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Dedicatoria

A mis abuelos, quienes fueron los pilares fundamentales de mi vida, impulsandome a
seguir mis suefios y ensefiandome a no rendirme, sin importar las circunstancias.
Ellos fueron el motor que me dio la fuerza necesaria para enfrentar los momentos
mas dificiles, iluminando mi camino con su sabiduria, su amor incondicional y su
ejemplo de vida.

De mis abuelos aprendi que la vida no es siempre sencilla; nos enfrenta con desafios
inesperados y nos golpea con pruebas para las que muchas veces no estamos
preparados. Sin embargo, ellos me ensefiaron que, incluso en las situaciones mas
complicadas y dolorosas, hay lecciones que debemos tomar con humildad. Me
inculcaron la importancia de aprender de los errores y no cometerlos nuevamente, de
escuchar y valorar los consejos que la experiencia de otros nos brinda, y de entender
gue esos consejos, por simples que parezcan, tienen el poder de transformar por
completo el rumbo de nuestra vida. Ellos me mostraron que el trabajo duro, el
esfuerzo constante y la dedicacion siempre traen su recompensa, y que la verdadera
rigueza no estd en los bienes materiales, sino en el conocimiento, que es la
herramienta mas valiosa que podemos adquirir.

Mis abuelas, por su parte, me ensefiaron a valorar el amor hacia lo que hacemos
como una de las cualidades mas preciosas que tenemos como seres humanos. De
ellas aprendi que, sin importar si los dias son buenos o malos, debemos recibir cada
dia con una sonrisa y una actitud positiva, y hunca perder de vista nuestros suefios y
anhelos. Me mostraron la importancia de mirar siempre hacia el futuro con esperanza
y determinacion, en lugar de detenernos a lamentar lo que quedo en el pasado.
También me inculcaron un profundo amor y respeto por la naturaleza, recordandome
gue, al protegerla y cuidarla, no solo garantizamos nuestra supervivencia, Sino
también nuestra paz interior. Ellas me ensefiaron a vivir en armonia con Dios, a
comprender que somos parte de un todo mas grande y que amar nuestro planeta es
también amarnos a nosotros mismos y Dios.

Mis abuelos y abuelas no solo fueron maestros de vida, sino también mi mayor
fuente de inspiracion. A través de sus historias, sus consejos y su ejemplo, me
mostraron el camino hacia la resiliencia, la gratitud y el compromiso con lo que
verdaderamente importa. Gracias a ellos, aprendi que la vida, con todos sus
altibajos, es un regalo que debemos valorar y que siempre hay motivos para seguir
adelante con fe, esperanza y valentia.
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RESUMEN

La familia Profundulidae (Miller et al., 2005; Nelson, 2006) constituye uno de los linajes
menos diversos dentro del orden Cyprinodontiformes, un grupo de peces ampliamente
distribuido en ecosistemas dulceacuicolas de América Central. Dentro de esta familia,
se reconocen dos géneros: Profundulus y Tlaloc (Mocillo et al., 2016).
Especificamente, el género Tlaloc comprende cuatro especies descritas hasta la
fecha: Tlaloc labialis (Gunther, 1866), T. candalarius (Hubbs, 1924), T. hildebrandi
(Miller, 1950) y T. portillorum (Matamoros y Schaefer, 2010). No obstante, recientes
estudios han cuestionado la validez taxondmica de algunas de estas especies,
destacando la complejidad de las relaciones filogenéticas y evolutivas dentro del
género. Particularmente, investigaciones como la de Mocillo et al. (2016) sefialaron
una baja distancia genética y molecular entre T. labialis y T. candalarius, sugiriendo
gue ambas especies podrian representar un unico taxon, lo cual abriria la posibilidad
de su sinonimizacion. Este hallazgo pone en evidencia la necesidad de reevaluar los
criterios taxonomicos empleados y explorar herramientas complementarias para la
delimitaciéon especifica. En este contexto, los caracteres morfoldgicos, y en particular
la anatomia del esplacnocraneo, emergen como una fuente valiosa de informacion
gue puede esclarecer estas interrogantes. El presente estudio tiene como objetivo
principal analizar de manera detallada las caracteristicas anatomicas del
esplacnocraneo en el complejo T. labialis—T. candalarius, con el propoésito de
determinar si estas estructuras pueden ser empleadas como criterios diagnésticos
para su delimitacion especifica. Para ello, se realizé una descripcion minuciosa de la
morfologia del esplacnocraneo, evaluando las variaciones intra e interespecifi cas en
ambas especies. Los resultados obtenidos indican que ciertos caracteres
morfolégicos son determinantes para diferenciar entre T. labialis y T. candalarius.
Entre las estructuras mas relevantes identificadas destacan la forma y disposicion de
la premaxilar, el hueso maxilar, el dentario, y varios elementos asociados al aparato
branquial. Sin embargo, la morfologia del hueso urohial emergié como el rasgo mas
distintivo, constituyéndose en un caracter informativo para establecer diferencias
taxonémicas entre ambas especies.

Estos hallazgos no solo refuerzan la importancia de la evidencia morfologica para
resolver problemas taxondémicos dentro del género Tlaloc, sino que también
contribuyen a una comprension mas profunda de los procesos evolutivos y adaptativos
gue han moldeado la diversidad en este grupo de peces. El estudio subraya la
necesidad de integrar enfoques moleculares, morfolégicos y ecolégicos en futuros
trabajos para consolidar la delimitacidon de especies y esclarecer las relaciones
evolutivas dentro de la familia Profundulidae.

Palabras claves: Profundulidae, Tlaloc, T. labialis, T. candalarius, osteologia, urohial
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ABSTRACT

The family Profundulidae (Milleret al., 2005; Nelson, 2006) constitutes one of the least
diverse lineages within the order Cyprinodontiformes, a group of fish widely distribu ted
in freshwater ecosystems of Central America. Within this family, two main genera are
recognized: Profundulus and Tlaloc (Mocillo et al., 2016). Specifically, the genus Tlaloc
comprises four species described to date: Tlaloc labialis (Gunther, 1866), T.
candalarius (Hubbs, 1924), T. hildebrandi (Miller, 1950), and T. portillorum (Matamoros
and Schaefer, 2010). However, recent studies have questioned the taxonomic validity
of some of these species, highlighting the complexity of phylogenetic and evolutionary
relationships within the genus. Particularly, research such as that by Mocillo et al.,
(2016) indicated a low genetic and molecular distance between T. labialis and T.
candalarius, suggesting that both species could represent a single taxon, which would
open the possibility of synonymizing them. This finding highlights the need to
reevaluate the taxonomic criteria used and explore complementary tools for specific
delimitation. In this context, morphological characters, and particularly the anatomy of
the splanchnocranium, emerge as a valuable source of information that can clarify
these questions. The main objective of this study is to analyze in detail the anatomical
characteristics of the splanchnocranium in the T. labialis—T. candalarius complex, with
the aim of determining whetherthese structures can be used as diagnostic criteri a for
its specific delimitation. To this end, a thorough description of splanchnocranium
morphology was carried out, evaluating intra- and interspecific variations in both
species. The results obtained indicate that certain morphological characters are crucial
for differentiating between T. labialis and T. candalarius. Among the most relevant
structures identified are the shape and arrangement of the premaxilla, the maxill ary
bone, the dentary, and several elements associated with the branchial apparatus.
However, the morphology of the urohyal bone emerged as the most distinctive feature,
constituting a critical characteristic for establishing taxonomic differences between th e
two species.

These findings not only reinforce the importance of morphological evidence for
resolving taxonomic problems within the genus Tlaloc, but also contribute to a deeper
understanding of the evolutionary and adaptive processes that have shaped diversity
in this group of fishes. The study underscores the need to integrate molecular,
morphological, and ecological approaches in future work to consolidate species
delimitation and clarify evolutionary relationships within the family Profundulidae.

Keywords: Profundulidae, Tlaloc, T. labialis, T. candalarius, osteology, urohyal



|. INTRODUCCION

La familia Profundulidae (Miller et al., 2005; Nelson, 2006) es un linaje que cuenta
con una distribucién geografica muy limitada que se extiende desde el sur de México
hasta Centroamérica y es parte de la fauna endémica de la region (Miller, 1999;
Parenti 1981; Morcillo et al., 2016). La familia Profundulidae es una de las menos
diversas dentro del orden Cyprinodontiformes, contando con solamente 16 especies
descritas (Nelson, 2016; Dominguez-Cisneros et al., 2023, 2025). Estudios recientes
sugirieron que la familia Profundulidae estda comprendida por dos géneros
(Profundulus y Tlaloc) (Mocillo et al., 2016).

El género Tlaloc Alvarez y Carranza, (1951) est4d compuesto por cuatro
especies (Morcillo et al., 2016; Lozano-Vilano y De La Maza-Benignos, 2016): Tlaloc
labialis (GUnther, 1866), T. candalarius (Hubbs, 1924), T. hildebrandi (Miller, 1950) y
T. portillorum (Matamoros y Schaefer, 2010). Tlaloc se diagnostica por la siguiente
combinacion de caracteres: El mesetmoides es prominente y de forma ovalada, se
extiende mas alla de los margenes posteriores del vémer, abarca la extension medial
posterior y toca los etmoides laterales. La porcién anterior del paraesfenoides hace
contacto con el mesetmoides y se extiende mas alla del centro del mesetmoides. La
fosa autopterdtica esta reducida. El margen dorsal del interopérculo, con una larga
extension, sobrepasa el borde del hueso. ElI margen ventral del lagrimal es recto

(Dominguez-Cisneros et al., 2023).

