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La superfetacion puede tener algunas ventajas evolutivas
para los peces viviparos, sin embargo, la fuerza selectiva
que la causa, para mi, sigue siendo un enigma.

Thibault, 1975. Nature, 256

Poeciliopsis spp.
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RESUMEN

La superfetacion es la capacidad que tienen las hembras de llevar internamente y de manera
simultanea multiples camadas en diferentes estadios de desarrollo. La superfetacion es mas
predominante en peces viviparos de la familia Poeciliidae. EI nimero total de camadas
simultaneas presentes dentro de una hembra (i.e. grado de superfetacion) varia
substancialmente tanto dentro de una especie como también entre especies. En esta tesis se
realizd una aproximacion descriptiva espacial y temporal de la superfetacion y se
examinaron dos hipotesis que intentan explicar el significado adaptativo de la estrategia
reproductora. Para ello, se estudiaron 11 poblaciones de dos especies de peces viviparos
nativos de México: Poeciliopsis gracilis Y P. infans. La primera hipotesis menciona que la
superfetacion es el resultado de una restriccion morfoldgica, en ambientes en los que se
necesita un fenotipo delgado e hidrodindmico tal como rios con rapida velocidad del agua.
La siguiente hipdtesis puesta a prueba menciona que la superfetacion evoluciond debido a
que reduce el costo pico de la reproduccion vy, por lo tanto, deberia favorecerse en
ambientes con baja disponibilidad de alimento. Se encontr6 una gran variacion en el grado
de superfetacion entre diferentes meses del afio y asi como en distintas temporadas dentro
de las poblaciones en ambas especies. No se encontrd evidencia que soporte la hipdtesis de
restriccion morfologica en ninguna de las dos especies. En ambas especies el grado de
superfetacion vario como una interaccion compleja entre la poblacion de origen y el tamafio
de la hembra, sin encontrarse una relacion entre la variacion inter-poblacional y la
velocidad del agua. Contrario a lo que se esperaba, las hembras de P. gracilis con un
fenotipo mas hidrodinamico habitan rios de baja velocidad, mientras que para P. infans la

velocidad del agua no predice la variacion observada en la forma corporal. No se encontrd



evidencia que soporte la hipotesis de reduccion del costo pico reproductivo en P. gracilis.
En contraste, en algunas de las poblaciones de P. infans se encontrd evidencia para apoyar
la hipotesis: Las hembras con menor ingesta de alimento presentaron un mayor grado de
superfetacion. Esta tesis demuestra que la asociacién entre mayor superfetacion y fenotipos
hidrodinamicos en ambientes de rapido flujo de agua no es una regla general y que la
superfetacion no siempre esta asociada a la cantidad de recursos que se encuentran en el
ambiente. Por lo tanto, se puede concluir que el valor adaptativo de la superfetacién puede
diferir entre especies y que las fuerzas selectivas (e.g. velocidad del agua y cantidad de
recursos) estan actuando de diferente formas entre las distintas especies. Otras fuerzas
selectivas que pueden estar relacionadas con la variacion en historias de vida en peces

pecilidos son la mortalidad, la seleccion de pareja y densidad poblacional.



ABSTRACT

Superfoetation is the ability of females to have simultaneously several broods in different
developmental stages. Superfoetation is most common in fishes of the Poeciliidae Family.
The total number of simultaneous broods present inside one female (i.e. superfoetation
degree) varies greatly, not only in the same species but also between different species. In
the present work, a spatial and temporal descriptive approximation of superfoetation was
made and also two main hypothesis were examined trying to explain the adaptive
significance of this reproductive strategy. To accomplish this, 11 populations of two native
Mexican viviparous fishes were studied: Poeciliopsis gracilis and P. infans. In the first
hypothesis we propose that superfoetation is the result of a morphological restriction, in
environments such as fast water velocity rivers, where a thin and elongate body is favored.
The next hypothesis mentions that superfoetation evolved because it reduces the cost of
reproduction, therefore, superfoetation most be favored in environments with scarce food
resources. We found a large variation in superfoetation among different months of the year
and in the seasons, for populations in both species. No evidence was found to support the
morphologic restriction hypothesis in any species. In both species the superfoetation degree
varied as a complex interaction between the source population and female size and this
inter-population variation was not associated with water velocity. In contrast, females of P.
gracilis with thin and elongated bodies inhabit low velocity rivers, whereas for P. infans
water velocity in rivers do not predict the variation observed in the corporal shape. No
evidence was found which supports the reduction of pick cost hypothesis in P. gracilis. In
contrast, in some populations of P. infans evidence was found to support the hypothesis:

females with low food ingested showed a high superfoetation degree. This thesis



demonstrate that the association between superfoetation and hydrodynamic body
phenotypes in environments of fast water flow it is not a general rule and the superfoetation
is not always associated with the amount of resources presents in the environments. Thus, it
can be concluded that the adaptive significance of superfoetation can differ among species
and the selective forces (e.g. water velocity and resources availability) are acting in
different ways among different species. Other selective forces that can be related with life

history variation in poeciliids fishes are mortality, mate choice and population density.
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INTRODUCCION

Superfetacion

La superfetacion - del latin “superfetatio” (super = arriba, encima de; fetus, fetura =
fértil, fertilizar, hijos) - es la capacidad que tienen las hembras de llevar internamente y al
mismo tiempo varias camadas de embriones en diferentes estadios de desarrollo (Turner,
1937; Scrimshaw, 1944; Roellig et al. 2011). Los antiguos griegos como Aristételes,
Herodoto, Hipocrates y Plinio ya hacian mencion al fenomeno (Roellig et al. 2011). En el
siglo XIX surge la primera referencia basica de una definicion clara del termino y no es
sino hasta el siglo XX cuando se generaliza una definicion estandar de superfetacion

(Rollhduser, 1949; Roellig et al. 2011).

Este atributo reproductor ha sido documentado en plantas angiospermas (Kennedy,
1978), peces viviparos (Scrimshaw, 1944; Reznick et al. 2007a), y en al menos 10 6rdenes
de mamiferos, entre los que se encuentran: carnivoros (Meles meles; Yamaguchi et al.
2006), diprotodontos (Wallavia bicolor; Paplinska et al. 2006), lagomorfos (Lepus
americanus; Burton, 2002), quiropteros (Peropteryx kappleri; Rasweiler, 1982) , roedores
(Mus musculus; Barnett y Munro, 1970) e inclusive humanos (Pape et al. 2008; Lantieri et
al. 2010). En aves altriciales la superposicién de puestas (i.e., superfetacion) se presenta
como la provision simultanea de cuidado parental a grupos dependientes de crias en

diferentes estadios de desarrollo (Burley, 1980; Hill, 1986; Hetmanski y Wolk, 2005).

La superfetacion es mas predominante en peces viviparos (Turner, 1937,
Scrimshaw, 1944; Thibault y Schultz, 1978), y se ha documentado en al menos tres familias

pertenecientes a diferentes ordenes: Clinidae (Gunn 'y Thresher, 1991), Zenarchopteridae y



Poeciliidae (Reznick et al. 2007a; Fig. 1). La familia Clinidae (orden Peciformes) son peces
pequefios que habitan el fondo marino (Gunn y Thresher, 1991; Fig. 1a). Se distribuyen del
norte al sur del Pacifico, sureste del Atlantico y en el Mediterrdneo (Springer, 1970).
Dentro de las muy variadas estrategias reproductoras de los clinidos se encuentra la
viviparidad, la cual esta frecuentemente acompafiada por superfetacién (Gunny Thresher,
1991). Esta Gltima ha sido reportada en dos de sus 20 géneros (Cristiceps, Heteroclinus) y

en nueve de sus 74 especies (Nelson, 2006; Gunn y Thresher, 1991; Tabla 1).

Zenarchopteridae es una familia perteneciente al orden de los Beloniformes
(Lovejoy et al. 2004). La aleta anal en este grupo esta modificada y conforma el andropodio
(anédlogo al gonopodio encontrado en ciprinodontiformes), lo que facilita la fertilizacion
interna (Nelson, 2006; Fig. 1b). Esta familia que se distribuye en el sureste de Asiay en el
Archipiélago Malayo comprende cinco géneros que presentan diversas estrategias
reproductoras (Nelson, 2006). Los géneros habitantes de cuerpos de agua dulce
Dermogenys (10 spp.), Hemirhamphodon (6 spp.), y Nomorhamphus (13 spp.) son
viviparos (Reznick, 2007a). Se ha documentado superfetacion en varias especies
pertenecientes a estos tres géneros (Meisner y Burns, 1997; Reznick et al. 2007a; Tabla 1).
Hermirhamphodon tengah €S la Unica especie dentro de los géneros viviparos que deposita
huevos (Nelson, 2006; Dorn y Greven, 2007; Reznick et al. 2007a). Las especies del cuarto
género, Zenarchopterus (20 spp.), depositan sus huevos en aguas marinas (Nelson, 2006;
Reznick et al. 2007a). EI modo reproductor del ultimo género Tondanichthys (1 sp.) es aun

desconocido (Nelson, 2006; Reznick et al. 2007a).



Tabla 1. Lista de especies de peces viviparos de las familias Clinidae y Zenarchopteridae
con presencia de superfetacion.

Especies \ Bibliografia
Peciformes
Clinidae
Cristiceps australis Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus adelaide Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus perspicillatus Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus fosteri Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus wilsoni Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus heptaolus Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus puellarum Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus longicaudis Gunn y Thresher, 1991
Heteroclinus sp. (Scott’s Weedfish) Gunn y Thresher, 1991

Beloniformes
Zenarchopteridae

Nomorhamphus brembachii Reznick et al. 2007a
Nomorhamphus manifesta Reznick et al. 2007a
Nomorhamphus pectoralis Reznick et al. 2007a
Nomorhamphus rossi Reznick et al. 2007a
Hemirhamphodon pogonognathus Reznick et al. 2007a
Hemirhamphodon kuekenthali Reznick et al. 2007a
Hemirhamphodon kapuasensis Reznick et al. 2007a
Dermogenys sumatrana Reznick et al. 2007a
Dermogenys orientalis Meisner y Burns, 1997; Reznick et al. 2007a
Dermogenys bispina Reznick et al. 2007a
Dermogenys robertsi Reznick et al. 2007a
Dermogenys pusilla Meisner y Burns, 1997
Dermogenys viviparous Meisner y Burns, 1997

Dentro del orden de los Cyprinodontiformes se encuentra la familia Poeciliidae
(Lucinda y Ries, 2005). Los representantes de esta familia se distinguen por ser peces
pequefios y lateralmente comprimidos que habitan cuerpos de agua dulce y salobre (Miller
et al. 2005; Fig. 1c¢). Su distribucién comprende desde el oriente de Estados Unidos de
Norteamérica hasta el noroeste de Argentina, asi como Africa y Madagascar (Miller et al.
2005). Ghedotti (2000) reconoce tres subfamilias: Aplocheilichthyinae, Procatopodinae,

Poeciliinae. Aplocheilichthyinae contiene Unicamente a la especie africana Aplocheilichthys



spilauchen (Ghedotti, 2000). La subfamilia Procatopodinae con 78 especies es un grupo
compuesto por el género habitante del sur de America Fluviphylax, ademas de los

procatopodines de Africa (Ghedotti, 2000).

