin clip was removed from specimens and preserved in
95% ethanol. Fishes were then fixed in a solution of 10%
formalin for at least 72 hours, then rinsed for 24 hours in tap
water, and transferred to a solution of 70% ethanol for final
preservation. Samples were deposited at the Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas Museo de Zoologia (UNICACH-
MZ-P), Universidad Nacional Auténoma de México
Coleccion Nacional de Peces (CNPE-IBUNAM), and the Field
Museum of Natural History (FMNH). Institutional abbrevia-
tions follow Sabaj (2020).

Morphological data.—A set of 17 standardized morphometric
measurements (Table 1) and nine counts (Table 2) were taken
from all specimens. All measurements and counts followed
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Table 1. Morphometric data of holotype and paratypes (n = 74) of Profundulus adani. Standard length expressed in millimeters; other
measurements expressed as either percent of standard length or percent of head length. In the paratype columns, the first two numbers represent
the measurement range, followed by the mean in parentheses.

Holotype

Character Male
Standard length (mm) 64.7
Percent of standard length

Head length 29.0
Predorsal length 66.8
Prepelvic length 52.5
Anal origin to caudal base 339
Body greatest depth 26.6
Body greatest width 127
Caudal-peduncle length 17.5
Caudal-peduncle depth 13.8
Dorsal-fin base length 15.8
Analin base length 17.4
Percent of head length

Head depth 73.8
Head width 66.2
Interorbital least-bony width 47.3
Orbit length 222
Snout length 34.8
Upper-jaw length 342

Males (39)
38.7-83.7 (54.5)

26.1-33.9 (28.9)
64.7-71.0 (67.3)
50.1-54.8 (52.5)
16.0-37.9 (34.2)
17.4-31.0 (26.6)
11.3-25.6 (14.7)
14.9-20.0 (17.7)
12.9-19.8 (14.3)
13.0-18.3 (15.8)
15.8-19.4 (17.6)

61.0-80.2 (72.2)
55.6-75.3 (65.5)
38.9-50.2 (45.9)
19.5-28.5 (23.5)
28.1-382 (33.8)
21.1-36.6 (30.1)

Females (35)
36.7-77.9 (53.5)

26.1-30.6 (28.2)
65.1-73.5 (69.1)
490-57.6 (54.2)
294-36.6 (31.9)
204-29.4 (25.5)
13.5-20.8 (15.9)
160-21.9 (18.2)
11.7-14.0 (13.0)
117-16.4 (13.6)
135-15.9 (14.7)

59.0-77.0 (71.8)
548-97.5 (70.0)
418-49.0 (46.2)
205-49.0 (24.3)
266-37.5 (33.3)
253-35.8 (30.6)

Miller (1948, 1955) and included: standard length, head
length, predorsal length, prepelvic length, anal-fin origin to
caudal base, body greatest depth, body greatest width,
caudal-peduncle length, caudal-peduncle depth, dorsal-fin
basal length, anal-fin basal length, head depth, head width,
interorbital least bony width, orbit length, snout length,
upper jaw length, dorsal-fin rays, anal-fin rays, principal
caudal-fin rays, principal pectoral-fin rays, pelvic-fin rays,
lateral-line scales, predorsal scales, scales around the body,
and scales around caudal peduncle. Measurements were
taken with digital calipers to the nearest 0.1 mm and are
presented as percents of standard length (SL) with exception
of those related to head morphology, which are expressed as
percents of head length (HL). In cyprinodontiforms, the last
two fin rays of the anal and dorsal fins bifurcate internally;
thus, the counts of elements in these fins were performed by
counting all rays in the fin and subtracting one as suggested

Table 2. Meristic data of holotype and paratypes (n = 68) of
Profundulus adani. In the paratype columns, the first two numbers
represent the measurement range, followed by the mode in parenthe-
ses.

Holotype Paratypes

Meristic Male  Males (36) Females (32)
Dorsal-fin rays 12 11-12. (11) 10-12 (11)
AnaHfin rays 14 13-15 (14) 13-16 (14)
Principal caudalin rays 20 18-23 (20) 19-22 (20)
Principal pectoral-fin rays 16 15-18 (16) 15-18 (20)
Pelvicfin rays 6 6-7 (6) 6-6 (6)

Lateral-ine scales 33 32-35(33) 32-35 (33)
Pre-dorsal scales 25 23-27 (25) 23-28 (26)
Scales around the body 30 26-39 (28) 21-34 (32)
Scales around caudal 17 15-18 (17) 16-18 (17)

peduncle

by Miller (1948). A summary of morphometric measure-
ments and counts is provided in Tables 1-2. A list of
comparative material is presented in the Material Examined
section. Comparisons with the recently described P. chima-
lapensis was based on the published description in Del Moral-
Flores et al. (2020).

DNA sequencing and phylogenetic analyses.—Total genomic
DNA was extracted from ethanol-preserved tissues using the
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen Inc.). The cytochrome
oxidase subunit 1 (COI) gene was amplified using polymerase
chain reaction. Amplification conditions, primers, and
sequencing protocols are described by Jamangapé et al
(2016). Our molecular analysis included 27 specimens
representing 12 species (Table 3), including all species of
the genus Profundulus. We also included four species of the
genus Tlaloc (T. candalarius, T. hildebrandi, T. labialis, and T.
portillorum) as outgroups. Choice of outgroup taxa was based
on previous molecular analyses of Profundulidae (e.g.,
Matamoros et al., 2012, 2018; Jamangapé et al., 2016;
Morcillo et al., 2016). Newly generated sequences were
deposited in GenBank (Table 3).

We used MUSCLE (Edgar, 2004) embedded in MEGA X
(Kumar et al., 2018) to align sequences. Alignments were
inspected by eye for accuracy, and sequences were trimmed
at the 5’ and 3’ ends to minimize missing data. We calculated
genetic distances (p-distances) between species and clades in
MEGA X. A molecular phylogeny was built using Bayesian
analyses in MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). The analyses
were performed under default conditions, with one million
generations. We used Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018) to
check the trace files and ensure the chains had reached
convergence and discarded the first 25% of trees as burn-in. A
50% majority-rule consensus tree was obtained from post-
burn-in trees.
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Table 3. List of specimens used for molecular phylogeny with their GenBank accession numbers and geographic information. Species names coded
as in Figure 2. Bold accession numbers are sequences that were newly deposited in GenBank. N/A = data not available, Dep = Department, Mex =

Mexico, GUA = Guatemala, ESV = El Salvador, HON = Honduras.

Species GenBank Country State/Dep. Locality Latitude Longitude Tissue catalog no.

P. adani, new MW522557 MEX  Oaxaca S. Miguel Huautla 17°44'28"N  97°8'18"W UNICACH-MZ-P 2845
species [1]

P. adani, new MW522558 MEX  Oaxaca S. Miguel Huautla 17°44'28"N  97°8'18"W UNICACH-MZ-P 2846
species [2]

P. adani, new MW522559 MEX  QOaxaca S. Pedro Nodon 17°47'59"N  97°5'18"W UNICACH-MZ-P 2856
species (3]

P. adani, new MW522560 MEX  Oaxaca S. Pedro Nodon 17°47'59"N  97°5'18"W UNICACH-MZ-P 2857
species [4]

P. adani, new MWwW522561  MEX Oaxaca Sta. Maria Ixcatlan 17°51'3"N 97°11'57.4"W UNICACH-MZ-P 2867
species [5)

P. adani, new MW522562 MEX  QOaxaca Sta. Maria Ixcatlan 17°51'3”"N 97°11'57.4"W UNICACH-MZ-P 2868
species [6)

P. balsanus [1] KX611579 MEX  Guerrero Malinaltepec 17°14'9.7"N  98°39'55.9"W UNICACH-MZ-P 366

P. balsanus [2] KX611580 MEX  Guerrero Malinaltepec 17°14'9.7"N  98°39'55.9"W UNICACH-MZ-P 367

P. balsanus [3) KX611581 MEX  Guerrero Malinaltepec 17°149.7'N  98°39'55.9"W  UNICACH-MZ-P 368

P. balsanus [4] KX611582 MEX  Guerrero Malinaltepec 17°14’9.7"N  98°39'55.9"W UNICACH-MZ-P 369

P. balsanus [5) KX611583 MEX  Guerrero Malinaltepec 17°149.7'N  98°39'55.9"W  UNICACH-MZ-P 370

P. guatemalensis  MW522563 GUA  Escuintla Rio Cantil 14°21'23.1"N  90°48'31.9"W UNICACH-MZ-P 2703

P. kreiseri [1] MW522564  ESV Chalatenango S. José El Carao 14°7'58.9"N  89°9'40.8"W  UNICACH-MZ-P 168

P. kreiseri [2] MW522565 ESV  Chalatenango S. José El Carao 14°7'58.9’N  89°9’40.8"W  UNICACH-MZ-P 173

P. kreiseri [3] MH114097  ESV Chalatenango S. José El Carao 14°7'58.9"N  89°9'40.8"W  UNICACH-MZ-P 166

P. mixtlanensis MH114096 MEX  Oaxaca Sta. Maria Zacatepec 16°44’56.8’N  97°59'32.6”"W UNICACH-MZ-P 470

P. oaxacae KX611584 MEX Oaxaca Mitla 16°55'35.8"N  96°20'3.8"W  UNICACH-MZ-P 395

P parentige [1] ~ MH114091  MEX  Oaxaca in road to Comitlan ~ 16°1’4.5"N  96°50'39.4"W UNICACH-MZ-P 251