Las especies de género Tlaloc habitan los arroyos y rios de montafias entre los
1500 y los 2100 msnm; los habitats se caracterizan por corrientes moderadas, con
profundidades de hasta 1.7 m., en los que estd presente vegetacidn acuatica
dominada por los géneros Chara, Potamogeton y Chlorophytas (algas verdes) (Miller
et al., 2005).

Particularmente T. labialis y T. candalarius se distribuyen en Chiapas, Méxi co
y Guatemala, en tributarios de la cuenca del Grijalva-Usumacinta (Dominguez-
Cisneros et al., 2023).



Tlaloc candalarius conocido como el escamudo de Comitan. Es una especie
cuasiendémica de Chiapas cuya distribucion se restringe a la cuenca del rio Gran de
de Comitdn en Chiapas, México y en algunos arroyos de la Candelaria en la fron tera
con Guatemala (Miller, 1955, 2005), considerado casi amenazado por la UICN
(Snoeks et al., 2009), debido principalmente a la degradacion y decrecimiento de la
calidad de su habitat. Por su parte Tlaloc labialis conocido como el escamudo bocén,
es una especie de amplia distribucién en el sur de México y Centroamérica,
particularmente en Chiapas y Guatemala.

El propdsito de este estudio es encontrar las evidencias morfolégicas en la
estructura esquelética del esplacnocraneo que puedan resolver los problemas
taxonomicos del complejo T. labialis-T. candalarius. Ademas, puede contribuir a una

compresion mas profunda de los procesos evolutivos de este grupo de peces.



Il. MARCO TEORICO

21 Descripcion Taxonomica

La familia Profundulidae fue erigida por Hoedeman and Bronner en 1951, la cual
incluia un solo género nominal (Profundulus Hubbs, 1924), que se dividia en dos
grupos o subgéneros (Miller, 1951, 2005): a) el grupo Punctatus o subgénero
Profundulus y b) el grupo Labialis o subgénero Tlaloc. Morcillo et al., (2016) y
Dominguez-Cisneros et al., (2023), con base en evidencia molecular y morfolégica
elevaron los dos subgéneros a géneros. Particularmente el género Tlaloc, esta
integrada por cuatro especies, dos de ellas T. labialis (Cuadro 1; Figura. 1) y T.

candalarius (Cuadro 2; Figura. 2) son objeto del presente estudio:

Cuadro 1. Taxonomia de T. labialis.

Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Superfilo Deuterostomia

Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Infrafilo Gnathostomata

Superclase Osteichthyes

Clase Actinopterygii

Orden Cyprinodontiformes
Suborden Cyprinodontoidei

Familia Profundulidae
Género Tlaloc
Especie labialis




Cuadro 2. Taxonomia de T.candalarius

Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Superfilo Deuterostomia

Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Infrafilo Gnathostomata

Superclase Osteichthyes

Clase Actinopterygii

Orden Cyprinodontiformes
Suborden Cyprinodontoidei

Familia Profundulidae
Género Tlaloc
Especie candalarius

Figura 1. Ejemplar de Tlaloc labialis (Dominguez-Cisneros etal., 2023)




Figura 2. Ejemplar de Tlaloc candalarius (Dominguez-Cisneros et al., 2023)

22 Tlaloc labialis

La descripcion original de esta especie se bas6 en especimenes del rio Negro Chixoy
(originalmente listado sélo en Guatemala), el rio San Jerénimo e "Yzabal” “lago
Yzabal", Guatemala (Guinther, 1866: 320; Regan, 1906-8: 78). Debido a la vaguedad
de la localidad rio Chixoy y la ausencia de Profundulus en Izabal o en el lago Izabal,

la localidad tipo se restringe al rio San Jerénimo en San Jerénimo (Miller, 1955).

Se registran los siguientes recuentos para el lectotipo: dorsal 13 (dos primeros
radios no ramificados), anal 14 (dos primeros radios no ramificados), pectorales 19-
19, pélvicas 5-6, caudal 21; escamas en la serie lateral 37, escamas predorsales 29
(24 + 5), escamas alrededor del pedunculo caudal 20, 6 escamas entre la linea media
del dorso y la fila de la serie lateral (no contables completamente alrededor del
cuerpo); vértebras 37 Miller (1955).

23 T.candalarius
Tlaloc candalarius en apariencia general es similar a T. labialis Glinther, Unica especie
hasta ahora conocida en la cuenca del Atlantico, habiendo sido registrada del lago

Yzabal y de la cuenca del rio Chixoy, afluente del mismo.



24 Morfologia

La Morfologia (del griego morfo forma, logos tratado), estudia la relacién e
interpretacion de las formas y estructuras observadas (Zarate-Hernandez et al., 2007).
Un caréacter morfolégico es cualquier caracteristica visible cuantitativa o cualitativa que
puede ser registrada y comparada por diversos autores. Ejemplos de ellos son: los
caracteres meristicos, morfométricos, de coloracion y los osteoldgicos (Lagler et al.,
1984). En los huesos, el branquiocraneo o esqueleto visceral, incluye la region
mandibular(comprendida por el arco y los huesos dérmicos adjuntos, la regién hial (el
arco hioideo y la serie opercular) y los arcos branquiales con sus placas dérmicas

adjuntas Gregory (1959).

25 Esqueleto Visceral

Formado por distintos elementos: Mandibulas, suspension mandibular, serie
opercular, aparato hioideo y aparato branquial (Dominguez et al.,, 2023). El
esplacnocraneo o el esqueleto visceral de los peces cumple una funcién esencial en
la proteccion y soporte de los érganos internos, principalmente los relacionados con

la alimentacion y la respiracion Lagler et al. (1990).

26 Mandibulas

El arco mandibular incluye a los huesos de la mandibula superior: premaxilar y
maxilar, y de la mandibula inferior. dentario, anguloarticular y retroarticular. El
premaxilar presenta el proceso ascendente amplio y el borde bucal dentado. Es largo
lateralmente y su extremo anterior proyecta un proceso ascendente amplio y de borde
romo, que hace contacto con la region antero-ventral del neurocraneo. La porcion
posterior presenta una amplia escotadura, donde coincide el cartilago coronoides, que
aparentemente limita el desplazamiento del premaxilar hacia atrds. EI maxilar, es
alargado, recto, delgado y laminar, presenta en la porcidon anterior dos procesos en
los cuales se ubica parte del borde superior del premaxilar. En la cara externa cerca
del proceso externo se marca un area concava que articula con el extremo anterior
del palatino. A lo largo de la misma cara se marca la insercion del ligamento maxilo-

mandibular (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

En la mandibula inferior se distinguen los huesos: anguloarticular, retroarticular,



fusionados al dentario. En la cara interna del anguloarticular, se distingue el esplenial
y un proceso tubular que es el cartilago de Meckel (Fosameckeliana) (Dominguez-
Cisneros et al., 2023).

El dentario es un hueso grande de la mandibula inferior, en la superficie extern a
se marca el canal de la linea lateral. El borde anterior tiene forma de repisa, con un
conjunto de dientes. Presenta un proceso coronoides recto y oblicuo en el borde
posterior, el cual posee en la superficie un grueso cartilago coronoides que abarca al
hueso anguloarticular. ElI anguloarticular tiene un proceso anterior triangu lar amplio
gue se incrusta en el dentario. Hacia arriba forma un proceso coronoides que se une
al proceso correspondiente del dentario, donde se localiza el cartilago coronoides. En
su angulo postero-inferior se encuentra la foseta articular, que recibe al céndilo del

cuadrado (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

El esplenial es un hueso laminar, notablemente pequefio y de forma
trapezoidal. Esta adosado firmemente a la cara interna del anguloarticular. El
retroarticular es relativamente pequefio de forma triangular, se encuentra en la parte
ventral y posterior del anguloarticular; en él se inserta el ligamento del interopercu lar

(Dominguez-Cisneros et al., 2023).

2.7 Suspensiéon Mandibular

Esta formado por los huesos palatinos, endopterigoides, hiomandibular, simpléctico y
cuadrado. El palatino es plano, recto y con el extremo anterior adosado al maxilar.
Posteriormente hace contacto mediante cartilago con el cuadrado, y medialmente con
parte del endopterigoides (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

El endopterigoides es laminar, tiene su borde interno céncavo y forma un
proceso anterior que cubre la superficie interna del palatino. Se adosa internamente
al cuadrado y posteriormente al simpléctico. El hiomandibulares un hueso grande de
forma rectangular. Se articula mediante el condilo anterior con el esfenotico, mediante
el condilo superior con el pterético y mediante el posterior con el hueso opercular. Su
borde anterior es ondulado y el inferior o tallo es recto y se une por una membrana

laminar al simpléctico (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

Lateralmente forma un reborde vertical, que coincide con la parte superior del



prepercular (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

El simpléctico es amplio y laminar, de posicion oblicua, con su porcion media
maciza fusionada lateralmente al preopérculo. Su extremo inferior agudo se coloca

entre el endopterigoides y el cuadrado (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

El cuadrado es relativamente grande e irregular, con una porcidn anterior
trunca orientada hacia adelante y arriba que se une al palatino. Posteriormente con
un proceso delgado, que se une firmemente al preopercular. Presenta un céndilo que

coincide con la fosa articular del anguloarticular (Dominguez-Cisneros et al., 2023).

28 Serie Opercular

Esta formado por el opercular, subopercular, preopercular e interopercular. El
opercular tiene forma triangular, con su borde superior convexo y un proceso
anterosuperior trunco. El borde posteroinferiores recto. El subopercular es amplio con
un proceso anterosuperior tubular y posteriormente agudo. El preopercular es
anguloso tiene forma de bumeran, con un borde anterior convexo. Lateralmente tien e
un canal de la linea lateral. Se relaciona estrechamente con el margen posterior de la
suspension mandibular. El interopercular es alargado, con su extremo anterior dorsal
puntiagudo y macizo, del cual parte un ligamento que se une al retroarticular. En la
cara interna presenta una fosa que se articula con el interhial (Dominguez-Cisneros
et al., 2023).

