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.- RESUMEN

Los peces profunddlidos son uno de los elementos distintivos de la fauna endémica de
América Central y el sur de México, la mayoria de las especies tienen rangos 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. La familia es una de las menos diversas dentro del orden
Cyprinodontiformes, con solamente 15 especies descritas, distribuidas en los géneros
Profundulus y Tlaloc. El género Tlaloc exhibe una distribucion restringida a la parte superior
de la cuenca del Grijalva-Usumacinta, en México y Guatemala; asi como también en la
cuenca del rio UlGa en Honduras.

En este estudio se evalud las variaciones de los indices somaticos, la reproduccién y la edad
y crecimiento de las especies mexicanas del género Tlaloc (T. candalarius, T. labialis y T.
hildebrandi), que nos permitié entender cual ha sido la estrategia de historia de vida
adaptativa en este grupo. Los sitios de muestreo seleccionados se ubicaron en pequefios
afluentes del rio Grijalva, ubicados en los municipios de Ixtapa, Chenalhd, San Crist6bal de
Las Casas y Tzimol, en el estado mexicano de Chiapas T. candalarius y T. labialis fueron
recolectadas en la temporada de lluvias (2019) y de estiaje (2020), mientras que T.
hildebrandi durante la temporada de estiaje de 2015 y la de lluvias de 2016. Los especimenes
fueron depositados en la Coleccion de Peces del Museo de Zoologia de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas.

El tipo de crecimiento encontrado para las especies mexicanas del género Tlaloc fue
alométrico positivo, lo que indica una mayor ganancia proporcional en peso que en longitud
(b>3). Se registraron hasta siete afios de edad mediante la lectura de los otolitos en las tres
especies del género Tlaloc. Este estudio es el primero en utilizar anillos anuales de otolitos
sagitta, en las especies mexicanas del género Tlaloc, para analizar la edad y el crecimiento.
Se describe una buena relacion lineal entre el radio total del otolito y la longitud del pez y se
confirma la periodicidad anual en la formacion de anillos en el otolito sagitta de T.
hildebrandi. La especie T. hildebrandi muestra un crecimiento mas rapido que Tlaloc

candalarius y T. labialis. Las condiciones de los peces del género Tlaloc, son determinadas



como buenas, de acuerdo con los valores de Kr. Los valores mas altos del 1GS para las tres
especies, se presentaron en la temporada de estiaje. La fecundidad media y absoluta mas alta
se presentd en T. hildebrandi. La proporcion sexual (macho: hembra) en T. labialis es 1:1;
mientras que en T. hildebrandi y T. candalarius se presentd la proporcion sexual 1: 1.9y
1:0.4, respectivamente. Los resultados de este estudio y su analisis nos permiten concluir
que la estrategia de historia de vida adaptativa, para las tres especies mexicanas del género
Tlaloc es la estrategia de vida oportunista, la cual es muy frecuente en muchas especies del
orden Cyprinodontiformes. Esta informacion sobre historia de vida generada por el presente
estudio proporciona datos biologicos basicos para fundamentar la investigacion y el
desarrollo futuros de programas de conservacion ex situ de estas especies; una de ellas (e.g.
T. hildebrandi) protegida en leyes nacionales e internacionales. También este estudio
representa una de las primeras contribuciones al conocimiento de la biologia reproductiva de
T. labialis y T. candalarius. También representa uno de los primeros esfuerzos para avanzar
en la comprensién de la historia natural de las especies que habitan los pequefios afluentes
de la cuenca media del rio Grijalva en el sur de México.



Il. ABSTRACT
Profundulid fishes are one of the distinctive elements of the endemic fauna of Central

America and southern Mexico, and most species have very limited distribution ranges. They
inhabit the streams and small freshwater lakes of the mountainous regions of southern
Mexico and Central America; in the highest elevations, they constitute the only native
ichthyofauna. The family is one of the least diverse within the Cyprinodontiformis order,
with only 15 described species, in two genera: Profundulus and Tlaloc. The genus Tlaloc
exhibits a distribution restricted to the upper part of the Grijalva-Usumacinta basin in Mexico

and Guatemala; as well as the UlGa River basin in Honduras.

In this study, we evaluated variations related to somatic indices, reproduction, and the age
and growth of Mexican species of the genus Tlaloc (T. candalarius, T. labialis, and T.
hildebrandi), which allowed us to understand the adaptive life history strategy of this group.
The selected sampling sites were located in small tributaries of the Grijalva River, located in
the municipalities of Ixtapa, Chenalhd, San Cristobal de Las Casas, and Tzimol, in the
Mexican state of Chiapas. T. candalarius and T. labialis were recollected during the rainy
season (2019) and dry season (2020), while T. hildebrandi was collected during the dry
season of 2015 and the rainy season of 2016. The specimens were deposited in the Fish
Collection of the Zoology Museum of the Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. The
growth pattern found for the Mexican species of the genus Tlaloc was positively allometric,
indicating a greater proportional gain in weight than in length (b>3). Ages were recorded up
to seven years by reading the otoliths of the three species of the genus Tlaloc. This study is
the first to use annual rings of sagittal otoliths in Mexican species of the genus Tlaloc to
analyze age and growth. A good linear relationship between total otolith radius and fish
length is described, and the annual periodicity of ring formation in the sagittal otolith of T.
hildebrandi is confirmed. The species T. hildebrandi shows faster growth than Tlaloc
candalarius and T. labialis. The condition of the Mexican fish of the genus Tlaloc was
determined as good, according to the Kr values. The highest IGS values for the three species
occurred during the dry season. The highest mean and absolute fecundity was found in T.
hildebrandi. The sex ratio in T. labialis is similar to 1:1; whereas in T. hildebrandi and T.

candalarius, the sex ratio was unbalanced (1:1.9 and 1:0.4, respectively). The results of this



study and their analysis allow us to conclude that the adaptive life history strategy for the
three Mexican species of the genus Tlaloc is the opportunistic life history strategy, which is
very common in many species of the order Cyprinodontiformes. The life history information
generated by this study provides important basic biological data to inform future research
and the development of exsitu conservation programs for these species; one of them (e.g., T.
hildebrandi) is protected by national and international laws. This study also represents one
of the first contributions to our understanding of the reproductive biology of T. labialis and
T. candalarius. It also represents one of the first efforts to advance our understanding of the
natural history of species inhabiting the small tributaries of the middle Grijalva River basin

in southern Mexico.



111. INTRODUCCION

I11. 1 Los peces de la familia Profundulidae.

Los profunddlidos son uno de los elementos distintivos de la fauna endémica de América
Central y el sur de México (Morcillo et al., 2016) y la mayoria de las especies tienen rangos
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 (Velazquez-Velazquez et al., 2007); aunque
algunas especies se han adaptado a vivir en arroyos de aguas calidas y zonas bajas (Miller,
1955; Miller et al., 2005). Son peces pequefios, los adultos generalmente miden entre 60 y
100 mm de longitud patrdn, aunque las tallas méximas que se han encontrado en algunas
especies son de 130 mm de longitud total en las hembras y 120 mm para los machos
(Veldzquez-Velazquez et al., 2007). La familia es una de las menos diversas dentro del orden,
con solamente 15 especies descritas (Dominguez-Cisneros et al., 2023), en comparacion con
las 353 especies nominales en la familia Poeciliidae (Nelson et al., 2016).

La familia Profundulidae fue erigida por Hoedeman and Bronner en 1951, la cual incluia un
solo género nominal (Profundulus Hubbs, 1924), con dos subgéneros Profundulus y Tlaloc
(Miller, 1955; Parenti, 1981), sin embargo, Morcillo et al. (2016), en su estudio de las
relaciones filogenéticas e historia evolutiva de la familia Profundulidae, basados en datos

moleculares, los dos subgéneros fueron erigidos a nivel de género.

El género Tlaloc Alvarez & Carranza, 1951, exhibe una distribucion restringida a la parte
superior de la cuenca del Grijalva-Usumacinta, en México y Guatemala (Miller et al., 2005);
asi como también en la cuenca del rio Ulda en Honduras (Morcillo et al., 2016). Tlaloc
hildebrandi (Miller, 1950), es endémica de Chiapas, México (Velazquez-Velazquez y
Schmitter-Soto, 2004), Tlaloc labialis (Gunther, 1866), se restringe al sur de México
(Chiapas) y Guatemala (Miller et al., 2005), Tlaloc candalarius (Hubbs, 1924), se distribuye
en la frontera de México y Guatemala (Miller et al., 2005), y Tlaloc portillorum (Matamoros

& Schaefer, 2010), es una especie endémica de Honduras en Centro América.



Las especies de los profundulidos, han sido objeto de reciente interés, desde el punto de vista
biolégico y taxondmico, ademas, conforman a una de las pocas familias de peces
dulceacuicolas endémicas a Mesoamérica (Morcillo et al., 2016); varias de sus especies
poseen rangos de distribucion muy restringidos, y son muy interesantes desde el punto de
vista biogeografico y por su historia evolutiva (Morcillo et al., 2016), adicionalmente algunas
especies presentan problemas de conservacion (destruccién de habitat, contaminacion,

introduccidn de especies invasoras, etc.) (Lyons & Matamoros, 2020; Velazquez et al., 2004).

I11.2 Crecimiento e historias de vida

La evaluacion del crecimiento de las especies es crucial, debido a que este proceso influye
directamente en la estructura poblacional. Se ha observado que el patron de crecimiento de
una especie permite asignar una escala de tiempo a los cambios que ocurren en la poblacién.
Es asi como el patron de crecimiento se ve reflejado en la produccion de biomasa (Gomez-
Ponce et al., 2011), la mortalidad natural, asi como en el desempefio reproductivo (Hansen,
et al., 1984). El crecimiento es considerado como el incremento gradual o el desarrollo
progresivo con el tiempo en tamafio o peso del organismo. Es un proceso complejo que puede
medirse por el cambio de longitud o peso de un pez individual o un grupo de peces entre dos
tiempos de muestreo. El estudio del crecimiento consiste en estimar la relacion que existe
entre la talla de los peces y su edad, teniendo como objetivo dos resultados fundamentales.
1) Estimar el nimero de ejemplares de cada clase de edad, como una estimacion de la
estructura de edades que componen una poblacion y 2) Estimar la talla media de los peces en
cada edad (Gomez-Marquez, 1994). Existen dos métodos para medir la edad de los
organismos: 1) Directos, en los que se considera la liberacion y marcado de peces, utilizacién
de peces con edad conocida, interpretacion de estructuras duras. 2) Indirectos, los cuales se
basan en la distribucion de frecuencias de tallas de una poblacién de peces. Estos estudios al
igual que los que describen procesos fisiologicos, determinados y/o influenciados por
factores ambientales, ecoldgicos y genéticos son muy importantes porque a su vez definen
las estrategias de historia de vida (Hutchings, 2002).

Las caracteristicas de la historia de vida de las especies son las responsables de la forma en

que estas responden a los cambios ambientales, por lo que su entendimiento puede ser de



gran apoyo en el manejo y conservacion de especies que se encuentran en un estado
vulnerable; son el resultado del balance entre costo-beneficio de la forma en que se invierte
la energia en todos los procesos vitales de las poblaciones. De acuerdo con Lev y Yampolsky
(2001), lateoria de historia de vida se considera como una rama de la ecologia y de la biologia
evolutiva que estudia los compromisos asociados a la distribucion de energia entre las
funciones vitales de crecimiento, mantenimiento y reproduccidon. Los estudios sobre historias
de vida de los organismos describen la forma en que distribuyen su tiempo y energia entre
las diversas actividades de su desarrollo o ciclo de vida (e.g. crecimiento, reproduccion,
alimentacion, etc.) (Olinger et al., 2016; Sadava et al., 2009; Vila et al., 2005). Estos estudios
proporcionan conocimiento basico de las estrategias reproductivas de organismos que
comparten un mismo habitat lo cual permite entender su coexistencia y como llevan a cabo
sus actividades reproductoras, de tal manera que la descendencia de cada una de ellas pueda
aprovechar los recursos disponibles en cada momento (Hernandez, 2012).

Las estrategias de historia de vida de los peces se han optimizado a través de la seleccion
natural para maximizar el éxito reproductivo (Olden & Kennard, 2010; Winemiller, 2005).
Winemiller & Rose (1992), propusieron tres tipos de estrategias de historia de vida: 1.-
oportunista, contempla a peces pequefios, de maduracion rapida y de corta vida, 2.-
periddica, peces mas grandes, altamente fecundos con vidas mas largas y 3.- de equilibrio
que comprenden peces de tamafio intermedio que a menudo exhiben cuidado parental y
producen menos crias, pero de tallas mas grandes. Winemiller & Rose (1992), consideraron
que los gradientes ambientales generan estrategias de historia de vida que se caracterizan por

la optimizacion de los pardmetros demogréaficos.

La taxonomia y sistematica de los peces de la familia Profundulidae, parece estar resuelta,
las hipdtesis actuales basadas en datos moleculares y caracteres morfol6gicos, dan un buen
soporte sobre la sistematica y filogenia de los profundulidos; sin embargo, hay vacios de
informacién en torno a la biologia, ecologia e historias de vida de la mayor parte de las
especies; por lo que el proposito de este estudio es dilucidar algunos de los aspectos de las
historia de vida de tres de las especies que integran el género Tlaloc; particularmente los
concernientes a edad y crecimiento y aspectos reproductivos; lo anterior nos permitira

determinar el tipo de estrategia de historia de vida de las especies mexicanas del género



Tlaloc. Por lo que el proposito, de este estudio es evaluar las variaciones relacionadas con
los indices somaéticos, la reproduccién y la edad y crecimiento de las especies mexicanas del
género Tlaloc, que permitan entender cuél ha sido la estrategia de historia de vida adaptativa
en este grupo. Se proyecta, que estos estudios permitan generar herramientas para la
implementacion de programas ad hoc de conservacion de estas especies, y algunas de ellas
(e.g. T. hildebrandi) que fungen como controladores bioldgicos de insectos vectores de
enfermedades epidemioldgicas comunes en Chiapas, al ser consumidores de larvas de

insectos (Miller et al., 2005; Velazquez- Velazquez et al., 2007).



IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

¢Qué aspectos de la historia de vida y de edad y crecimiento son similares o diferentes entre

las tres especies del género Tlaloc?

¢Corresponden las caracteristicas de historia de vida observadas en las especies del género
Tlaloc con una estrategia oportunista, tal como ha sido propuesta la mayoria de los

Cyprinodontiformes?

4.1 Hipotesis

Los peces teledsteos presentan una extraordinaria variedad de estrategias de historia de vida,
estas estrategias estan determinadas por la inversion de la edad especifica en el esfuerzo
reproductivo, en respuesta a los cambios en la supervivencia especifica, y edad especifica en
la fecundidad inducida por cambios fisioldgicos, ambientales, ecoldgicos y genéticos.
Debido a que diversos grupos de Cyprinodontiformes poseen una estrategia reproductiva
oportunista, se considera que los peces del grupo Tlaloc tienen una gran probabilidad de
presentar el mismo tipo de estrategia de historia de vida (oportunista); sin embargo, la
estrategia de vida adaptativa de este grupo podria verse influenciado por la inversion que
presente cada especie en la longevidad, asi como en los aspectos reproductivos y factores de

crecimiento somatico.



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Analizar las estrategias de historia de vida de las especies mexicanas del género Tlaloc,
basadas en variaciones de sus historias de vida asociadas con la reproduccion, edad y

crecimiento somatico.

5.2. Objetivos especificos

« 5.2.1 Estimar comparativamente la edad y crecimiento de las especies mexicanas del

género Tlaloc.

« 5.2.2 Evaluar y comparar los pardmetros reproductivos e indices somaticos de las

especies mexicanas del género Tlaloc.

« 5.2.3 Determinar las estrategias de historia de vida de las especies mexicanas del

género Tlaloc con base en los pardmetros de historias de vida.
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V1.- PLAN DE ESTUDIO

Con el proposito de evaluar y determinar los aspectos relacionados con la historias de vida
de tres de las cuatro especies del género Tlaloc (T. labialis, T. candalarius y T. hildebrandi),
en este trabajo de investigacion se evaluaron los aspectos de edad y crecimiento; asi como
los pardmetros e indicadores somaticos de relacion peso-talla y el factor de condicion;
ademéas de los pardmetros relacionados con las historias de vida como son el indice
gonadosomatico, la proporcion sexual, la fecundidad, la talla a la primera madurez sexual, y
el diametro de los ovocitos; con el proposito de caracterizar las estrategias de vida de las tres
especies mexicanas del género Tlaloc. El documento esta organizado en dos capitulos, los

cuales se abordan de la siguiente manera:

Capitulo 1. Edad y crecimiento. Con base en el andlisis de estructuras duras (otolitos) y
mediante el analisis de retrocalculo se estimo la talla a edades tempranas en cada una de las
especies mexicanas del género Tlaloc y mediante los datos de longitud y peso, se estimaron
los modelos de crecimiento para cada especie.

Capitulo I1. Estrategias de historias de vida. Mediante los analisis de los indicies somaticos

y parametros reproductivos en las especies mexicanas del género Tlaloc, se caracterizé el

tipo de estrategia de historia de vida de las tres especies.
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VIl.- CAPITULO I

EDAD Y CRECIMIENTO DE LAS ESPECIES MEXICANAS DEL
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Running title

Age and growth of Tlaloc hildebrandi

Abstract

The Chiapas Killifish (Tlaloc hildebrandi) is an endangered freshwater fish endemic to the
highlands of Chiapas, Mexico. This highly restricted species faces ongoing habitat decline
and degradation, principally caused by urbanization and pollution, as well as the threat posed
by invasive species. The otolith has long been recognized as one of the structures in fish
anatomy most useful as a powerful tool for use in fish aging because of its accretionary
growth and species-specific shape. The present study analyzed annual T. hildebrandi otolith
rings, documenting the growth pattern to describe the age and population structure of the
species of interest. Otolith analysis revealed that Chiapas Killifish range from 0 to 7 years in
age, while the frequency distribution of T. hildebrandi length presented seven modes

corresponding to seven age classes or cohorts. The length-weight relationship (LWR)
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equation showed positive-allometric growth (b > 3), with no differences between sexes
observed. Additionally, the von Bertalanffy growth equation was expressed as SL:
Lt=142.5(1 — e 01610264 gnd TL: Lt = 169.4 (1—e %155(t019)) These findings contribute
to the understanding of Chiapas Killifish age and growth patterns, thus emphasizing the
continuous need for research and monitoring to support the management and conservation

efforts for this species.

Résumé
Age et croissance de Tlaloc hildebrandi (Cyprinodontiformes: Profundulidae), un
killifish endémique menacé du sud du Mexique

Le killifish du Chiapas (Tlaloc hildebrandi) est un poisson d’eau douce endémique
des hauts plateaux du Chiapas, au Mexique, qui est menacé d’extinction. Cette espece tres
restreinte est confrontée au déclin et a la dégradation continus de son habitat, principalement
dus a D'urbanisation et a la pollution, ainsi qu’a la menace posée par les especes
envahissantes. L’otolithe est depuis longtemps reconnu comme 1’une des structures de
I’anatomie des poissons les plus utiles en tant qu’outil puissant pour le vieillissement des
poissons, en raison de sa croissance par accrétion et de sa forme spécifique a I’espeéce. La
présente étude a analysé les anneaux annuels de 1’otolithe de T. hildebrandi, documentant le
modele de croissance pour décrire 1’age et la structure de la population de I’espéce en
question. L’ analyse des otolithes a révélé que I’age du killifish de Chiapas varie de 0 a 7 ans,
tandis que la distribution de fréquence de la longueur de T. hildebrandi présentait sept modes
correspondant a sept classes d’age ou cohortes. L’équation de la relation longueur-poids
(LWR) a montré une croissance allométrique positive (b > 3), sans qu’aucune différence

entre les sexes n’ait été observée. En outre, 1’équation de croissance de von Bertalanffy a été
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exprimée comme suit : SL : Lt = 1425 (1 — e 01610264 ot T : Lt = 169,4 (1 — g 0:155(-0.199))
Ces résultats contribuent a la compréhension des schémas d’age et de croissance du killifish
de Chiapas, soulignant ainsi le besoin continu de recherche et de suivi pour soutenir les

efforts de gestion et de conservation de cette espéce.

Keywords:

Growth parameters, length-weight relationship, otoliths, von Bertalanffy model

INTRODUCTION

Profundulidae represents one of the few endemic freshwater families found in the
Mesoamerican region, with most profundulid species presenting restricted distributional
ranges. Wherein they are found in only a few adjacent river systems (Matamoros et al., 2014;
Morcillo et al., 2016). Until recently, Profundulidae comprised a single genus, Profundulus,
with two subgenera, Profundulus and Tlaloc (Miller, 1955; Miller et al., 2005). Recently
Morcillo et al. (2016) and Dominguez-Cisneros et al. (2023) resurrected the genera
Profundulus and Tlaloc and, based on molecular evidence and morphological characters,
identified the monophyly of these groups.

The distribution of the Tlaloc genus is restricted, ranging from southern Mexico to
Honduras. This genus is made up of four species (Miller, 2005; Morcillo et al., 2016;
Dominguez-Cisneros et al., 2023a). Tlaloc hildebrandi (Miller, 1950), a fish endemic to
Chiapas, Mexico (Velazquez-Velazquez and Schmitter-Soto, 2004), is a small
cyprinodontoid presenting a respective minimum and maximum size of 14.35 mm and
110.66 mm (standard length) (Dominguez-Cisneros et al., 2017) and inhabiting lentic and

lotic ecosystems with rocky bottom habitats and aquatic vegetation. The species is
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zoobenthivorous, with a diet composed of aquatic insects, crustaceans, amphipods, and
mollusks (Dominguez-Cisneros et al., 2023b).

Currently, T. hildebrandi, also known as the Escamudo de San Cristobal or Chiapas
killifish, has been cataloged as an endangered species (P) under Mexican legislation (NOM-
059-ECOL-2010 SEMARNAT) (SEMARNAT, 2020). It is also listed on the International
Union for Conservation of Nature (IUCN) Red List of Threatened Species (EN) (Schmitter-
Soto and Vega-Cendejas, 2019), due to its restricted distribution and the threats it faces due
to invasive species and habitat vulnerability.

Tlaloc hildebrandi occurs in the upper reaches of the Grijalva and Usumacinta River
basins in Chiapas, Mexico (Gomez-Gonzalez et al., 2015; Dominguez-Cisneros et al., 2017;
Anzueto-Calvo et al., 2022). The species exhibits a restricted extent of occurrence, wherein
the number of locations where it occurs is limited to three, based on the recognition of at least
three evolutionarily significant units (Velazquez-Velazquez et al., 2016; Beltran-Lopez et
al., 2021).

Endemic species with very restricted distribution ranges are particularly vulnerable
and typically have a reduced capacity to adapt to environmental change (Mar¢ic et al., 2021).
The lack of knowledge about the endemic species of interest to the present study has also
undermined efforts to protect it, as, without an understanding of its biology, it is impossible
to ensure its protection and survival. To date, published studies on the biology of
T. hildebrandi have solely examined its corporal indices (somatic indices) (Anzueto-Calvo
et al., 2022) and general diet (Dominguez-Cisneros et al., 2023b). In contrast, the knowledge
of the taxonomy, ecology, and conservation of profundulids is far more widely available
(Miller, 1955; Velazquez-Velazquez and Schmitter-Soto, 2004; Morcillo et al., 2016;

Beltran-Lépez et al., 2021; Calixto-Rojas et al., 2021; Dominguez-Cisneros et al., 2023;
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Soria-Barreto et al., 2023). However, an understanding of its population structure is crucial
for adequate conservation plans.

Growth can be evaluated when age and size information are combined. Growth data
enables an analysis of the effectiveness of resource utilization and the management strategies
applied to conserve a specific species (Isely and Grabowski, 2007). Otoliths have long been
recognized as one of the most useful anatomical structures for use as a tool in fish ageing
because of their accretionary growth and species-specific shape (Imai et al., 2002; Pino et
al., 2004; Skeljo and Ferri, 2012). Despite these concerns, basic information essential for its
conservation is lacking in the life-history traits of the Chiapas Killifish. The present study
analyzed annual otolith rings obtained from T. hildebrandi and documented the growth
pattern observed to describe the age and population structure of this endangered endemic
fish. This data provides fundamental knowledge for any future conservation programs for the

species.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The present study was carried out in the Grijalva-Teapa and Grijalva-Chicoasén
hydrographic networks, located in the Chiapas highlands (Velazquez-Velazquez et al., 2016).
Sampling was conducted at nine collecting locations, four in the San Cristdbal valley (the
municipality of San Cristobal de las Casas) and five in the Chenalhd valley (the
municipalities of San Juan Chamula, Chenalh6, and Chalchihuitan) (Fig. 1; Table 1), at
altitudes ranging from 1277 to 2163 meters above sea level. Eight sampling events were

carried out in each locality throughout the year sampled.
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Figure 1. Tlaloc hidebrandi sampling locations in two hydrographic networks of the highlands of

Chiapas, Mexico.
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Table 1. Fish sampling locations in the San Cristébal and Chenalho valleys, Chiapas, Mexico.

Id | Latitude N | Longitude W | Altitude Masl Location Valley
1 [16.955415°|-92.610206 |1277 Community of Chalchihuitan Chenalhd
2 116.947326°|-92.593656 |1314 Community of Las Limas Chenalhd
3 |16.877482°|-92.630416 |1559 Entrance to Chenalhd Chenalhd
4 116.871916°|-16.871916 |1577 Water intake, Chenalhd Chenalhd
5 |16.858179°|-92.625379 |1654 Community of Yitic Chenalhd
6 |16.746195°(-92.614537 |2139 Community of 4 de Marzo-Rio Amarillo | S. Cristdbal
7 |16.743658°|-92.602017 |2162 Community of Molino los Arcos S. Cristobal
8 |16.733950°|-92.611625 |2163 Las Canastas Ecotourism Center S. Cristobal
9 |16.708468°|-92.612033 |2132 Entrance to UNICH S. Cristobal

The fish were collected between October 2015 and September 2016. At each
sampling location, AC electrofishing equipment and a seine-type net (3 m long and 2 m high,
with a 0.5 cm mesh size) was used for sampling a transect of 150 m. The specimens captured
were fixed in 10% formalin and preserved in 70% ethanol. A sub-sample was deposited for
use as voucher specimens in the Ichthyological Collection of the Chiapas University of the
Sciences and Arts (MZ-UNICACH), under the scientific collection permit number
SGPA/DGVS/00488/16 issued by the General Directorate of Wildlife at the Secretariat of
Environment and Natural Resources of Mexico.

Each specimen was measured for both total (TL) and standard (SL) length, using a
digital caliper (precision 0.01 mm), and weighed with a digital scale (0.01 g). The length-
weight relationship (LWR) was obtained as both the standard and total LWRs (SLWR,
TLWR, respectively) by means of the non-linear least squares regression equation, using the
non-lineal model W =a L® (Froese, 2006), where W and L are the weight (g) and length
(mm) of the fish, respectively, while “a” and “b” are the parameters of the model (Le Cren,

1951). This analysis was first performed separately by sex (female and male) but then
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considered both sexes. Coefficient b indicated the type of growth, classified as isometric
when equal to three or allometric when significantly different from three (Esmaeili and
Ebrahimi, 2006; Aguirre et al. 2008) and analyzed using the student’s t-test (Zar, 1999).