P. parentige [2]  MH114092 MEX  Oaxaca Sta. Maria Huatulco  15°50'4.5"N  96°19'47.8"W UNICACH-MZ-P 210

P. parentige [3] ~ MH114093 MEX  Oaxaca Sta. Pedro Pochutla  15°47'24"N  96°24'4.7"W  UNICACH-MZ-P 229

P. parentiae [4] ~ MH114094 MEX  Oaxaca Sta. Maria Huatulco  15°51’43.8"N  96°18’46.8"W UNICACH-MZ-P 196

P. parentige [5]  MH114095 MEX  Oaxaca S. Gabriel Mixtepec  16°7°182"N  97°42.8"W  UNICACH-MZ-P 497

P. punctatus KX611585 MEX  Chiapas Cacahoatan 14°59'31.2"N  92°10'32.9"W N/A

Tlaloc candalarius KX632152 MEX  Chiapas Comitan 16°16’50.6"N 92°7'21.9"W N/A

Tlaloc hildebrandi  KX632151 MEX  Chiapas S. Cristobal de las 16°44'37.2"N 92°36'7.3"W N/A

Casas
Tlaloc labialis AY356596 MEX  Chiapas Teopisca N/A N/A N/A
Tlaloc portillorum  MW522566 ~HON  Fran. Morazan Lepaterique 14°5'2.7"N  87°25'56.9"W UNICACH-MZ-P 2750

RESULTS

Molecular analysis—Results of the Bayesian analysis suggest-
ed that P. adani, new species (Fig. 2), formed a lineage sister to
a clade that included P. balsanus, P. guatemalensis, P. kreiseri, P.
oaxacae, P. parentiae, and P. punctatus. This clade was sister to
P. mixtlanensis. Divergence between P. adani, new species, and
congeners ranged from 7.4% (with P. mixtlanensis) to 10.1%
(P. balsanus) based on COI sequences (Table 4).

Profundulus adani, new species
urn:lsid:zoobank.org:act:D5F4A140-E101-48E8-913A-
9D365B2DCA44

Papaloapan Killifish

Figures 3-4, Tables 1-2

Holotype.—CNPE-IBUNAM 23796 (ex UNICACH-MZ-P
07382), male, 64.7 mm SL, Mexico, State of Oaxaca, Arroyo
de la Entrada in Santa Maria Ixcatlan in the municipality of
Santa Maria Ixcatlan, 17°51'3"N, 97°11'57.4"W, E. Velazquez-
Velazquez and M. Anzueto-Calvo, 19 June 2018.

Paratypes—CNPE-IBUNAM 23797, 3, 39.0-59.1 mm SL,
FMNH 145002, 3, 43.1-58.9 mm SL, UNICACH-MZ-P

07382, 32, 36.7-68.2 mm SL, same locality and collecting
event as holotype; CNPE-IBUNAM 23798, 3, 42.7-48.5 mm
SL, UNICACH-MZ-P 07342, 18, 38.3-60.8 mm SL, Mexico,
State of Oaxaca, Arroyo Nodon, under bridge by dirt road
close to the town of San Pedro Nodon in the municipality of
San Miguel Huatla near the town San Pedro Nodén,
17°47'59"N, 97°8'11.9"W, E. Velazquez-Velazquez and M.
Anzueto-Calvo, 20 June 2018; FMNH 145003, 3, 67.8-75.0
mm SL, UNICACH-MZ-P 07343, 12, 52.4-83.7 mm SL,
Mexico, State of Oaxaca, Rio Huatla, Departure to San Miguel
Huatla close to the town of San Miguel Huatla, in the
municipality of San Miguel Huatla, 17°44'28"N,
97°20'15.4"W, E. Velazquez-Veldzquez and M. Anzueto-
Calvo, 20 June 2018.

Diagnosis.—Profundulus adani is diagnosed from all congeners
by the absence of a humeral spot in individuals larger than
45 mm SL (Figs. 3—4). It can further be distinguished from P.
balsanus, P. chimalapensis, P. kreiseri, P. oaxacae, P. parentiae,
and P. punctatus by the absence of series of dark dots on sides
of the body. Profundulus adani shows a faded dark band that
extends from the opercle to the base of the caudal fin; this
band is absent in P. balsanus and P. parentiae. Profundulus
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Table 4. Genetic (p-distances) distances between all species of Profundulus based on the mitochondrial COI gene.

Species 1 2 3 4 5 6 7 8
1. P. adani, new species 0

2. P. mixtlanensis 0.074 0

3. P. kreiseri 0.081 0.070 0

4. P. guatemalensis 0.085 0.070 0.015 0

5. P. parentiae 0.091 0.069 0.025 0.023 0

6. P. punctatus 0.091 0.078 0.028 0.031 0.038 0

7. P. oaxacae 0.098 0.075 0.035 0.028 0.038 0.031 0

8. P. balsanus 0.101 0.083 0.038 0.033 0.030 0.043 0.045 0

adani can be further differentiated from P. oaxacae by
possessing a greater number of lateral-line scales; mode 30
with a range of 29-31 in P. oaxacae, versus mode 33 and a
range of 32-35 in P. adani. Profundulus adani can be separated
from P. guatemalensis by the absence of pearly-milky

P. balsanus [1]
P. balsanus 2]
P. balsanus [3]
P. balsanus [4]
P. balsanus [5)

] *

P. parentiae [1]

P. parentiae 2]

so| |« P- parentiae(3]

P. parentiae [4]
P. parentiae (5]

il—_P. oaxacae
P. punctatus

L P. guatemalensis

P. kreiseri [1]
P. kreiseri [2]
P. kreiseri (3]

— T. hildebrandi

«.rr candalarius
[ T. labialis

T. portillorum

0.7

P. adani n. sp. 1]
P. adani n. sp. [2]
P. adani n. sp. [3]
P. adanin. sp. [4]
P. adani n. sp. [5]
P. adanin. sp. [6]

P. mixtlanensis

coloration on the belly that is present in P. guatemalensis.
Profundulus adani can be separated from P. parentiae based on
pre-dorsal scale counts; mode 25 with a range of 23-27 in
males and mode 26 with a range of 23-28 in females, versus
mode 22 and range 18-22 in P. parentiae.

Fig. 2. Bayesian phylogeny showing
relationships of Profundulus adani
with respect to other species of
Profundulus. Numbers above nodes
represent Bayesian posterior proba-
bilities; * indicates posterior proba-
bility > 95. See Data Accessibility for
tree file.
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Fig. 3. Profundulus adani, holotype, CNPE-IBUNAM 23796, 64.7 mm SL. Mexico, State of Oaxaca, Arroyo de la Entrada in Santa Maria Ixcatlan in the

municipality of Santa Maria Ixcatlan, 17°51'3"N, 97°11'57.4"W.

Description—Morphometric and meristic data in Tables 1-2.
Largest examined male 83.7 mm SL, largest female 77.9 mm
SL. Dorsal profile in lateral view nearly straight from snout to
posterior margin of head, from this point to posterior end of
dorsal fin slightly concave, approximately straight on caudal
peduncle. Ventral profile in lateral view convex from lower
jaw to end of anal-fin base, nearly straight on caudal
peduncle. Body greatest depth at vertical line above insertion
of pelvic fin. Body moderately deep and laterally compressed.
Snout projected with terminal mouth, with lower jaw
extending past upper. Dorsal fin rounded in both males
and females. Anal fins of males rounded, enlarged in females.
Tip of pelvic fin not reaching to urogenital papillae. Dorsal-
fin rays modally 11 (range 11-12) in males, modally 11
(range 10-12) in females; anal-fin rays modally 14 (range 13-
15) in males, modally 14 (range 13-16) in females; principal
caudal-fin rays modally 20 (range 18-23) in males; modally
20 (range 19-22) in females; pectoral-fin rays modally 16
(range 15-18) in males and females; pelvic-fin rays modally 6
in males and females, rarely 7. Scales small and cycloid.
Trunk and head fully scaled except ventral surface of head.
Scales absent on dorsal- and anal-fin bases; caudal fin covered
by scales above and below midline.

Preserved coloration—Dorsum and flanks brownish, with
head showing light brown coloration and slightly darker
from end of head to end of dorsal fin; ventral side even

lighter. Preopercle light yellow. Dark stripe present on sides of
body, running from opercle to base of caudal fin, more
intense and thicker in middle part of body between dorsal
and anal fins; stripe possesses light speckles distributed
throughout it.

Live coloration.—Light yellow on almost entire body with
silver colors on scales on midline of body (Fig. 4). Golden
yellow blotch covering operculum and reaching to base of
pectoral fin. Dark stripe present on side of body, running
from opercle to base of caudal fin. Base of dorsal and anal fins
light yellow followed by hyaline section, distal edges of
dorsal fin orange. Anterior half of caudal fin darkened,
posterior half hyaline and slightly orange at edge. Pectoral
and pelvic fins hyaline. Base of dorsal and anal fins light
brown with opaque-white edges. Posterior edge of caudal fin
hyaline and rest of fin darkened.

Distribution and habitat—The known distribution of P. adani
is limited to the three localities reported here in the upper
reaches of the Papaloapan River in the Mexican state of
Oaxaca (Fig. 1). These three localities are small creeks of high
order at altitudes above 1500 masl, characterized by shallow
streams with boulders, rocks, and gravel dominating the
substrate (Fig. 5).