La subfamilia Poeciliinae se caracteriza por la modificacién de la aleta anal del
macho en un gonopodio, lo cual permite la fertilizacion interna (Parenti, 1981; Miller et al.
2005). Todos los miembros de Poeciliinae son endémicos de América, donde la mayoria de
sus especies se encuentran en Centroamérica, las Antillas y México (Hrbek et al. 2007). La
subfamilia Poeciliinae comprende 28 géneros y aproximadamente 225 especies (Lucina,
2003; Lucina y Reis, 2005). La estrategia reproductora de la subfamilia es la viviparidad y
se ha documentado un amplio nimero de especies que presentan superfetacion (Miller et al.
2005; Lucinda, 2003; Tabla 2). Tomerus gracilis €s la Unica especie dentro del grupo que
deposita sus huevos en el exterior (i.e. es la Unica especie ovipara; Rosen, 1964). Esta
subfamilia es ampliamente reconocida por su importancia como peces de ornato para
acuarios, algunas de las cuales son popularmente reconocidas como: gupis, peces mosquito,

platis, molis, peces espada, guayacones y topotes (Miller et al. 2005; Lucinda y Reis, 2005).

La amplia distribucion de la subfamilia en el nuevo mundo comprende otras
especies que no se encuentran en México pero que también superfetan (Pollux et al. 2009).
Entre éstas podemos mencionar a Heterandria formosa, Gambusia hubbsi, Neoheterandria
elegans, N. tridentiger, Phalloptychus januaris, Poecilia bifurca, P. branneri, P. parae,
Pseudopoecilia festae, Poeciliopsis scarlii, P. retropina, P. elongata 'y P. paucimaculata

(Downhower et al. 2002; Pollux et al. 2009; Pires et al. 2010).



Fig. 1. Morfologia caracteristica de las tres familias de peces viviparos que presentan
superfetacion. a) Clinidae b) Zenarchopteridae c) Poeciliidae. llustraciones tomadas de

Nelson, (2006).
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Tabla 2. Lista de las especies de la subfamilia Poeciliinae que habitan en México,
sefialando las especies endémicas y las especies reportadas con superfetacion.

Especies Endémica Presencia de Bibliografia
Superfetacion
(SF)

Cyprinodontiformes
Poeciliidae
Poeciliinae
Belonesox belizanus
Brachyrhaphis hartwegi
Carlhubbsia kidderi
Gambusia affinis
Gambusia alvarezi
Gambusia atrora
Gambusia aurata
Gambusia eurystoma
Gambusia hurtadoi
Gambusia krumholzi
Gambusia marshi
Gambusia regani
Gambusia senilis
Gambusia sexradiata
Gambusia speciosa
Gambusia vittata
Gambusia yucatana
Heterandria jonesii
Heterophallus echeagarayi
Heterophallus milleri
Heterophallus rachovii
Phallichthys fairweatheri
Poecilia butleri
Poecilia catemaconis
Poecilia chica
Poecilia formosa
Poecilia latipinna
Poecilia latipunctata X
Poecilia maylandi X
Poecilia mexicana
Poecilia orri
Poecilia petenensis
Poecilia sphenops
Poecilia sulphuraria
Poecilia velifera
Poeciliopsis baenschi
Poeciliopsis balsas
Poeciliopsis catemaco

XXX XX XXX

XX XX X

X X

SF Pollux et al. 2009

X X X X X

SF Pollux et al. 2009
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http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3214&genusname=Belonesox&speciesname=belizanus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46454&genusname=Brachyrhaphis&speciesname=hartwegi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46477&genusname=Carlhubbsia&speciesname=kidderi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3215&genusname=Gambusia&speciesname=affinis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6214&genusname=Gambusia&speciesname=alvarezi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46637&genusname=Gambusia&speciesname=atrora
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46638&genusname=Gambusia&speciesname=aurata
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6215&genusname=Gambusia&speciesname=eurystoma
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6216&genusname=Gambusia&speciesname=hurtadoi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46639&genusname=Gambusia&speciesname=krumholzi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=27087&genusname=Gambusia&speciesname=marshi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46655&genusname=Gambusia&speciesname=regani
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3223&genusname=Gambusia&speciesname=senilis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=53026&genusname=Gambusia&speciesname=sexradiata
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=53787&genusname=Gambusia&speciesname=speciosa
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46636&genusname=Gambusia&speciesname=vittata
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=27744&genusname=Gambusia&speciesname=yucatana
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46715&genusname=Heterandria&speciesname=jonesii
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46721&genusname=Gambusia&speciesname=echeagarayi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=62526&genusname=Heterophallus&speciesname=milleri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=46732&genusname=Heterophallus&speciesname=rachovii
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47164&genusname=Phallichthys&speciesname=fairweatheri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11971&genusname=Poecilia&speciesname=butleri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11974&genusname=Poecilia&speciesname=catemaconis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11976&genusname=Poecilia&speciesname=chica
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3225&genusname=Poecilia&speciesname=formosa
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3226&genusname=Poecilia&speciesname=latipinna
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6219&genusname=Poecilia&speciesname=latipunctata
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47224&genusname=Poecilia&speciesname=maylandi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3227&genusname=Poecilia&speciesname=mexicana
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11982&genusname=Poecilia&speciesname=orri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11989&genusname=Poecilia&speciesname=petenensis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=4680&genusname=Poecilia&speciesname=sphenops
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6220&genusname=Poecilia&speciesname=sulphuraria
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=4773&genusname=Poecilia&speciesname=velifera
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47228&genusname=Poeciliopsis&speciesname=baenschi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47229&genusname=Poeciliopsis&speciesname=balsas
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47230&genusname=Poeciliopsis&speciesname=catemaco

Poeciliopsis fasciata
Poeciliopsis gracilis
Poeciliopsis hnilickai
Poeciliopsis infans
Poeciliopsis latidens
Poeciliopsis lucida
Poeciliopsis monacha
Poeciliopsis occidentalis
Poeciliopsis pleurospilus
Poeciliopsis presidionis
Poeciliopsis prolifica
Poeciliopsis sonoriensis
Poeciliopsis turneri
Poeciliopsis turrubarensis
Poeciliopsis viriosa
Priapella bonita
Priapella compressa
Priapella intermedia
Priapella olmecae
Xenodexia ctenolepis
Xiphophorus alvarezi
Xiphophorus andersi
Xiphophorus birchmanni
Xiphophorus clemenciae
Xiphophorus continens
Xiphophorus cortezi
Xiphophorus couchianus
Xiphophorus evelynae
Xiphophorus gordoni
Xiphophorus hellerii
Xiphophorus maculatus
Xiphophorus malinche
Xiphophorus meyeri
Xiphophorus milleri
Xiphophorus montezumae
Xiphophorus multilineatus
Xiphophorus nezahualcoyotl
Xiphophorus nigrensis
Xiphophorus pygmaeus
Xiphophorus variatus
Xiphophorus xiphidium

XXXXX X XX XX XX X

XX XXX XXX

XXXXXXXXXX

SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF

SF
SF
SF
SF

SF

Pollux et al. 2009
Gomez-Marquez et al. 2008; Pollux et al. 2009
Pollux et al. 2009
Pollux et al. 2009
Pollux et al. 2009
Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009
Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009
Scrimshaw, 1944; Pollux et al. 2009
Scrimshaw, 1944
Pollux et al. 2009
Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009

Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009
Zuiiga-Vega et al. 2007; Pollux et al. 2009
Pollux et al. 2009
Scrimshaw, 1944

Reznick et al. 2007b; Pollux et al. 2009

Como se ha observado dentro de algunos géneros, hay especies que exhiben

superfetacion, mientras que otras no (Reznick et al. 2007a; Pires et al. 2010). La
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http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47231&genusname=Poeciliopsis&speciesname=fasciata
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3229&genusname=Poeciliopsis&speciesname=gracilis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47232&genusname=Poeciliopsis&speciesname=hnilickai
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47233&genusname=Poeciliopsis&speciesname=infans
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47234&genusname=Poeciliopsis&speciesname=latidens
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47235&genusname=Poeciliopsis&speciesname=lucida
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=26064&genusname=Poeciliopsis&speciesname=monacha
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3230&genusname=Poeciliopsis&speciesname=occidentalis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=62528&genusname=Poeciliopsis&speciesname=pleurospilus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47237&genusname=Poeciliopsis&speciesname=presidionis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47238&genusname=Poeciliopsis&speciesname=prolifica
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=65075&genusname=Poeciliopsis&speciesname=sonoriensis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47292&genusname=Poeciliopsis&speciesname=turneri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47293&genusname=Poeciliopsis&speciesname=turrubarensis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47303&genusname=Poeciliopsis&speciesname=viriosa
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6221&genusname=Priapella&speciesname=bonita
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47305&genusname=Priapella&speciesname=compressa
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47308&genusname=Priapella&speciesname=intermedia
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47309&genusname=Priapella&speciesname=olmecae
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47326&genusname=Xenodexia&speciesname=ctenolepis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47328&genusname=Xiphophorus&speciesname=alvarezi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47329&genusname=Xiphophorus&speciesname=andersi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47330&genusname=Xiphophorus&speciesname=birchmanni
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6222&genusname=Xiphophorus&speciesname=clemenciae
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47335&genusname=Xiphophorus&speciesname=continens
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47336&genusname=Xiphophorus&speciesname=cortezi
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6223&genusname=Xiphophorus&speciesname=couchianus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11992&genusname=Xiphophorus&speciesname=evelynae
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6224&genusname=Xiphophorus&speciesname=gordoni
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3231&genusname=Xiphophorus&speciesname=hellerii
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3232&genusname=Xiphophorus&speciesname=maculatus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47339&genusname=Xiphophorus&speciesname=malinche
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=6225&genusname=Xiphophorus&speciesname=meyeri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47340&genusname=Xiphophorus&speciesname=milleri
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11995&genusname=Xiphophorus&speciesname=montezumae
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47341&genusname=Xiphophorus&speciesname=multilineatus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47343&genusname=Xiphophorus&speciesname=nezahualcoyotl
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47351&genusname=Xiphophorus&speciesname=nigrensis
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=11999&genusname=Xiphophorus&speciesname=pygmaeus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=3233&genusname=Xiphophorus&speciesname=variatus
http://fishbase.sinica.edu.tw/Summary/SpeciesSummary.php?ID=47356&genusname=Xiphophorus&speciesname=xiphidium

distribucion filogenética segun la estrategia reproductiva (Fig. 2) sugiere que la
superfetacion ha evolucionado independientemente y en multiples ocasiones (Reznick y
Miles, 1989; Reznick et al. 2002; Meredith et al. 2010; Pires et al. 2010; Meredith et al.
2011).