29 Aparato Hioideo

El aparato hioideo esta formado por los huesos; glosohial, basihial, hipohial superior

e inferior, ceratohial, epihial, interhial, seis radios branquiostegos y el urohial.

El glosohial es cartilaginoso y forma el extremo anterior del piso de la cavidad
bucal, carece de dientes, es triangular y esta aplanado dorsoventralmente. Se une
posteriormente con el basihial que es alargado. Los hipohiales tienen forma conica. El
hipohial superior es pequefio y orientado hacia el plano sagital, se une al hipohial
inferior y al ceratohial. El hipohial inferior es més grande y orientado hacia adelante,

se une posteriormente al ceratohial (Dominguez Cisneros et al., 2023).

El ceratohial es alargado, mas angosto en la parte media donde sostiene dos



radios branquiostegos y amplio en su extremo posteroventral, donde sostiene a otros

tres radios branquistegos. Posteriormente se une al epihial (Dominguez Cisneros et
al., 2023).

El epihial es de forma triangular, en la cara externa sostiene al ultimo radio
branquiostego (seis). En la parte dorsal de su extremo posterior se articula al interhial

(Dominguez Cisneros et al., 2023).

El interhial es cilindrico, delgado y se articula mediante cartilago con el
interopercular. Los branquiostegos son seis, de forma alargada (Dominguez-Cisneros
et al., 2023). Los dos primeros muy delgados y los cuatro restantes laminares y

angulosos.

El urohial es alargado y laminar, con un proceso dorsal pequefo, orientado
hacia atras. El borde posterior es convexo y muy delgado (Dominguez-Cisneros etal .,
2023).

210 Denticion

La denticincién en los profundulidos se presenta con dientes en los arcos mandibular
y branquial, carecen de dientes en el paladar (vébmer y palatino) y la lengua
(glosohial) (Dominguez et al., 2023).

El arco mandibular (premaxilar y dentario) tiene dos grupos de dientes. Los
externos en una sola serie y de mayor tamafio que los internos que se encuentran de
tres a cuatro series dispuestos irregularmente. La forma de los dos grupos de dientes
es similar, tubulares con los extremos distales puntiagudos y curvados hacia dentro

(Dominguez et al., 2023).

Los arcos branquiales tienen dientes en el cuarto ceratobranquial, faringeo
inferior (quinto ceratobranquial) y faringobranquiales superiores uno, dos y tres. Los
dientes son de forma tubular con los extremos distales puntiagudos. El cuarto
ceratobranquial tiene de una a dos series de dientes irregulares, pequefios y delgados.
Los dientes de los huesos faringeos superior e inferior presentan la misma forma; los
ultimos tienen series dispu estas irregularmente, los dientes del borde interno son

ligeramente mas grandes y disminuyen de tamafio hacia el borde externo. En el



faringobranquial superior uno, se restringen a su borde posterior; los dientes del

faringobranquial dos, cubren la mayor parte de la superficie ventral del hueso y los del
faringobranquial tres, cubren toda su extension y son mas pequefios (Dominguez et
al., 2023).

211 Diafanizacion

La diafanizacion es una técnica anatdmica usada desde hace mas de un siglo, con el
objetivo de transparentar los tejidos para poder observar estructuras profundas
teflidas previamente con algun tipo de colorante; fue una técnica muy utilizada hasta
la década de 1980 y luego su empleo disminuyd, a pesar de que el desarrollo de su
proceso implica baja toxicidad y bajo riesgo quimico. El proceso de diafanizacion se
desarrolla en varias etapas, las cuales pueden ser reversibles en cualquier momento
(Taylor y Van Dyke, 1985). En cada etapa se usan soluciones con reactivos que varian
en concentracion y proporcion. El cumplimiento del objetivo de cada etapa debe ser
evidenciado mediante una estricta y minuciosa observacion y registros en bitacora por
parte del investigador, porque solo las caracteristicas fisicas del espécimen, mas que
los tiempos de trabajo, seran los indicadores para avanzar secuencialmente en las

fases del proceso de diafanizacion (Rivera et al., 2015).

Los reactivos utilizados durante el proceso corresponden a rojo de alizarina,
hidroxido de potasio sélido, glicerina y opcionalmente el alcohol etilico. Es de aclarar
gue para el manejo y uso operativo de cada uno de los reactivos es necesario conocer
previa y detalladamente la ficha de seguridad con el objeto de darle un uso 6ptimo al
guimico, evitar el riesgo por accidente quimico y usar de manera efectiva el producto

durante el proceso de diafanizacion (Rivera et al., 2015)

El laboratorio o escenario donde se desarrollara el proceso de diafanizaciéon
debe cumplir con las condiciones necesarias de infraestructura, estabilidad térmica,
bioseguridad y deméas normas relacionadas con la manipulacién de componentes
anatomicos con fines académicos e investigativos. Las etapas de la diafanizaciéon
corresponden a fijacion inicial, impregnacion, corrosion, transparentacion y

conservacion final del espécimen (Rivera et al., 2015).
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lIl. ANTECEDENTES

3.1 Familia Profundulidae

La taxonomia de los peces profundulidos ha sido relativamente cambiante en los
ultimos dos siglos; desde la descripcién original de las primeras especies, Fundulus
punctatus, F. labialis, F. guatemalensis y F. pachycephalus, descritas por Gunther
(1866), varias especies estrechamente relacionadas de Ameérica Central, referidas
a Fundulus, Adinia o Zoogoneticus, y que comprendian un grupo natural, que
diferian de Fundulus, fueron colocados en un nuevo género, Profundulus, erigido
por Hubbs (1924), pertenecientes a la familia Cyprinodontidae (orden
Cyprinodontes). Profundulus fue diagnosticado sobre la base de caracteres

meristicos y morfolégicos por Hubbs (1924).

Miller (1955) realizé la revisibn sistematica del género Profundulus,
reconociendo un solo género (dos subgéneros: Profundulus y Tlaloc) y validando 5
especies. En su estudio Miller se basé en el andlisis morfologico de miles de
ejemplares reconociendo las especies de: P. punctatus, P. guatemalensis, P.
labialis, P. candalarius y P. hildebrandi. EI mismo autor observé diferencias
morfologicas entre las especies, asignando a P. punctatus y P. guatemalensis, al
subgénero Profundulus y a P. labialis, P. candalarius y P. hildebrandi, al subgénero

Tlaloc.

Parenti (1981) con base en el uso de métodos de sistematica filogenética y
biogeografia vicariante y utilizando principalmente caracteres osteoldgicos realizé
la revision sistemética del orden Cyprinodontiformes, concluyendo la existenci a de
9 familias en la cual incluye la diagnosis de la familia Profundulidae, basandose en

la revision de las especies P. punctatus, P. guatemalensis y T. labialis.
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Costa (1998), en su trabajo sobre la Filogenia y clasificacion de los
Cyprinodontiformes (utilizando 124 caracteres, principalmente osteoldgicos)
reconoce a Profundulidae como un grupo natural y describe los caracteres
diagnosticos de la familia: Cartilago rostral y ligamentos bien desarrollados; de 13 a

23 branquiespinas sobre la rama anterior del primer arco branquial, vomer en
forma Y; un proceso estrecho sobre la porcion anterior del etmoides lateral; y

apertura anterior de las narinas situada en una estructura carnosa prominente. Las

especies revisadas fueron T. candalarius, P. guatemalensis y T. labialis.

Gonzéalez-Diaz et al. (2005) y Gonzalez-Diaz (2008), realizaron una
comparacion morfométrica y osteoldgica de las especies de la familia Profundulidae,
mencionan que el patron morfolégico de separacion entre las especies analizadas,
es la altura del cuerpo, menor longitud de hocico y menor ancho de la boca. Asi
como diferentes estructuras del craneo que permiten diferenciar los dos subgéneros

en seis especies estudiadas.

La familia Profundulidae ha sido sujeta a una variedad de estudios, en un
reciente trabajo mediante andlisis filogenéticos con base a genes mitocondrial es y
nucleares, Morcillo et al. (2016), propusieron dos hipoétesis de diversidad biolégica
entre los géneros y elevaron a nivel de género los dos subgéneros existentes (Tlaloc
y Profundulus). Recientemente, Dominguez-Cisneros et al. (2023), realizaron la
diagnosis y descripciéon morfolégica de los géneros Tlaloc y Profundulus, asimi smo

propusieron una clave dicotomica para la separacion de las especies.

32 Género Tlaloc

Especificamente en el género Tlalocexisten pocas investigaciones relacionadas con
los aspectos morfoldgicos; sin embargo, existen algunos estudios entre los que
destacan el trabajo de Arévalo (2018), quien estudié la morfologia tréfica y la dieta
de T. candalarius, registr0 que la organizacion general del sistema digestivo
corresponde al patron morfolégico general de los teledsteos y en particular de los
Cyprinodontiformes. Ademas, reporté algunas diferencias osteologicas con T.
hilderbrandi: en el premaxilar, dentario, retroarticular, subopercular, interhial, urohial

basibranquial, denticion interna del arco mandibular y cuarto ceratobranquial.

Dominguez-Cisneros et al., (2023) realizaron la redescripcion y diagnosis de

12



los géneros Profundulus y Tlaloc. Con base en el analisis de estructuras
osteoldgicas principalmente, encontraron caracteres informativos del neurocran eo
para generar la diagnosis y descripcion de los dos géneros.

Dominguez-Cisneros etal., (2023), realizaron la morfologia tréfica y habitos
de alimenticion de Tlaloc hildebrandi donde describieron las estructuras

osteoldgicas del esplacneocraneo y las relacionaron con la dieta.