Otolith analysis complemented with size frequency distributions was used to
determine both the type of somatic growth and age in the T. hildebrandi specimens. Sagitta
otoliths were extracted from 81 specimens of different size classes and obtained from each
sampling event. The otolith pair of each specimen was obtained from the posterior part of the
skull, where it is easier to access the otic chambers and then extract the otoliths, which, once
extracted, were placed in 90% glycerin for at least 24 hours before examination and
interpretation with a stereoscopic microscope. Images of each otolith were taken using a
Velab VE-LX1800 digital camera, with the ImageView program x64 then used for the
measurement and interpretation of the growth rings. The distances from each otolith ring to
the focus were measured to obtain the marginal increase index.

Both the determination of age and back calculation of lengths were based on the
interpretation of annual growth rings in the otoliths obtained from the specimens. The back
calculation enables the estimation of the length of the fish during earlier stages of its life. A
linear relationship between the radius of the otolith and the standard (SL) or total length (TL)
of the fish was calculated via the linear regression method (Ricker, 1973), SL =a + b*RT
and TL=a + b*RT, where: SL and TL are the standard and total length of the fish,
respectively; RT is the total radius of the otolith; and “a” and “b” are the constants estimated
based on the regression model. This predictive model was used for estimating the size of this
fish during previous stages of development. The significance of the relationship between RT
and TL was determined by means of the Pearson correlation coefficient (r) (Sokal and Rohlf,

1981).
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The lengths at previous stages of development of the fish captured were estimated

using the back-calculation model definedas L; = ¢ + (L —¢) (j—;) where L, is the length
of the fish when the ring i = 1 to n was formed, Lc is the length of the fish when the otolith
sample was obtained, S; the radius of the ring i =1 to n, and Sc was the total radius of the
otolith (Francis, 1990).

The growth, in terms of both SL and TL, of the T. hildebrandi specimens was obtained
by means of the von Bertalanffy growth function. This mathematical model determines the
size that an organism will reach, based on its age, with the growth in size expressed as
L; = Loo[1 — exp~*(t=%)], where: Lt = length at time “t” of the species; L. = maximum
length of the species or asymptotic length, which is that reached by the fish at an infinite age;
K = constant growth; and to = parameter of initial age. The adjustment criterion for the
growth model used was the negative logarithm of likelihood.

A multinomial analysis of size distribution, based on Haddon (2011), was carried out
with the purpose of differentiating age classes, assuming a normal density distribution for
each age group (Haddon, 2011). The adjustment criterion for the multinomial analysis was
the Akaike information index (AIC), while the CAR package (Fox and Weisberg, 2011) was
used to carry out the statistical analysis of the LWR, conducted using statistical software R

4.2.1 (R Development Core Team, 2023).

RESULTS
The SL-WR and TL-WR of the 602 T. hildebrandi specimens (both sexes combined)
weres determined with the non-linear equations W = 0.014*SL318 and W = 0.007*TL3278,

respectively (Fig. 2). As sampled, the species showed a positive allometric growth, both in
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SL (b > 3;t=19.42, p < 0.01) and TL (b > 3; t = 28.54, p < 0.01). The SL-WR and TL-WR

were computed separately via sex, showing, in both cases, a somatic growth of allometric

type (Table I1). No differences between sexes were observed.

Weight (g)

W=0.014L%"
n=602 =099

SL (cm)

Weight (g)

W=0.0068L°%
n=602 =0.99

TL (cm)

Figure 2. Standard length-weight (SL-WR) and total length-weight (TL-WR) relationships for T.

hildebrandi males and females, in the highlands of Chiapas, Mexico; (A) SL-WR and (B) LT-WR.

Table Il. Standard length-weight (SL-WR) and total length-weight (LT-WR) relationships for T.

hildebrandi. n = number of individuals; Min. and Max. = minimum and maximum standard and total

length (cm); a and b = SL-WR and TL-WR parameters; Cl, (a), Cly (a), Cli (b), and Cl, (b) = lower
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limit and upper limit of 95% confidence intervals for a and b, respectively; and r?> = coefficient of

determination.

SLWR

Sex n|{Min| Max | a [Ch(@)|Clu@)]| b [Ch(b)|Cli(b)| r?
Female 40411.300|11.100|0.014{0.013 |0.014 |3.165|3.141 |3.189 |0.994
Male 198{1.300{10.900|0.013|0.013 |0.014 |3.210(3.179 |3.241 |0.995
Both sexes |602|1.300|11.100|0.014|0.013 |0.014 |3.185|3.166 [3.204 |0.995
TLWR

Sex n|Min| Max | a |[Ch@)|Clu@]| b |Ch(b)|[Clu(b)| r?
Female 404(1.500|12.800|0.007|0.007 [{0.007 |3.262|3.238 |3.287 |0.994
Male 198(1.500|12.700{0.007|0.006 [0.007 |3.306|3.270 |3.341 |0.994
Both sexes | 602 |1.500|12.800|0.007|0.007 |0.007 |3.278|3.259 [3.298 |0.994

For the interpretation of age, as indicated via the otolith measurements, the ratio of

otolith radius (RT) to the length of the fish (SL and TL) was calculated for 81 individuals.

Seven annual growth rings were identified in the right otoliths (Fig. 3). The regression

conducted for RT and length (either SL or TL) showed a direct relationship, as expressed by

the equations SL =-8.218 + 0.0635 * RT (r =0.972, P <0.001) and TL =-8.6215 + 0.0734

*RT (r=0.970, p <0.001). These results enabled the otolith radius to be used for estimating

the size of the fish captured at previous ages. The observed and calculated maximum mean

standard lengths were 101.33 mm (SD =5.8) and 100.63 mm (SD = 4.5), respectively. The

observed and calculated maximum mean total lengths were 117.85 mm (SD = 6.58) and

117.19 mm (SD = 5.29), respectively, with the individuals representative of the age class of

6+ (Table I11), in both cases.
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Figure 3. Right otolith (sagitta) of a seven-year-old Tlaloc hildebrandi individual (ID366) from the

highlands of Chiapas, Mexico.

Table I11. Mean values and standard deviation (SD) of SL and TL (both observed and calculated

using the LWR parameters), as obtained for each T. hildebrandi age group.

Age | Length | Observed length | SD |Calculated length (mm)| SD
(mm) LWR parameters

1+ |SL 35.14 1.97 |35.93 6.29
2+ |SL 39.26 3.81 |40.09 3.12
3+ |SL 61.3 7.02 |60.87 7.25
4+ |SL 70.67 9.04 |72.45 9.9

5+ |SL 89.55 10.85|88.67 7.71
6+ |SL 101.33 5.8 [100.63 4.58
7+ |SL 96.64 12.7896.07 14.52
1+ |TL 41.57 2 42.41 7.27
2+ |TL 47.04 437 |47.22 3.61
3+ |TL 72.24 7.92 |71.24 8.38
4+ |TL 81.46 12.56|84.62 11.45
5+ |TL 104.22 12.52|103.37 8.91
6+ |TL 117.85 6.58 |117.19 5.29
7+ |Total |113.3 13.5 |111.93 16.78
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The highest marginal increase index value observed was 0.72 for the months of April
and July, while the lowest values were observed in the months of October and December
(0.42 and 0.58, respectively).

The lengths at previous ages were calculated using the back-calculation model, with
maximum values of 95.02 and 110.57 mm found for SL and LT, respectively, corresponding

to age 6+ (Table 1V).

Table 1V. Average values and standard deviation (SD) obtained for each age group via the back-

calculation analysis conducted for the SL and TL of T. hildebrandi.

Age | SL calculated (mm)|SD | TL calculated (mm) |SD

1 (18.82 1.74 |22.69 2.01
2 30.99 1.01 [37.35 1.11
3 |50.10 5.81 [59.23 6.69
4 160.69 7.95 [70.09 11.13
5 ]79.98 10.68|93.17 12.37
6 |95.02 3.38 [110.57 3.88
7 |86.96 11.75/102.03 12.34

The equation used for the conversion of SL to TL is TL =1.1868 + 1.1558 (SL)
(R?=0.9991; p < 0.001).

Based on the frequency distribution of length for both SL and TL (mm) for all the
specimens obtained from the highlands of Chiapas and examined by the present study, seven

modes were determined, which correspond to seven age classes or cohorts (Fig. 4; Table V).

26



A)

Frecuency

olllllll )
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 83 92 96 100 104 108 112

Standard Length (mm)

B)

Frecuency

10 4

n
0 ) FEl e ) (5 S i i ) 7S P ) B

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96 100 104 108 112 116 120 124 128
Total Length (mm)

Figure 4. Age classes assessed in the multinomial analysis conducted on the distribution of

frequencies for standard (A) and total (B) length of Tlaloc hildebrandi in Chiapas, Mexico.

Table V. Mean values and standard deviation (SD) obtained for each age class via the multinomial

analysis of the frequencies of standard and total length T. hildebrandi.

Age classes | Mean SL mm | SD SL |Mean TL mm |SD TL
(mode)
1 16.8 1.82 |20.67 2.58
2 37.57 5.36 [45.23 6.03
3 57.38 454 |68.72 5.86
4 68.15 2.48 [80.73 2.69
5 75.03 489 |87.67 3.88
6 90.09 7.48 [95.92 3.84
7 105.75 418 |106.54 3.14
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Based on the standard and total lengths obtained via back-calculation, the growth
equation (Bertalanffy 1938) for each of the seven T. hildebrandi age classes for SL was
Lt = 142.5(1 — e~0161(t-0264)) and Lt = 169.4 (1 — e 0155=0199)) for TL, The

growth model applied for the species of interest was proposed by von Bertalanffy (Fig. 5).

901
759

504

SL (mm)
TL (mm)

504

259 254

Age (Years) Age (Years)

Figure 5. Von Bertalanffy growth model as applied on Tlaloc hildebrandi to estimate standard (A)

and total length (B) by age (years).

DISCUSSION
The present study reported length-weight ratios for T. hildebrandi inhabiting several
freshwater environments in the highlands of Chiapas. The Coefficient b values for the study
population were within the limits reported by Froese (2006) and correspond to that reported
by Cruz (2018) for T. hildebrandi (positive allometric growth). However, the LWRs were
different to the findings reported recently by Anzueto-Calvo et al. (2022), who found
intraspecific variations in LRW values for both positive allometric and isometric growth.

Length-weight ratios were not constant over the entire year and varied depending on various
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ecological and biological conditions, such as food availability, feeding rate, gonad
development, and spawning period (Bagenal and Tesch, 1978). Consequently, the parameters
estimated by the present study should be considered only for the variable of sampling time,
as the Chiapas killifish were collected in different months and years.

The otolith edge analysis conducted on a Chiapas killifish native to southern Mexico,
namely a subtropical species, revealed that the annual deposition of rings occurs in the
otoliths of Tlaloc hildebrandi even in an area adjacent to a tropical region. The present study
is the first to use annual otolith rings to analyze age and growth in a remote subtropical area,
which was possible due to the good linear relationship between the total radius of the otolith
(RT) and the total length of the fish (LT). This relationship between RT and LT has been
demonstrated using scales in Fundulus lima, a cyprinontiform that inhabits the oases of Baja
California Sur, Mexico (Ruiz-Campos et al., 2019). The present study confirms the annual
periodicity in the formation of rings in the sagittal otolith of T. hildebrandi, as also observed
in other species of many teleosts (Jones, 1986).

For many bony fish species, edge-type analysis of sagittal otoliths has shown a strong
seasonal cycle in ring formation, corresponding to one opaque zone and one translucent zone
per year. The moment of formation of the translucent zone coincides with the decrease in
seawater temperature during the winter period (autumn-winter) (Beckman and Wilson,
1995). This was observed in the sagittal otoliths of the T. hildebrandi sampled by the present
study, whose habitat is located in a mountain wetland, where the water temperature decreases
during the winter (6-9°C) (Gobierno de Chiapas, 2016), and coincides with that observed in
the marginal increase index, which was lower in the months of October and December.

While the back-calculation technique was initially developed for estimating adult fish

size from scale annuli, these techniques have also been used to estimate fish size from marks
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on a variety of other hard body parts, including otoliths (Hare and Cowen, 1995). The back-
calculation analysis conducted on T. hildebrandi by the present study revealed that, for the
seven-year age class, the pattern and total length values were lower than for the six-year age
class, which is thought to be due to the apparent change in the growth rate, known as the Lee
phenomenon (Ricker, 1975; 1992; Quist et al., 2012; Shoup and Michaletz, 2017).

Knowledge of growth parameters (e.g., the von Bertalanffy growth constant k) is
essential for developing resources and ecosystem management programs (Froese and Pauly,
2000; Gubiani et al., 2012).

The k parameters estimated here (k =0.161, SL) are consistent with other studies,
which found that smaller species present higher values (Pauly, 1998). K values of 0.20 to
0.50 correspond to fast-growing species, while values of 0.05 to 0.10 correspond to slow-
growing species (Branstetter, 1987; Liu et al., 2022). Tlaloc hildebrandi shows an
intermediate and uniform growth, because the k values observed oscillate between k = 0.161
(SL) and k = 0.155 (TL). The high number of small and medium-sized species exhibiting a
fast growth rate is associated with the higher temperatures recorded in the tropics (Gubiani
et al., 2012), with Pauly (1998) affirming that metabolic rates increase with temperature and
that growth is limited by the respiratory metabolism. Thus, tropical fishes should generally
be expected to remain at a small size (Gubiani et al., 2012). In the habitat of the Chiapas
killifish, the temperature registered in the September to April period ranges from 13 to 23°C
(Cruz-Maza, 2018).