Etymology.—In recognition of his contributions to the study
and conservation of freshwater fishes in southern Mexico,

Fig. 4. Live specimen of Profundulus adani, UNICACH-MZ-P 07382. Mexico, State of Oaxaca, Arroyo Nodén, municipality of San Miguel Huatla near

the town San Pedro Nodon, 17°47'59"N, 97°8'11.9"W.
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Fig. 5. Habitats of Profundulus adani in the Papaloapan River drainage. (A-B) Type locality, Santa Maria Ixcatlan. (C) Arroyo Nodon, close to San
Pedro Nodon. (D) Rio Huatla.

this species is named after our friend, colleague, and Mexican
ichthyologist Addn E. Gomez Gonzalez who tragically passed
away in January 2018.

DISCUSSION

The taxonomy of Profundulus has a long and complex
history. Until 1924, described species of profundulids (e.g.,
P. guatemalensis, P. oaxacae, P. punctatus, and T. labialialis)
were placed in the genus Fundulus (Garman, 1895) because of
morphological resemblance. The genus Profundulus was
described by Hubbs (1924) based on morphological and
distributional differences with Fundulus. At the familial level,
Myers (1938) placed Profundulus in the family Cyprinodonti-
dae, and Hoedeman and Bronner (1951) proposed the tribe
Profundulidi for old and new world cyprinodontid genera

including Adinia, Kosswigichthys, Profundulus, and Valencia.
Parenti (1981) later recognized Profundulidae as a distinct
family comprised of only the genus Profundulus.

In his comprehensive revision of Profundulus, Miller (1955)
studied patterns of external morphological and meristic
characters and concluded that the genus was comprised of
five species grouped into two distinctive species groups. Later
studies examined molecular data and concluded that Pro-
fundulidae was more species-rich than previously suggested
(e.g., Doadrio et al., 1999; Jamangapé et al., 2016; Morcillo et
al., 2016; Matamoros et al., 2018). Furthermore, it was also
concluded that the two species groups suggested by Miller
(1955) should be recognized as valid genera. As a result, the
genus Tlaloc [ex P. labialis species group], which was
proposed by Alvarez and Carranza (1951) and used as a
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subgenus by Miller (1955), was re-elevated (Morcillo et al.,
2016).

Our molecular data support the distinctiveness of P. adani
and suggest that the species is sister to all other members of
the genus less P. mixtlanensis. This new species has never
been included in a phylogenetic study as unrecognized or
cryptic diversity, and future work incorporating additional
data could shed light on alternative hypotheses of phyloge-
netic relationships. In addition to recovering P. adani within
the genus Profundulus based on our molecular phylogenetic
results, P. adani possesses morphological characters diagnos-
ing the genus Profundulus: presence of a dark humeral spot
(in small individuals of P. adani), anterior half or more of the
caudal fin covered by scales, and a scaled lacrimal bone
(Miller, 1955; Morcillo et al., 2016).

Morcillo et al. (2016) suggested that the genus Profundulus
diverged in the early Miocene (~20.2 Mya). This coincides
with orogeny in southern Mexico and northern Central
America that divided Atlantic and Pacific slopes in the region
(Doadrio et al.,, 1999), likely promoting the origin and
diversification of Profundulus (primarily distributed in the
Pacific slope) and Tlaloc (almost exclusively found in the
Atlantic slope). The occurrence of species of Profundulus in
Atlantic-slope drainages (e.g., Papaloapan, Coatzacoalcos,
Grijalva, Cahabon, Motagua, Ulua, and Chamelecon Rivers)
has been hypothesized to be the result of river capture events
(Doadrio et al., 1999; Ornelas-Garcia et al., 2008; Morcillo et
al.,, 2016). The population of Profundulus in the Coat-
zacoalcos River (now P. chimalapensis) was previously con-
sidered the northern- and westernmost limit of the genus in
the Atlantic slope (Miller, 1955); thus, the description of P.
adani from the upper reaches of the Papaloapan River,
approaching but not reaching the Trans-Mexican Volcanic
Belt, is an important and substantial range extension for
Middle American killifishes.

Over the last decade our knowledge of diversity, delimita-
tion, and geographic ranges for species of Profundulus has
substantially increased. These data and studies are important
for understanding the individual clades within this lineage of
fishes, which will allow for robust research and exploration
necessary to more fully understand the evolutionary and
biogeographic history of Middle American Killifishes.

MATERIAL EXAMINED

Profundulus balsanus: UNICACH-MZ-P 6712, 22, 34.21-64.68
mm SL, Mexico, State of Guerrero, Malinaltepec, Rio
Malinaltepec, 17°13'50.5"N, 98°40'1.1"W.

Profundulus guatemalensis: UNICACH-MZ-P 7195, 9, 38.7-
50.4 mm SL, Guatemala, Escuintla, Arroyo tributario del Rio
Achiguate, Caserio las Canas, 14°23'3.03"N, 90°51'8.61"W;
UNICACH-MZ-P 7198, 3, 39.4-57.4 mm SL, Guatemala,
Santa Rosa Oratorio, Rio las Marias, Las Cabezas, puente Las
Marias, 14°11'11.98"N, 90°61'17.67"W.

Profundulus kreiseri: UNICACH-MZ-P 7205, 26, 37.1-72.7 mm
SL, El Salvador, Chalatenango, tributario del Rio Lempa,
Quebrada, Los Tecomates, 14°18'12.11"N, 89°9'40.45"W;
UNICACH-MZ-P 7214, 22, 38.6-63.3 mm SL, El Salvador,
Chalatenango, Rio Nonuapa, tributario Rio Lempa,
14°18'21.85"N, 89°9'10.32"W.
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Profundulus mixtlanensis: UNICACH-MZ-P 6715, 22, 39.3-
70.6 mm SL, Mexico, State of Oaxaca, Mitla, Arroyo Grande,
Tributario del Rio la Hormiga, 16°53'0.5"N, 96°23'19.9”W;
UNICACH-MZ-P 6716, 27, 41.6-60.8 mm SL, Oaxaca, Putla,
2 km de la Rancheria La Soledad, Rio San Isidro, 17°2'25.8"N,
97°54'41.8"W.

Profundulus oaxacae: UNICACH-MZ-P 6714, 34, 28.9-63.2
mm SL, Mexico, State of Oaxaca, Mitla, Rio Salado-Subcuenca
del Atoyac, 16°55'35.8"N, 96°20'3.7"W.

Profundulus parentiae: UNICACH-MZ-P 6574, 6, 27.5-50.2
mm SL, Mexico, State of Oaxaca, Santa Maria Huatulco,
Municipality of Santa Maria Huatulco, Hondura de toro at
100 m from bridge, Huatulco, 15°50'4.5"N, 96°19'47.8"W;
UNICACH-MZ-P 6575, 10, 50.4-68.3 mm SL, Mexico, State
of Oaxaca, Santa Maria Huatulco, Toma de Agua-Rio
Huatulco, 15°51'43.8"N, 96°18'46.8"W; UNICACH-MZ-P
6576, 10, 40.3-67.8 mm SL, Mexico, State of Oaxaca,
Pochutla, arroyo de la calle central, colonia San Miguel
Figueroa, Pochutla, 15°47'24'N, 96°24’4.7"W; UNICACH-
MZ-P 6713, 10, 42.5-53.2 mm SL, Mexico, State of Oaxaca,
Santa Maria Colotepec, Camino a Comitlan, Rio la Loma,
close to Santa Maria Colotepec, 16°1'4.5"N, 96°50'39.4"W.

Profundulus punctatus: UNICACH-MZ-P 4334, 8, 36.7-58.5
mm SL, Mexico, State of Chiapas, Chiapa de Corzo, Col. El
Recuerdo, 16°42'55.9"N, 92°3'8.1"W; UNICACH-MZ-P 5074,
3, 37.16-46.8 mm SL, UNICACH-MZ-P 5085, 8, 34.6-45.1
mm SL, UNICACH-MZ-P 5143, 4, 36.8-52.7 mm SL, Mexico,
State of Chiapas, Chiapa de Corzo, Rio Nandalumi,
16°43'22.1"N, 92°58'19.8"W; UNICACH-MZ-P 5752, 4,
40.6-43.5 mm SL, Mexico, State of Chiapas, Villaflores, Col.
Cuauhtemoc, 16°20'45"N, 93°12'42.4"W; UNICACH-MZ-P
6355, 14, 29.7-78.3 mm SL, Mexico, State of Chiapas,
Cacahotan, Rio Zapata-Puente Col. Emiliano Zapata,
14°59'11.6"N, 92°10'14.4"W.
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RESUMEN

Introduccion: La familia Profundulidae es un linaje con una distribucién geografica restringida
y endémica de Mesoamérica, la cual incluye dos géneros y 13 especies nominales. Las ultimas
dos hipotesis filogenéticas, a pesar de no haber incluido todas las especies de ambos géneros, ni
contado con una buena representacion del ambito de distribucion geogréfica de las especies,
encontraron hallazgos importantes que derivaron en el incremento en el nimero de especies para
la familia. Objetivo: En este estudio investigamos las relaciones filogenéticas de la familia
Profundulidae ampliando el muestreo taxondmico y completando el ambito de distribucién de
varios taxones, con el proposito de validar la propuesta taxondmica actual y evidenciar la
presencia de nuevos linajes. Método: Utilizamos las aproximaciones de inferencia bayesiana

(IB) y de Méaxima Verosimilitud (MV) para inferir la filogenia molecular basada en el gen
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mitocondrial ND2 (1047 pb) de las 13 especies reconocidas actualmente para la familia
Profundulidae. Resultados: Con una marcada divergencia molecular del 21.1% recuperamos a
los dos Unicos géneros de la familia Profundulidae (Tlaloc y Profundulus) como grupos
naturales. De las 9 especies reconocidas para Profundulus y 4 especies reconocidas para Taloc,
se recuperaron 7 y 3 respectivamente, ademas de 3 linajes bien diferenciados; entre otras
implicaciones, se sugiere la sinonimizacion de algunos taxa, asi como la amplitud del rango de
distribucion geografica de otros. Conclusiones: Los resultados tienen implicaciones taxonomicas
relevantes en Profundulidae, tanto en la existencia de posibles nuevas especies como en la
posible existencia de sinonimias. En algunas especies su ambito de distribucion se amplia. Por lo
que sugerimos llevar a cabo mas estudios que permitan resolver la taxonomia a nivel especifico,
particularmente en el género Profundulus, donde se registr6 el mayor ndmero de linajes

evolutivos independientes.