De igual manera, Maza (2023), realiz6 un estudio sobre el complejo caudal y
los elementos de la columna vertebral del género Tlaloc que incluye a todas las

especies del género.
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V. OBJETIVOS

41 General

e Analizar la estructura esquelética esplacnocraneo del complejo Tlaloc
labialis - T. candalarius para la delimitacion de especies.

42 Particulares

e Describir la osteologia del esplacneocraneo (aparatos: mandibular,
hiostego, suspension mandibular, branquial y opercular), de este
complejo de especies.

e Determinar las variaciones intra e interespecificas en las estructuras
osteoldgicas del esplacnocraneo de Tlaloc labialis y T. candalarius.

14



V. METODO

En el presente estudio se analizaron 40 especimenes de la coleccion ictioldgica del
Museo de Zoologia del Instituto de Ciencias Bioldgicas, de la UNICACH; que
pertenecen a distintas localidades de recolecta: Tlaloc labialis: 03467-MZ-P y 03240-
MZ-P, El vado tres Picos Copainald, Chiapas (6 ejemplares); 01402-MZ-P, Rio Negro,
Pueblo Viejo, Cintalapa, Chiapas (3); 07686-MZ-P, Rio Hondo, Ixtapa, Chiapas (4).
Tlaloc candalarius: 07566-MZ-P, Arroyo el Cenote, La Candelaria Nenton, Guatemala
(Localidad tipo) (10); 05709-MZ-P, Valle Los Sabinos, Rio Grande, Comitan, Chiapas
(10), 05715-Mz-P, Centro Ecoturistico Ojo de Agua Tzimol, Chiapas (7) (Figura 3).
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Figura 3. Localidades geograficas de los ejemplares estudiados: T. labialis y T.

candalarius.
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Los ejemplares seleccionados fueron pesados con una balanza marca scouty
medidos con un vernier electronico marca Stainless Hardened. Las medidas
morfométricas obtenidas fueron: longitud patrén y longitud cefélica. Posteriormente
fueron descamados totalmente y eviscerados bajo el microscopio estereoscopio
marca ZEISS, la extraccion de los ojos se llevo a cabo utilizando pinzas de diseccion ,
agarrando los musculos oculares y aplicando una ligera presién para liberar los ojos.
La extraccion de las escamas, se llevo a cabo con pinzas de punta fina evitando dafar
la piel. Para la extraccion de érganos del tracto digestivo y reproductor, se realizé una
incision ventral con tijeras de punta fina desde el orificio anal hasta la base de la

cabeza evitando cortar entre las aletas pélvicas.

Después de ser eviscerados los ejemplares fueron sometidos a la técnica de
diafanizacién y doble tincién de acuerdo con Taylor y Van Dyke (1985), que consisti 6

en:

Tincion de cartilago: Los ejemplares se mantuvieron en una solucion de 800
ml de etanol al 96%, 0.1 g de azul alcian y 200 ml de acido glacial al 10%, en un

tiempo de 24 a 48 hrs.

Fijacién de colorante: Los ejemplares se pasaron a una solucién saturada de
borax de 24 a 48 hrs. Pasado el tiempo se lavaron con agua destilada 2 hrs. para

quitar el exceso de &cido.

Decoloracion o despigmentacion: los ejemplares permanecieron
aproximadamente 24 hrs., en 900 ml de una soluciéon de KOH al 0.5% y 100 ml de
H202 al 3% hasta que los especimenes se despigmenten completamente,

colocados en luz directa.

Transparentaciéon del musculo: Los ejemplares se colocaron en una solucion
de 700 ml de agua destilada, 300 ml de solucién de Borax (solucion saturada de
borax) y 0.45 g de tripsina (la solucion se agita suavemente para no formar
burbujas), a una temperatura de entre 20 y 30°C por un tiempo de 48 a 72 hrs.,

hasta que estuvieron transparentados, con recambios después de 48 hrs.
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Tincion de huesos: Los ejemplares se introdujeron en solucién de alizarina
aproximadamente 24 hrs. En 100 ml de KOH al 5% se afiadieron pequefias cantidades
de rojo alizarina hasta alcanzar el color purpura o la intensidad deseada. Después de

éste proceso los ejemplares fueron lavados con agua destilada.

Conservacién de ejemplares y andlisis morfoldgico: Los ejemplares se
conservaron, previamente etiquetados, en una solucién de glicerina y cristales de timol

para evitar el desarrollo de agente contaminantes.

Para el analisis morfolégico se utilizé un microscopio estereoscopio marca
Zeiss, modelo Stemi CV4 para la diseccidn y observacion de los organismos. La
descripcion y comparacion de las estructuras esqueléticas se realizé de acuerdo con
la terminologia propuesta por Gregory (1959), Parenti (1981), Costa (1998) y
Dominguez et al. (2023). Para las fotografias se utilizé una camara digital Axiocam

ERC 5 S, de 11 megapixeles adaptada al microscopio estereoscopico.

Analisis de datos

Se tomaron cinco medidas morfométricas de cada hueso urohial, utilizando un
micrémetro ocular (10 mm DIV 0,1 mm) conectado al estéreoscopio y se presentan
como porcentajes de la longitud del hueso urohial; esta estandarizacién se aplico en
un intento de limitar la influencia potencial de la variabilidad debido al cre cimiento
alométrico. Probamos estadisticamente las diferencias significativas de los datos

morfométricos entre las dos especies, utilizando una prueba no-paramétrica la U de

Mann-Whitney con un nivel de significancia «© = 0 0.05.
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos son con base en un total de 40 ejemplares que
corresponden a 13 de T. labialis y 27 de T. candalarius. En los siguientes apartados
se describen de manera general y comparativa las estructuras que integran el

esplacnocraneo de ambas especies.

6.1 Esqueleto visceral.
El esqueleto visceral est4 formado por distintos elementos: mandibulas, suspensién

mandibular, serie opercular, aparato hioideo y aparato branquial (Figura 4).

Serie palatina

A) ,'A\ Suspension
SN

mandibular

Serie mandibular
Serie opercular

Serie palatina

Suspension
mandibular

mandibular

Serie opercular

Figura 4. Elementos del esplacnocraneo visceral de A) Tlaloc labialis y
B) T.candalarius. Vista lateral izquierda.



62 Mandibulas

El arco mandibularincluye a los huesos de la mandibula superior: premaxila y maxilar,
y de la mandibula inferior: dentario, anguloarticular y retroarticular.

El premaxilar de T. labialis generalmente es amplio, con proceso ascendente
gue finaliza con un borde truncado o redondeado. El proceso alveolar anterior (AALV)
es fuertemente concavo y termina con un proceso corto. El proceso alveolar posterior
(PALV) es ligeramente concavo, se alarga y termina en punta. En T. candalarius el
premaxilar es generalmente estrecho con proceso ascendente que termina con el
borde truncado o redondeado. El proceso AALV es ligeramente concavo a recto y
termina en un proceso corto. En ambas especies el proceso ascendente del
premaxilar, hace contacto con la region antero-ventral del neurocraneo vy
posteriormente, el proceso descendente presenta una amplia escotadura, que puede
limitar el desplazamiento del premaxilar hacia atras. El borde bucal del premaxilar,
presenta dientes conicos dispuestos en dos a tres filas irregulares internas y
externamente una fila de dientes conicos de mayor tamafio que los internos (Figu ra
5).

El maxilar, en T. labialis es alargado, curvo y laminar; medianamente delgado
en la parte superior (curvatura del hueso) y ancho hacia la parte inferior, presenta un
proceso anteroventral articulatorio expandido y generalmente curvado que hace
contacto con el borde superior del premaxilar y el palatino (Figura. 5 A). En T.
candalarius el maxilar es alargado y mas delgado en la curvatura del hueso, delgado
en la parte superior, ancho y laminar en la parte inferior, el proceso hace contacto

con el borde superior del premaxilar y el palatino (Figura 5 E).

En la mandibula inferior se distinguen los huesos: dentario, anguloarticular y
retroarticular. En la cara interior del anguloarticular, se distingue el hueso esplenial y

el proceso tubular del cartilago de Meckel (fosa de Meckel).

El dentario es un hueso grande de la mandibula inferior, en la superficie externa
se marca el canal de la linea lateral, que es mas corto en T. labialis y en T. candalarius

es mas alargado. El borde anterior del dentario en ambas especies tiene forma de
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repisa, con una serie de dientes conicos dispuestos en forma irregular. Los dientes
externos en una sola fila y de mayor tamafio que los dientes internos que estan
dispuestos en dos a tres filas irregulares. Presenta un proceso coronoides recto y
oblicuo en el borde posterior, en el cual posee una superficie gruesa cartilaginosa que
lo une al hueso anguloarticular. El anguloarticular en ambas especies tiene un proceso
medial de forma triangular que se incrusta en el dentario, este proceso es mas ancho
en T. labialis y estrecho en T. candalarius. El anguloarticular dorsalmente tiene un
proceso coronoides que se une mediante tejido al proceso correspondiente del
dentario. En T. labialis el proceso coronoides es alto y en T. Candalarius es mas
bajo. En el angulo posterior-inferior del anguloarticular, se encuentra la foseta

articular, que recibe al céndilo del cuadrado.

El retroarticular es un hueso pequefio que se encuentra en la parte ventral y
posterior del anguloarticular. En T. labialis el retroarticular tiene forma de medialu n a
y en T. candalarius tiene forma de rombo. En la parte posterior del hueso se inserta el

ligamento del interopérculo, en ambas especies (Figura 5).
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A) Premaxlar . E)

Premaxilar

Maxilar

Retroarticular

Anguluarticular Retroarticular

Figura 5: Mandibula de A) Tlaloc labialis y E) T. candalarius en vista lateral
izquierda. Premaxilar B), maxilar C) y dentario D) de T. labialis y Premaxilar F),
maxilar G) y dentario H) de T. candalarius.
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63 Suspension mandibular
Esta conformado por los huesos: palatino, endopterigoides, hiomadibular, simpléctico
y cuadrado (Figura 6).