Age-based demography is fundamental to the management of wild fish populations.
Age estimates for individuals can determine rates of change in key life-history parameters.
These age-based characteristics are critical for population viability analysis in endangered

species and for developing conservation strategies (Jensen et al., 2009; Hasler et al., 2011;
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Cooke et al., 2012). The Chiapas killifish holds a critical conservation status in the Amarillo
River sub basin, due to changes in land use, population growth, and rapid urbanization (Soria-
Barreto et al., 2023). As factors affecting adult survival remain the most significant threat for
freshwater fish, conservation efforts should concentrate on these issues to prevent the

extinction of this species endemic to the Grijalva-Usumacinta basin.
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Abstract

The genus Tlaloc has a restricted distribution to the upper part of the Grijalva-Usumacinta
basin in Mexico and Guatemala. The species Tlaloc labialis is restricted to southern
Mexico (Chiapas) and Guatemala; Tlaloc candalarius is restricted to the border between
Mexico and Guatemala. Considerable work has been done on the taxonomy, ecology, and
conservation of the profundulid group; however, age information is also required, an
integral and necessary component of fish population studies due to its usefulness in
assessing population dynamics such as growth, mortality, and recruitment. This study
analyzed the otolith annual rings of T. labialis and T. candalarius, documenting growth
patterns to describe the age and population structure of both species. Otolith analysis
revealed that T. labialis and T. candalarius range in age from 0 to 7 years. The length
frequency distribution of T. candalarius presented six modes corresponding to six age
classes or cohorts, while T. labialis only presented four cohorts. The length-weight
relationship (LWR) equation showed positive allometric growth (b > 3) for both species.

41



Furthermore, the von Bertalanffy growth equation for T. candalarius was expressed as Lt =
140.47 (1 — e~0:0894(t-0.07014)y and for T. labialis Lt = 91.91 (1 —

e~0-1150 (t=(-1.08594))) - These findings contribute to the understanding of the age and
growth patterns of these profundilid species, emphasizing the continued need for research
and monitoring to support management and conservation efforts.

Keywords: Growth parameters, length-weight relationship, otoliths, von Bertalanffy model

Resumén

El género Tlaloc, presenta una distribucion restringida a la parte superior de la cuenca del
Grijalva-Usumacinta, en México y Guatemala. La especie Tlaloc labialis, se restringe al sur
de México (Chiapas) y Guatemala; Tlaloc candalarius, en la frontera de México y
Guatemala. En el grupo de los profundulidos, se ha documentado de una manera
considerable temas en el conocimiento de la taxonomia, ecologia y conservacion; sin
embargo, se requiere también informacion de la edad, que es una parte integral y necesaria
en los estudios poblacionales de peces por la utilidad en la evaluacion de la dinamica
poblacional, tales como el crecimiento, mortalidad y reclutamiento. El presente estudio
analizo los anillos anuales de los otolitos de T. labialis y T. candalarius, documentando el
patron de crecimiento para describir la edad y la estructura poblacional de ambas especies.
El anélisis de otolitos revelé que ambas especies T. labialis y T. candalarius tienen un
rango de edad de 0 a 7 afios. La distribucion de frecuencia de la longitud de T. candalarius
presentd seis modas correspondientes a seis clases de edad o cohortes, mientras que T.
labialis, solamente presentd cuatro cohortes. La ecuacion de la relacion longitud-peso
(LWR) mostré un crecimiento alométrico positivo (b > 3) para ambas especies. Ademas, la
ecuacion de crecimiento de von Bertalanffy para T. candalarius, se expres6 como Lt =
140.47 (1 — e~ 00894 (t-007014)y y para T, labialis Lt = 91.91 (1 — ¢~ 01150 (= (-1.08594))y
Estos hallazgos contribuyen a la comprension de los patrones de edad y crecimiento de
estas especies de profundulidos, lo que enfatiza la necesidad continua de investigacion y
monitoreo para apoyar los esfuerzos de manejo y conservacion de estas especies.

Palabras clave: Pardmetros de crecimiento, relacion longitud-peso, otolitos, modelo de
von Bertalanffy.

INTRODUCTION

La familia Profundulidae actualmente esta conformada por 15 especies validas (Van der Laan
& Eschmeyer, 2024), comunmente son conocidos como escamudos (Lozano-Vilanoy De La

Maza-Benignos, 2017). Esta familia posee una distribucion desde México hasta
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Centroamérica (Miller, 1955; Morcillo et al., 2016; Nelson et al., 2016; Parenti, 1981) y esta
corformada por dos géneros, Tlaloc Alvarez & Carranza 1951 y Profundulus Hubbs 1924
(Morcillo et al., 2016).

El género Tlaloc Alvarez & Carranza, 1951, exhibe una distribucion restringida a la parte
superior de la cuenca del Grijalva-Usumacinta, en México y Guatemala (Miller, 2005); asi
como también en la cuenca del rio Ulta en Honduras (Morcillo et al. 2016). La especie Tlaloc
hildebrandi (Miller, 1950), es endémica de Chiapas, México (Velazquez-Velazquez and
Schmitter-Soto, 2004), Tlaloc labialis (Gunther 1866), se restringe al sur de México
(Chiapas) y Guatemala (Miller et al., 2005), Tlaloc candalarius (Hubbs 1924), se distribuye
en la frontera de México y Guatemala (Miller et al., 2005), y Tlaloc portillorum (Matamoros
& Schaefer 2010), es una especie endémica de Honduras en Centro América.

A diferencia de T. hildebrandi, el resto las especies del grupo Tlaloc, han tenido una escasa
documentacién en temas que comprenden la estructura poblacional, que es muy importante
para los planes de conservacion y manejo de las especies. Se ha documentado de una
manera considerable temas en el conocimiento de la taxonomia, ecologia y conservacion de
los profundulidos (Milller, 1955; Velazquez-Velazquez & Schmitter-Soto, 2004; Beltran-
Lopez et al., 2021; Morcillo et al. 2016; Dominguez-Cisneros et al., 2023; Soria-Barreto et
al., 2023; Calixto-Rojas et al., 2021); sin embargo se requiere también conocimiento de la
edad para este grupo, que es una parte integral y necesaria en los estudios poblacionales de
peces por la utilidad en la evaluacion de la dinamica poblacional, tales como el crecimiento,
mortalidad y reclutamiento (Ruiz-Campos et al., 2019), ademas, al combinar la informacion
de edad y tamafio, podemos evaluar el crecimiento. El crecimiento nos proporciona cierta
indicacion de la utilizacion de los recursos y la eficacia de nuestras estrategias de gestion
(Isely & Grabowski, 2007).

En el empleo de las estructuras duras para la determinacién de la edad destacan las escamas
(Ruiz-Campos et al., 2019), sin embargo, se ha documentado que los otolitos han sido de
las estructuras anatdbmicas mas Utiles para los peces debido a su crecimiento por acrecion y
su forma especifica para cada especie, y por lo tanto pueden utilizarse como herramientas
fundamentales para la determinacion de edad en peces (Imai et al., 2002; Pino et al., 2004;
Skeljo & Ferri, 2012), sin embargo aun se carece de esta informacion basica en las especies

de T. candalarius y T. labailis, que son esenciales para su conservacion, por lo que el
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proposito de este estudio fue analizar los anillos anuales de los otolitos de T. candalarius y
T. labialis, y documentar aqui los patrones de crecimiento para describir la edad, y
estrucutura de la poblacion, de estas especies, de tal manera que pueda considerarse como

una herramienta ,uy importante para futuros programas de manejo de estas especies.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio:

Este estudio se realizo en la cuenca media del rio Grijalva; Grijalva-Chicoasén (Velazquez-
Veldzquez et al., 2016). La recoleccion de muestras se efectud en dos tributarios de la
cuenca del Grijalva, el rio Tzimol y el rio Hondo, ubicados en los municipios de Tzimol e
Ixtapa (Figura 1), con altitudes de 1379 y 1109 metros sobre el nivel del mar,

respectivamente. Se realizaron seis eventos de muestreo en cada localidad en un ciclo

anual.
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Figura 1. Localidades de muestreo para T. candalarius y T. labialis en la red hidrografica

de Chiapas, México.
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Los peces fueron recolectados entre septiembre de 2019 y marzo de 2021. En cada sitio de
muestreo se utilizo equipo de electropesca y una red tipo chinchorro (3 m de largo, 2 m de
alto y 0.5 cm de malla) para muestrear un transecto de 150 m. Las muestras capturadas se
fijaron en formalina al 10% y se conservaron en etanol al 70%. Una muestra de los
especimenes fue depositada en la Coleccidn Ictiologica de la Universidad de Ciencias y
Aurtes de Chiapas (MZ-UNICACH).

A cada ejemplar se le midio la longitud estandar (SL) y total (TL), utilizando un calibrador
digital (precision de 0.01 mm), fueron pesados con una balanza digital (0.01 g). La relacion
longitud-peso (RLW) se efectué mediante la longitud estandar y total (RSLW y RTLW,
respectivamente). Se determiné mediante la ecuacion de regresion no lineal de minimos
cuadrados, utilizando el modelo no lineal W= a L” (Froese, 2006), donde W y L son el peso
(g) y la longitud (mm) del pez, respectivamente; “a” y “b” son parametros del modelo (Le
Cren, 1951). Este anlisis se realiz6 considerando ambos sexos. El coeficiente b indico el
tipo de crecimiento: el crecimiento isométrico es cuando b es igual a 3 y el crecimiento
alométrico es cuando b es significativamente diferente de 3 (Esmaeili & Ebrahimi, 2006;
Aguirre et al., 2008); las diferencias en el tipo de crecimiento con respecto a b=3, fue
analizada mediante la prueba t de Student (Zar, 1999).

Para determinar la edad y el patrén de crecimiento somaético de T. candalarius y T. labialis,
se realizaron analisis de otolitos complementados con distribuciones de frecuencia de talla.
Se extrajeron otolitos Sagitta de 61 y 27 ejemplares de T. candalarius y T. labialis,
respectivamente, de diferentes clases de tamafio de cada evento de muestreo. El par de
otolitos de cada ejemplar se obtuvo de la parte posterior del craneo, donde es mas facil el
acceso a las camaras Gticas y la extraccion de los otolitos. Una vez extraidos los otolitos, se
colocaron en glicerina al 90% durante al menos 24 horas antes de su examen e
interpretacion mediante microscopio estereoscopico. Se tomaron imagenes de cada otolito
utilizando una cAmara digital Velab VE-LX1800. Se utilizé el programa ImageView x 64
para la medicion e interpretacion de los anillos de crecimiento. Se midieron las distancias
de cada anillo de otolitos con respecto al foco para obtener el indice de incremento

marginal.
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La determinacion de la edad y el retgrocalculo de las longitudes se basaron en la
interpretacion de los anillos de crecimiento anual en los otolitos. El calculo inverso permite
estimar la longitud de los peces en la etapa anterior de su vida. Se realizé una relacion
lineal entre el radio del otolito y la longitud estandar (SL) y total (TL) del pez mediante el
método de regresion lineal (Ricker, 1973): SL =a + b*RT,y TL =a + b*RT; donde SL y
TL son la longitud estandar y total del pez, respectivamente, RT es el radio total del otolito,
“a” y “b” son constantes estimadas a partir del modelo de regresion. Este modelo predictivo
se utilizo para estimar el tamafio de este pez en épocas pasadas. La importancia de la
relacion entre RT y TL fue determinada por el coeficiente de correlacion de Pearson (r)
(Sokal & Rohlf, 1981).

Las longitudes de los peces en edades pasadas se estimaron utilizando el modelo de

retrocélculo definido como L; = ¢ + (Lc — ¢) (SS—‘) donde L; es la longitud del pez cuando
Cc

se formo el anillo i=1, Lc es la longitud del pez cuando se obtuvo la muestra del otolito, S;

el radio del anillo i=1y Sc el radio total del otolito (Francis, 1990).

El crecimiento en SL y TL de T. labialis y T. candalarius se obtuvierom o mediante la
funcién de crecimiento de von Bertalanffy. Este modelo matematico determina el tamafio
que puede alcanzar un organismo en funcion de su edad; el crecimiento en talla se expresa
de la siguiente manera: L, = Loo[1 — exp~*(*=t0)] Donde: Lt= longitud en el tiempo “t” de
la especie; Loo=longitud maxima de la especie o longitud asintética, que es la que
alcanzaréa el pez a una edad infinita; K= constante de crecimiento; to= parametro de edad
inicial. El criterio de ajuste del modelo de crecimiento utilizado fue el logaritmo negativo
de likelihood.

Se realizé un analisis multinomial de distribucion de tallas basado en Haddon (2010), con
el propdsito de diferenciar clases de edad. Suponiendo una distribucion de densidad normal
para cada grupo de edad (Haddon, 2010). El criterio de ajuste del analisis multinomial fue
el indice de informacion de Akaike (AIC). Todos los analisis se realizaron con el uso del
software estadistico R 3.0.2 (R Development Core Team 2013) utilizando el paquete
“CAR” (Fox & Weisberg, 2011).
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RESULTADOS
La RLW para T. candalarius (61 specimens) fue determinada por la ecuacién no lineal W =
0.018*SL>'°, mientras que en T. labialis la RLW fue expresada por la ecuacion W =

0.014*TL3%?*, estas especies mostraron un crecimiento alometrico positivo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Relacion longitud peso para T. candalarius y T. labialis. n= nimero de
individuos; Min. and Max. = longitud estandar minima y maxima (cm); a 'y b= parametros
de la Relacion longitud peso; Cl (a), Clu (a), y Cli (b), Cly (b)= limite inferior y limite
superior de intervalos de confianza de 95%, de “a” y “b”, respectivamente; r’= coeficiente

de determinacion.