Mas interesante es el hecho que diversos estudios han encontrado que el grado de
superfetacion, puede variar en tiempo y espacio dentro de una misma especie (Zufiga-Vega
et al. en prensa). Travis et al. (1987) documento6 que hembras de Heterandria formosa
criadas en laboratorio con diferentes cantidades de alimento, presentaron diferentes grados
de superfetacion. En las poblaciones de Poeciliopsis turrubarensis se ha observado una
fuerte asociacion entre el tipo del habitat y el grado de superfetacion (Zufiiga-Vega et al.
2007). Distintas poblaciones de P. prolifica en el noroeste de México exhiben notables
diferencias en el nivel de superfetacion (Pires et al. 2007). Esta variacion intraespecifica
observada en numerosas especies indica que la superfetacién puede verse mas favorecida

en algunos ambientes que en otros (ZUfiga-Vega et al. 2010).

Zuiiga-Vega et al. (en prensa) expone que la evidencia de evolucion multiple e
independiente aunada a la variacién intraespecifica, sugiere que la superfetacion debe
proveer bajo algunas circunstancias ciertos beneficios para la adecuacion de sus portadoras.
Lo cual significaria que este atributo reproductor podria representar una adaptacion a

presiones selectivas particulares.
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Figura 2. Arbol filogenético que muestra la distribucion taxondmica de la superfetacion en

la familia Poeciliidae (tomado y modificado de Pollux et al. 2009). Se muestran frente a

cada clado a las especies reportadas con superfetacion que no fueron incluidas en el arbol.

Gambusia hubbsi (Downhower et al. 2002), Poecilia bifurcata, P. braneri, P. parae (Pires

et al. 2010).
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Actualmente no existe un consenso sobre el significado adaptativo de la
superfetacion, a pesar del creciente interés en entender el papel que ha jugado la seleccién
natural en el origen multiple de esta estrategia reproductora (Travis et al. 1987; Downhower

et al. 2002; Zufiga-Vega et al. 2007).

La evidencia de este interés puede observarse en el desarrollo hasta el momento de
seis hipotesis (revisadas de Zufiiga-Vega et al. 2010) que intentan explicar el origen y el
significado adaptativo de la superfetacion. Zlfiga-Vega et al. (2010) las clasifica en tres
categorias: 1) costo reproductor de la superfetacion, la cual incluye dos hipétesis; I1)
ventajas demograficas de la superfetacion, integrada por tres hipoétesis; 111) evolucion de la
superfetacion para asegurar la variabilidad genética de la descendencia, comprendida por
solo una hipotesis. A continuacion se abordan cada una de las tres categorias y las hipdtesis

que las conforman.

Costo reproductor de la superfetacion

Hipotesis 1. La superfetacion disminuye el costo pico de la reproduccion.

La superfetacion podria reducir el pico de inversion reproductora que deben de
hacer las hembras en un determinado momento (Downhower y Brown, 1975). El efecto
neto de la superfetacion es el de distribuir el esfuerzo reproductor a lo largo del tiempo,
reduciendo la inversion maxima realizada por las madres en un determinado momento, sin
afectar el total de crias que son producidas (Downhower y Brown, 1975). Por ejemplo, la
especie no superfetadora Poecilia reticula a un tamafio de 30-35 mm, produce 24 crias en

21 dias, en comparacion con las especies superfetadoras Poeciliopsis lucida y P.monacha,

15



que al mismo tamafio producen dos camadas de 11 crias en 22 dias (Downhower y Brown,
1975). El numero total de crias entre las especies (con y sin superfetacion) es
aproximadamente el mismo. Por lo tanto, el efecto neto de la superfetacion es el de
distribuir la reproduccion de una manera mas uniforme reduciendo la inversion total de
recursos realizada por las hembras en un determinado momento sin afectar el rendimiento
reproductor (Zufiga-Vega et al, 2010). Bajo esta hipdtesis se espera que la superfetacion se
vea favorecida en ambientes donde la reproduccion sea costosa, como en ambientes
inestables con baja disponibilidad en los recursos alimenticios (Downhower y Brown,

1975; Zlhiga-Vega et al. 2010).

Hipdtesis 2. La superfetacion resulta de una restriccion morfolégica.

No solo un ambiente con limitados recursos de comida puede producir altos costos
en la reproduccion (Zufiiga-Vega et al, 2010). En peces viviparos, incrementar la
asignacion reproductora (i.e. la proporcion de la masa de la hembra utilizada en el
desarrollo de las crias), podria hacer a las hembras mas vulnerables a depredadores, ya que
el desarrollo interno de multiples embriones impone una carga fisica que podria perjudicar
el desempefio locomotor para escapar (Ghalambor et al. 2004). En ambientes acuosos con
sistemas fluviales de alta velocidad, los peces con fenotipos delgados y alargados se ven
favorecidos (Langerhans, 2008). En peces viviparos un incremento en el volumen del
cuerpo asociado a una inversion alta en la produccion de crias podria implicar un costo alto
(ZaRiga-Vega et al, 2010). Reduciendo el tamafio de ovarios y el nimero de embriones (i.e.
superfetacion) se puede mantener un fenotipo mas hidrodindmico (Thibault y Schultz,
1978). Bajo esta hipotesis se espera que la superfetacion incremente bajo presiones que

favorezcan un fenotipo hidrodinamico (mas alargado y esbelto). Especificamente se espera
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mas superfetacién en ambientes con alta velocidad en el flujo del agua y/o que concurran

con depredadores (Thibault y Schultz, 1978; Zdfiga-Vega et al. 2010).

Zuiiga-Vega et al. (2007) compararon dos poblaciones de Poeciliopsis
turrubarensis en Costa Rica. Algunas poblaciones habitan en lugares con bajas corrientes y
pendientes moderadas, mientras que otras habitan en rios de rapido afluente y altas
pendientes. Los autores encontraron que las hembras habitantes de afluentes rapidos
muestran un mayor nimero de camadas en diferentes estadios de desarrollo y tienen un
fenotipo mas alargado y esbelto a comparacién de las hembras que se encuentran en

afluentes lentos.

Ventajas demograficas de la superfetacion

Hipdtesis 3. La superfetacion disminuye la tasa de mortalidad juvenil.

La teoria de historias de vida predice que cuando la mortalidad de los jovenes es
altamente impredecible en el tiempo y en el espacio, una tasa de produccién de crias baja y
constante debe ser selectivamente ventajosa (Roff, 2002; Einum y Fleming, 2004). El
riesgo de perder a toda la progenie en algun evento ambiental desfavorable se vera
disminuido si se reparte la inversion reproductora total en pequefios eventos. Thibault
(1974) propone que en peces pecilidos, cuando la supervivencia de las crias es muy
variable e impredecible, distribuir la produccion de crias a través del tiempo dara como
resultado a largo plazo menores tasas de mortalidad juvenil. Las hembras superfetadoras
pueden producir el mismo nimero de crias que una hembra no superfetadora, sin embargo,

si la superfetacion permite la distribucion de las crias en pequefias camadas a lo largo del
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tiempo, la superfetacion puede verse como una estrategia del tipo “mejor apostador” (i.e.
esfuerzo reproductivo bajo y dispersado a través del tiempo; Zufiga-Vega et al. 2010).
Bajo esta hipotesis se puede esperar que el nivel de superfetacion sea mayor en
poblaciones con tasas estocasticas de supervivencia juvenil en comparacion con
poblaciones que posean tasas constantes de supervivencia juvenil. Dicho de otro modo, la
superfetacion incrementara conforme la variabilidad en la mortalidad juvenil aumente

(Thibault, 1974; Z(figa-Vega et al. 2010).

Hipdtesis 4. La superfetacion incrementara en tanto disminuya la mortalidad en
adultos.

Esta hipotesis redne la teoria de historias de vida de iteroparidad y la hipotesis 1
anteriormente descrita. La teoria de historias de vida predice que la iteroparidad (capacidad
de reproducirse varias veces en la vida) es favorecida cuando se experimentan tasas de
mortalidad adulta bajas o constantes (Stearns, 1992; Roff, 2002). Las hembras
superfetadoras distribuyen la demanda energética asignada a la produccion de crias a través
del tiempo (hipotesis 1; Downhower y Brown, 1975). Como consecuencia, presentaran
costos reproductivos menores y, por lo tanto, una mayor probabilidad de sobrevivir y seran
mas iterdparas (Zufiga-Vega et al. 2010). Bajo esta hipotesis la superfetacion debe de verse
favorecida en poblaciones en las que sea ventajoso ser longevo e iteréparo. Es decir, en
poblaciones con tasas de supervivencia adulta alta o constante, en comparacion de las
poblaciones con tasas bajas o estocasticas de supervivencia adulta. Dicho de otro modo, la
superfetacion incrementara a medida que aumente la supervivencia adulta (Downhower y

Brown, 1975; Zufiga-Vega et al. 2010).
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Hipotesis 5. La superfetacion incrementa la tasa de produccion de crias.

En aves se ha sugerido que la superposicion de huevos (i.e. superfetacion) podria
resultar en tasas reproductoras mas altas (Burley, 1980). En el mismo periodo de tiempo,
las aves que superponen huevos a diferencia de las que no lo hacen, presentan un
incremento en el niamero de polluelos que son criados, y ademas la energia total necesaria
para criar a toda la descendencia es menor (Burley, 1980). Por ejemplo, Burley (1980)
asume que una hembra que no exhiba superposicién de puestas tendria el tiempo suficiente
durante una temporada reproductora para criar, digamos, dos puestas de cuatro crias cada
una. En este esfuerzo parental consumiria toda su energia. Alternativamente, una hembra
gue superponga sus puestas, podria criar tres puestas de tres polluelos en el mismo periodo
de tiempo y gastar menor cantidad de energia. La Gltima hembra habra producido 9 crias en
lugar de ocho, durante el mismo periodo de tiempo. Esta hip6tesis considera a la
superposicién de huevos (i.e. superfetacion) como eventos reproductores separados (en el
ejemplo anterior cada puesta representa un evento reproductor por separado), al contrario
de la hipétesis 1 en la cual se asume que la superfetacion (i.e., superposicion de huevos) es
un esquema de redistribucion de un solo evento reproductor pero en componentes pequefios

y dispersos temporalmente (Zufiiga-Vega et al. 2010).