Palabras clave: Filogenia, profundulidos, analisis molecular, peces endémicos.
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INTRODUCCION

La familia Profundulidae esta representada por peces de agua dulce endémicos de Mesoamérica,
donde la mayoria de los sistemas de agua dulce hospedan uno o méas miembros de esta familia.
Aungue la familia tiene una distribucion mesoamericana, su mayor diversidad ocurre en el sur de
México (Miller, 2009; Morcillo et al., 2016). La familia es también una de las menos diversas
dentro del 6rden Cyprinodontiformes, con trece especies descritas, en comparacién con las 353

especies nominales en Poeciliidae (Nelson, 2016, Dominguez-Cisneros et al., 2023).

La familia Profundulidae fue propuesta por Hoedeman and Bronner en 1951, con un solo género
nominal (Profundulus Hubbs, 1924); la cual fue reconocida como un grupo natural por Parenti

(1981) y Costa (1998) con base en una serie de sinapomorfias, principalmente osteoldgicas.

Con la primera hipotesis filogenética de Profundulidae se erigieron los dos géneros actuales
dentro de la familia (Tlaloc Alvarez y Carranza 1951, y Profundulus Hubbs, 1924) basados en
datos moleculares (MtDNA y nDNA), por Morcillo et al. (2016). Con la reclasificacién de
Profundulus en dos géneros (Profundulus y Tlaloc), ambos taxones fueron recientemente
redescritos y diagnosticados por Dominguez-Cisneros et al. (2023), basados en caracteres
morfologicos. Morcillo et al. (2016), propusieron una hipotesis taxondmica con dos modelos de
diversidad de especies dentro de la familia Profundulidae: un modelo conservador de ocho

especies y un modelo de mayor diversidad de especies (12 especies).

Recientemente se han propuesto nuevos linajes, la mayoria mediante estudios moleculares, que
han sido descritas como nuevas especies (P. mixtlanenis, P. parentiae, P. chimalapensis, P.
adani, P. emilioi y P. rei) (Ornelas et al., 2016; Matamoros et al., 2018; Del Moral-Flores et al.,
2020; Dominguez-Cisneros et al., 2021; Calixto-Rojas et al.,2023), lo que genera la necesidad de
incluir estos nuevos taxa en la hipdtesis filogenética de la familia para poner a prueba la
validacion de estas especies. Por lo que el propdsito de este estudio es reconstruir la filogenia de
la familia Profundulidae con base en datos moleculares obtenidos previamente (utilizando un
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marcador mitocondrial ND2) e incorporando localidades geograficas no incluidas en trabajos

previos.

MATERIAL Y METODOS
El material utilizado en este estudio se muestra en la Tabla 1. La mayor parte del material
utilizado (101 muestras) provienen de la Coleccion de Peces (coleccion accesoria de tejidos) del
Museo de Zoologia de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (CT-UNICACH) (cddigo
de coleccion 1163, Sabaj, 2020). Algunas muestras de tejido fueron obtenidas gracias a la
colaboracion con la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (CPUM-UMSNH). Las
muestras de tejidos son de las 13 especies nominales, de los dos Unicos géneros (Tlaloc y
Profundulus) de la familia Profundulidae (Nelson, 2016; Morcillo et al., 2016; Dominguez-
Cisneros et al., 2023) y provienen de 62 localidades del Sur de México (Chiapas, Oaxaca y
Guerrero) y Centroamérica (Honduras y Guatemala). Siempre que fue posible, se incluyeron al

menos dos tejidos por localidad (Fig. 1, Tabla 1).
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Fig. 1. Localidades del material de estudio de las especies de la familia Profundulidae; sur de

México y Centroameérica.

53



Tabla 1. Especies reconocidas, localidades y secuencias del gen mitocondrial ND2 de la familia
Profundulidae. Pais: México (M), Guatemala (G), Honduras (H). * (muestras de éste estudio),
CPUM-UMSNH (UM). Las secuencias de GenBank con las inciales de acceso KJy ET.

# TEJIDO/
N ESPECIE LOCALIDAD ESTADO/PAIS  SECUENCIA
1* P. parentiae Rio Huatulco, Santa Maria Huatulco, Oaxaca (M) 212
Arroyo Figueroa, Colonia San Miguel Figueroa,
3* P. parentiae Pochutla Oaxaca (M) 229, 230, 231
2* P. parentiae Rio la Loma, Santa Maria Colotepec Oaxaca (M) 250, 251
3* P.parentiae Santa Marfa Magdalena Pifias, Pluma Hidalgo Oaxaca (M) UM65298, 65301, 65302
3* P.balsanus Rio Malinaltepec, Chilpancingo Guerrero (M) 366, 367, 368
1 P.balsanus Rio Malinaltepec, Papagayo Guerrero (M) KJ878764
1 P.balsanus Rio Nopala, Manialtepec, Manialtepec Oaxaca (M) KJ878763
1 P.balsanus Rio Colotepec,Colotepec, San Gabriel Mixtepec Oaxaca (M) KJ878761
1 P.balsanus Rio Coyul, Coyul, Santa Maria Huatulco Oaxaca (M) KJ878762
P. balsanus (P.
1 emilioi) Rio Cumiapa, Quetzala, El Zapote Santa Maria Oaxaca (M) KJ878786
1 P.balsanus Rio Huachimil, Papagayo, Tlahuizapa Guerrero (M) KJ878765
1* P. guatemalensis Rio cantil, Escuintla G 2705
1 P. guatemalensis Rio Blanco, Guacalate, Guacalate Sacatepequez G KJ878766
1* P. guatemalensis Rio Las Marias, Santa Rosa Oratorio G 2720
1* P. kreiseri Rio Selegua el Carrizo, Huehuetenango G 2799
1* P. punctatus Rio Grande Acacoyagua, Tuxtla Chico Chiapas (M) 2915
1* P. punctatus Arroyo tributario Rio Pijiiapan, Pijijiapan Chiapas(M) 1287
1* P. punctatus Rio Margaritas Puente, Pijijiapan Chiapas (M) 10079
1* P. punctatus Rio Cintalapa, Escuintla Chiapas (M) 1344
2* P. punctatus Rio Zapata, Cacahoatan Chiapas (M) 1369, 1371
1* P. punctatus Rio Huixtla, Huixtla Chiapas (M) 10083
1 P.punctatus Rio Toliman, Toliman, Belizario Dominguez Chiapas (M) KJ878767
1* P. punctatus Rio Alil- Puente Alil, Retal hileu G 2682
1* P. punctatus Rio el Puentecito, Retal hileu G 2688
1 P.punctatus Rio Bravo, Bravo, Finca Moca, Suchitepequez G KJ878768
1*  P. punctatus San Isidro Chacalapa, San Pedro Huamelula Oaxaca (M) UM65293
1*  P. punctatus Rio las salinas, Santa Maria Albarrada Oaxaca (M) UM65260
1*  P. punctatus San Baltazar, Chichicapan Oaxaca (M) UM65261
2 P.punctatus Rio Chacalapa, Chacalapa, San Isidro Chacalapa Oaxaca (M) KJ878756, KJ878757
3 P.punctatus Rio de los Perros, Tehuantepec, La Primavera Oaxaca (M) KJ878758, KJ878759, KJ878760
1 P.punctatus Rio Novillero, Novillero, Las Minas Oaxaca (M) KJ878769
4* P, punctatus Las Cruces, Santo Domingo Tehuantepec Oaxaca (M) UM66534, 66535, 66538, 66540
2*  P. punctatus Arroyo las L&minas, Santo Domingo Tehuantepec Oaxaca (M) UM66498, 66499
2*  P. punctatus La Cristalina, San Miguel Chimalapa Oaxaca (M) UM66437, 66467
1*  P. punctatus Nacimiento del Rio Novillero, Grijalva, Cintalapa Chiapas (M) 3028
1*  P. punctatus Arroyo del Rancho Sauce, Grijalva, Villaflores Chiapas (M) 119
1*  P. punctatus Arroyo Rizo de Oro, Grijalva, Cintalapa Chiapas (M) 2974
2*  P. punctatus Arroyo Rodulfo Figueroa, Grijalva, Cintalapa Chiapas (M) 2982, 2983
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Rio Chiquito, Grijalva, Cintalapa
Arroyo Nodon, Papaloapan, San Miguel Huatla
Rio Huatla, Papaloapan, San Miguel Huatla