Species n Min Max a Ch(@) Clu@ b Ch(b) Clu(b) r?
T. candalarius 61 1.80 8.0 0.018 0.016 0.021 3.155 3.073 3.236 0.9902
T. labialis 53 2.30 5.8 0.014 0.012 0.016 3.239 3.114 3.365 0.9814

Para la interpretacion de la edad en otolitos, la relacion del radio del otolito (RT) y la SL
(para este analisis la SL fue expresada en mm) fue evaluado en 48 y 20 individuos de T.
candalarius y T. labialis respectivamente. El nimero maximo de anillos de crecimiento
anual identificados en los otolitos sagitta derechos fue de siete para ambas especies (Figura
2). La regresion de RT y longitud (SL), en T. candalarius se mostré una relacion directa
expresada por la ecuacion SL=-0.7324 + 0.0619 * RT (r? = 0.9107, P < 0.001), para T.
labialis fue SL=9.2149 + 0.0573 * RT (r =0.9115, P < 0.001). Estos resultados nos
permitieron utilizar el radio del otolito para estimar el tamario de este pez en edades
pasadas. La longitud estandar media maxima observada en T. candalarius fue de 73.23 mm
(DE=9.38) y la calculada fue de 71.99 mm (DE= 2.44). Para T. labialis la longitud
estandar maxima observada fue de 58.43 mm (Unico ejemplar) y la calculada fue de 61.68
mm, en ambas especies los individuos son representativos de la clase de edad de 7+
(Cuadro 2).
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Figure 2. Otolito derecho (sagitta) de T. candalarius: 1D04 (izquierda), T. labialis: ID73

(derecha), of seven years old from the highlands of Chiapas, Mexico.

Cuadro 2. Valores medios y desviacion estandar (D.E.) de longitud estandar (SL) observada

y calculada con los parametros de la relacion longitud peso (“a” y “b”), obtenidos para cada

grupo en T. candalarius y T. labialis. NA: no aplica por ausencia de registro y/o un solo

individuo.
SL (mm) SL (mm)
Edad Especie Observada D.E. Calculada D. E.
1+  T.candalarius NA NA NA NA
2+ T.candalarius  24.79 5.38 25.16 6.37
3+ T.candalarius  35.62 7.82 35.39 6.18
4+  T.candalarius  44.34 10.01 45.17 9.06
5+ T.candalarius  55.89 541 55.26 3.84
6+ T.candalarius  63.53 6.58 64.27 3.17
7+ T.candalarius  73.23 9.38 71.99 2.44
1+  T.labialis 25.85 1.69 25.48 2.44
2+ T. labialis 30.10 4.02 30.67 2.60
3+ T. labialis 40.65 14.50 43.18 12.20
4+  T. labialis 51.31 NA 43.59 NA
5+ T. labialis 49.39 6.95 47.25 4.33
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6+ T.labialis 57.95
7+ T. labialis 58.43

59.93
61.68

NA
NA

Los valores mas altos del incremento marginal se presentaron en marzo (0.91) para T.

candalarius, y en noviembre (0.71) para T. labialis, mientras que los valores mas bajos

fueron en septiembre (0.30) para T. candalarius, y en enero (0.37) para T. labialis.

Se obtuvierron las longitudes calculadas en edades pasadas usando el modelo de

retrocalculo. Los valores de SL maximos fueron 66.74 y 55.67 mm para T. candalarius y T.

labialis, respectivamente, ambas correspondientes a la edad 7+ (Cuadro 3)

Cuadro 3. Valores medios y desviacion estandar (DE) obtenida para cada grupo de edad en

el analisis de retrocalculo para SL de T candalarius y T. labialis. NA: no aplica por

ausencia de registro y/o un solo individuo.

SL
Edad Especie calculateda SD
(mm)
1 T. candalarius NA NA
2 T. candalarius 21.64 7.12
3 T. candalarius 38.83 9.83
4 T. candalarius 40.18 9.92
5 T. candalarius 50.62 6.52
6 T. candalarius 58.28 8.47
7 T. candalarius 66.74 10.24
1 T. labialis 20.19 2.58
2 T. labialis 25.57 2.48
3 T. labialis 35.79 10.82
4 T. labialis 42.52 NA
5 T. labialis 43.48 5.74
6 T. labialis 52.26 NA
7 T. labialis 55.67 NA
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Basado en la distribucion de frecuencias de SL (mm) en todos los especimenes examinados
se determinaron las modas que corresponden a seis clases o cohortes de edades para T.

candalarius y cuatro clases para T. labialis (figura 3 y cuadro 4).
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Figure 3. Clases de edad evaluadas en el analisis multinomial con base en la distribucion de

frecuencias de longitud estandar de A) T. candalarius y B) T. labialis.

Table 5. Valores medios y deasviacion estandar (DE) de cada clase de edad en el analisis
multinomial de frecuencias de longitud estandar de T. candalarius y T. labialis.
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Especie Clase de edad Promedio DE
(Moda) SL mm SL

T. candalarius 1 19.04 1.56
T. candalarius 2 31.42 2.58
T. candalarius 3 39.57 3.25
T. candalarius 4 52.79 4.34
T. candalarius 5 60.72 4.99
T. candalarius 6 78.47 6.45
T. labialis 1 27.18 2.04
T. labialis 2 33.44 2.51
T. labialis 3 41.61 3.12
T. labialis 4 53.15 3.99

Basados en las longitudes obtenidas por retrocalculo de la SL, para cada una de las clases

de edad de T. candalarius se obtuvo la siguiente ecuacion de crecimiento de VVon
Bertalanffy (Bertalanffy, 1938): Lt = 140.47 (1 — ¢~0.0894 (t-0.07014)) ‘Para T |abialis

la ecuacion de crecimiento de Von Bertalanffy fue la siguiente: Lt = 91.91 (1 —

e ~0-1150 (t=(~1.08594))) "asj mismo se obtuvo el modelo de crecimiento de Von Bertalanffy

para ambas especies (figura 4).

a)

SL (mm)

) Edad (afios)

SL (mm)

b)

Edad (afios)
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Figura 4. Modelo de crecimiento de VVon Bertalanffy de a) T. candalariusy b) T. labialis

para estimar la longitud estandar en funcion de la edad.

DISCUSION

El tipo de crecimiento alometrico positivo obtenido en este estudio para T. candalariusy T.
labialis, es muy similar a Anzueto-Calvo et al. (2017) y Aguilar-Decelis (2023) registran
para T. labialis y T. candalarius respectivamente, asi mismo Cruz-Maza (2018) reporta un
crecimiento similar para T. hildebrandi, especie del mismo genero. Sin embargo
Velazquez-Veldzquez et al. (2015), reporta para T. labialis un valor isometrico, podria
consierarse que esta diferencia se debe al numero de individuos utilizados en ese estudio,
ya que Velazquez-Veldzquez et al. (2015) contempla (1315 individuos); se ha evidenciado
que las especies que presentan valores fuera del rango isométrico se debe a muestras no
representativas numéricamente o a especies particulares que presentan cambios

morfolégicos notables durante su ontogenia (Froese, 2006).

La fuerte asociacion observada entre la longitud del otolito y la longitud del pez en las
especies analizadas en este estudio, expresados por los valores altos de la correlacion,
fortalecen la sugerencia de utilizar la longitud del radio del otolito derecho para determinar
la longitud del pez, al igual que en T. hildebrandi, pez endemico de los altos de Chiapas,
(Anzueto-Calvo et al., en prensa) y muchas otras especies de teledsteos (Jones, 1986). Estas
tres espeices registraron hasta siete afios de edad mediante la lectura de los otolitos y en
todas el incremento marginal fue menor en la temporada de estiaje, resultados similares
obtuvieron Beckman & Wilson (1995) quienes mencionan que el momento de formacién
de la zona transldcida coincide con la reduccién de la temperatura del agua de mar durante

el periodo invernal (otofio-invierno).

Los otolitos han sido empleados como estrucutras duras para la estimacion del tamafio en
los peces, mediante la tecnica de retrocalculo (Hare & Cowen, 1995). Los valores maximos
calculados de longitud estandar para T. candalarius y T. labialis corresponden a la clase de
siete afios, esta técnica puede ser empleada como una herramienta de gran utilidad; de

acuerdo a Smith (1983), el retrocélculo es una herramienta de gran utilidad, ya que se

52



puede monitorear las tasas de crecimiento promedio de varias clases de edad en la
poblacion, identificando de esta forma afios o estaciones de crecimiento lento o rapido.
Ademas, la informacion puede ser utilizada para establecer correlaciones con factores

ambientales y datos basicos para construir modelos de crecimiento predictivos.

En este estudio se encontraron diferencias en el numero de cohoortes entre las dos especies
estudiadas. La presencia de seis cohortes en T. candalarius se considera que se debe a que
la mayoria de ejemplares fueron de tamafio mayores a 24 mm, con una edad considerada de
dos afos, excluyendo a ejemplares que podrinan representar a peces de un afio de edad; de
igual manera sucedié con T. labialis, la longitud estandar tuvo un rango de 25.85 a 58.43
mm, estos ejemplares fueron méas pequefios que en T. candalarius, lo que ocasiond la
ausencia de cohortes mayores; estas caracteristicas son esenciales para representar de mejor
manera las cohortes, como refieren Joo & Diaz (2017), quienes mencionan que la
distribucion de las tallas de capturas, es de suma importancia para la estimacion del

crecimiento y la dindmica espacio-temporal de las cohortes.

La determinacién de la edad es indispensable para el conocimiento de la dindmica
poblacional (Chong & Aguayo, 2009). Conocer los parametros de crecimiento nos ayudan a
construir modelos de ecosistemas y gestionar recursos (Froese & Pauly, 2000, Gubiani et al.,
2012). Tlaloc candalarius y T. labialis presentaron un valor de k= -0.08 y -0.11
respectivamente, lo que corresponde a especies con un tipo de crecimiento ligeramente lento.
De acuerdo a Liu et al. (2022) especies con valores de k entre 0.20 a 0.50 son especies de
crecimiento rapido y valores entre 0.05 a 0.10 son especies de crecimiento lento. Conocer las
estimaciones de la edad de los individuos pueden determinar las tasas de cambio en los
parametros clave de la historia de vida. Estas caracteristicas basadas en la edad son
fundamentales para el anélisis de la viabilidad poblacional en especies en peligro de extincion
y para el desarrollo de estrategias de conservacién (Jensen et al., 2009; Hasler et al., 2011;
Cooke et al., 2012), sobre todo en el ecosistema acuatico de la cuenca del rio Grijalva que

nos proporcionan servicios y bienes que se ve fuertemente amenazado.
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Abstract: Fish of the genus Tlaloc are distributed from southern Mexico to Central
America and are a distinctive example of the endemic fauna of the Mesoamerican
highlands, which has been scarcely studied in Mexico. The present study provides basic
life-history data for the species Tlaloc hildebrandi, T. candalarius, and T. labialis, which
are native to the headwaters of the Grijalva-Usumacinta basin in southeastern Mexico.
We collected 918 specimens to determine their Length-Weight Relationship (LWR),
Relative Condition Factor (Kr), sex ratio, Gonadosomatic Index (GS1), fecundity, and
size at first sexual maturity. Both sexes of all species had positive allometric growth,
except for T. candalarius females (isometric). Mean Er and sex ratio values differed
significantly among species. Females’ GSI values differed significantly among species
but were highest during the dry season in all three species. Absolute fecundity was
positively correlated with standard length and weight. Sexual maturity was reached at
different lengths among species. Based on these results, we suggest that all three species
present an opportunistic life strategy, which is very common in fish of the order
Cyprinodontiformes. These results represent a first contribution on the life-history of
this group of fish and provide basic information that is fundamental to ensuring their
conservation.

Key words: Fecundity; sex ratio; Gonadosomatic Index; Length-Weight Relationship.

Introduction

Freshwater fishes of the family Profundulidae, commonly known as escamudos (Lozano-
Vilano and De La Maza-Benignos 2017), represent one of the few extant fish families endemic
to Mesoamerica (Dominguez-Cisneros et al. 2023). With 13 nominal species (Dominguez-
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Cisneros et al. 2023), they are one of the least diverse within the order Cyprinodontiformes
(Parenti 1981). Members of this family are distributed from southem Mexico to Central Amer-
ica (Miller 1955; Parenti 1981; Morcillo et al. 2016; Nelson et al. 2016). Most of the species
of this family have very limited ranges, inhabiting streams and small freshwater lakes in the
mountainous areas of southem Mexico and Central America; at the highest altitudes of their
distribution, they are the only native ichthyofauna (Miller 1955; Miller et al. 2005).

Small freshwater fish taxa face a higher risk of extinction globally than other taxa due to
their vulnerability to habitat disturbance and degradation (Olden et al. 2007). Cyprinodontiform
species such as guayacons (genus Gambusia Poey, 1854) and pupfish are no exception, due
to their small size, unique life cycles, and, for most species, limited geographic distribution
(Costa 1998). In Mexico specifically, they are among the most threatened groups of species
(Lozano-Vilano and De La Maza-Benignos 2017; Lyons et al. 2019). An essential first step
toward designing and implementing conservation strategies for these species and their habitat
is to understand the reproductive biology and life history traits that regulate their populations
(Winemiller 2005).

The genus Tlaloc Alvarez & Carranza, 1951, is one of the two genera of the family Pro-
fundulidae and comprises four species: Tlaloc hildebrandi (Miller, 1950), Tlaloc labialis (Giin-
ther, 1866), Tlaloc candalarius (Hubbs, 1924), and Tlaloc portillorum (Matamoros & Schaefer,
2010). The distribution of this genus is restricted to the upper part of the Grijalva-Usumancinta
basin in Mexico and Guatemala (Miller et al. 2005; Morcillo et al. 2016) and the Uliia River
basin in Honduras (Matamoros and Schaefer 2010). Aspects of the ecology, life histories, and
conservation of this genus have been studied in only one species (T. hildebrandi) (Velazquez-
Velazquez and Schmitter-Soto 2004; Velazquez-Velazquez et al. 2007).