En sintesis, la superfetacion, a través de la superposicion de diferentes puestas,
podria acelerar las tasas de produccion de crias, bajo el costo potencial de perder futuras
oportunidades reproductoras. De acuerdo con la teoria de historias de vida (Stearns, 1992),
tasas altas de fecundidad deben favorecerse cuando las oportunidades de sobrevivir de los
adultos son limitadas. Por lo tanto, si la superfetacion aumenta el numero de crias que son

producidas, puede compensar el alto riesgo de morir de los padres y se veria favorecida en
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ambientes en los que las probabilidades de sobrevivir de los adultos son bajas o inciertas
(Roff, 1992; Reznick et al. 1996). Bajo esta hip6tesis ambientes o temporadas con
supervivencia adulta baja o estocastica deben de estar asociados a mayores niveles de
superfetacion en comparacion con los ambientes o temporadas con una supervivencia
adulta estable (Zufiga-Vega et al. 2010). Esta hipdtesis discrepa con la hipotesis 4, en que
la superfetacidn se vera favorecida en poblaciones con tasas de supervivencia adulta altas y
constantes, en comparacion de las poblaciones con tasas bajas o estocasticas de
supervivencia adulta . Tomando en cuenta que bajo la hip6tesis 4, los costos reproductivos
de las hembras superfetadoras seran menores y con ello tendran mayor posibilidad de

sobrevivir (hipotesis 1).

Evolucién de la superfetacién para asegurar la viabilidad genética de la descendencia

Hipdtesis 6.- La superfetacion incrementa el control femenino sobre la paternidad.
Macias-Garcia y Gonzéalez-Zuarth (2005) proponen que el conflicto sexual en peces
puede causar la superfetacion. Como consecuencia de una inversion reproductora
asimétrica entre sexos, las hembras son seleccionadas para maximizar la calidad de sus
parejas reproductoras (Sutherland y De Jong, 1991; Becher y Magurran, 2004). Evidencia
sugiere que una hembra puede valorar la calidad de un macho cuando éste produce y
mantiene caracteres sexuales secundarios costosos, como lo son cortejos prolongados,
ornamentos grandes y colores vistosos (Zahavi, 1975, 1977). En la mayoria de las especies
de pecilidos los machos no exhiben cortejos y no necesitan la presencia de los caracteres
sexuales secundarios costosos, para que se lleve a cabo el apareamiento (Farr, 1989;

Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth, 2005), ademas en estas especies los machos poseen un
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gonopodio grande (aleta anal modificada para llevar a cabo la fertilizacion interna),
utilizado para inseminar a las hembras sin su consentimiento (Farr, 1989; Zufiga-Vega et
al. 2010). La imposibilidad de las hembras de valorar la calidad de los machos que las
inseminan, podria ocasionar que éstas terminen cargando una camada de crias de una pareja
de baja calidad (Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth, 2005). Estas hembras que no pueden
controlar la calidad genética de sus crias, pueden promover la diversidad genética de sus
camadas apareandose con diferentes machos y asignando un esfuerzo reproductor bajo a las
camadas de cada una de sus parejas reproductoras (Eberhard, 1996; Macias-Garcia y
Gonzélez-Zuarth, 2005, Pollux et al. 2014).

Bajo este escenario las hembras podrian utilizar la superfetacién como un
mecanismo que les permita disminuir el costo causado por la imposibilidad de seleccionar
machos de calidad (baja calidad genética en crias), incrementando la variabilidad genética y
asignando un esfuerzo reproductivo bajo a las camadas de cada pareja reproductora
(Macias-Garcia y Gonzéalez-Zuarth, 2005; Pollux et al. 2014). En otras palabras, si cada
camada es fertilizada por un macho distinto, la superfetacion podria ser un mecanismo para
incrementar la variacion de la progenie, al separarla en pequefios eventos de distintos
padres. En consecuencia las hembras recuperan el control de la paternidad de sus crias.
Bajo esta hipotesis la superfetacion debe de verse favorecida en las hembras que tienen
poco control en el apareamiento y que estan imposibilitadas para valorar la calidad genética

de los padres de sus crias (ZUfiga-Vega et al. 2010).

En el presente trabajo de tesis doctoral se da a conocer la variacién intra e inter
especifica de la superfetacion en diferentes poblaciones de Poeciliopsis gracilis Yy P. infans,

dos especies de pecilidos de amplia distribucidn en el territorio mexicano. Asimismo, se
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pretende poner a prueba dos de las seis hipotesis que intentan explicar el origen y el
significado adaptativo de la superfetacion. Las hipbtesis que se pusieron a prueba en este
trabajo de investigacion son: (1) la superfetacion disminuye el costo pico de la
reproduccion, y (2) la superfetacion resulta de una restriccién morfoldgica. Para poner a
prueba las predicciones derivadas de estas dos hipotesis, se utilizd herramientas de analisis
morfoldgico y estadisticas. A continuacion se presentan en tres capitulos separados los

resultados obtenidos de este trabajo de investigacion.
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Abstract Superfoetation is the ability of females to simulta-
neously bear multiple broods of embryos at different devel-
opmental stages. Most studies on the phylogenetic distribution
of superfoetation and on the factors that potentially promote
superfoetation ignore variation within species. Here, we stud-
ied 11 populations of two species of viviparous fishes of the
family Poeciliidae (Poeciliopsis gracilis and Poeciliopsis
infans) and document wide variation in superfoetation and in
three related life history traits: brood size, individual embryo
mass and total reproductive allotment. We found significant
differences in the average number of simultaneous broods
among populations of P. gracilis but not among populations
of P, infans. In addition, we found even greater variation
between months within populations for both species, although
no specific pattern of temporal variation was evident. Instead
of the expected consistency of seasonal differences in
superfoetation across populations, we found that large varia-
tion among months within seasons and the amount and
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direction of this monthly variation differed widely between
populations. Our results emphasize the importance of includ-
ing intraspecific variation in superfoetation and other life
history traits in studies that aimed at finding general explana-
tions of life history trait evolution.

Keywords Life histories - Mexico - Poeciliidae -
Reproduction - Simultaneous broods

Introduction

Superfoetation is the ability of females to simultaneously bear
multiple broods of offspring at different developmental stages
(Turner 1937; Scrimshaw 1944; Roellig et al. 2011). This
reproductive strategy has been documented in many taxa,
including angiosperm plants (Kennedy 1978), viviparous fish-
es (Scrimshaw 1944; Reznick et al. 2007) and in at least ten
different orders of mammals (Roellig et al. 2011), including
humans (Pape et al. 2008; Lantieri et al. 2010). In altricial
birds, clutch overlap represents a similar phenomenon because
the parents provide care to distinct sets of offspring in different
stages of development (Burley 1980). Superfoetation is com-
mon in viviparous fishes (Turner 1937; Scrimshaw 1944;
Thibault and Schultz 1978) and has been reported in at least
three unrelated families: Clinidae (Gunn and Thresher 1991),
Zenarchopteridae and Poeciliidae (Reznick and Miles 1989;
Reznick et al. 2007). Within the Poeciliidae, superfoetation
occurs in several genera such as Poeciliopsis, Heterandria,
Neoheterandria (Reznick and Miles 1989; Reznick et al.
1992; Pollux et al. 2009) and Poecilia (subgenus
Micropoecilia; Pires et al. 2010), whereas other genera do
not include superfoetating species (e.g. Belonesox,
Brachyrhaphis and Xiphophorus; Reznick and Miles
1989; Pollux et al. 2009). This phylogenetic distribution
suggests that, in fishes and particularly within
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Poeciliidae, superfoetation has evolved multiple times
independently (Reznick and Miles 1989; Reznick et al.
2007; Pollux et al. 2009).

The number of broods present within a female (i.e. degree
of superfoetation) varies substantially among species. For
instance, female Poeciliopsis baenschi bear two to three si-
multaneous broods (Molina-Moctezuma 2011), whereas fe-
male Heterandria formosa can bear up to eight broods in
different stages of development (Travis et al. 1987).
Additionally, a few studies have documented intraspecific
variation in superfoetation (Johnson and Bagley 2011). In
the laboratory, Travis et al. (1987) found that female
H. formosa experimentally given high food levels had a
significantly greater incidence of superfoetation than females
given restricted amounts of food, whereas Pires et al. (2007)
found differences in the degree of superfoetation exhibited by
two distinct populations of Poeciliopsis prolifica in captivity.
In the field, population differences in superfoetation have been
reported in P. baenschi (Molina-Moctezuma 2011), Poecilia
branneri (Pires et al. 2010) and Poeciliopsis turrubarensis,
which produce more simultaneous broods (and are thus more
streamlined) in fast- than in slow-flowing streams (Zuhiga-
Vega et al. 2007), whereas seasonal intrapopulation differ-
ences in superfoetation have been documented only in
H. formosa (Travis et al. 1987; Leips and Travis 1999). As
the limited number of the above examples indicates, evidence
of intraspecific variation in superfoetation is scarce (Johnson
and Bagley 2011).

The comparative method has been used to investigate the
evolution of superfoetation (Meredith et al. 2011; Pollux et al.
2009, 2014). However, sampling errors in classification have
led to erroneous mapping of the trait onto phylogenies. For
example, Pires et al. (2010) recently found superfoetation in
the lineage composed of Poecilia bifurca, P. branneri and
P. parae, and this represents an additional independent origin
of superfoetation that was previously unknown. In addition,
more information is needed to clarify the spatial and temporal
variation in this reproductive trait. A simple classification of
species as either having or not having superfoetation,
without assessment of intraspecific variation, may also
obscure our inferences about the mode by which
superfoetation may respond to the environment or its
relation to other phenotypic traits.

Indeed, theoretical models posit that superfoetation should
be selected for in particular environments/conditions. Several
hypotheses have been proposed to explain the adaptive sig-
nificance of this reproductive strategy (reviewed in Zuiiga-
Vega et al. 2010). One hypothesis contends that superfoetation
is beneficial in environments where a streamlined body shape
is needed, such as in fast-flowing streams or in habitats where
fish must swim fast to escape from predators. Under these
situations, superfoetation may allow females to produce a
relatively high number of offspring without large increases
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in body mass or volume (Thibault and Schultz 1978; Ziniga-
Vega et al. 2007). A second hypothesis suggests that
superfoetation reduces peak reproductive demand and, there-
fore, should be favoured in environments where reproduction
is costly and resources are scarce. The reasoning behind this
hypothesis is that superfoetation may spread reproduction
more evenly over time (e.g. superfoetating females produce
two or more small broods spaced in time instead of a single
large brood), reducing the total reproductive investment made
by the female at any particular time (Downhower and Brown
1975; Thibault and Schultz 1978). A third hypothesis pro-
poses that superfoetation increases the rate of offspring pro-
duction because females overlap different broods (Burley
1980; Travis et al. 1987). For example, during a certain time
period, a female without superfoetation may produce a single
brood of, say, four newborns, whereas a superfoetating female
may overlap two smaller broods of three embryos each, which
results in a total of six newborns. According to this hypothe-
sis, if natural selection favours higher fecundity, then females
will use any additional amount of resources to produce more
newborns, presumably by means of increased superfoetation
(Travis et al. 1987).