El palatino es plano, recto con una pequefa curvatura en la parte superior en
ambas especies, con el extremo anterior unido al maxilar. Posteriormente hace
contacto mediante cartilago con el cuadrado y medialmente con la parte del

endopterigoides (Figura 6).

El endopterigoides es laminaren ambas especies. En T. labialis el borde interno
es concavo y forma un proceso anterior que cubre la superficie interna del palatino,
con respecto a T. candalarius el borde interno tiene forma de media luna con unos
pequefios picos saliendo de ella y con el proceso anterior que cubre la suspension
interna del palatino. En ambas especies se une internamente al cuadrado y

posteriormente se aproxima al simpléctico (Figura 6).

El hiomandibularen las dos especies de estudio, es un hueso grande de forma
rectangular. Se articula mediante el condilo anterior con el esfeno6tico, mediante el
condilo superior con el pterético y mediante el condilo posterior con el hueso opercular.
Su borde anterior es ondulado y el inferioro tallo es recto y se une por una membran a
laminar al simpléctico. Lateralmente forma un reborde vertical, que coincide con la

parte superior del preopérculo (Figura 6).

El simpléctico es amplio y laminar, de posicion oblicua, con su porcién medial
fusionada antero-lateralmente al preopérculo. Su extremo inferior agudo se coloca
entre el cuadrado y el preopérculo tanto en T. labialis como en T. candalarius (Figura
6).

El cuadrado en ambas especies, es relativamente grande e irregular, con una
porcion anterior de forma redondeada y en la parte superior es la que se une al
palatino. Postero-ventralmente con un proceso que se alarga y se une firmemente al
preopérculo. Presenta un condilo que coincide con la fosa articular del hueso

anguloarticular (Figura 6).
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Palatino Hiomandibular

Endopterigoides

Cuadrado

Simpléctico

B)

Hiomandibular

Endopterigoides

Simpléctico

Figura 6. Serie hiopalatina y hueso preopercular de A) Tlaloc labialis y B) T.
candalarius en vista lateral izquierda.




64 Serie opercular
Esta formado por el opérculo, subopercular, preopercular e interopercular.

El opérculo en T. labialis tiene forma triangular, con un borde superior recto y
un pequefio proceso antero-dorsal. En T. candalarius tiene una forma triangular, con
un borde superior convexo y un proceso antero-dorsal. ElI borde postero-inferior es
recto en ambas especies. En ambas especies, el subopérculo es amplio con un
proceso antero-superior tubular y posteriormente agudo. El preopérculo es anguloso
tiene forma de bumeran, con un borde anterior convexo. Lateralmente presenta el
canal de la linea lateral. Se relaciona estrechamente con el margen posterior de la
suspension mandibular (Figura 7). El interopérculo es alargado, con su extremo
antero-dorsal largo y puntiagudo, con un reborde en la parte inferiorque no sobrepasa
la punta antero-dorsal. Para ambos taxones el extremo puntiagudo es macizo, del cual
parte un ligamento que se une al retroarticular. En la cara interna presenta una fosa

gue se articula con el interhial (Figura 7).
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A) Opercular

Ineroperculo

Suboperculo

B)

Opercular

Interopercular

Subopercular

Figura7. Serieopercular de A) T. labialisy B) T. candalarius en vista lateral izquierda.
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65 Aparato hioideo
El aparato hioideo estd compuesto por los huesos: glosohial, basihia, hipohial inferior,

ceratobranquial, ephial, interhial, seis radios braquiostegos y el urohial.

En las dos especies, el glosohial, es cartilaginoso y forma el extremo anterior
del piso de la cavidad bucal, carece de dientes y se une posteriormente al basihial que
es de forma alargada y anteriormente se ensancha (Figura 8). El hipohial es pequefio
y se une en la parte anterior al hueso ceratohial (Figura 8).

El ceratohial es alargado, en su parte media es angosto donde sostiene a los
radios branquiostegos uno y dos, se amplia en su extremo posteroventral donde
sostiene a los radios branquiostegos tres, cuatro y cinco. En T. labialis la region
posteroventral tiene forma cuadrada y queda alejada del ephial mientras que en T.

candalarius tiene una forma de (U) y esta mas unido al ephial.

El ephial tiene forma triangulartanto en T. labialis como T. canlarius, en la cara
externa sostiene al radio branquioestego No. 6. En la parte dorsal de su extremo

posterior se articula al interhial.

Elinterhial es pequeiio con los bordes rectos u ovalados; dorsal y ventralmente
presenta canales que le dan forma de reloj de arena; se articula mediante cartilago

con el preopérculo en ambas especies.

En las dos especies, los radios branquiostegos son seis, de forma alargada.
Los dos primeros radios son delgados y los cuatro radios restantes son laminares,

anchos y angulares.

El urohial es alargado, laminar, comprimido lateralmente, generalmente tiene
forma triangularen vista lateral y posteriormente es convexo. Presenta una extension
dorsal anteriormente que en T. candalarius forma un cuello muy estrecho a diferencia
de T. labialis que el cuello es mas ancho. En ambas especies el hueso urohial es méas

largo que su altura y esta morfologia difirié entre las especies.
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B) Interhial ,'
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Bashial
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Figura 8. Aparato hiodeo en vista lateral izquierda de T. labialis (A) y T. candalarius (B).
Urohial en vista lateral izquierda de T. labialis (C) y de T. candalarius (D). Las flechas pequefias,
indican el cuello ancho y estrecho del hueso urohial.



66 Aparato branquial
En T. labialis y T. candalarius, el aparato branquial estd compuesto por dos

basibraquiales, tres hipobranquiales, cinco ceratobraquiales, cuatro epibraquiales y
tres faringobranquiales. Los surcos para las arterias braquiales se encuentran en la
cara externa de los cinco ceratobraquiales. Los huesos ceratobranquiales cuatro y
cinco, presentan dientes conicos en la cara interna del hueso. Las branquiespinas

estan presentes en los cuatro ceratobraquiales (Figuras 9, 10 y 11).

En las dos especies de estudio los basibranquiales son delgados, el primero
mas corto que el segundo que es ligeramente mas largo. Los tres hipobranquiales son
cortos de forma irregular, el primero mas grande que el segundo y éste mas grande

gue el tercero.

Los ceratobranquiales del uno al cuatro son alargados y delgados; éste ultimo
(ceratobranquial cuatro) presenta pequefios dientes alargados conicos en ambas
especies. El ceratobranquial cinco o hueso faringeo inferior en T. candalarius tiene
una forma triangular con un proceso cuadrado anteriormente y otro proceso en forma
de punta con una ligera curvatura en la parte posterior del hueso. En T. labialis este
hueso cambia porque es menos anguloso y tiene una forma mas alargada. Este hueso
(ceratobranquial cinco o hueso faringeo inferior) tiene fuertes dientes conicos en la

cara ventral en las dos especies (Figura 9y 10).

Los tres epibranquiales tienen forma tubular y son cortos; el primero recto sin
proceso dorsal. El segundo con un proceso dorsal corto y el tercero con un proceso
dorsal largo. El cuarto epibranquialtiene formade L invertida, con la diferencia que en

T. labialis el hueso se alarga en la parte inferiory en T. candalarius el hueso es mas
corto en esa region (Figura 11).

Los faringobranquiales (faringobranquial superior) del uno al tres son
laminados y ensamblados. El primer hueso del faringobranquial superior en T. labialis
en la parte antero dorsal es mas amplia en comparacion de T. candalarius que es
reducida. El segundo hueso faringobranquial en T. labialis es ovalado y amplio en los
extremos anterior y posterior a comparacién de T. candalarius que también es
ovalado, pero mas reducido en los extremos anterior y posterior. El tercer hueso

faringobranquial, en T. labialis es de forma rectangulara diferencia de T. candalarius
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gue mantienen una forma mas cuadrada (Figuras 9 y 10). Las braquiespinas se
presentan en dos series (superior e inferior) en los huesos ceratobranquiales uno, dos,
tres y cuatro, aunque este Ultimo no presente la serie interna, solo la externa. Las
braquiespinas no llevan dientes. En la serie externa del primer ceratobranquial son
largas y laminares, en el resto de los ceratobranquiales son conicas y pequefias
(Figura 10 y 11). En promedio el nimero de branquiespinas de la serie externa del

primer ceratobranquial es de 15.
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Figura9. Aparato branquial de T. candalarius. A) Vista dorsal y B) vista ventral.
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Figura10. Aparato branquial de T. labialis. A) Vista dorsal y B) vista ventral.
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6.7 Variacion intrapoblacionalde T. labialis.
La variacion intrapoblacional de T. labialis se encontré en los huesos: Premaxilar,

Maxilar, Dentario, Interopérculo y Urohial.

Figura12. Proceso alveolar anterior(AALV) y proceso alveolar posterior (PALV).
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68 Premaxilarde T. labialis.

El premaxilar muestra variacion en el borde del proceso ascendente que es de forma
roma o que no termina en punta, pero puede ser redondeado (poblacion de Ixtapa) o
truncado (Poblaciones de: Copainala y Cintalapa) (Figura 12). También el proceso
descendente del premaxilar es variable; en la poblacion de Cintalapa se encontrd qu e
la curvatura del proceso alveolar anterior (AALV) y la escotadura del proceso alveolar
posterior (PALV) no son tan pronunciados como si ocurre en las poblaciones de Ixtapa
y Copainala (Figura 12). Particularmente la curvatura del proceso AALV es variable

en los ejemplares de la misma poblacion de Copainala (Figura 12, By C).