Given this lack of basic biological information, the present study aimed at characterizing
important life history traits (sex ratio, Gonadosomatic Index, GSI, fecundity, and size at first
sexual maturity) and somatic indices (Length-Weight Relationship, LWR, and Relative Con-
dition Factor, Kr) of three species of genus Tlaloc (i.e, T. hildebrandi, T. labializ, and T. can-
dalarius). This information is key to the management and conservation of endemic and
threatened freshwater fish of the tributaries of the Grijalva-Usumacinta basin in southern Mex-
ico.

Materials and methods

Strdy area

The Grijalva River is located in south-southeastern Mexico and northwestem Guatemala
and, together with the Usumacinta River (Grijalva-Usumacinta Basin), constitutes the largest
fluvial system in Mesoamerica (Tamayo 1964). The Grijalva River basin begins in the upper
part of the Sierra de los Cuchumatanes in Guatemala and mostly drains towards south-south-
eastern Mexico until emptying into the Gulf of Mexico (Hudson et al. 2005; Garcia-Garcia
2011). The mid basin of the Grijalva River presents a semi-warm humid climate with rains in
summer (May-October) and a well-defined dry season (November-April) (Plascencia-Vargas
et al. 2014), The sampling sites selected were in small tributaries of the Grijalva River located
in the municipalities of Ixtapa, Chenalhé, San Cristobal de las Casas, and Tzimol in the Mex-
ican state of Chiapas (Figure 1) and which maintain disjunct populations of the three species
studied. All sampling sites were in second-order water bodies (i.e., small streams and lagoons
with depths less than 1 m; Table 1). The substrate at the sampling stations were mainly gravel
and sand, with some mud and clay, and some with aguatic vegetation dominated by Berula
erecta, Potamageton sp., Tipha sp., Elodea sp. and filamentous algae.
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Sampling collection

We sampled at four sites (Figure 1, Table 1) using electrofishing equipment (SAMUS-
725MS, 12 V voltage) and a seine net (3 m long, 2 m high, 0.5 cm mesh size). Sampling com-
prised ten trawls at each site in a section of the river approximately 150 m long. The specimens
obtained were then fixed in a 10% formalin solution and preserved in 70% ethanol. The fish
of the species 7. candalarius and T. labialis were collected during both the rainy season of
2019 and the dry season of 2020, while the 7. hildebrandi specimens were collected during
the dry season of 2015 and the rainy season of 2016. After collection and analysis, the speci-
mens were deposited in the Fish Collection of the Museum of Zoology of the Chiapas Uni-
versity of the Sciences and Arts (collection code: 1138, MZ-UNICACH) (Sabaj 2020).

Somatic indices

The fish were counted, measured (standard length, SL mm), weighed (including gonads;
g), and sexed. All calculations for somatic indices were calculated using data for non-evis-
cerated fish. We calculated the LWR and Kr somatic indices. For LWR, parameters were
obtained from the non-linear regression equation (Froese 2006), where W is the weight (g)

Table 1. Geographic coordinates and mean values of physical parameters of the sampling sites.
Sites Latitude N Longitude W Flow (m/s) Depth (m) Canopy (%) Width (m)

San Cristobal 16°44°46.4” 92° 36’ 52.4” 0.5 0.6 60 5
Chenalhé 16%:317.30:3" 92> 373127 0.9 0.5 30 9
Tzimol 16°12°5.8" 92°11°24.2" 0.5 0.5 80 10
Ixtapa 16° 48°39.6" 92° 54°29.4” 0.5 0.6 80 10

m, meters; m/s, meters per seconds.

NI i ONg
. SYMBOLOGY Al
O Taloclabialis >
© Taloc hildebrandi -
A Tlaloe candatarius wﬂi‘j

ol 16.40 4

Figure 1. Sampling locations for the three species of interest of the genus Tlaloc in the state of Chi-
apas, Mexico.
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of the fish, L is the standard length (mm), and a and b correspond to the intercept and the
slope of the regression, respectively. The Kr for each individual was estimated using the

Le Cren (1951) index, as follows: W

" al?
where Kr is the relative condition factor of the individual fish, W is its weight (g), and L
is its standard length (mm).

Kr

Reproductive parameters

To guantify the selected reproductive parameters (sex ratio, GSI, absolute fecundity
(F), oocyte diameter, and size at first sexual maturity), the fish were dissected following
established protocols (Riesch et al. 2015; 2016). The sex ratio (M:F) for each species was
estimated considering an expected sex ratio of 1:1. The stages of sexual maturity of the fe-
males were determined macroscopically, in accordance with Vazooler (1996). The GSI was
calculated as GSI1=G/W*100, where G is gonad weight (g) and W is fish weight (g) (De
Vlaming et al. 1982). The GSI was calculated only for females, since gonad weight vari-
ability is more representative in this sex than in males. The absolute fecundity (F) was de-
termined as the number of eggs per female. The relationships between F and standard length
were estimated for each species, via the simple (least squares) linear regression model.

The size at first sexual maturity (L, ) was estimated based on the average standard
lengths at which 50 % of the individuals of each sex reached maturity (Roa et al. 1999)
using the following logistic model of binomial maturity data:

1
L=
l1+exp—(A+B=L)

where PL is the proportion of individuals that are mature at each interval of length (L) and
A and B are the model parameters.

Data analysis

Differences among species in LWR data were determined by calculating the confidence
intervals for Parameter b (b=3.0 versus b#3.0), while the Kr data for the species were com-
pared with a non-parametric Kruskal-Wallis (K-W) analysis of variance. The sex ratio for
each species was analyzed using the chi-square test (X?, p<0.05) to determine whether or
not the observed ratio fit the expected (1:1) ratio. All analyses were performed using the R
Statistical Software package (R Development Core Team 2013).

Results

A total of 918 specimens of three species of the genus Tlaloc were analyzed (Table 2):
501 T0 hildebrandi individuals (333 females, 168 males); 165 T. candalarius individuals
(48 females, 117 males); and 229 T. labialis individuals (93 females and 136 males).

Length-Weight Relationship

The estimates of the parameters a and b for the LWRs, the coefficient for the determi-
nation of r*, and the confidence intervals (95%) for a and b are presented in Table 2. The
LWR. data were compared among the three species and between the sexes (males versus
females) within each of the species of interest. For T. hildebrandi and T. labialis, Parameter
b was higher than 3.0, thus indicating positive allometric growth, with no difference be-
tween sexes. In T candalarius, the b parameter differed between males (positive allometric)
and females (isometric) (Table 2).

62



68 M.d.J. Anzueto-Calvo et al.

Relative Condition Factor

The average Kr values differed significantly among species (K-W= 47.894, p<0.001;
Figure 2). The highest values were recorded for I. candalarius (Kr=1.04; Standard Error,
SE, 0.009) and T hildebrandi (Kr=1.03, SE=0.006), while the lowest value was found for
T labialis (Kr=0.97; SE=0.008).

Sex ratio

Of the T. hildebrandi specimens analyzed, 66.47% were females, corresponding to a
ratio of 1:1.98 (males: females), which was significantly different from the expected 1:1
ratio (X*=27.255, p<0.001). For I' candalarius, 70.91% of the specimens captured were
male, giving a ratio of 1:0.41 (males: females), which was significantly different from 1:1
(X*=14.225, p<0.001). For T. labialis, slightly more males (59.39%) than females were
sampled, giving a sex ratio of 1:0.68 (males: females), which was not significantly different
from 1:1 (X*=3.702, p=0.054).

Gonadosomatic Index

The GSI values for females of the three Tlaloc species of interest were higher during
the dry season (Figure 3; K-W=p<0.001 for between-season comparisons within each

Table 2. Length-Weight Relationship (LWR) parameters for the three species of the genus Tlaloc,

Species Sex N Min Max a Clh (I}CI- {a) b Clh {h-]CI' by r*

T. hildebrandi F 333 1.7 11.1 0.014 0013 0.015 3.167 3.134 3200 0991
M 168 1.8 109 0012 0011 0014 3247 3.196 3.297 0989
FM 501 1.7 11.1 0013 0.013 0.014 3195 3.168 3221 0991
T. candalarius F 48 32 8.0 0025 0021 0031 2972 2852 3092 0981
M 117 1.5 8.8 0017 0015 0019 3.176 3.099 3253 0983
F/M 188 1.5 8.8 0017 0.016 0.019 3.165 3.106 3225 0983
T labialis F 93 1.8 6.1 0013 0.012 0015 3289 319 3389 0979
M 136 2.5 4.8 0012 0.011 0015 3326 317 3483 0929
FM 229 1.8 6.1 0013 0012 0014 3327 3254 3399 0973

FE, females; M, males; F/M, both sexes; N, number of individuals; Min. and Max., mininmium and maxinm standard

length (cm); a and b, LWR parameters; CI,_ fa), CI_ {a), and CI,_b), CI_ (b), lower and upper 93% confidence
intervals for a and b, respectively; ¥, coefficient nfy determination.

L4 4
= 1,02
o
g
= 0,98
quﬁ J
0,94 4
0,92 T T 1

T. candalorius T. hildebrondi T. lnbialis

Figure 2. Average Relative Condition Factor (Kr) values for the three species of interest of the genus
Tialoc. The vertical line indicates 1 = Standard Error (SE).
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species). In addition, the average GSI values differed significantly among the three species
(K-W=p=<0.001), with T_ labialis showing lower investment in reproduction than the other
two species (Figure 3).

Fecundity

The absolute and relative fecundity values based on data from 124 female specimens
of the three species are provided in Table 2. The mean diameter of the hydrated oocytes
was significantly different among the three species (H=37.51; p<(0.0001) with higher values
for T. labialis (1.69 mm) and T candalarius (1.42 mm) than for T. hildebrandi (1.05 mm).
There were significant positive relationships between fecundity and standard length and
weight (p<0.0001 in both cases). The regression models conducted for the three species
are presented in Table 3.

Table 3. Mean fecundity, interval (Min = minimum, Max = maximum), and ococyte diameter values
for fernales of three species of the genus Tlaloc sampled.

T. candalarius T. hildebrandi T. labialis
(N=44) (N=49) (N=32)
Average fecundity 344.36 (SE=19.48) 1099.06 (SE=124.48) 394.45 (SE=27.52)
Fecundity interval (Min-Max) 82-605 352-4393 115-830
Relative fecundity 99.19 289.07 179,13
Oocyte diameter (mm) 1.42 (SE=0.48) 1.05 (SE=0.39) 1.69 (SE=0.56)
Fecundity-length relationship ~ y=8.5158x - 1093  y=41214x- 1672.8 y=16.277x - 382.26
WValues for r, B, and level =0.64, R2=0.4135, r=0.72, R2=0.5153, r=0.75, R2=0.5618%,
of significance (P) p=0.0001 p=<0.0001 p=<0.0001
Fecundity-weight relationship  ¥=33.991x + 209.17 y=114.05x + 266.84 y=095.621x +162.12
Values forr, R2, and P =057, R2=0.3305, =0.82, R2=0.6803, R2=0.5461,
p<0.0001 p=<0.0001 =0.74, p=0.0001
SE, standard ervor
0
6,00
g so0
E
= 400
-
3,00
2,00
, M
.00
T candalari T kidaehrarmd T labialis

m Diry season = Ramy season

Figure 3. Average Gonadosomatic Index (GSI) values for the three species of the genus Tlaloc. The
vertical line indicates 1 + Standard Error (SE).
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Size at First Sexual Maturity

The L, for T candalarius was 5.82 cm SL, with parameters a=-6.9544, b=0.1199, and
r*=0.35. The L., for T hildebrandi was 5.52 cm SL, a=-7.8809, b=0.1438, and r*= 0.60.
The L., for T labialis was 4.10 cm SL, with parameters a=-14.74, b=0.3590, and r*=0.74
(Figure 4).

Mature ratio

T T T
24 42 LY L ano

e
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Slﬂ 1:ﬂ :In !:ﬂ
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Figure 4. Size at First Sexual Maturity (L,,) of A) T candalarius, B) T. hildebrandi and C) T. labialis
in the state of Chiapas, Mexico.
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Discussion
Somatic indices

The LWR and somatic condition factor are descriptors of great interest in the study of
fish population ecology, as they provide fundamental information on growth strategies, nu-
tritional status, and reproduction (Cifuentes et al. 2012; Neumann et al. 2012). The value
of the b parameter in the LWR (W = aL®) generally ranges from 2.5 to 3, and it describes
whether the pattern of growth is negative allometric (<3), isometric (=3), or positive allo-
metric (>3). In an isometric growth pattern (b=3), small specimens have the same shape
and condition as large specimens (Froese 2006). The most significant finding of the present
study in terms of these somatic indicators was that (with the exception of T! candalarius
females), both sexes of all three species present positive allometric growth (b=3.0), which
indicates a greater proportional gain in weight than in length (Froese 2006). Isometric-type
growth (i.e., weight and length increase proportionally) was found only for T! candalarius
females (b=3.0). Length-weight relationship values in fish are affected by many factors,
including habitat, seasonality, sex, diet, and type and time of preservation (Froese 2006;
Karachle and Stergiou 2008; Anzueto-Calvo et al. 2017). The sex difference in LWR in T0
candalarius may be associated with the low number of females sampled, given that, on
average, their LWR. values were less than half of those obtained for the males sampled
(Table 1). Differences in LWR values are frequently the product of numerically unrepre-
sentative samples (Carlander 1969; Froese 2006).