Given the marked seasonal changes in water flow—and
thus in ecology—of streams and rivers (Allan and Castillo
2007), we predict substantial variation in the incidence of
superfoetation associated with seasonal changes in the fluvial
regime. The predicted changes in superfoetation could result
from at least one of the mechanisms proposed by the three
hypotheses mentioned above. The first hypothesis predicts
that superfoetation should increase during the rainy season,
because water flow increases dramatically, and therefore,
more superfoetation may result in smaller body mass and
volume and improved ability to deal with fast currents. The
second hypothesis predicts that superfoetation should de-
crease when reproduction becomes less costly, which in rivers
coincides with those months when primary productivity, and
thus food availability, are higher. In subtropical latitudes,
during the late dry season, temperatures are warmer, and water
volume is low (Allan and Castillo 2007). These circumstances
promote productivity (Moss 2013), making reproduction a
less costly process and, hence, superfoetation less necessary.
We inferred productivity from water physicochemical param-
eters, since productivity is positively correlated with temper-
ature, and with the concentration of nitrogen in the form of
nitrites and nitrates and phosphorous in the form of phos-
phates. Finally, and contrary to the second hypothesis, the
third hypothesis predicts higher superfoetation during the late
dry season, because greater amounts of food should be used to
increase the number of offspring.

In this study, we examine temporal (monthly) and spatial
(among 11 populations) variation in superfoetation and related
life history traits (brood size, individual embryo mass and
reproductive allotment [RA]) of Poeciliopsis gracilis and
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Poeciliopsis infans, two native Mexican poeciliids (Miller
et al. 2005). We aim to find seasonal patterns, consistent
across populations, which could provide support for one of
the hypotheses that attempt to explain the adaptive signifi-
cance of superfoetation.

Material and methods
Study species

P gracilis is native to basins in the Atlantic (Gulf) slope of
Mexico, mainly those of rivers Coatzacoalcos and
Papaloapan, in the Mexican states of Veracruz and Oaxaca,
although it has been introduced and successfully colonized
some basins of rivers in western and central Mexico
(Gutiérrez-Cabrera et al. 2005; Miller et al. 2005). It is found
in most types of water bodies of varying turbidity and water
flow (Miller et al. 2005). In one of the localities where it has
been introduced, Gomez-Marquez et al. (2008) found that
only 25 % of the females bore simultaneous broods. We
collected female P. gracilis from eight different localities
within its original geographic range and from three newly
colonized localities north of its native range (sites 1-3;
Fig. 1; Table 1).

Poeciliopsis infans is native to basins of the Pacific slope of
Mexico, mostly found in the Lerma-Santiago catchment, but
also in the basins of the Ameca, Armeria, Coahuayana and

Balsas rivers (Mateos et al. 2002; Galindo-Villegas and Sosa-
Lima 2002; Miller et al. 2005). It is also found in a variety of
water bodies of varying turbidity and water flow. It has been
reported that females can bear two simultaneous broods
(Turner 1937). Females were collected from 11 different
populations throughout the states of Jalisco and Zacatecas
(Fig. 1; Table 1).

Field methods

Collections of both species and of water chemistry were made
during the dry (November—-May) and rainy (June—October)
seasons (see Table 1). Every effort was made to collect at least
20 mature females per locality on each visit using seine nets
(1.3-m depthx5-m length, 8-mm mesh). Captured fish were
anaesthetized with 3-amenobenzoic acid ethyl ester (MS-
222™)_ sacrificed by immersion in 95 % ethanol and taken
to the laboratory, where they were stored in 70 % ethanol. We
did not assess productivity directly, but at each site collected
data on water physicochemistry which are correlated with it
(Moss 2013). At each visit, we measured in situ temperature
(°C), pH, salinity (g/Kg), acidity (mg/L) and the concentration
of phosphorus, phosphates, nitrites, nitrates and ammonium
(mg/L) using a multiparameter “HI 832007, (Hanna
Instruments). All field and laboratory procedures were ap-
proved by the Mexican fisheries and environmental agencies
(Comision Nacional de Acuacultura y Pesca and Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales). Sample sizes are

‘.\\ m\
\\
,\\
5

Fig. 1 Sampled populations of Poeciliopsis gracilis (stars) and P. infans (circles). Black lines correspond to state boundaries; the thickest lines indicate
the Mexican states where samples were conducted. Grey lines represent rivers
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Table 1 Sampling locations of Poeciliopsis gracilis and P. infans

128unidg @

Population number ~ Geographic references ~ Altitude (m) ~ State March 2012 April 2012  May 2012 June 2012  September 2012 November 2012 January 2013 March 2013 September 2013
P, gracilis

1 21°58'N 295.6 SLP - 6/4/67 - 23/0/0 20/11/55 20/8/40 - - -
99° 15" W

2 21°59'N 284.3 SLP - 3/0/0 - 30/9/30 5/0/0 20/18/90 18/16/89 19/15/79 -
99° 15" W

3 21°58'N 101 SLP - 32/31/97 - 20/15/75 18/10/56 20/8/40 20/0/0 20/9/45 -
98° 57 W

4 17°25'N 32.1 Veracruz 30/27/90 31/31/100 - 30/28/93 - 5/4/80 20/9/45 20/19/95 -
95°01' W

5 17°12'N 58.2 Oaxaca 18/12/67 30/29/97 - 16/12/75 20/11/55 - 7/5/71 16/15/94 -
95°03' W

6 17° 08' N 89.7 Oaxaca 27/15/56 24/21/88 - 30/28/93 29/21/72 28/14/50 35/33/94 17/5/29 -
95° 07" W

7 17° 08' N 97.7 Oaxaca 31/22/71 24/19/79 - 18/0/0 - 4/4/100 11/11/100 19/15/79 -
95° 07" W

8 17°09'N 121.8 Oaxaca 27/5/19 9/5/56 - 32/7/22 16/0/0 12/10/83 - 18/7/39 -
95°10' W

9 17°26'N 83.1 Oaxaca 30/30/100 30/29/97 - 13/13/100 6/6/100 8/7/88 20/20/100 19/19/100 -
95°26' W

10 17°33'N 56.4 Oaxaca 33/33/100 - - 28/12/43 20/16/80 20/11/55 20/20/100 15/13/87 -
95°32'W

11 17°50' N 352 Veracruz 27/25/93 28/28/100 - 25/15/60 - 20/7/35 20/4/20 23/22/96 -
95°49' W

P, infans

1 20°34'N 1250 Jalisco - - 20/17/85  20/20/100 - 19/18/95 12/4/33 19/18/95 -
103° 51" W

2 21°39'N 1371 Zacatecas - - 20/19/95  20/20/100 1/0/0 19/13/68 20/20/100 21/20/95 1/0/0
102° 57" W

3 21°12'N 1199 Zacatecas - - 20/17/85  20/19/95 - 31/31/100 30/27/90 32/31/97 20/20/100
103°22' W

4 21° 14'N 1709 Jalisco - - 20/12/60  20/20/100 15/8/53 30/8/27 20/14/70 - -
102° 20" W

5 21°09'N 1736 Jalisco - - 14/11/79 5/5/100 36/36/100 20/0/0 - - -
102° 28" W

6 21°02'N 1196 Jalisco - - 20/14/70 20/6/30 21/16/76 2/0/0 9/7/78 21/21/100 -
103° 25" W

7 20°33'N 1259 Jalisco - - 13/10/77  20/10/50 30/20/67 9/0/0 8/8/100 5/4/80 -
103° 57" W

8 20°33'N 1252 Jalisco - - 17/0/0 20/17/85 19/5/26 29/8/28 29/9/31 20/19/95 -
103° 57" W

9 20°32'N 1243 Jalisco - - 20/12/60  20/15/75 22/19/86 30/17/57 19/0/0 - -
104° 03' W

10 20° 34'N 1210 Jalisco - - 19/0/0 24/8/33 24/24/100 28/7/25 26/18/69 20/20/100 -
104° 09' W

11 20°09'N 1537 Jalisco - - 19/9/47 23/19/83 - 20/6/30 20/16/80 29/23/79 20/20/100
103° 02" W

Site numbers are used throughout the text. For each month, we show the following: number of females larger than the minimum size at maturity that were dissected/number of females with at least one

brood/percentage of gravid females. Empty cells indicate months in which no individuals were collected
SLP San Luis Potosi, State

8801

8601-S801:101 (#107) UdyeyosuassImInieN
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shown in Table 1. Lack of collections in some months in
particular populations was due to logistical constraints such
as lack of field crew or flooded (inaccessible) rivers after
hurricanes (e.g. most rivers in September 2013; Table 1).

Quantifying life history traits

All females were dissected, and if found pregnant, we quan-
tified superfoetation (number of broods in different develop-
mental stages) and brood size (number of developing embryos
per brood), measured individual embryo mass and calculated
RA following Reznick and Endler (1982) and Zuiiiga-Vega
et al. (2007). Embryos which shared developmental stage (as
per Haynes 1995) were counted to obtain the number of
embryos per brood. Individual embryo mass was measured
by drying the entire brood for 24-48 h at 55 °C, weighing it
(Sartorius™ LA120S, £0.05 mg) and dividing brood dry mass
by the number of embryos. RA was calculated as the total dry
weight of all the broods borne by the female. Additionally, we
measured the female dry mass (2448 h at 55 °C) excluding
the digestive tract.

Statistical analyses

To estimate variation among populations and between months
within populations in life history traits, we applied general
linear models with “population” and “month” (nested within
population) as the two main factors and number of simulta-
neous broods (superfoetation), brood size, individual embryo
mass and RA as response variables. We conducted one model
per response variable per species using STATISTICA™ 7.0
(StatSoft). All models included female dry mass as a covari-
ate, and the models to evaluate variation in embryo mass had
as an additional covariate the stage of development. In addi-
tion, we included in all models the interaction between
“month” (nested within “population”) and female dry mass
to account for temporal and spatial differences in the way that
the studied life history traits covary with female size. Since
estimates from simultaneous broods are not independent, we
randomly choose one brood from each superfoetating female,
thus ensuring that each female was represented only once in
the analyses of brood size and individual embryo mass. Only
data from pregnant females were used.

Number of simultaneous broods (superfoetation) and brood
size were square-root transformed, and individual embryo
mass and RA were log-transformed to meet assumptions of
normality and homogeneity of variances. An additional set of
equivalent linear models were conducted on untransformed
data to generate graphs and least-square means in the original
scale of the variables in order to facilitate interpretation. Least-
square means derived from general linear models represent
values adjusted for the effect of the covariates (Sokal and
Rohlf 2012). Hence, hereafter, we report mean values per

month, population and species adjusted for the effect of fe-
male mass (all traits) and developmental stage (individual
embryo mass).

Finally, we searched for statistical associations between
superfoetation and physicochemical parameters of the rivers
by means of Spearman rank correlation coefficients. We used
the mean value per population of superfoetation (adjusted for
female mass) and of each physicochemical parameter.
Correlation coefficients were calculated using JMP™ 7.0
(SAS Institute Inc.).