69 Maxilar T. labialis

El maxilar presenta una larga curvatura que se acentla cerca de su posicion
articulatoria y un proceso anteroventral largamente expandido y generalmente
curvado. Tiene un hueso laminarque varia en su extension en forma truncada o roma.
En la poblacién de Copainala el proceso anteroventral es largo, grueso o delgado;
ventralmente puede ser recto o ligeramente curvado. En la parte medial del maxilar la
curvatura es amplia; y el borde posterior del hueso varia en su forma (Figura 13. Ay
B). El proceso anteroventral de la poblacion de Ixtapa tiende a ser mas grueso y
curvado. En la parte medial del maxilar la curvatura se acentia méas y el borde es
truncado y ancho. En la poblacion de Cintalapa el proceso anteroventral es grueso
con una curvatura ventral mas larga y terminando en punta roma y gruesa. En la parte
medial del hueso, la curvatura es ligeramente mas larga a diferencia de las demas

poblaciones; hacia el borde posterior, el hueso es menos ancho (Figura 13).
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Figura 13. maxilar de T. labialis A) Ixtapa, B) Copainala, C) Cintalapa, D) Copainala.
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610 Dentarioy anguloarticularde T.labialis
Las variaciones encontradas son en: Dentarioy anguloarticular.

En el dentario, el proceso posteroventral es amplio verticalmente en las
poblaciones de Ixtapa y Cintalapa; y se encuentra reducido en la poblacion de
Copainala (Figura 14).

En el Anguloarticular, los procesos dorsal y medial se expanden verticalmente
en las poblaciones de Cintalapa y Copainala; esta expansion es reducida en la
poblacion de Ixtapa (Figura 14).
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Figura 14.

Dentariode T. labialis A) Ixtapa, B) Copainala, C) Cintalapa, D) Copainalé.
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611 Interopérculo T.labialis

Las variaciones en el interopérculo son en el tamafio de la espina anterodorsal y en
la forma posterior y ancho del hueso. En la poblacion de Ixtapa la espina es delgada
y ligeramente expuesta al rebasar el borde del hueso; posteriormente tiene un borde
recto poco amplio. La poblacién de Copainala con una espina corta que rebasa el
borde del hueso; posteriormente tiene el borde redondeado y puede ser muy amplio.
La poblacion de Cintalapa tiene la espina mas larga que sobresale del borde anterior

del hueso. Presenta un borde posterior recto y el hueso es menos ancho (Figura 15).
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Figura15. T. labialis. Interopérculo A) Ixtapa, B) Copainala, C) Cintalapa
D) Copainala.
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612 Urohial T. labialis

Las variaciones en el urohial son: anteriormente en el tamafo de la espina, en la
extension del hueso laminar y posteriormente en la forma del hueso. En la poblacién
de Ixtapa la espina es delgada y larga, la extension del hueso laminaralcanza un poco
mas de la mitad de la espina. Posteriormente es de forma redondeada. En la poblacion
de Copainala la espina puede ser larga o corta con una larga extensién laminar qu e
cubre casi el total de la espina. Posteriormente el borde puede ser recto o redondeado.
En la poblacion de Cintalapa la espina es corta y gruesa con la extension laminar

hasta la mitad de la espina. Posteriormente el borde es redondeado (Figura 16)

40



Figura 16. T. labialis. Urohial. A) Ixtapa, B) Copainala, C) Cintalapa, D)
Copainala.
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613 Variacion intrapoblacionales de T.candalarius
Variaciones intrapoblacionales de T. candalarius: Premaxilar, Maxila, Dentario,

Interoperculo, Urohial.

Figura17. T. candalarius premaxilar A) Tzimol, B) Candelaria, C) Comitan, (AALV)
proceso alveolar anterior y (PALV) proceso alveolar posterior.
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614 Premaxilarde T. candalarius

Las variaciones en el premaxilar se encontraron en el proceso alveolar anterior (AALV)
y proceso alveolar posterior (PALV), en las poblaciones de Tzimol y Comitan, los
bordes del proceso alveolar anterior y posterior son largos y céncavos, el hueso se
adelgaza ligeramente en su parte media. En la poblacién de la Candelaria el proceso
alveolar anterior es corto y recto, el proceso alveolar posterior es concavo, quedando
la parte media del hueso mas amplia. La parte inferior del premaxilar se alarga
formando una espina gque es ligeramente mas larga y puntiaguda en la poblacién de

Comitan (Figura 17).

615 Maxilar T. candalarius

Las variaciones encontradas en el maxilar se presentaron en la parte anteroventral
del proceso que se encuentra en la posicion articulatoria del hueso. Las poblacion es
de Tzimol y La Candelaria presentan el proceso recto y mas largo en la primera que
en la segunda. En la poblacién de Comitan el proceso se curva y es mas corto. En la
parte medial del maxilar, que es un hueso laminar, las poblaciones de Tzimol y
Candelaria presentan el hueso méas curvado que la poblacion de Comitan que es

ligeramente mas recto (Figura 18).

6.16 Dentarioy anguloarticularde T.candalarius

Las variaciones encontradas en el dentario son en el proceso posterodorsal, el cual
es menos amplio verticalmente en la poblacion de Tzimol y mas amplio en las
poblaciones de la Candelaria y Comitan. El anguloarticular tiene ligeramente mas
extendido verticalmente el proceso dorsal y medial en la poblacién de la Candelaria

que en las poblaciones de Tzimol y Comitan (Figura 19).
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Figura18. T. candalarius. Maxilar A) Tzimol, B) Candelaria, C) Comitan
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Figura 19. T. candalarius dentario A) Tzimol, B) Candelaria, C) Comitan.
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6.17 Interopérculo T.candalarius

Las variaciones en el interoperculo se dan en la parte posterior del hueso; en las
poblaciones de Tzimol y la Candelaria, es ligeramente recto, mientras que, en la
poblacién de Comitan es curvo. También varia el tamafio de la espina anterior del
hueso, la poblacion de Comitan presentd una espina mas larga que las poblacion es

de Tzimol y la Candelaria (Figura 20).

618 Urohial T. candalarius

Las variaciones en el urohial se dan en el tamafio y forma de la espina en la parte
anterior y en la extension vertical del hueso laminar posteriormente. En la poblacién
Tzimol la espina es corta y de forma redondeada. En la poblacion de la Candelaria, la
espina es larga y de forma rectangular. La poblacion de Comitan tiene una espina
larga y delgada, que se expande dorsal y ventralmente.

Posteriormente la extension del hueso laminar es amplia verticalmente en las
poblaciones de Tzimol y Comitan y reducida en la poblacién de la Candelaria (Figura
21).

6.19 Analisis comparativo del hueso Urohial entre T. labialis y T. candalarius

El urohial es alargado, laminar, comprimido lateralmente, generalmente tiene
forma triangularen vista lateral y posteriormente es convexo. Presenta una extension
dorsal anteriormente que en T. candalarius forma un cuello muy estrecho a diferencia
de T. labialis que el cuello es mas ancho (Figura 22). En ambas especies el hueso
urohial es mas largo que su altura y esta morfologia difirid entre las especies (Figura
22 By C).
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Figura20. T. candalarius interoperculo A) Tzimol, B) Candelaria, C) Comitan.
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Figura 21. Variaciones intraespecificas del Urohial de T. candalarius A) Tzimol, B) La
Candelaria, C) Comitan.
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Min

g‘eight neck

Total length

Figure 22. Morfologia y terminologia del hueso Urohial. Localizacion del hueso
urohoial en el aparato branquial (A); Terminologia del urohial (B); Medidas
morfométricas del hueso urohial (C); Abreviaturas: Ha, hypohyal attachment; Height
Min and Height Max, minimum and maximum height of the urohyal, respectivel y; Ba,
basibranchial attachment; Co, condyle; Ne, neck; Ve, ventral extension; De, dorsal
extension; Dp, dorsal plate; Pde, posterodorsal edge; Pe, posterior edge; Ve, ventral

edge; Vp, ventral plate.
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Las medidas morfométricas tomadas del hueso urohial en los especimenes de ambas
especies son presentados en la Tabla 1. El cuello del urohial de T. candalarius (Fig.
22 B-C) midié entre el 6.66%-11.11% de la longitud total del hueso urohial (x =
8.75%), el cual fue mas estrecho que en T. labialis (rango 13.15%—-25%, X = 19.04%)
(Fig. 16, Tabla 3). Los andlisis mostraron que estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (Mann Whitney U: Z = 3.360, P < 0.001).

Cuadro 3. Resumen de las medidas morfométricas del hueso urohial de Tlaloc labialisy T.
candalarius.

Tlaloc labialis Tlaloc candalarius
Caracter Rango Media Rango Media
Longitud patrén 52.12-84.18 | 61.33 40.87-71.56 54.62
(SL) [mm]
Longitud totaldel Urohyal | 3.0-5.5 4.1 3.0-45 3.8
UTL [mm]
Alturadelcuello 13.15-25 19.04 6.66-11.11 8.75
[%UTL]
Alturaminima 30.0-43.33 37.08 21.87-35.55 27.70
[%UTL]
Alturaméxima 34.0-50.0 43.78 34.21-62.22 41.69
[%UTL]
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VII. DISCUSION

Los trabajos osteoldgicos han sido Utiles para entenderla relacion entre la morfologia
y el ambiente con el Unico propdsito de entender cdmo funcionan los organismos en

un contexto evolutivo y ecoldgico (Strauss y Bond, 1990; Wainwright y Reilly, 1994).