An additional biometric tool is the Kr, which was derived from the LWR (Le Cren 1951)
and reflects physical and biological circumstances and the fluctuations in growth that occur
due to the interactions among feeding conditions, parasitic infections, and physiological fac-
tors (Le Cren 1951). It also indicates changes in food reserves and is therefore an indicator
of the general condition of fish (Froese 2006; Neuman et al. 2012). The highest Kr values
recorded in the present study show that T7 candalarius and T, hildebrandi are more robust
(Kr=1) than T_ labialis (Kr<1), suggesting superior somatic condition in these species. Tlaloc
labialis also presented the lowest values for size, with a maximum standard length of 6.1 mm
compared to 8.8 mm and 11.1 mm in T. candalarius and T hildebrandi, respectively. Fish
are assumed to be in generally good condition when Kr values are near 1 (Jisr et al. 2018).

Life history parameters

High GSI values are generally related to reproductive activity and coincide with the
presence of mature gonads, while low GSI values are associated with periods of rest or
low reproductive activity (Saborido-Rey 2014). The average GSI values of the females of
the three Tlaloc species sampled differed significantly between the rainy and dry seasons
of the year, with higher values during the dry season (February—May), suggesting greater
reproductive activity. Burt et al. (1988) proposed that multiple spawning and prolonged
breeding seasons in fishes were associated with environments with less seasonal variation
and smaller fish body sizes and predicted that tropical fishes were more likely to be multiple
spawners than temperate species. Our findings for Tlaloc species and other studies on pro-
fundulid fishes (Velazquez-Velazquez et al. 2007) indicate that the reproductive period be-
gins in the month of February, peaks between March and April, and extends until the month
of June, before ceasing completely with the beginning of the rains and the consequent drop
in temperature (Velazquez-Velazquez et al. 2007). Defining the reproductive period for a
fish species usually requires some degree of morphological interpretation, including choos-
ing between the use of the gonad maturity scale (macroscopic analysis) or the oocyte ma-
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turity scale (microscopic analysis). Although microscopic analysis provides a better un-
derstanding of the entire reproductive cycle, it is substantially slower, more expensive, and
more difficult to apply with highly diverse fish communities (Fontoura et al. 2018).

Fecundity is an important life-history parameter in fish, as it is one of the major com-
ponents of their fimess (Endler 1986). Fecundity may increase with increasing body size,
vary within and among species, and ditfer among seasons (Wootton 1990). Here, we found
that fecundity was positively correlated with length and body weight, although T. hilde-
brandi presented much higher mean and absolute fecundity values than 7! labialis and T.
candalarius. This relationship has also been observed in several Cyprinodontiformes
species (Reznick and Miles 1989; Gongalves et al. 2011; Schalk et al. 2014) and other
freshwater fish species (Lowe-McConnell 1975).

As fish of the family Profundulidae present little secondary sexual dimorphism, the sex
ratio was evaluated via the direct observation of the gonads. Only T labialis presented a
sex ratio similar to 1:1, while T. candalarius had a female-biased sex ratio and T7 hilde-
brandi had a male-biased ratio. In contrast to our results, Velizquez-Veldzquez and Schmit-
ter-Soto (2004) estimated an equal sex ratio (1:1) . hildebrandi. Calculating the sex ratio
provides information that is useful for understanding population dynamics in fish species
(Vazzoler 1996), as similar proportions of males to females maximize the effective size of
the population (Caughley 1994). The causes and implications of variations in the proportion
of males to females may depend on numerous ecological and evolutionary processes.
Skewed proportions of males to females may be the product of skewed proportions at birth,
sex-differential juvenile and/or adult mortality, different maturation times in each sex, and
sex differences in dispersal (Szekely et al. 2014). Sex determination in fish refers to the
genetic process that establishes the sex of an organism (Bahamonde et al. 2013), for this
group it is unknown if sex determination exists. Deviations in the sexual ratio can be due
to various environmental factors, for example, changes in water temperature or pH, salinity,
photoperiod, and population density, among others (Enriquez-Valencia et al. 2022).

Scientific reports on sexual maturity in fish of the family Profundulidae are scarce.
Here, we found that T_ labialis females reach sexual maturity at a smaller size (L, ) than T
candalarius and T. hildebrandi females (41 mm versus 58.23 and 55.22 mm SL, respec-
tively). These differences in size at first sexual maturity may be advantageous for T” labialis,
as maturation at a smaller size means higher levels of offspring production throughout an
individual’s lifespan.

Life strategies

Winemiller and Rose (1992) identified three life history strategies in freshwater fish -
opportunistic, equilibrium, and periodic - which represent trade-offs among the basic de-
mographic parameters of fecundity, survival, and onset and duration of reproduction. An
opportunistic life strategy is characteristic of small-sized species with low juvenile survival
that mature at an early age and are associated with habitats with frequent and intense dis-
turbances (Winemiller 1989; Winemiller and Rose 1992). The results of our study that the
three species of the genus Tlaloc studied here had characteristics that fit this general de-
scription: they are small-sized fish (61-111 mm SL), and females reached sexual maturity
at small sizes. Furthermore, they are fractional or partial spawners (evidenced by the pres-
ence of both immature and mature cocytes). Based on these characteristics, we suggest
that the three species of the genus Tlaloc present an opportunistic life strategy, as is frequent
in many species of the order Cyprinodontiformes (Winemiller 1989; Winemiller and Rose
1992; Schalk et al. 2014).
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Conclusions

The life history information generated by the present study provides important basic
biological data to inform future research and development of ex situ conservation pro-
grams. This is particularly urgent for species under conservation threat, such as T. hilde-
brandi, which is currently recognized as threatened (Semarnat 2010; Schmitter-Soto and
Vega-Cendejas 2019). This is a situation very similar to that observed for T. portillorum,
a species endemic to Honduras (Central America) and which is threatened with extinction
(Lyons and Matamoros 2020). In sum, the present study represents the first contribution
to knowledge on the reproductive biology of T. labialis and T. candalarius. It also rep-
resents one of the first efforts to advance our understanding of the natural history of the
species that inhabit the small tributaries of the mid basin of the Grijalva River in southermn
Mexico.
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vironment and Natural Resources (SEMARNAT).
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ABSTRACT

Tlaloc hildebrandi is a small (<130 mm) freshwater fish endemic to Southwest Mexico and is
listed as endangered through habitat loss and invasive species. We determine and compare the
parameters of the length-weight relationship, relative weight, and condition factor among
different populations of the endemic killifish, T. hildebrandi. Fulton's condition factor (K,
relative weight (Wr), and the length-weight relationship were estimated for throe killifish
populations throughout its distribution range in the highlands of Chiapas, México. Tha Wr
was significantly lowest in fishes whera there are higher anthropogenic activities. The somatic
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indexes and the length-weight relationships for T. hildebrand’ are hereby published for the first
time in both the scientific literature and databases, such as Fishbasa.

Tlaloc hildebrandgi (Miller, 1950), known as Chiapas killi-
fish, is a freshwater fish endemic to highlands of
Chiapas, Mexico. This species is listed as threatened
by IUCN and Mexican law in the endangered category
[1,2] due to its low abundance and confined distribu-
tional range [3]. Recently, this species has been subject
to environmental pressures due to habitat alterations
in the Grijalva River basin produced by urban growth in
the valley of San Cristébal de Las Casas, Chiapas.
Nonetheless, new populations have been recently dis-
covered in the upper reaches of the high Usumacinta
River in Chiapas, México [4].

Corporal indices have been used widely for fisheries
management, conservation, and biomonitoring of
environmental stress on fish health. Most commonly
used are somatic indexes such as condition factor (CF),
relative weight (RW), and length-weight relationship
(LWR) [5,6]. Thus, this study aimed to determine and
compare the parameters of the length-weight rela-
tionship, relative weight, and condition factor among
different populations of the endemic killifish,
T. hildebrandi, through its distribution range, in order
to enhance the conservation of this genetic resource.

Fish samples were collected in 18 localities of three
populations [7], two populations belonging to the
Grijalva basin (The Valley of San Cristébal and The
Chenalhé River basin), and one from the Usumacinta
River (Ocosingo) [Figure 1], from December 2014 to
August 2017. In the field, specimens were fixed in
a 109 formaldehyde solution, stored for 2 days, and
then transferred to a 70% ethanol solution for final

preservation. The standard length (mm) and weight
{g) measurements were taken from all the specimens
of each population.

The fish length-weight relationships were consid-
ered to be allometric growth models. The LWR was
determined for each population and all specimens
using the allometric equation [8]. Relative weight was
calculated for each fish as Neumann et al. [9]. Fulton’s
condition factor (K) was calculated using the equation
of Fulton [10].

Since our data did not follow the assumptions for
parametric measurement, a Kruskal-Wallis was imple-
mented in order to test for significant differences
between the different populations for both somatic
indexes: Wr and K. The statistical significance level of
the coefficient of determination (r2) and 95% confi-
dence intervals (95%Cl) of a and b in the LWR relation-
ships were also estimated [11]. All analyses were
performed with the use of the statistical software
R 3.0.2 [12] using the *CAR" package [13].

A total of 632 fish individuals were collected (scien-
tific collection permit: 5GPA/DGVS/00488/16). The
population name, sample size (n), minimum and max-
imum standard length, intercept a, slope b, 95% con-
fidence intervals of g and b, and coefficient of
determination (r2) are summarized in Table 1. The
LWR relationship for the Chiapas Ekillifish along
assessed populations, showed a positive allometric
growth (b = 3.156) (LLb = 3.134, Ulb = 3.178).
However, the separate analysis of the three popula-
tions showed significant variations in the value of b;
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Figure 1. Localities of fish sampling Tlaloc hildebrandi in Chiapas, Mexico.

Table 1. Parameters of the length-weight relationship of T. hildebrandi in three populations the highlands of Chiapas, México.

Population n Min Max a LL{a) UL(a) b LL(b) UL(b) P

Chenalhé 338 12 1.1 0.014 0.014 0.015 3.198 3.176 322 0.99%
Ocosingo 167 1.7 a1 0.02 0.017 0023 2904 2.797 3.012 0945
San Cristdbal 127 1.7 108 0.013 0.012 0.014 3.193 3181 3.234 0.995
All 632 12 111 0.015 0.014 0.015 3.156 3134 3.178 0.992

Maximal standard length (cm); W. Min-Max = minimal and maximal weight (a); @ and b = length-weight relationship parameters; IC (a) and IC
(b) = confidence intervals at 95% of a and b; ¥ = coefficient of determination.

the parameter b ranged from 2.904 (isometric growth)
(Ocosingo) to 3.198 and 3.193 (positive allometric
growth) (Chenalh6 and San Cristobal, respectively).
All relations were statistically significant (P < 0.001),
with high r2 values ranging from 0.945 (Ocosingo) to
0.996 (Chenalhd) [Table 1].

The average relative weight (Wr) for all combined
populations was 1.00 (SD = 0.19); with the San
Cristobal population having the lowest average value
(0.96, SD = 0.13), while the highest average value was
found in the Ocosingo population (1.02, SD = 0.32)
[Table 2]. Significant differences were found in the
relative weight between populations (H = 22.695,
P < 0.0001).

Futon’s condition index (K) for all combined popu-
lations has an average value of 1.88 = 0.36, with the
lowest average value for the Ocosingo population
(1.82 £ 0.52) and the highest average value for the
San Cristébal population (1.94 + 0.22) [Table 2].

Table 2. Values of the relative weight (Wr) and the index of
condition Fulton (K) of T. hildebrandi in three populations of
different municipalities of the highlands of Chiapas, México.

Population n Wr SD (Wr) K (SD) K
Chenalhé 338 1.00 0.12 1.89 030
Ocosingo 167 1.02 032 1.82 052
San Cristobal 127 0.96 0.09 194 022
All 632 1.00 0.19 138 036
n = number of individuals; 5D = standard deviation.

Significant differences were found among the com-
pared populations in the condition factor
K (H = 45.065, p < 0.0001).

Condition indices provide a useful assessment of the
plumpness and physiological well-being of fishes. Such
indices provide an indirect means of evaluating ecolo-
gical relations and the effects of various management
strategies [14]. In addition, the corporal indices have
been commonly used for biomonitoring of environ-
mental stress on fish health [15-17]. In this study, Wr
was significantly lowest in fishes from San Cristébal
where there are higher anthropogenic activities [3].
These Wr values cannot be related to fish sex or repro-
ductive processes because the fish samples were col-
lected in different periods. Data collected throughout
the sampling period are not representative of
a particular season. Therefore, the estimated parameters
Wr should be treated as mean annual values. Although
our study has not investigated the influence of environ-
mental stress on T. hildebrandi, the lowest values of Wr
in fish from San Cristobal could be related to a higher
presence of environmental stressors (sewage water,
parasites, and invasive species, among others) [3]. The
introduction of invasive alien species has been docu-
mented in San Cristobal (Micropterus saimoides,
Oncorhynchys mykiss, Cyprinus carpio); further risk fac-
tors related to urban growth induded sewage pollution
of streams, as well as habitat destruction (lakes dried up
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for house construction or maize culture), fragmentation
(dams), and modification {(destruction of riparian vege-
tation, garbage accumulation, silting) [3]. Despite the
above, there is still little literature related to the physi-
cal-chemical parameters of water for the other two sites
(Chenalh¢ and Ocosinga). However, some parameters
documented in the Chenalhd River indicate a better
quality of water at this site [18].

The spatial variation in the type of growth (b), as
well as the significant difference in the value of weight
and condition factor of the Chiapas Killifish
(T. hildebrandi), could be influenced by multiple factors
both biotic and abiotic related to the temperature, sex,
season, stage of maturity, stomach content, competi-
tion, food availability, habitat quality and human per-
turbation among other factors [19,20].