Results

Both species had similar overall incidence of superfoetation
(pregnant P. gracilis, means adjusted for female mass+SE=
1.940.02; range 1-4; P. infans, 1.8+£0.02; range 1—4 simulta-
neous broods across all months and populations). The mean
percentages of pregnant females bearing two or more simul-
taneous broods were 68, 73 and 65 % in non-native popula-
tions of P, gracilis (sites 1-3), native populations of P. gracilis
and all populations of P. infans, respectively. Pregnant females
of both species were found in all months, but the proportion of
gravid females varied between months within populations
(Table 1). The standard length (SL) of the smallest gravid
females was 18.7 (P. gracilis) and 15.4 mm (P, infans).

Spatial and temporal variation in superfoetation

Variation in mean degree of superfoetation between popula-
tions was large and substantial for P. gracilis (F10561=3.53,
P=0.0001; Table 2), with population means ranging from
(means adjusted for female mass+SE) 1.46+0.12 broods per
female in population 8§ to 2.1440.08 broods in population 5
(Fig. 2a). Although significant, the effect size of population
was weak (partial n°=0.04; Table 2). In contrast, for P. infans,
variation in superfoetation between populations was not sig-
nificant (Fy¢774=1.75, P=0.07; Table 2), although mean
values varied from 1.39+0.11 broods in population 8 to
1.97+0.10 broods in population 2 (Fig. 3a). Female dry mass
covaried positively with superfoetation (P. gracilis, p=3.44+
0.66; P, infans, 3=14.65+£2.51).

Superfoetation also varied temporally within populations
of P. gracilis (F9861=3.51, P<0.0001; Table 2), but we
cannot discern any clear temporal pattern in this variation.
Neither during particular months nor during the rainy (June—
October) or late dry (Mar—May) season was superfoetation
consistently higher or lower across populations (Fig. 4). The
smallest number of simultaneous broods (1.03+£0.25) was
found in June among females from population 8, whereas
the highest occurred at population 6 in November (2.55+
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Table 2 Results of the general linear models that examined variation in superfoetation and life history traits of Poeciliopsis gracilis and P. infans

Effect SS df MS F P Partial n>*

Poeciliopsis gracilis

Superfoetation
Female dry mass 4.69 1 4.69 105.62 <0.0001 0.11
Population 1.56 10 0.16 3.53 0.0001 0.04
Month (population) 7.63 49 0.16 3.51 <0.0001 0.17
Female dry mass>month (population) 0.46 6 0.08 1.73 0.11 0.01
Error 38.22 861 0.04

Brood size
Female dry mass 59.59 1 59.59 148.00 <0.0001 0.15
Population 52.47 10 5.25 13.03 <0.0001 0.13
Month (population) 208.13 49 425 10.55 <0.0001 0.37
Female dry massxmonth (population) 6.19 6 1.03 2.56 0.02 0.02
Error 346.69 861 0.40

Individual embryo mass
Developmental stage 3.21 1 321 21.02 <0.0001 0.02
Female dry mass 3.75 1 3.75 24.57 <0.0001 0.03
Population 6.46 10 0.65 424 <0.0001 0.05
Month (population) 26.82 49 0.55 3.59 <0.0001 0.17
Female dry massxmonth (population) 2.25 6 0.37 245 0.02 0.02
Error 131.25 860 0.15

Reproductive allotment
Female dry mass 151.35 1 151.35 457.54 <0.0001 0.35
Population 31.79 10 3.18 9.61 <0.0001 0.10
Month (population) 192.87 49 3.94 11.90 <0.0001 0.40
Female dry mass*month (population) 1031 6 1.72 5.19 <0.0001 0.03
Error 284.82 861 0.33

Poeciliopsis infans

Superfoetation
Female dry mass 1.40 1 1.40 33.38 <0.0001 0.41
Population 0.73 10 0.07 1.75 0.07 0.02
Month (population) 8.61 43 0.20 4.79 <0.0001 0.21
Female dry massxmonth (population) 0.56 6 0.09 221 0.04 0.02
Error 3239 774 0.04

Brood size
Female dry mass 19.22 1 19.21 33.64 <0.0001 0.04
Population 4476 10 448 7.84 <0.0001 0.09
Month (population) 155.65 43 3.62 6.34 <0.0001 0.26
Female dry massxmonth (population) 4.01 6 0.67 1.17 0.32 0.01
Error 442.06 774 0.57

Individual embryo mass
Developmental stage 498 1 4.98 29.77 <0.0001 0.04
Female dry mass 3.96 1 3.96 23.70 <0.0001 0.03
Population 7 10 0.70 4.18 <0.0001 0.05
Month (population) 24.52 43 0.57 341 <0.0001 0.16
Female dry mass>month (population) 0.45 6 0.08 0.45 0.84 0.003
Error 129.32 773 0.17

Reproductive allotment
Female dry mass 61.67 1 61.67 202.09 <0.0001 0.21
Population 16.12 10 1.61 5.28 <0.0001 0.06
Month (population) 139.88 43 3.25 10.66 <0.0001 0.37
Female dry mass>xmonth (population) 3.37 6 0.56 1.84 0.09 0.01
Error 236.19 774 0.30

Superfoetation was measured as the number of simultaneous broods present within each female. The factor “month” was nested within the factor
“population”
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Fig.2 Interpopulation variation in superfoetation and life history traits of

Poeciliopsis gracilis. Population means were adjusted for female mass
(all traits) and stage of development (individual embryo mass). a

0.16; Fig. 4). The effect size of month was the largest among
those of all the factors tested (n°=0.17; Table 2).

Temporal variation in superfoetation within populations
was also significant in P. infans (Fa3774=4.79, P<0.0001;
Table 2), but again, variation did not seem be associated with
seasons or with rainfall patterns (Fig. 4). The smallest number
of simultaneous broods (1.02+0.16) was found in January
among females from population 11, whereas the highest oc-
curred at population 10 in September (2.50+0.13; Fig. 4). The
effect size of month was the second largest (1*=0.21), only
after that of female mass (>=0.41; Table 2).

The interaction between month (nested within populations)
and female mass had a significant effect on superfoetation of
P infans (F¢774=2.21, P=0.04) but not P. gracilis (Fsg61=
1.73, P=0.11; Table 2). The effect size of this significant
interaction affecting superfoetation of P. infans was weak
(n*=0.02). Variation among rivers in psychochemical param-
eters could not explain the observed variation in
superfoetation as indicated by non-significant correlation co-
efficients (Table S1).
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Superfoetation, b brood size, ¢ individual embryo mass, d reproductive
allotment. Population numbers as in Table 1. Error bars represent 1 SE

Spatial and temporal variation in additional life history traits

There was substantial interpopulation variation in brood size,
individual embryo mass and RA of P. gracilis (Table 2;
Fig. 2b—d), and female dry mass was positively correlated
with these three variables (brood size, 3=32.91+4.14; indi-
vidual embryo mass, 3=0.003+0.0004; RA, 3=0.21+0.01).
Females from population 8 produced the smallest broods
(means adjusted for female mass+SE 3.33+0.76 embryos),
whereas females from population 1 had the largest (17.72+
0.94 embryos; Fig. 2b). Such a large mean brood size was due
to the presence in our April sample of three particularly large
females (>46 mm SL) bearing broods with more than 50
embryos. Variation in individual embryo mass among popu-
lations ranged between (means adjusted for female mass and
stage of development) 0.87+0.05 mg in population 4 and 1.27
+0.05 mg in population 3 (Fig. 2c). RA ranged between
(means adjusted for female mass) 9.26+1.04 mg in population
11 and 22.93+1.93 mg in population 1, again due to the
presence of those three very large females (Fig. 2d).

@ Springer



1092 Naturwissenschaften (2014) 101:1085-1098
2.2 14
a b
12
,%\ 2.0 - { E 2 {
c > 10 A
§ S o 5 t
"5 181 NE .| ¢
g2 @ G ¢4 !
o O °5 $
Tt 8. s
g 8 e °5 $
S5 E m 2
0w s g 4 E
(=
= 14 £ {
2<
1 o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Population Population
1.4 18
=) c 5 d
g 2 1o
» 1.2 A :
. S 144
0 : IR {
> ; 5 121
£l Pos :
O 4
5§ os- { } R % {
= ©
S 5 8
] S
'S 0.6 o
5 o 6
£ 2
0.4 _— 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Population
Fig.3 Interpopulation variation in superfoetation and life history traits of

Poeciliopsis infans. Population means were adjusted for female mass (all
traits) and stage of development (individual embryo mass). a

Interpopulation variation in brood size, embryo mass and
RA of P, infans was also large (Table 2; Fig. 3b—d), and as
with P. gracilis, all three variables were positive functions of
female dry mass (brood size, 3=92.28+20.73; individual
embryo mass, 3=0.002+0.0002; RA, 3=0.23+0.03).
Variation in brood size among populations ranged between
3.08+0.94 embryos in population 6 and 10.64+1.08 embryos
in population 5 (Fig. 3b), whereas embryo mass ranged from
0.61+0.11 mg in population 5 to 1.03+0.09 mg in population
8 (Fig. 3c). Females from population 6 made the smallest RA
(7.51£1.29 mg), whereas those from population 5 made the
largest (14.40+1.48 mg; Fig. 3d). We found a trade-off be-
tween number and size of embryos in both species as evi-
denced by significant negative correlations between average
values per population of brood size and individual embryo
mass (Fig. 5).

Life history traits of P. gracilis also varied between months
within populations (Table 2), but again, this variation was
neither consistent across populations nor linked with seasons
in any obvious way (Figs. 6 and 7). Mean brood size and RA
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Superfoetation, b brood size, ¢ individual embryo mass, d reproductive
allotment. Population numbers as in Table 1. Error bars represent +1 SE

of females from population 1 were notably larger in April
2012 (Fig. 7), when the three large females were collected. As
with its congener, life history traits of P, infans varied between
months within populations (Table 2), and once more, no
consistent pattern of temporal variation was evident (Figs. 6
and 7). Month (nested within population) was the strongest
predictor of the three traits for both P. gracilis (brood size,
partial n%=0.37; individual embryo mass, partial n>=0.17;
RA, partial 1?=0.40) and P. infans (brood size, partial 1°=
0.26; individual embryo mass, partial n2=0.16; RA, partial
1°=0.37; Table 2).