A partir de la revision osteoldgica de las dos especies del género Tlaloc
estudiadas (T. labialis y T. candalarius) se encontraron varios caracteres osteoldgicos
del esqueleto visceral, que pueden ser usados para delimitar ambas especies. En
términos generales la descripcion del hueso premaxilar, coincide con la descrita por
Costa (1998) y Gonzalez-Diaz et al. (2014) para el género Tlaloc, quienes la
describen como una estructura de una sola pieza, que es ligeramente alargada y la
base del proceso es mas delgada, practicamente conserva el mismo ancho en toda su
longitud. Arévalos (2018) menciona que el premaxilar de T. candalarius presenta un
proceso ascendente amplio y el borde bucal dentado. Es un hueso largo
lateralmente y su extremo anterior presenta un proceso ascendente amplio de borde
romo, que hace contacto con la region anteroventral del neurocraneo; el proceso
descendente presenta una amplia escotadura. En ambas especies analizadas en

este estudio se presenta como lo describe Arévalo (2018).

El maxilar fue descrito por Costa (1998), como una estructura que presenta
variaciones en su forma entre las distintas familias de Cyprinodontiformes. Arévalos
(2018), describio el dentario de T. candalarius como un hueso grande de la mandibula
inferior en cuya superficie externa se marca el canal de la linea lateral; el borde
anterior tiene forma de triangular, con un conjunto de dientes coénicos; lo cual coincide
con la observada en el presente estudio; sin embargo, en T. labialis la porcion mas
distal del proceso maxilar ventral es curva, y su punta esta truncada, mientras que en
T. candalarius la porcién distal del proceso del maxilar es curva, pero su punta tiene
un borde romo.

Gonzéalez-Diaz (2014), describieron los huesos articular y cuadrado en las
especies del Profundulus y Tlaloc; encontrando diferen cias cualitativas en ambas
estructuras entre los dos géneros. Dominguez-Cisneros et al., (2023) sefiala que el
cuadrado de T. hildebrandi es relativamente grande e irregular; con una porcion

anterior trunca orientada hacia adelante y que se une al palatino. Esta estructura
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difiere por que anteriormente es de forma redondeada en las dos especies
evaluadas en este estudio.

El urohial es un hueso impar de origen dérmico, localizado en el centro de la
mandibula inferiorde los teledsteos y que constituye un elemento fundamental para el
mecanismo de apertura bucal de los peces (Kusaka, 1974). Por su particular
morfologia y caracteristicas, esta estructura ha sido considerada de utilidad para el
estudio de diversos aspectos de la biologia de los peces (Gonzalez-Acosta et al.,
2014). En Tlaloc como en otros teledsteos, el urohial, se forma por la osificacion de
un tendon impar del masculo sternohyoideus (Dominguez-Cisneros et al., 2023). En
ambas especies analizadas en este estudio se encontré que el urohial es mas largo
gue alto, y su morfologia difiere entre ambas especies. El cuello del urohial en T.
candalius es relativamente mas estrecho que en T. labialis; ademas la extension
dorsal del urohial hace contacto con la porcion basal de la atadura del basibranquial
en T. candalarius; mientras que en T. labialis la extensién dorsal del urohial alcan za
la porcion superior de la atadura del basibranquial. Esta estructura es el caracter mas
notable que permite diferenciar a ambas especies; por lo que se sugiere utilizarla
como un caracter de importancia taxonémica en la discriminacion de ambas especi es

y con uso potencial para la taxonomia y sisteméatica de los profundulidos.

Los resultados encontrados en el presente estudio son consistentes con los
estudios mofolégicos de los peces profundulidos (Dominguez-Cisneros, 2023;
Gonzélez-Diaz et al., 2014); sin embargo, se ha cuestionado la validez taxon6mica de
T. candalarius con relacién a T. labialis, su especie hermana; debido a la poca
variacion genética encontrada entre este complejo de especies (Calixto-Rojas et al.,

2021); por lo que se ha sugerido sinonimizarlas.

Basado en los resultados del presente estudio, se sugiere mantener la vali dez
de T. candalarius, dado que los caracteres observados particularmente en la
morfologia del hueso urohial, permiten discriminar a ambas especies. Recientemente
Dominguez-Cisneros et al. (2023) obtuvo resultados similares utilizando caracteres de
la columna vertebral, que permitieron discriminar a T. labialis de T. candalarius por el
conteo en el numero de vértebras; asi como por las caracteristicas del complejo

caudal, como son un mayor numero de radios principales caudales contra un menor
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namero de estos elementos, permiten separar a ambas especies; la placa hipural en
forma triangulares un caracter que solamente se presenté en T. labialis; mientras qu e
en T. candalarius es la forma tipica de abanico. Morcillo et al. (2016) sugiere que T.
candalarius, es producto de un evento de especiacion reciente, por eso la poca

divergencia genética entre este complejo de especies.

La importancia taxonémica que se le ha otorgado a las caracteristicas 0seas y
su interpretacion evolutiva tienen consecuencias significativas en la constru ccion de
hipétesis filogenéticas (Gonzalez- Diaz. 2014). Particularmente las estructuras
relacionadas con el aparato branquial en los peces analizados, presentan evidencias
sustantivas para los estudios de taxonomia, por lo que es importante incorporar esta
informacion para evaluar las relaciones de parentesco entre los miembros de la familia
Profundulidae. Asi como, su clasificacion dentro de los Cyprinodontiformes, en
particular sus vinculos con la familia Goodeidae, su grupo hermano (Dominguez-
Cisneros, 2023).
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VIIl. CONCLUSIONES

Los estudios osteoldgicos proporcionan una herramienta valiosa para la comprension
de la relacién entre la morfologia, el ambiente y la evolucion de los organismos. La
organizacion general del aparato branquial de las especies analizadas Tlaloc labialis
y T. candarius corresponde al patrén morfolégico general de los teleésteos y en

particular de los Cyprinodontiformes.

Los resultados del presente estudio representan los primeros estudios en la
caracterizacion de la osteologia del esqueleto branquial en T. labilisy T. candalari us;
estos datos son fundamentales para avanzar en la comprension sobre la morfologia
de estas especies y servirdn de linea base para comprender la taxonomia y
sistemética de este complejo de especies; del cual se derivan las principales

conclusiones:

Existen variaciones intra e interespecificas en los elementos asociados al
aparato branquial entre las especies analizadas, tales como la forma de la premaxila y
el hueso maxilar, el dentario, anguloarticular, retroarticular, opérculo, aparato hiodeo,
farigeo inferior, 4 epibranquial, faringobraquiales superiores y varias estructuras
asociadas; sin embargo, la morfologia del hueso urohial, se presenta como la
estructura 6sea mas importante que puede ser utilizada como caracteres disponibles
para la diferenciacion del complejo T. labilis-T. candalarius y que ademas tiene
potencial de uso para la identificacion de los profundulidos a nivel de especies y

generos.
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Abstract

The genus Tlaloc contains four valid species and forms part of the family Profundulidae, a group of small freshwater fishes endemic
to the Mesoamerican region. The objective of this study was to provide a detailed description of the urohyal bone of two species of
Tlaloc—Tlaloc labialis (Glinther, 1866) and T. candalarius (Hubbs, 1924)—and to evaluate the usefulness of this osteological struc-
ture in delimiting these taxa. The urohyal bone is a single bony structure located in the ventral part of the head in both species and is
the result of ossification of an unpaired tendon of the sternohyoideus muscle. Data from cleared and double-stained museum speci-
mens of the focal taxa were analyzed, including morphometric measurements of each urohyal bone taken using an ocular micrometer
connected to a stereomicroscope. We found the most notable difference between the two species was the height of the urohyal neck,
which was significantly narrower in T. candalarius (6.66%-11.11% of total urohyal length) than in T. labialis (13.15%-25%) based
on the non-parametric Mann-Whitney U test. Our results show that measuring the urohyal bone offers a reliable and attractive alter-
native for taxonomic determination of Tlaloc labialis vs. T. candalarius due to the operational simplicity and speed of such measures.
Our work also highlights the utility of more detailed osteological analyses in taxonomic and systematic studies of profundulids.

Keywords

Endemic species, freshwater fishes, osteology, profundulids, taxonomy

Introduction

The family Profundulidaehas a limited geographicaldistri-
bution extending from southern Mexico into Central Amer-
ica (Miller 1955; Morcillo et al. 2016), making it one of the
few freshwater fish families endemic to Mesoamerica. Pro-
fundulids are small-bodied fish (maximum standard length
of ~120 mm) and often the only fish species in the upper
parts of the river basins where theyare found(Calixto-Rojas

et al. 2021). Recently, Morcillo et al. (2016) and Domin-
guez-Cisneros et al. (2023a) resurrected the genus Tlaloc
Alvarez et Carranza, 1951 within Profundulidae, as molec-
ular and morphologic evidence supported the monophyly
of the group. Currently, Tlaloc comprises only four valid
species, which are geographically restricted to the upper
part of the Grijalva—Usumancinta basin in Mexico and Gua-
temala and the Ulda River in Honduras (Miller et al. 2005;
Morcillo et al. 2016; Dominguez-Cisneros et al. 2023a).

Copyright Padilla-Sanchez etal. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY 4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
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Osteology has been an important source of morpho-
logical characters to propose hypotheses of phylogenetic
relationships between the profundulids and their sister
families within the order Cyprinodontiformes (see Paren-
ti 1981; Costa 1998; Ghedotti et al. 2005), as well as
between genera and between species within Profunduli-
dae (Uyeno and Miller 1962; Gonzéalez-Diaz et al. 2014;
Dominguez-Cisneros et al. 2023a). However, our knowl-
edge of the systematics of Profundulidae remains incom -
plete: genera and species are poorly defined, and little
is known about their osteology (Morcillo et al. 2016).
Clearly, there is a need to improve information available
on the morphological and osteological characteristics of
this group of fishes (Dominguez-Cisneros et al. 2023a).