Rio San Isidro, la Soledad Putla

Puente el Platanar, Sta. Ma. Zacatepec

Cascada San Gabriel, Mixtepec

Rio del Rancho Flor de Café, Mixtepec

Colonia Nvo. Tenochtitlan Putla

Rio Grande, Mixteco-Balsas, Santiago Juxtlahuaca
Rio Cucharas, Atoyac, Putla de Guerrero
Chalcatongo Primavera, Atoyac

Aldama Primavera, Atoyac

Santiago Primavera, Atoyac, Yosundua

Rio Chiquito, Mixteco-Balsas, Tlaxiaco
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Rio de las Grutas, Atoyac, San Sebastian

Rio Salado, Mitla

Rio Grande, San Agustin Etla
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Manantial el Jaboncillo, Sta. Ma. Chimalapas
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Cenote La Candelaria, Nenton

Colonia Jusnajab, Comitan

Colonia Yitic, San Juan Chamula

El Corralito - Oxchuc

Rio Chanal-Tzaconeja, Usumacinta, Chanal

Rio Tzaconeja, Usumacinta, Altamirano

Colonia Chalchihuitan, Chalchihuitan

Balneario Las Lajas, Ocosingo

La Virgen, Grijalva-Usumacinta, Ocosingo

Rio Peje de Oro, Grijalva

Rio Tzaconeja, Usumacinta

Rio Tzaconeja, Usumacinta

Rio Chenalhé, Grijalva, Chenalh6

Rio Amarillo, Grijalva, San Cristébal de las Casas
Rio Amarillo, Grijalva, San Cristébal de las Casas
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El Mangal, Grijalva, Socoltenango

La Pochota, Grijalva, Socoltenango

Rio ojo de agua, Grijalva, Chiapa de Corzo

Rio La Venta - EI Aguacero, Grijalva, Ocozocoautla

Rio Chabajebal, Chabajebal
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Oaxaca (M)
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Chiapas (M)
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Chiapas (M)
Chiapas (M)
Chiapas (M)
Chiapas (M)
Chiapas (M)
Chiapas (M)
Chiapas (M)

KJ878770
2856
2867
417,419

470, 471

498, 499

502

435

KJ878771, KI878774
KJ878772

KJ878787

KJ878773

KJ878775, KI878776
KJ878753

KJ878755

KJ878754

395, 397

UM62041

3032

3044

112,113, 114, 115
2950 a 2952, 2954, 2957, 2958
2972

21

31

2159, 2160

2167

2383, 2385

179

KJ878777, KJ878778
KJ878779

ET2630, 2616, 2615
ET2598,2596,2593
ET2540, ET2536
ET2507, 2508,2509,2510
ET2523

ET2499

123, 124,138

121

1685, 1687

156

548

1013
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3* T. labialis Rio Blanco, Grijalva, Venustiano Carranza Chiapas (M) 1141, 1153, 1673
1* T. labialis Rio Zapata, Bella Vista Chiapas (M) 1812
2* T. labialis Rio Yayahuita, Grijalva-Usumacinta, Chicomuselo Chiapas (M) 1753, 1783
1 T. labialis Rio Comalatengo, Grijalva-Usumacinta Chiapas (M) KJ878785
1 T. labialis Rio Nenton, Grijalva-Usumacinta, Huehuetenango G KJg78781
1* T. labialis Rio Selegua, Huehuetan G 2791
2* T. labialis Rio Hondo, Grijalva, Ixtapa Chiapas (M) 2460, 2461
1* T. labialis Rio Totopac, Grijalva, Tecpatan Chiapas (M) 2470
1* T. labialis Rio Ostuacan, Grijalva, Ostuacan Chiapas (M) 2505
3* T.labialis El Esquinero-Chimalapa, Coatzacolacos, San Miguel Oaxaca (M) 3000, 3004, 3020
1 T.labialis Rio Jerénimo, Grijalva-Usumacinta, Baja Verapaz G KJ878783
1 T.labialis Rio Selegua, Grijalva-Usumacinta, Huehuetenango G KJ878784
1 T.labialis Rio Chihuahua, Grijalva-Usumacinta, Santa Inés Chiapas (M) KJ878782
1 T.labialis Rio Grande, Grijalva-Usumacinta, Comitan Chiapas (M) KJ878780
2* T.portillorum Mateo a Lepaterique, Francisco Morazan H 2768, 2765
1 T. portillorum Rio Canoas Siguatepeque, Ulua, Comayagua H KJ878788
1 T. portillorum Rio Nacaome, Nacaome, Francisco Morazén H KJ878789
154 98

Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion. EI ADN fue extraido de la aleta pectoral

y/o caudal con el método de extraccion proteinasa K/fenol/cloroformo de acuerdo al protocolo de

Sambrook et al. (1989). Debido a la existencia de secuencias para las especies y linajes de la

Familia en estudio (Morcillo et al., 2016), se realizé la amplificaciéon y secuenciacion del gen

mitocondrial ND2 (1047 pb). La amplificacion se realiz6 mediante la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR), con el primers Dist f 5 AGCTTTTGGGCCCATACCCCA 3'y

Distr 5 AGGRACTAGGAGATTTTCACTCCTGCT 3' presentados en Arroyave et al. (2013);

bajo las siguientes condiciones: (95 °C/60s, 58 °C/60s, 72 °C/120s) x 35 ciclos de amplificacion.

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiidos bajo

Sybr-Safe para ser visualizados a través de luz ultravioleta. Los productos fueron enviados para

su secuenciacion al laboratorio genomico MacroGen en Seoul, Corea del Sur.

Alineamiento de secuencias. Todas las secuencias obtenidas fueron revisadas por medio de los

cromatogramas y alineadas manualmente mediante el software MEGA v6.0 (Tamura et al.,

2013). Se adicionaron secuencias (obtenidas de GenBank) de algunas especies de la familia
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Profundulidae de los trabajos: Beltran-Lopez et al. 2021 (15 secuencias) y Morcillo et al. 2016
(39 secuencias), incluyendo en este ultimo, las secuencias del grupo externo (outgroup) de las
especies Fundulus heteroclitus y Neotoca bilineata de las familias Fundulidae y Goodeidae,

respectivamente.

Analisis filogenético. Para la reconstruccion de la hipotesis filogenética utilizamos los métodos
de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB). Para evaluar el grado de
divergencia, la distancia genética no corregida (p-distancia) fue calculada entre las especies y
clados con el programa MEGA X (Kumar et al., 2018). La seleccion de modelos de evolucion de
nucleotidos se realizé en el programa jModelTest (Posada, 2008) bajo el criterio de informacién
de Akaike (AIC). El arbol de MV fue calculado con el programa RAXML (Stamatakis, 2014)
usando el modelo de sustitucion GTR+GAMMA y aplicando 1000 réplicas de bootstrap. El arbol
de IB fue calculado con el programa MrBayes v.3.2 (Ronquist et al., 2011), usando el modelo de
sustitucion GTR+G y los parametros: nst=6, rates=gamma, cuatro cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC), por 10 millones de generaciones con muestreos cada 1000 generaciones, para
obtener el arbol consenso realizamos un burn-in del 10%. Para la visualizacion y edicion de los
arboles utilizamos el Programa FigTree v.1.4 (Rambaut, 2009).

RESULTADOS

El alineamiento final del gen mitocondrial ND2 para las 13 especies de la familia Profundulidae
comprendid 156 secuencias (1047 pb) de 98 localidades del sur de México y Centro América. En
éste estudio se adicionan 102 secuencias de 61 localidades nuevas. Los datos de todas las

secuencias utilizadas se ofrecen en la Tabla 1.

Relaciones Filogenética. Los arboles obtenidos de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia
Bayesiana (IB) se recuperaron casi resueltos en su totalidad con la misma topologia y soportes
altos para la mayoria de los nodos (Figs. 2 y 3). Ambos géneros de la familia Profundulidae,

Profundulus y Tlaloc, fueron altamente soportados como monofiléticos con ambos métodos
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(Figs. 2 y 3), entre los cuales hay una notable divergencia molecular de 21.1% de distancias no

corregidas.

El arbol con ambos métodos presento 15 clados soportados, 12 dentro de Profundulus y tres en el
género Tlaloc (Fig. 2). De los 12 clados del género Profundulus, a excepcion de P. kreiseri, P.
mixtlanensis y P. adani, el resto se soportan como grupos monofiléticos (Fig. 2). En el caso de P.
kreiseri, debido a que se incluyo una sola secuencia, no se pudo poner a prueba su monofilia; no
obstante, presenta una posicion filogenética que la ubica, sin conflicto alguno, como especie
hermana de P. guatemalensis (Fig. 2). Profundulus mixtlanensis es parafiletico debido a que
dentro de este se incluye P. adani (Fig. 2). En el género Tlaloc se recuperaron los siguientes
clados: el correspondiente a T. portillorum que divirgié primero, seguido de un clado formado

por T. hildebrandi que es hermano del clado formado por T. candalarius+T. labialis (Fig. 2).