The relationships between female size and life history traits
varied between months within populations for P. gracilis as
indicated by significant female dry mass x month interactions
(Table 2). However, the differences between months in the
slopes of these relationships were small (brood size, partial
1?=0.02; individual embryo mass, partial n°=0.02; RA, par-
tial n?=0.03). In contrast, these interactions were not signifi-
cant for P. infans, revealing that the effect of female mass on
life history traits was consistent across months.
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Fig. 4 Temporal variation in superfoetation of Poeciliopsis gracilis and
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(Nov) in 2012, January (Jan), March (Mar), September (Sep) in 2013

number of simultaneous broods that females bear (Johnson
and Bagley 2011). In spite of substantial spatial variation in
water physicochemistry, we did not find any association be-
tween the correlates of water productivity (temperature, phos-
phorous, phosphates, nitrites, nitrates) and superfoetation in
either species. This is unlikely to indicate that productivity is
irrelevant for superfoetation and may instead be consequence
of individual variation/plasticity in the strategic reproductive
responses of females. In addition, spatial variation in water
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Fig. 7 Temporal variation in reproductive allotment of Poeciliopsis P

gracilis and P. infans. Monthly means were adjusted for female mass.
Population numbers are shown at the top right corner of each panel.
Dotted lines indicate rainy months. Error bars represent =1 SE. Non-
visible error bars are contained within the symbols. Sampled months for
P. gracilis March (Mar), April (Apr), June (Jun), September (Sep),
November (Nov) in 2012, January (Jan), March (Mar) in 2013. Sampled
months for P, infans May (May), June (Jun), September (Sep), November
(Nov) in 2012, January (Jan), March (Mar), September (Sep) in 2013

temperature could promote the observed interpopulation dif-
ferences in superfoetation not only through its effect on pri-
mary productivity but also through its potential effect on the
average size of adult females (Vondracek et al. 1988). In other
words, warmer rivers may result in larger females, and as our
results indicate, larger females of both species bear more
simultaneous broods. However, variation among populations
in female mass was not statistically associated with variation
among rivers in water temperature (Fig. S1). Further work
should evaluate the possibility that the observed local varia-
tion in superfoetation is linked to differences among rivers in
water velocity (e.g. Zufiiga-Vega et al. 2007), in food avail-
ability (e.g. Travis et al. 1987) or in age-specific mortality
rates (e.g. due to differences in predation, Downhower and
Brown 1975).

Monthly differences in superfoetation—and in the addi-
tional life history traits—were larger in both species than those
observed among populations (Table 2). We anticipated that
temporal consistence between populations would help infer-
ring the underlying causes of variation in superfoetation.
According to the first hypothesis that contends that
superfoetation is beneficial in environments where a stream-
lined body shape is needed (Thibault and Schultz 1978;
Zuniga-Vega et al. 2007), increased superfoetation was ex-
pected during the rainy season. However, a detailed examina-
tion of Fig. 4 reveals that, although rivers carried a greater
water volume in the rainy months, females collected in this
season did not bear, on average, more broods simultaneously
than females captured during the dry season. The second
hypothesis suggests that superfoetation reduces peak repro-
ductive demand for pregnant females (Downhower and
Brown 1975; Thibault and Schultz 1978). Hence, less
superfoetation was expected during the late dry season when
food availability is highest and reproductive costs are lowest.
Our data did not support this hypothesis either because fe-
males did not bear, on average, less simultaneous broods
during these dry months when reproduction is presumably
less costly (Fig. 4). Thus, superfoetation does not appear to
be the result of reproductive costs. The third hypothesis sug-
gests that superfoetation increases the rate of offspring pro-
duction (Burley 1980; Travis et al. 1987). Therefore, given the
higher food availability during the late dry season, females
should use these additional resources to produce more off-
spring by means of increased superfoetation. Again here, we

Poeciliopsis gracilis Poeciliopsis infans
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found no support for this hypothesis. We did not find consis-
tently higher superfoetation during these late dry months

(Fig. 4).
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Our (rather standard) methods to quantify temporal varia-
tion in superfoetation being destructive, we are unable to
address the question of whether this lack of temporal consis-
tency across populations is the result of (1) phenotypic plas-
ticity, (2) maternal effects priming the breeding strategy of
females of the subsequent cohorts or (3) different genotypes
breeding in different seasons. The lifespan of similar-sized
poeciliids (up to 5 years in captivity) seems long enough to
allow the same females to breed in different seasons (even
years), but the estimates are from laboratory (e.g. Carey and
Judge 2000; Tacutu et al. 2013) and should be taken with
caution. If wild females live throughout a single year, our
results would indicate that they produce different numbers of
simultaneous broods in different seasons (i.e. the degree of
superfoetation would be a plastic response to the environmen-
tal conditions). In addition, genotype x environment interac-
tions could be expected, with individual females differing in
their reaction norms. The complex variation that we observed
among months within populations is likely the result of a
complex interaction between phenotypic plasticity and genetic
differences among individuals.

Variability in superfoetation and comparative studies

The comparative studies that have attempted to explain the
evolution and maintenance of superfoetation and its relation-
ships with other phenotypic traits have assumed time invari-
ance or lack of variation among populations (Pires et al. 2007,
Ziniga-Vega et al. 2007; Johnson and Bagley 2011). For
instance, in their comprehensive summary of life histories
within the family Poeciliidae, Reznick and Miles (1989) clas-
sified species as either superfoetating or non-superfoetating.
Yet, ignoring intraspecific variation did lead to incorrect clas-
sifications; these authors put down Poecilia parae as non-
superfoetating, but a subsequent study showed that females
sometimes bear simultaneous broods (Pires et al. 2010), a
finding that revealed an additional independent evolutionary
origin of superfoetation (Meredith et al. 2011). Even repeated
sampling, if limited, can lead to an underestimate of the
number of species that undergo superfoetation. As shown by
our data, no superfoetating females were found in our June
2012 sample of populations 1 and 7 of P. gracilis, or in the
May 2012 and January 2013 samples of populations 8 and 9
of P. infans, respectively. If these were our only sam-
ples, we should have concluded that these species are
non-superfoetating (Table 1; Fig. 4).

Adaptive explanations have also ignored temporal varia-
tion in superfoetation. Zuniga-Vega et al. (2007) demonstrated
that differences in the degree of superfoetation among popu-
lations of P. turrubarensis are partially due to differences in
water flow between rivers, as females inhabiting fast-flowing
waters produce more simultaneous broods and are more
streamlined—and hence their swimming is more energetically

@ Springer

efficient—than females inhabiting slow-flowing waters. That
study was based, however, on samples taken only in the dry
season. As our results of congeneric P. infans and P. gracilis
demonstrate, the number of simultaneous broods can vary
substantially between months. Thus, the association found
between stream flow, body shape and superfoetation in
P turrubarensis might not hold during the wet season, when
water flow is greatest. Indeed, physical constraints for repro-
duction should increase during rainy months also in more
lentic habitats, such as the sites that Zuniga-Vega et al.
(2007) classified as “slow-water environments” during the
dry season. Therefore, we recommend investigating the evo-
lution and possible adaptive consequences of superfoetation
by repeated sampling encompassing all seasons, preferably in
different localities. In addition, controlled experiments, in
which putative selective agents (e.g. water flow or food avail-
ability) are modified, would also provide insight on the adap-
tive significance of superfoetation.

Spatial and temporal variation in additional life history traits

Substantial intraspecific variation in brood size, individual
embryo mass and RA has been reported in several poeciliid
species (Reznick et al. 1992; Zuniga-Vega et al. 2007;
Johnson and Bagley 2011), a list to which we add P. gracilis
and P, infans. Ultimate causal factors of such variation may
include differences in temperature (McManus and Travis
1998; Karayucel et al. 2008), predation (Reznick and Endler
1982; Jennions and Telford 2002), population density (Leips
and Travis 1999; Soucy and Travis 2003; Schrader and Travis
2012) and the physico-chemical composition of the water
bodies (Riesch et al. 2010). We cannot assign the observed
variation in our samples to fish density (as patterns of variation
are unrelated to season, a major correlate of density), and we
are currently assessing the possible role of predation. The
above ecological factors may have led through selection to
different, relatively stable phenotypes or combinations of
phenotypes in each population (Plath et al. 2010), or to the
evolution of different reaction norms within and among pop-
ulations (Green 2008; Aubin-Horth and Renn 2009). It is also
possible that the observed variation is solely due to the same
genotypes responding plastically to spatial and temporal var-
iation in ecology (Reznick and Yang 1993), but we find this
possibility unlikely given the diversity of strategies shown by
females within the same locality and in the same month.

The several life history traits measured here are likely to be
intercorrelated. For instance, Reznick and Miles (1989) and
Pollux et al. (2009) suggested that more superfoetation could
entail the production of smaller broods. Hence, we expected
smaller broods in those populations with the highest degree of
superfoetation, a prediction that was not borne by our data
(Figs. 2a, b and 3a, b). Instead, we found evidence of a trade-
off between number and size of embryos in both P. gracilis
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and P, infans that apparently is independent of the degree of
superfoetation (Fig. 5). Indeed, such negative association can
be found in taxa where there is no superfoetation or an
equivalent (Charnov et al. 1995; Jennions and Telford 2002).
A potential association between superfoetation and RA was
not evident either (Figs. 2a, b and 3a, b).

Superfoetation may also be associated with larger embryos
given the proposed relationship between matrotrophy and
superfoetation (Reznick and Miles 1989; Pires et al. 2011)
and the potential effect of matrotrophy on offspring size
(Schrader and Travis 2009). Matrotrophy is defined as the
mode of reproduction in which females transfer nutrients to
embryos during development as opposed to lecithotrophy in
which females provide nutrients to embryos before fertilization
in the form of yolk (Wourms 1981). Matrotrophy may result in
a conflict between mother and embryos with respect to the
amount of nutrients that must be transferred, and this in turn
may promote competition between embryos, high abortion
rates and fewer larger embryos per brood (Schrader and
Travis 2009). Given that a large number of species with
superfoetation are matrotrophic (Pires et al. 2011), we expected
larger embryos in those populations where females produce on
average more simultaneous broods. This hypothesis was not
supported in our data as can be seen in (Figs. 2a, ¢ and 3a, c).
The likely reason for this lack of association between
superfoetation and mean embryo mass is that both P. gracilis
and P, infans are predominantly lecithotrophic (Reznick et al.
2002), and hence, the conflict between mother and embryos in
the amount of nutrient transfer must be small or even inexistent
because females provide most nutrients before fertilization.