The values of g and b for the three populations in
this study were within the limits reported by Froese [5],
although these parameters varied significantly among
the populations studied. We recorded that the expo-
nent & values were higher than 3 (b > 3) in two popula-
tions (Chenalhd and San Cristébal); thus, both
populations could be categorized as populations dis-
playing an allometric positive growth pattern, while
the population of Ocosingo exhibited an isometric
growth pattern (b = 3). LeCren [21] pointed out that
intraspecific variations in the length-weight relation-
ship might be because of variations in ecological con-
ditions of habitats and physiology or either of them,
which were not considered in the present study.

Finally, our study provides an estimate of somatic
indices and length-weight relationships for
T. hildebrandi, and these results are published for the
first time in both the scientific literature and databases,
such as Fishbase [22]. This information has very interest-
ing implications for the conservation efforts in the fresh-
water fish diversity in regions of scarce information with
high conservation priority, such as the Chiapas high-
lands basins. Endemic taxa may become extinct before
population-level studies are completed, but such stu-
dies should form part of the basis for any conservation
program. Due to the low genetic diversity of
T. hildebrandi [7], it is necessary to establish ex situ
reproductive stocks as a first step in the conservation
of its genetic diversity. This, along with in situ strategies,
will allow for the persistence of the species. Particular
conservation efforts should be directed to the popula-
tion of 5an Cristobal (Amarillo subbasin) due to strong
environmental pressure, low catches per unit of effort (a
small population size), and low genetic flow with the
rest of the populations.
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IX. DISCUSION GENERAL

Se ha documentado de una manera considerable, avances en el conocimiento de la taxonomia,
ecologia y conservacion de los profunddlidos (Milller, 1955; Veldzquez-Velazquez &
Schmitter-Soto, 2004; Beltran-Lopez et al., 2021; Morcillo et al. 2016; Dominguez-Cisneros
et al.,, 2023; Soria-Barreto et al., 2023; Calixto-Rojas et al., 2021); sin embargo el
conocimiento de la edad y aspectos de historia de vida, para este grupo, es escaso, siendo una
parte integral y necesaria en los estudios poblacionales de peces, por la utilidad en la
evaluacion de la dinamica poblacional, tales como el crecimiento, mortalidad y reclutamiento
(Ruiz-Campos et al., 2019), asi como estudios que describen los compromisos asociados a la
distribucién de energia entre las funciones vitales de crecimiento, mantenimiento y

reproduccion (Lev & Yampolsky, 2001).

9.1 Edad y crecimiento de las especies mexicanas del género Tlaloc

El tipo de crecimiento encontrado para las especies mexicanas del género Tlaloc fue
alométrico positivo, estos resultados se comportan dentro de los limites reportados por Froese
(2006), y coincide con Cruz Maza (2018), para T. hildebrandi, y Anzueto-Calvo et al. (2017)
y Aguilar-Decelis (2023), para T. candalarius y T. labialis respectivamente. La variacion de
este parametro, registrado por Anzueto-Calvo et al. (2022), en una poblacion de T.
hildebrandi, esta en funcién de diversas condiciones ecoldgicas y bioldgicas, como la
disponibilidad de alimento, la tasa de alimentacién, el desarrollo gonadal y el periodo de
desove (Bagenal & Tesch, 1978). La variacion en T. labialis, reportada por Velazquez-
Veldzquez et al. (2015), se considera que es debido a muestras no representativas
numéricamente o0 a especies particulares que presentan cambios morfoldgicos notables
durante su ontogenia (Froese, 2006).

Este estudio es el primero en utilizar anillos anuales de otolitos sagitta, en las especies
mexicanas del género Tlaloc, para analizar la edad y el crecimiento en una zona subtropical.
Se describe una relacién lineal entre el radio total del otolito (RT) y la longitud del pez (LP),
al igual que en escamas del ciprinodéontido Fundulus lima (Ruiz-Campos et al., 2019). Se
confirma la periodicidad anual en la formacion de anillos en el otolito sagital de T.

hildebrandi, también se observa en otras especies de muchos teledsteos (Jones, 1986). En
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muchas especies de peces 6seos, el analisis de tipo de borde de los otolitos sagitales ha
mostrado un fuerte ciclo estacional en la formacion de anillos, correspondiente a una zona
opaca y una zona translicida por afio. Para T. hildebrandi, T. candalarius y T. labialis, el
momento de formacidn de la zona transldcida coincidio con la disminucion de la temperatura
del agua, muy similar a lo que Beckman & Wilson (1995) reportan en un periodo invernal
(otofio-invierno).

Se registraron hasta siete afios de edad mediante la lectura de los otolitos en las especies
mexicanas del género Tlaloc. Los otolitos han sido empleados como estrucutras duras para
la estimacidon del tamafio en los peces, mediante la tecnica de retrocalculo (Hare & Cowen,
1995). Se considera que el fendmeno de Lee (Ricker, 1975; 1992; Quist et al., 2012; Shoup
& Michaletz, 2017), influy6 en las diferencias de las longitudes retrocalculadas en estas
especies. La constante de crecimiento de von Bertalanffy; (k), es uno de los parametros de
crecimiento, esencial para el desarrollo de programas de gestion de recursos y ecosistemas
(Froese & Pauly, 2000; Gubiani et al., 2012). Las especies T. candalarius y T. labialis
presentaron valores de k que corresponde a especies con un tipo de crecimiento ligeramente
lento, mientras que T. hildebrandi muestra un crecimiento intermedio. De acuerdo con Liu
et al. (2022) especies con valores de k entre 0.20 a 0.50 son especies de crecimiento rapido
y valores entre 0.05 a 0.10 son especies de crecimiento lento. La demografia basada en la
edad es fundamental para la gestion de las poblaciones de peces silvestres. Las estimaciones
de la edad de los individuos pueden determinar las tasas de cambio en parametros clave del
ciclo de vida. Estas caracteristicas basadas en la edad son cruciales para el andlisis de la
viabilidad poblacional de especies en peligro de extincién y para el desarrollo de estrategias
de conservacion (Jensen et al., 2009; Hasler et al., 2011; Cooke et al., 2012).

10.2 Historias de vida de las especies del género Tlaloc

Como parte de los indices somaéticos, el tipo de crecimiento de las especies mexicanas del
género Tlaloc, presentaron alometria positiva, en el analisis que incluyé machos y hembras,
lo que indica una mayor ganancia proporcional en peso que en longitud (Froese, 2006), sin
embargo, solamente en las hembras de T. candalarius, se presentaron valores de isometria,
se considera que esta diferencia se debe a que los valores de la relacion longitud-peso en los
peces se ven afectados por muchos factores, incluyendo el habitat, la estacionalidad, el sexo,

la dieta y el tipo y tiempo de preservacion (Froese, 2006; Karachle & Stergiou, 2008;
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Anzueto-Calvo et al., 2017), pero también puede estar asociada con el bajo numero de
hembras muestreadas, dado que, en promedio, sus valores de LWR fueron menos de la mitad
de los obtenidos para los machos muestreados, y de acuerdo a Carlander (1969) y Froese
(2006), las diferencias en los valores de LWR son frecuentemente el producto de muestras

numéricamente no representativas.

De acuerdo con los valores de Kr, las condiciones de los peces mexicanos del genero Tlaloc,
son buenas (valores cercanos a 1), sin embargo, la diferencia del valor de Kr entre especies
se atribuye a la forma mas robusta de T. candalarius y T. hildebrandi, en comparacion a T.
labialis, esta especie presento el valor mas bajo de este parametro. Este parametro refleja las
circunstancias fisicas y bioldgicas, asi como las fluctuaciones en el crecimiento que ocurren
debido a las interacciones entre las condiciones de alimentacion, las infecciones parasitarias

y los factores fisioldgicos (Le Cren, 1951).

Los valores més altos del IGS de las especies mexicanas del género Tlaloc, se presentaron
en la temporada de estiaje, con una diferencia significativa con relacion a la temporada de
lluvias. Estos resultados concuerdan con Velazquez-Velazquez et al. (2007) para T
hildebrandi. Se plantea que estas especies poseen una mayor actividad reproductiva al
abarcar ambas temporadas, de acuerdo con Burt et al. (1988) el desove multiple y las
temporadas reproductivas prolongadas en los peces se asociaban con ambientes con menor
variacion estacional y peces de menor tamafio corporal, también consideran que los peces

tropicales tienen mayor probabilidad de desoves multiples que las especies templadas.

Se observo una correlacion positiva entre la longitud y el peso corporal, de las especies
mexicanas del género Tlaloc. La fecundidad media y absoluta méas alta se present6 en T.
hildebrandi, se considera que es debido a que fueron peces de mayor tamafio; de acuerdo con
Wootton (1990), la fecundidad puede aumentar con el incremento del tamafio corporal, variar
dentro y entre especies, y diferir entre estaciones. Esta relacion también se ha observado en
varias especies de Cyprinodontiformes (Reznick & Miles, 1989; Gongcalves et al., 2011,
Schalk et al., 2014) y otras especies de peces de agua dulce (Lowe McConnell, 1975).

La proporcion sexual de T. candalarius y T. hildebrandi fue diferente a 1:1, Gnicamente T.

labialis registro una proporcion sexual similar a 1:1. Las proporciones sesgadas de machos
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y hembras pueden deberse a proporciones sesgadas al nacer, mortalidad juvenil y/o adulta
diferencial segun el sexo, diferentes tiempos de maduracion en cada sexo y diferencias

sexuales en la dispersion (Székely et al., 2014).

Para este estudio se reporta que las hembras de T. labialis alcanzan la madurez sexual a una
talla menor (L50) que las hembras de T. candalarius y T. hildebrandi, estas diferencias de
tamafo en la primera madurez sexual pueden ser ventajosas para T. labialis, ya que la
maduracion a un tamafio menor implica una mayor produccion de crias a lo largo de la vida.
De acuerdo con Gulland (1971), Csirke (1980) y Garcia-Alberto (2010) la talla de madurez
varia en funcion del tiempo, el ambiente y la presion pesquera, como una estrategia
reproductiva (Gulland, 1971; Csirke, 1980; Garcia-Alberto, 2010).

En este estudio sugerimos que las tres especies mexicanas del género Tlaloc presentan una
estrategia de vida oportunista, como es frecuente en muchas especies del orden
Cyprinodontiformes (Winemiller, 1989; Winemiller & Rose, 1992; Schalk et al., 2014). Una
estrategia de vida oportunista es caracteristica de las especies de pequefio tamafio con baja
supervivencia juvenil, que maduran a una edad temprana y se asocian a hébitats con
perturbaciones frecuentes e intensas (Winemiller, 1989; Winemiller & Rose, 1992). Los
resultados de nuestro estudio indican que las tres especies del género Tlaloc estudiadas aqui
presentaron caracteristicas que se ajustan a esta descripcion general: son peces de tamafio

pequefio (61-111 mm LE) y las hembras alcanzaron la madurez sexual a tamafios pequefios.
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X. CONCLUSIONES GENERALES

La informacion presentada en este estudio evalua las variaciones relacionadas con los indices
somaticos, la reproduccién y la edad y crecimiento de las especies mexicanas del género

Tlaloc, que nos permite sugerir algunas de las conclusiones mas importantes:

El tipo de crecimiento encontrado para las especies mexicanas del género Tlaloc fue
alométrico positivo, lo que indica una mayor ganancia proporcional en peso que en longitud.

Se registraron hasta siete afios de edad mediante la lectura de los otolitos en las especies
mexicanas del género Tlaloc. Este estudio es el primero en utilizar anillos anuales de otolitos
sagitta, en las especies mexicanas del género Tlaloc, para analizar la edad y el crecimiento.
Se describe una buena relacion lineal entre el radio total del otolito y la longitud del pez y se
confirma la periodicidad anual en la formacion de anillos en el otolito sagital de T.
hildebrandi.

De acuerdo con la constante de crecimiento de von Bertalanffy, (k), las especies T.
candalarius y T. labialis presentaron un tipo de crecimiento mas lento que el de T.
hildebrandi. Estas caracteristicas basadas en la edad son cruciales para el analisis de la
viabilidad poblacional de especies en peligro de extincién y para el desarrollo de estrategias

de conservacion.

Las condiciones de los peces mexicanos del género Tlaloc, son buenas con valores de Kr

cercanos a 1.

Los valores més altos del IGS de las especies mexicanas del género Tlaloc, se presentaron

en la temporada de estiaje.

La fecundidad media de T. candalarius fue de 344.36 (error estandar= 19.48), de T. labialis
fue 394.45 (27.52) y T. hildebrandi 1099.06 (124.48), esta Ultima también presentd la
fecundidad absoluta mas alta, se considera que es debido a que fueron peces de mayor

tamafo.
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La proporcién sexual (macho: hembras) fue de 1:1 solamente en T. labialis mientras que en
T. candalarius y T. hildebrandi se registr6 una proporcién sexual de (1:0.41 y 1:1.9,

respectivamente).

Los resultados de este estudio y su andlisis nos permiten concluir que la estrategia de historia
de vida adaptativa, para las tres especies mexicanas del género Tlaloc es la estrategia de vida

oportunista, la cual es muy frecuente en muchas especies del orden Cyprinodontiformes.

Esta informacidn sobre historia de vida generada por el presente estudio proporciona datos
bioldgicos basicos importantes para fundamentar la investigacién y el desarrollo futuros de
programas de conservacion ex situ de estas especies; una de ellas (e.g. T. hildebrandi)
protegida en leyes nacionales e internacionales y que fungen como controladores bioldgicos
de insectos vectores de enfermedades epidemioldgicas comunes en Chiapas, al ser

consumidores de larvas de insectos.

Este estudio representa una de las primeras contribuciones al conocimiento de la biologia
reproductiva de T. labialis y T. candalarius. También representa uno de los primeros
esfuerzos para avanzar en la comprension de la historia natural de las especies que habitan

los pequerios afluentes de la cuenca media del rio Grijalva en el sur de México.
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