Ademaés de especies reconocidas, particularmente dentro del género Profundulus se recuperaron
tres clados bien soportados (P. sp. "Quetzala", P. aff. balsanus y P. sp. "Gri-Teh" con distancia
del 4.06% al 6.22%, cuyo rango se ubica entre las distancias genéticas para pares de especies
bien reconocidas (Tabla 2). La distancia-p minima entre especies reconocidas y linajes bien
diferenciados fue de 3.78% y se registrO entre las especies P. guatemalensis y P. kreiseri;
mientras que las distancias méaximas dentro de cada uno de los géneros, fue de 16.94% entre P.

chimalapensis y P. adani, y 10.03% entre T. portillorum y T. labialis (Tabla 2).
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Figura 2. Arbol de Inferencia Bayesiana con el marcador ND2. En la parte superior de las ramas se
muestran los valores de probabilidad posterior. Los asteriscos (* y **) representan secuencias publicadas

en Morcillo et al. (2016) y Beltran-L6pez et al. (2021), respectivamente.
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Figura 3. Arbol de Maxima Verosimilitud para el marcador ND2. En la parte superior de las ramas se muestran los
valores de Bootstrap. Los asteriscos (* y **) representan secuencias publicadas en Morcillo et al. (2016) y Beltran-

Ldpez et al. (2021), respectivamente.
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Tabla 2. Distancias genéticas (p-distancia) entre las especies y linajes de la Familia Profundulidae, basada
en el gen mtND2.

Especies/lUTE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 T. portillorum
2 T.labialis 10.033 ---
3 T. hildebandi 9.729 8.062 ---
4 P.oaxacae 21566 22.703 21.15 ---
5 P.mixtlanensis  21.298 23.504 22.281 12.674 ---
6 P.guatemalensis 20.699 21.839 20.081 5.807 12.023 ---
7 P.kreiseri 21.011 21.744 20.587 5.020 11.957 3.788 ---
8 P.sp. “Quetzala” 21.618 21.746 20.894 6.224 12.849 6.129 5.253 ---
9 P.aff balsanus 20.271 21.191 1955 6.156 12.665 5.703 5.062 5.158 ---
10 P. balsanus 216 22976 20.774 6.208 13.432 6.329 5.664 6.022 5985 ---
11 P. parentiae 21.685 22.367 21.06 5.160 13.218 5.307 4.655 5.112 5178 5.045 --
12 P.sp. “Gri-Teh” 21.618 22.402 21.098 4.060 12.762 5.706 4.679 5.746 5.708 6.249 5294 ---
13 P. punctatus 20.976 22.083 20.024 4.778 13.093 5.981 5.806 5.809 5591 6.455 5686 4.565 ---
14 P.chimalapensis 21.626 22.251 21.164 4.481 13.096 6.328 5.343 5.653 5.188 6.051 5.606 4.092 4.610 --
15 P. adani 24.325 25.979 25.172 15.989 4.459 14.406 15.437 16.408 16.408 16.57 16.912 15.323 15901 16.937 ---
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DISCUSION

El presente estudio es congruente con los recientes analisis de la familia Profundulidae (cf.
Morecillo et al., 2016; Calixto et al., 2021), donde se corrobora la monofilia de los géneros Tlaloc
y Profundulus. Basado en la divergencia genética registrada en este estudio, asi como el grado de
diferenciacion morfoldgica entre los géneros recientemente descrita por Dominguez-Cisneros et
al. (2023), es coincidente tambien en que los géneros Profundulus y Tlaloc representan dos
clados naturales. Asi mismo se reconoce la existencia de 15 linajes distintivos dentro de la
familia, tres linajes dentro del género Tlaloc, que coinciden con tres de las cuatro especies
actualmente reconocidas (T. portillorum, T. hildebrandi, T. labialis), excepto T. candalarius;
mientras que en Profundulus, fueron 12 linajes evolutivos, de los cuales siete de estos linajes son
especies reconocidas actualmente (P. punctatus, P. balsanus, P. guatemalensis, P. kreiseri, P.
oaxacae, P. parentiae, P. chiamalapensis); mientras que P. adani y P. mixtlanensis no fueron
grupos monofiléticos; ademéas se reconocen tres linajes distintivos que representan posibles

nuevas especies.

Implicaciones taxonémicas:

La distancia genética entre P. adani y P. mixtlanensis fue del 4.46% (mtDNA, p-distancias); este
valor se encuentra dentro del rango para la mayoria de las especies reconocidas dentro de la
familia Profundulidae (3.78-6.33 % p-distancias). Estudios recientes (Calixto-Rojas et al., 2023),
con base en secuencias genéticas (MtDNA y nDNA), datos morfoldgicos, ambientales y
biogeogréficos coinciden en sefialar a P. adani como un taxén no natural. Por lo que se
recomienda aumentar y ampliar el muestreo, que no solo se incluya localidades tipo
(particularmente de P. adani), sino también localidades contiguas dentro de su distribucion, que

permitan dilucidar la validez de P. adani, utilizando ademas estudios morfoldgicos-osteoldgicos.

Tres linajes fueron distintivos y diferenciados de las especies reconocidas en el género
Profundulus, lo que podrian representar posibles especies nuevas, aqui referidas como P. sp.

62



“Quetzala”; P. aff. balsanus y P. sp. “Gri-Teh”. Recientemente fueron descritas dos especies
nuevas dentro de la familia Profundulidae, P. emilioi y P. rei (Calixto-Rojas et al., 2023); la
localidad tipo de P. emilioi es un arroyo localizado a 1 km al sur de la comunidad de San Juan
Cacahuatepec, Oaxaca, México; el cual se ubica en la parte media de la cuenca del rio
Ometepec; en esta misma cuenca, y solamente separados por aproximadamente 20 km, ocurre la
especie referida en este estudio como Profundulus sp. “Quetzala”. En la descripcion de P. emilioi
de Calixto-Rojas et al. (2023) se utilizé una de las secuencias referidas en este trabajo como
Profundulus sp. “Quetzala”, por lo que sin duda alguna, este linaje representa a Profundulus
emilioi. Por otro lado, Profundulus rei fue descrito con ejemplares de arroyos localizados al sur
de la comunidad de Santa Maria Zacatepec, Oaxaca, el material genético utilizado en la
descripcion de esta nueva especie incluye una secuencia del gen ND2 del GenBank; los
resultados de la filogenia molecular del presente estudio ubican al material de Zacatepec dentro
del clado de P. mixtlanensis; por lo que la situacion taxondémica de P. rei necesita de analisis

moleculares y morfoldgicos complementarios para resolver su situacion taxonémica.

Estos analisis confirman la hipotesis planteada sobre la existencia de una mayor diversidad de
especies en Profundulidae, particularmente en el género Profundulus, lo cual coincide con la
hipétesis de Morcillo et al. (2016), quienes postularon la existencia de una mayor diversidad en
la familia Profundulidae, que las que en su momento habian sido descritas y reconocidas (8
especies). Doadrio et al. (1999), también habian sefialado al menos cinco grupos bien
diferenciados dentro del grupo “Punctatus” (subgénero Profundulus) basado en datos
moleculares (aloenzimas), que podrian corresponder a un mayor nimero de especies dentro del

subgénero Profundulus.

Por otro lado, dentro del genero Tlaloc, la validez de la especie T. candalarius ha sido
cuestionada debido a la poca diferenciacion morfoldgica e inconsistente en relacion con su

especie hermana T. labialis (Gonzalez-Diaz et al., 2005); sin embargo, la falta de resolucion
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entre estas dos especies (utilizando marcadores mitocondriales y nucleares: mtDNA y nDNA),
sugiere una divergencia reciente entre los dos clados (Matamoros et al., 2012; Morcillo et al.,
2016). Nuestros analisis, utilizando el marcador mtND2 arrojaron resultados similares, los
niveles de diferenciacion genética entre estas dos especies nominales fue relativamente baja (Dp
= 0,8-0,2% divergencia para ND2). Estudios morfologicos recientes (Dominguez-Cisneros et al.,
2023), basados en el analisis de caracteres meristicos, morfométricos y osteoldgicos, permitieron
distinguir a las especies T. labilis y T. candalarius, la diferenciacion morfoldgica encontrada
entre estas dos especies, permite separarlas por un mayor nimero de elementos vertebrales en T.
labialis ( 37 a 38) versus un nimero menor en T. candalarius (33 a 36); por lo que coincidimos
en que la poca diferenciacion genética registrada entre este complejo de especies, puede deberse
a una divergencia reciente entre T. labialis y T. candalarius; por lo que se sugiere mantener la
validez de T. candalarius; sin embargo, deberdn completarse los estudios utilizando otras
herramientas moleculares como la filogeografia, la cual permite el reconocimiento y
establecimiento de limites entre especies (Dominguez—Dominguez & Véazquez—Dominguez,
2009) en combinacion con estudios morfologicos-osteoldgicos, que nos permitan dilucidar las

relaciones en este complejo de especies.