The urohyal bone has long been considered a synapo -
morphy of teleost fishes (De Pinna 1996). Further stud-
ies indicated that morphological features of the urohyal
bone have taxonomic significance and ca n be used to
discriminate fish families, genera, and even species (Ar-
ratia and Schultze 1990; Chollet-Villalpando et al. 2014 ;
Teimori et al. 2018; Jiménez-Reyes et al. 2020). Among
osteological elements of the teleostean fishes, the urohyal
bone has proved to be of exceptional significance in fish
systematics (Yazdaniand Prakash 1990), for example, in
discriminating among species of the cyprinodontiform
genus Aphanius Nardo, 1827 (see Teimori et al. 2018).
Therefore, it is hypothesized that the urohyal bone con-
tains sufficient information to revealtaxonomic andeven
phylogenetic relationships among the fishes.

The taxonomic validity of T. candalarius in relation to
T. labialis, its hypothesized sister species, has been ques-
tioned due to the low genetic variation observedwithin this
species complex (Calixto-Rojas et al. 2021), in addition to
external morphological similarity between both species
(Gonzalez-Diaz et al. 2014); therefore, it has been sug-
gested to synonymize them. In light of this, the objective
of this study is to provide a detailed description of the uro-
hyal bone of two species from the genus Tlaloc—Tlaloc
labialis (Gunther, 1866) and Tlaloc candalarius (Hubbs,
1924)—and to evaluate the usefulness of this osteological
structure in the taxonomic delimitation of these species.

Materials and methods

Specimens deposited in the Fish Collection of the Zoology
Museum of the University of Sciences and Arts of Chiapas
were analyzed (collection code: 1138, MZ-UNICACH;
Sabaj 2020). All specimens were previously fixed in a
10% formalin solution and preserved in 70% ethanol for
long-term storage. Material examined in this study includ-
ed two species from the Grijalva-Usumacinta basin in Chi-
apas, Mexico, and along the Mexico-Guatemala border.
Adult specimens were chosen for analysis without sep-
arating the sexes due to the low number of individuals
available overall and for each sex. Fish standard length
(SL; measured with calipers to the nearest 0.01 mm)
ranged from 52.12 to 84.18 mm in T. labialis and 40.87 to
71.56 mm in T. candalarius (Table 1). The urohyalbone

was observed from specimens of each species that had
been cleared and double-stained using alizarin to stain
bone and counter-stained with alcian blue to identify car-
tilage according to the technique described by Taylor and
Van Dyke (1985). A digital image of each urohyal bone
was taken from the left side using a digital camera (Ve-
lab brand VE-LX1800) connected to a Zeiss stereomicro-
scope (model Stemi DV4). Morphometric measurements
of each urohyalbone were taken using an ocular microm -
eter (10 mm DIV 0.1 mm) connected to the same stereo-
microscope and are presented as percentages of the tota |
length of the urohyal; this standardization was applied in
an attempt to limit the potential influence of variability
due allometric growth. We tested for statistically signif-
icant differences in morphometric data between the spe-
cies using a non-parametric Mann-Whitney U test. Statis-
tical tests were considered significant at the & = 0.05 level.

Table 1. Summary of morphometric measurements of Tlaloc
labialis and T. candalarius specimens and their urohyal bones.

Tlaloclab alis Tlaloc candalarius
Character Range Mean Range Mean
Standardlength 52.12-84.18 61.33 40.87-71.56 54.62
(SL) [mm]
Urohyal total 3.0-55 4.1 3.0-45 3.8
length UTL[mm]
Neck height 13.15-25 19.04  6.66-11.11 8.75
[%UTL]
Minimumheight 30.0-43.33 37.08 21.87-3555 27.70
[%UTL]
Maximumheight 34.0-50.0 4378  34.21-62.22  41.69
[%UTL]

Measurement results are presented based on examining N = 8 individ-
uals per species.

Material examined. Tlaloc labialis: MZ-UNICACH

3467, 2; MZ-UNICACH 3240, 2; MZ-UNICACH 1402,
2; MZ-UNICACH 7686, 2. Tlaloc candalarius: MZ-UNI-
CACH 5715, 3; MZ-UNICACH 5709, 2. MZ-UNICACH
7566, 3. All specimens were cleared and double-stained.

Results

In species of the genus Tlaloc, as in other teleosts,
the urohyal bone is a single bony structure located in
the ventral part of the head (Fig. 1A, modified after
Dominguez-Cisneros et al. 2023a) in both species and
is formed by the ossification of an unpaired tendon of
the sternohyoideus muscle {e.g., the urohyal bone of
Tlaloc hildebrandi (Miller, 1950) is shown in Fig. 1B,
modified after Dominguez-Cisneros et al. 2023b}. The
Tlaloc urohyal is enlarged, laterally compressed, trian-
gular in lateral view, and the posterior portion is convex
in the focal taxa (Figs. 2B-C, 3A-F). In both species,
we found that the urohyal bone was longer than its
height, and its morphology differed between the species
(Fig. 3). Generally, the urohyal bones in these species
consisted of a basibranchial attachment (Ba), hypohyal
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Urohyal 77

A. Kobelkowsky

Basihyal

{ Pharyngoclavicylaris internus
Pharyngoclavicularis externus

Figure 1. Position of the urohyal bone in the oral cavity of Tlaloc candalarius (A) (modification of figure 6A of Dominguez-Cisneros
et al. 2023a) and relative position of the urohyal in T. hildebrandi (B) (modification of figure 4B of Dominguez-Cisneros et al. 2023b).

/ Pde

g::ight neck

Total length

Figure 2. Urohyal bone morphology and terminology. Location of the urohyal bone in the branchial apparatus (A); terminology
of the urohyal bone (B); and morphometric measurements made on specimen urohyal bones in this study (C; example: Tlaloc can-
dalarius). Abbreviations: Ha, hypohyal attachment; Height Min and Height Max, minimum and maximum height of the urohyal,
respectively; Ba, basibranchial attachment; Co, condyle; Ne, neck; Ve, ventral extension; De, dorsal extension; Dp, dorsal plate;
Pde, posterodorsal edge; Pe, posterior edge; Ve, ventral edge; Vp, ventral plate.
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Figure 3. Lateral view of the urohyal of Tlaloc species from the Grijalva-Usumacinta basin. Images are presented for Tlaloc can-
dalarius (A-C) and T. labialis (D-F), and arrows were added to indicate the urohyal neck.

attachment (Ha) and condyle (Co) attached to the ante-
rior margin (Fig. 2B); these structures show consider-
able intra- and inter-specific variation concerning their
shapes (Fig. 3A-F). We also found that the urohyals had
four distinguishable edges—dorsal (De), ventral (Ve),
posterior (Pe), and posterodorsal (Pde) edges. In addi-
tion, there were two plates, with the dorsal plate (DP)
usually wide and the ventral plate (VP) often narrows
(Fig. 2B).

Morphometric data we collected from specimen uro-
hyal bones (Fig. 2C) are presented in Table 1. The neck of
the urohyal bone of T. candalarius (Fig. 3A-C) measured
6.66%-11.11% of the urohyal total length (x = 8.75%),
which was narrower than that of T. labialis (Fig. 3D-F;
range 13.15%-25%, x = 19.04%). Our analyses showed
that this difference was statistically significant (Mann—
Whitney U: Z = 3.360, P < 0.001). In addition, we found
that the most notable qualitative difference was that the
dorsal extension of the urohyal made contact with the
basalportion of the basibranchialattachment in T. canda-
larius (Fig. 2A-C), while in T. labialis the dorsal exten-
sion of the urohyalreached the upper end of the basibran-
chial attachment (Fig. 3D-F).

Discussion
In this study, we described and compared, for the first

time, the morphology of the urohyal bone of two species
in the profundulid genus Tlaloc. Costa (1998) previously

described the urohyal bone in cyprinodontiform fishes
and found that, although very variable in shape, it was
clearly deeper, was a single bony structure located in the
ventral part of the head and formed as ossification of an
unpaired tendon of the sternohyoideus muscle. More re-
cently, Dominguez-Cisneros et al. (2023b), described the
urohyal bone of Tlaloc hildebrandi as enlarged, latera Ily
compressed, and triangular in lateral view, with the pos-
terior portion convex. Thus, the urohyal bone of the fo-
cal species analyzed in the current study was generally
similar to the descriptions of Costa (1998) and Domin-
guez-Cisneros et al. (2023b). However, we detected two
characters that we found to be useful for discriminating

T. labialis vs. T. candalarius. The first was the width of
the neck of the urohyal bone, which is narrower in T. can-
dalarius than T. labialis. The interspecific morphometric
difference in this character was substantial and high-
ly significant, showing no overlap between the species.
Secondly, there was a notable difference in the shape of
the bone, although additional analyses using geometric
morphometric (Zelditch et al. 2012) would likely be nec-
essary to better quantify such differences.

We conclude that the urohyalbone appears to provide a
reliable set of characters for differentiating between these
closely related species, and that this technique (Clearing
and double-staining) is advantageous in its operational
simplicity and speed (in contrast to X-ray radiography
or high resolution 2D X-ray images; that they are highly
specialized and very expensive to acquire). Our findings
demonstrate thepotentialapplication of urohyalcharacters
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in taxonomic and systematic studies of profundulids;
however, further research on this matter is required, par-
ticularly using a larger number of samples and localities.
Evidence gathered in this study suggest that
T. candalarius should be maintained as a distinct taxon
since the observed characters of the urohyal bone
allow discriminating it from its presumed sister taxon.
Recently, Dominguez-Cisneros et al. (2025) came to
the same conclusion using caudal complex characters
and the number of vertebrae to discriminate T. labialis
from T. candalarius. Thus, the morphological analysis
for this species complex provides further evidence that
T. candalarius is a valid taxon. Morcillo et al. (2016)
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