Implicaciones biogeograficas y rango de distribucién:

En la familia Profundulidae observamos especies con diferentes ambitos de distribucion
geografica; mientras que en el género Tlaloc, las especies T. hildebrandi y T. portillorum,
presentan &mbitos de distribucion muy restringidos (Lyons & Matamoros, 2020; Beltran-Lopez
et al., 2021), T. labialis se distribuye en gran parte de los tributarios de la cuenca Grijalva-
Usumacinta, desde el centro de Chiapas hasta el sur de Guatemala (Miller, 2005). Como parte de
los resultados de este estudio se extendid el ambito de distribucion de T. labialis hacia la cuenca
alta del rio Coatzacoalcos, en San Miguel Chimalapas, Oaxaca. En Profundulus, los limites de

distribucion de las especies no son del todo claro; sin embargo, y como resultado de los analisis
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genéticos, la evidencia sugiere que el escamudo oaxaquefio Profundulus oaxacae, considerado
endémico de la parte alta del rio Mixteco y Atoyac, en la vertiente pacifica del estado de Oaxaca
(Miller et al., 2005; Maiz-Tome, 2019); amplia notablemente su &mbito de distribucion hacia la
cuenca del rio Tehuantepec, Oaxaca. Miller (2009) sefiala que la distribucion conocida de P.
punctatus va de las cabeceras del rio Coatzacoalcos en Oaxaca y del rio Grijalva en Chiapas y
Guatemala, en la vertiente Atlantica, mientras que en la vertiente del el Pacifico va desde el rio
aguacatillo en Guerrero, hasta Santa Rosa Guatemala; sin embargo, los recientes estudios
(Morcillo et al., 2016, Calixto-Rojas et al., 2021, 2023, Dominguez-Cisneros et al., 2023) y los
resultados de el presente trabajo, coincidimos en sefialar que la distribucion de P. punctatus se
restringe a los rios que drenan a la vertiente del pacifico, entre Chiapas y Guatemala, mientras
que el material de las cabeceras del rio Coatzacoalcos corresponden a P. chimalapensis (Del
Moral-Flores et al., 2020). Por otro lado, los registros de Guerrero y Oaxaca, en la vertiente del
Pacifico, corresponden a los complejos P. balsanus, P. parentiae, P. mixtlanensis y P. oaxacae
(Dominguez-Cisneros et al., 2023; Calixto-Rojas et al., 2023). Finalmente, los registros
provenientes del Grijalva en Chiapas, incluyendo el material que proviene del Istmo de
Tehuantepec, Oaxaca, corresponden a un linaje no descrito, aqui referido como Profundulus sp.

“Gri-Teh”.

Se ha hipotetizado que la captura de rios podria ser el proceso que promueve la especiacion en
esta familia de peces (Morcillo et al., 2016; Matamoros et al., 2018). La captura de rios es un
evento geoldgico que promueve la generacion de riqueza de especies en taxones de agua dulce y
riberefios, porque da lugar a especiacion alopatrica y a la geodispersion, para facilitar
posteriormente la dispersion bidtica y el flujo de genes, reduciendo asi el riesgo de extincién

(Albert et al., 2017).
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X. DISCUSION GENERAL

Durante las ultimas décadas la familia Profundululidae ha sido objeto de cambios taxondmicos,
donde las hipotesis alternativas propuestas por la morfologia (Miller, 1955; Gonzalez-Diaz et al.,
2005) y los datos moleculares (Doadrio et al., 1999, Morcillo et al., 2016), en algunos casos, han
producido resultados contrastantes. Los profundulidos son un grupo taxonémicamente complejo,
debido a la similitud morfoldgica que existe entre los géneros y a la poca variabilidad de los
caracteres morfométricos y meristicos que nos permitan la separacion de las especies.

En este trabajo, que representa el analisis mas completo de la familia Profundulidae, tanto por la
representacion geografica de las muestras, como del nimero de taxa que se analizaron; se
generaron nuevos datos morfoldgicos, osteoldgicos y moleculares para la familia Profundulidae,
que sirvieron de base para la redescripcion y diagnosis de los dos géneros que integran la familia
(Tlaloc y Profundulus); asi como para la descripcion de una nueva especie dentro del género
Profundulus (P. adani) y la propuesta de una filogenia molecular (basada en un gen
mitocondrial), que nos permite generar una hipotesis de relaciones entre las especies y proponer
la existencia de posibles nuevos linajes para esta familia de peces; como se analiza en las

siguiente secciones.

10. 1. Redescripcion y diagnosis de los géneros Profundulus y Tlaloc

Los resultados del analisis morfoldgico-osteolégico comparativo revelan y apoyan las relaciones
previamente encontradas entre los géneros de la familia Profundulidae, propuestos en analisis
moleculares (Morcillo et al., 2016; Calixto-Rojas et al, 2021). EI género Tlaloc fue erigido por
Alvarez y Carranza (1951), basado en la descripcion de Tlaloc mexicanus; sin embargo, Miller
(1955) lo asigné a Profundulus, porque el genero y especie nominal eran idénticos a Profundulus
labialis, quedando relegado a nivel de subgénero (Miller, 1955, 2005). Morcillo et al. (2016)
resucité el género Tlaloc basado en la evidencia molecular (usando genes mitocondriales y
nucleares), reconociendo la monofilia del grupo. Con base en los resultados del presente estudio,
y derivado de los analisis morfoldgicos, particularmente de la osteologia del craneo, se corrobora
la monofilia del género Tlaloc; la cual es soportada por cinco caracteres unicos: 1) el
mesetmoides es prominente y de forma oval, sus bordes exceden el margen posterior del vomer;
2) la porcion superior del parasfenoides esta en contacto con el mesetmoides y sobrepasa la parte

media de este ultimo hueso; 3) la fosa autopterdtica es reducida;4) el margen ventral del lacrimal
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es recto; y 5) el margen dorsal del interopérculo, con una extension larga, excede el borde del
hueso.

El género Profundulus fue erigido y diagnosticado por Hubbs (1924); Miller (1955) en su
analisis taxonomico sobre Profundulus (Cyprinodontidae), adiciona caracteres diagndsticos para
caracterizar a este género (forma del premaxilar y la naturaleza de la placa hipural, esta Gltima
esta dividida en partes subiguales por una ranura, y el nimero de branquiespinas). Parenti (1981)
distinguié a Profundulus (Unico integrante de la familia Profundulidae) de todos los otros
ciprinodontoides por una fosa autopterotica grande y un alto nimero de branquiespinas en la
rama superior del primer arco branquial (14-23). Con la reclasificacion de Profundulus en dos
géneros, Profundulus y Tlaloc (Morcillo et al., 2016), el caracter diagnostico de la fosa
autopterotica grande es ahora limitado a Profundulus.

Profundulus es diagnosticado en este trabajo con base en seis caracteres morfologicos
exclusivos: 1) el mesetmoides pequefio, en forma de media luna, y no excede los margenes del
vomer; 2) la porcion superior del parasfenoides, esta justo en contacto con el mesetmoides y no
va mas alla de la parte medial de este ultimo hueso; 3) la fosa autopterotica grande; 4) el margen
ventral del lacrimal es ligeramente cdncavo; 5) el vomer amplio, carece de procesos laterales y
esta en contacto con los etmoides laterales 6) el margen dorsal del interopérculo, con una corta
extension, que no excede el borde del hueso.

Miller (1955) separ6 a los dos subgéneros (Tlaloc y Profundulus) basados en la presencia en
Profundulus o ausencia en Tlaloc de escamas conspicuamente incrustadas en la region del
preorbital, la mitad basal 0 mas de la aleta caudal densamente escamada, y por la presencia de
una mancha humeral en Profundulus y ausente en Tlaloc. Estos caracteres de la morfologia
externa estuvieron basados en el analisis de solamente cinco especies descritas. Aungue con la
mayoria de las especies estos caracteres permiten la separacién de géneros; en este estudio,
incluyendo las 13 especies descritas actualmente, ninguno de estos caracteres surgio como
informativo para diagnosticar ambos generos.

En cuanto al uso de caracteres morfologicos externos (meristicos y morfometricos) para
discriminar entre los géneros, se realizaron analisis exploratorios de Componentes Principales
(PCA) utilizando 17 medidas morfométricas; los resultados no fueron Utiles para separar los
géneros (porcentaje de la varianza explicada por el CP1=23.16%, CP2=14.65%); sin embargo
varios de los caracteres meristicos (ej. nimero de vértebras, numero de escamas en serie lateral,
namero de escamas predorsales) y morfométricos (ej. Origen de la aleta anal a la base de la
caudal; longitud de la mandibula superior), fueron de utilidad para la elaboracion de la clave

dicotomica para la identificacion de las especies de la familia Profundulidae.
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10. 2. Nueva especie en la familia Profundulidae

Las revisiones taxondmicas recientes sobre la familia Profundulidae indican que contiene entre 8
y 13 especies (Morcillo et al., 2016; Calixto-Rojas et al., 2021, 2023); lo cual refleja su compleja
historia taxonomica y la dificultad en el reconocimiento de la composicidn de especies.

Como producto de numerosas recolectas realizadas en el sureste de México, y particularmente en
las partes altas de la cuenca del rio Papaloapan, en el estado de Oaxaca, México, se obtuvieron
ejemplares que se describen como una especie nueva dentro del género Profundulus. La nueva
especie, descrita como P. adani; esta respaldada por evidencia morfoldgica y molecular (gen
mitocondrial COI). Los datos moleculares sugirieron que P. adani es la especie hermana de
todos los demés miembros del género, excepto P. mixtlanensis. Estos resultados contrastan con
los obtenidos en la filogenia molecular del presente estudio (Capitulo I11), en el cual se utilizo el
gen mitocondrial (ND2), en el que P. adani resulta como una especie no monofilética; sin
embargo, las distancias genéticas para ambos genes fueron de 4.4% y 7.4% (p-distancias)
respectivamente. Recientemente Calixto-Rojas et al. (2023) postulan que P. adani es un
sinénimo menor de P. mixtlanensis. Por lo tanto, la relacion entre estas dos especies no esta
resuelta y se sugiere realizar analisis moleculares y morfoldgicos complementarios para resolver

su situacion.

10. 3. Filogenia molecular de la familia Profundulidae

En este estudio se gener6 nueva informacion molecular basada en un gen mitocondrial; los
resultados muestran una alta divergencia entre los géneros Tlaloc y Profundulus (21.1 %
mtDNA; p distancias), con base en numerosas muestras provenientes del area de distribucion de
la familia Profundulidae. Estos resultados coinciden con los reportados por Morcillo et al.
(2016), quienes detectaron valores de 24.5% y 7.8% (p distancias) utilizando genes
mitocondriales y nucleares respectivamente, para ambos géneros de la familia Profundulidae.
Estos valores son mas altos que los reportados entre otros géneros del orden
Cyprinodontiformes; por ejemplo, en la familia Goodeidae, la divergencia reportada entre los
géneros Allophorus y Chapalichthys fue de 6.4% (p distancias) para mtCox1 (Webb et al., 2004)
y entre Girardinichthys y Skiffia fue de 10.5% para mtCytb (Doadrio y Dominguez-Dominguez,
2004).

Morcillo et al. (2016), basados en datos moleculares (MtDNA y nDNA), propusieron una
hipétesis taxondmica con dos modelos: un modelo conservador de ocho especies y un modelo de
12 especies. Ambos modelos proporcionaron evidencias adicionales de una mayor diversidad

taxondmica que la originalmente reconocida en esta familia. Los resultados del presente estudio,
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utilizando un solo gen mitocondrial (MtDNA); en el que se incluyeron las 13 especies
reconocidas, ademas de nuevas localidades en la zona de distribucién de la familia, permitio
reconocer la existencia de 15 clados soportados, 12 dentro del género Profundulus y tres en el
género Tlaloc, lo que permite inferir que en la familia Profundulidae existe una mayor diversidad
de especies que la actualmente descrita o reconocida.

Dentro del género Tlaloc, ambos arboles fueron consistentes; tres de las cuatro especies fueron
monofiléticas T. hildebrandi, T. labialis y T. portillorum, con valores de distancias genéticas
entre 8 y 10 % (mtDNA p-distancias). Sin embargo, T. candalarius fue considerado un taxén no
monofilético, mostrando una divergencia menor al 1% (mtDNA p-distancias) de su taxon
hermano T. labialis. Basado en los datos (probabilidades de especiacién bayesiana sobre 95%) se
sugiere que T. candalarius podria ser efectivamente el producto de una especiacién muy reciente
y mas estudios de este complejo T. labialis-T. candalarius podrian ayudar a dilucidar el grado de
divergencia genética y morfoldgica entre ellos.

Teniendo en cuenta la evidencia genética analizada, se reconocen como grupos naturales o
monofileticos dentro del género Profundulus a las especies previamente descritas como P.
parentiae, P. balsanus, P. oaxacae, P. chimalapensis, P. guatemalensis, P. kreiseri y P.
punctatus; mientras que P. adani y P. mixtlanesis no forman grupos monofiléticos; aunque las
distancias genéticas entre estos dos linajes fueron de 4.46% (mtDNA, p-distancias); este valor se
encuentra dentro del intervalo para la mayoria de las especies reconocidas dentro de la familia
Profundulidae (3.78-6.33 % p-distancias). Estudios recientes (Calixto-Rojas et al., 2023), con
base en secuencias genéticas (mtDNA y nDNA), morfol6gicas, ambientales y geogréaficas
coinciden en sefialar a P. adani como un taxén no natural. Por lo que se recomienda aumentar
espacialmente el muestreo, que no solo se incluya localidades tipo (particularmente de P. adani),
sino también localidades contiguas dentro de su distribucién, que permitan determinar la validez
de P. adani, utilizando ademas estudios morfoldgicos-osteoldgicos.

Tres clados fueron diferentes a las especies ya conocidas en el género Profundulus, lo que podria
representar la existencia de especies nuevas, aqui referidas como Profundulus sp. “Quetzala”;
Profundulus aff. balsanus y Profundulus sp. “Gri-Teh”. Uno de estos linajes Profundulus sp.
“Quetzala”; coincide con una de las dos especies nuevas descritas recientemente por Calixto-
Rojas et al. (2023), se trata de P. emilioi. El linaje Profundulus aff. balsanus, referido en
Morcillo et al. (2016), como Profundulus aff. punctatus, es material proveniente del rio
Huachimil, tributario del rio Papagayo, Guerrero; del cual solo se cuenta con una sola secuencia;
por lo que se sugiere colectar y sucuenciar mas especimenes provenientes del rio Huachimil, a

fin de aclarar el estaus taxondmico de Profundulus aff. balsanus. Por otro lado, el linaje descrito
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como Profundulus sp. “Gri-Teh”, actualmente estd en proceso de descripcion, con base en
especimenes provenientes de la Cuenca del rio Grijalva, en Chiapas y rios del sur del Istmo de
Tehuntepec, en Oaxaca y Chiapas.

El uso de una sola fuente de evidencia puede indicar la separacion de diferentes linajes; pero la
generacion de una hipoétesis robusta que corrobore su separacién (lo que implica que son
especies diferentes), requiere multiples lineas de evidencia (De Queiroz, 2007). La morfologia
comparativa ha jugado un papel importante en la reconstruccion de la historia evolutiva y
clasificacion de los peces Cyprinodontiformes, a menudo proporcionando informacion
filogenética util en diferentes niveles taxonémicos. Por esta razon, seria importante incorporar
esta informacion para evaluar hip6tesis alternativas entre miembros de la familia Profundulidae y
otros grupos dentro de la Cyprinodontoidei (Dominguez-Cisneros et al., 2023). Por lo que se
espera que los resultados de este estudio ayude en la construccion de una clasificacion mas
estable para los miembros de la familia Profundulidae y en la clarificacién del estado
taxondmico de las especies incluidas en ambos géneros: Profundulus (ej. P. adani vs. P.
mixtlanensis; P. mixtlanensis vs. P. rei) y Tlaloc (ej. T. labialis vs. T. candalarius); asi mismo se
sugiere el uso de las diversas herramientas y metodologias disponibles actualmente para evaluar
hipotesis de especies taxondmicas, ya que esto puede ayudar a reducir la incertidumbre en
grupos con historias complejas como es la familia Profundulidae (Calixto-Rojas et al., 2023).
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XI. CONCLUSIONES GENERALES

La informacion obtenida en el presente trabajo con las herramientas morfoldgicas y moleculares
aplicadas al estudio de la familia Profundulidae, ha arrojado informacion relevante para el
conocimiento de la taxonomia y sistematica de la familia. A partir de los resultados obtenidos se
sientan las bases para proponer una clasificacion mas comprensiva de este grupo, ademas se
infieren las relaciones de parentesco entre los géneros y las especies actualmente reconocidas y,
finalmente, se propone una hipdtesis filogenética de mayor numero de especies (15 especies),
para la familia Profundulidae. Las conclusiones més relevantes que se obtienen de este estudio

son las siguientes:

Las diferencias morfoldgicas entre los géneros Tlaloc y Profundulus, en cuanto al uso de
caracteres morfoldgicos-osteoldgicos, fueron muy evidentes; particularmente los caracteres
osteologicos del craneo fueron muy utiles para diagnosticar y redescribir a ambos géneros.

El uso de los caracteres morfométricos y meristicos tradicionales fueron de utilidad en la
construccion de la clave dicotomica para la identificacion de las especies de la familia
Profundulidae.

Los resultados basados en los analisis genéticos (mtDNA), mostraron alta divergencia genética
entre los géneros Tlaloc y Profundulus (21.1 % mtDNA,; p-distancias), lo cual es congruente con
los recientes analisis de la familia Profundulidae, donde se corrobra la monofilia de ambos

géneros.

El estudio taxonémico y geografico derivado del presente trabajo permitié detectar casos de

nuevos linajes altamente divergentes; asi como casos de posibles sinonimias.

Teniendo en cuenta la evidencia genética analizada eficientemente con el gen ND2, se reconoce
la existencia de 15 linajes distintivos dentro de la familia Profundulidae; se reconocen como
grupos naturales o monofileticos dentro del género Profundulus a las especies previamente
descritas como P. parentiae, P. balsanus, P. oaxacae, P. chimalapensis, P. guatemalensis, P.
kreiseri y P. punctatus; mientras que P. adani, P. rei y P. mixtlanesis no forman grupos
monofiléticos; por otro lado, el linaje recococido como P. sp. “Quetzala”, es considerado como

P. emilioi.
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Dos linajes fueron distintivos y diferentes a las especies ya conocidas en el género Profundulus,

lo que pudiesen representar posibles especies nuevas.

En el género Tlaloc se reconocieron tres linajes distintivos que coinciden con tres (T.
portillorum, T. hildebrandi, T. labialis) de las cuatro especies actualmente descritas; T.
candalarius no forma un clado monofilético y su distancia genética (p-distancia) es

relativamente baja (<1%), con relacién a T. labialis, su especie hermana.

El gen mitocondrial ND2, utilizado para la reconstruccion de la filogenia de la familia
Profundulidae, permitié la discriminacion y delimitacion de linajes dentro de esta familia; los
valores minimos de distancia genética entre las especies y linajes reconocidos fueron mayores al
3% (p-distancias). Las distancias genéticas con este gen se pueden utilizar como un criterio de

delimitacion de especies dentro de la familia Profundulidae.
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