Given that our samples are substantial and encompass a
variety of habitats and seasons and are essentially the same for
two allopatric yet widely distributed species, we are confident
that our finding that brood size, individual embryo mass and
RA do not covary with superfoetation is robust. This suggests
that genetic integration of those traits is weak, permitting the
evolution of a wider variety of life history traits than might
have been expected.
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Table S1 Spearman rank correlation coefficients (rg) between superfoetation and physicochemical parameters of the rivers. p values are shown within

parentheses.
Ammonium Phosphorus Nitrites Nitrates Phosphate pH Temperature Salinity Acidity
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L °C g/Kg (ppt) mg/L (ppm)
CaCOg;
Poeciliopsis
gracilis
Superfoetation 0.39 -0.06 -0.04 0.21 0.12 0.14 0.06 -0.04 0.18
(0.23) (0.85) (0.91) (0.54) (0.73) (0.69) (0.85) (0.89) (0.59)
Poeciliopsis
infans
Superfoetation -0.51 -0.56 -0.28 -0.12 0.02 -0.04 0.22 0.38 - 0.08
0.11) (0.07) (0.42) (0.73) (0.96) (0.91) (0.50) (0.25) (0.81)
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Abstract Superfetation is an unusual reproductive strat-
egy that consists of the presence of multiple broods at dif-
ferent developmental stages within a single female. One
hypothesis that was proposed to explain its adaptive sig-
nificance suggests that, in fishes, superfetation is a response
to selective pressures that promote a thin and streamlined
body shape, such as high-velocity water systems. Super-
fetation may allow for reduction in ovary size and hence
improve streamlining because superfetating females carry
few large, full-term embryos at any given time. We tested
this morphological constraint hypothesis using reproduc-
tive and morphological data from several populations of
two viviparous fishes of the family Poeciliidae (Poeciliop-
sis gracilis and Poeciliopsis infans). We found no evidence
to support the morphological constraint hypothesis. In both
species the degree of superfetation varied as a function of a
complex interaction between source population and female
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Highlighted student paper This study tests the morphological
constraint hypothesis proposed to explain the adaptive value of
overlapping clutches in live-bearing fishes, a strategy termed
“superfetation.” The results contrast with those previously
published for a different species suggesting that superfetation
promotes thin and elongated phenotypes in fast-flowing rivers.
This study illustrates the value of testing hypotheses about
adaptation in multiple species and encourages the development
of additional hypotheses to explain the adaptive value of
superfetation.
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size, and this interpopulation variation was not associated
with the velocity of the water current. Contrary to what we
expected, females of P. gracilis with more streamlined bod-
ies were observed in rivers where water velocity is slow or
moderate. In P. infans the velocity of the water current did
not predict variation in body shape. Our results are note-
worthy because a previous study which focused on a con-
generic species (Poeciliopsis turrubarensis) demonstrated
strong support for this hypothesis. However, based on our
evidence we conclude that the association among increased
superfetation, streamlined morphologies, and fast-flowing
environments is not a general rule and that the adaptive
value of superfetation may differ among species.

Keywords Life histories - Poeciliidae - Poeciliopsis -
Simultaneous broods - Water velocity

Introduction

Superfetation is the ability of females to simultaneously
bear more than one brood of offspring, with each brood at
a different developmental stage (Turner 1937; Scrimshaw
1944). This reproductive strategy is commonly found in
viviparous fishes (Turner 1937; Scrimshaw 1944; Thibault
and Schultz 1978) and has been reported in at least three
families that belong to different orders: Clinidae (Gunn and
Thresher 1991), Zenarchopteridae (Reznick et al. 2007),
and Poeciliidae (Pires et al. 2011). Within the family Poe-
ciliidae several genera include species with superfetation
such as Poeciliopsis, Heterandria, and Neoheterandria.
In contrast, superfetation is clearly absent in other poecil-
iid genera such as Belonesox, Brachyrhaphis, and Xipho-
phorus (Reznick and Miles 1989; Pollux et al. 2009). The
phylogenetic distribution of superfetation in the family
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Poeciliidae suggests that superfetation has evolved several
times independently (Reznick and Miles 1989; Pollux et al.
2009; Pires et al. 2011).

The degree of superfetation (i.e., the number of simul-
taneous broods present within a single female) can vary
among and within species. Heterandria formosa can bear
up to eight broods at different developmental stages (Travis
et al. 1987), whereas Poeciliopsis prolifica can bear up
to four broods. Frias-Alvarez et al. (2014) found that the
degree of superfetation in Poeciliopsis gracilis varied
among 11 different populations, as well as among months
within populations. The multiple independent origins and
the observed inter- and intraspecific variation suggest that
superfetation has adaptive benefits that depend on particu-
lar environmental conditions.

Given the interest in understanding the selective forces
that promote superfetation in viviparous fishes, several
hypotheses have been proposed (reviewed in Zufiiga-
Vega et al. 2010). One of these suggests that superfeta-
tion results from a morphological constraint (Thibault and
Schultz 1978; Reznick and Miles 1989). According to this
model superfetation should be beneficial in environments
where a streamlined phenotype is needed, such as fast-
velocity water systems or high-predation habitats. In live-
bearing females the physical space to bear offspring can-
not increase indefinitely without some negative effect on
swimming performance. High investment in the production
of several full-term embryos is associated with a consider-
able increase in body volume, which is poorly adapted to
fast-velocity waters and can increase mortality risk when
predators are abundant (Plaut 2002; Ghalambor et al. 2004;
Langerhans 2008). Thus, females are constrained to a body
shape that restricts the space that they can allocate to devel-
oping embryos. Superfetation might provide an adaptive
advantage in aqueous environments because superfetating
females carry fewer large, full-term embryos at any given
time without an apparent decrease in total number of off-
spring compared with non-superfetating females (Thibault
and Schultz 1978; Zuiiga-Vega et al. 2010). Therefore,
superfetation may allow females to produce a relatively
high number of offspring while maintaining a slim and
elongated phenotype.

Geographically widespread species are appropriate
model systems to address the predictions derived from
this hypothesis because different populations are likely to
inhabit the selective environments that drive spatial dif-
ferences in superfetation. According to the morphological
constraint hypothesis we expect a higher degree of superfe-
tation and a more streamlined phenotype in females inhab-
iting fast-velocity waters compared with those inhabiting
slow-velocity waters. Zufiiga-Vega et al. (2007) provided
the first formal test of these predictions using Poeciliop-
sis turrubarensis as a model system. They found that the

@ Springer

differences among populations in the degree of superfeta-
tion were explained by differences among river drainages
in the velocity of the water current. Females inhabiting
fast-moving waters that drain from steep mountains pro-
duced more simultaneous broods and exhibited a more
elongated phenotype than females inhabiting slow-moving
coastal rivers near the ocean. Further tests with additional
species should either support the generality of this associ-
ation among velocity of the water flow, morphology, and
superfetation or, alternatively, should demonstrate that
intraspecific variation in superfetation is not always the
result of a morphological constraint and that other factors
can promote this reproductive strategy.

In the present study we used several populations of
Poeciliopsis gracilis and Poeciliopsis infans to explore the
association between the velocity of water flow, morpho-
logical constraints, and degree of superfetation. We tested
the morphological constraint hypothesis by comparing the
degree of superfetation and female body shape between
populations inhabiting rivers that differ in the velocity of
the water current. We expected a relatively high degree of
superfetation associated with thin and streamlined body
shapes in fast-flowing environments. In addition, we
examined how variation among rivers in velocity of the
water flow affected other life history traits [brood size,
individual embryo mass, total number of embryos, and
reproductive allotment (RA)] of these two live-bearing
species.

Materials and methods
Study species

Poeciliopsis gracilis (Poeciliidae) inhabits rivers that
drain the Atlantic slope of Mexico. This species is native
to the Coatzacoalcos and Papaloapan river basins, in the
Mexican states of Veracruz and Oaxaca. In addition, it has
been introduced and successfully established in other river
basins [e.g., the Pdnuco river (Miller et al. 2005; Gutiér-
rez-Cabrera et al. 2005)]. P. gracilis inhabits most types of
water bodies such as streams, lagoons, pools in creeks and
rivers, with a wide range of turbidity and water flow veloc-
ity (Miller et al. 2005).

Poeciliopsis infans is native to western and central Mex-
ico. This species occurs in the Lerma-Santiago river basin
as well as in the basins of the Ameca, Armeria, Coahuay-
ana, and Balsas rivers (Miller et al. 2005). P. infans is also
found in a variety of freshwater habitats such as lakes, riv-
ers, ponds, canals, ditches, and springs. Similar to P. gra-
cilis, this species also inhabits environments that differ in
turbidity and water flow velocity (Galindo-Villegas and
Sosa-Lima 2002; Miller et al. 2005).
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Collection sites and field methods original range of distribution (in the states of Veracruz
and Oaxaca) and three in the newly colonized habitats (in
We collected females of P. gracilis from 11 distinct popu-  the state of San Luis Potosi). We collected females of P.

lations (Table 1). Eight of these were located within its  infans from 11 distinct populations, nine located in the

Table 1 Sampling locations and sample sizes (n) for Poeciliopsis gracilis and Poeciliopsis infans

Population number Geographic coordinates Altitude (m) Water flow velocity (km h™") Category of water velocity n
P. gracilis
1 21°58'N 101 0.05 (0.05) Slow 40
98°57'W
2 21°58'N 295.6 0.13 (0.13) Slow 17
99°15'W
3 21°59'N 284.3 0.55 (0.37) Slow 48
99°15'W
4 17°09'N 121.8 1.25 (0.32) Slow 22
95°10'W
5 17°08'N 97.7 1.64 (0.57) Medium 41
95°07'W
6 17°08'N 89.7 1.66 (0.41) Medium 64
95°07'W
7 17°50'N 352 1.88 (0.66) Medium 30
95°49'W
8 17°25'N 32.1 2.05 (0.65) Fast 40
95°01'W
9 17°12'N 58.2 2.43 (0.65) Fast 42
95°03'W
10 17°26'N 83.1 3.43 (0.08) Fast 30
95°26'W
11 17°33'N 56.4 3.83(0.43) Fast 50
95°32'W
P. infans
1 21°14'N 1709 0.00 (0) Slow 48
102°20'W
2 21°09'N 1736 0.00 (0) Slow 32
102°28'W
3 21°12'N 1199 0.17 (0.07) Slow 40
103°22'W
4 20°34'N 1210 0.23 (0.23) Slow 35
104°09'W
5 20°33'N 1252 0.24 (0.13) Slow 40
103°57'W
6 20°32'N 1243 0.25 (0.25) Slow 34
104°03'W
7 20°09'N 1537 0.72 (0.32) Medium 49
103°02'W
8 21°02'N 1196 0.88 (0.24) Medium 30
103°25'W
9 21°39'N 1371 0.92 (0.35) Medium 34
102°57'W
10 20°34'N 1250 1.07 (0.31) Medium 34
103°51'W
11 20°33'N 1259 1.18 (0.50) Medium 44
103°57'W

Populations are listed according to the velocity of the water flow; their order does not reflect geographic proximity. SEs for the average velocity
of the water flow are shown within parentheses

@ Springer



Oecologia

state of Jalisco and two in the state of Zacatecas (Table 1).
All females were collected using seine nets (1.3 m
depth x 5 m length, 8-mm mesh size) during repeated
visits to the study sites that spanned both dry (November—
May) and rainy (June-October) seasons, between 2012
and 2013. Captured fish were anesthetized with 3-ame-
nobenzoic acid ethyl ester (MS-222™)  sacrificed by
immersion in 95 % ethanol, and transported to the labora-
tory, where they were photographed (using a digital cam-
era) and stored in 70 % ethanol. Sample sizes are shown
in Table 1.

During every visit to the study sites we recorded the
velocity of the water flow using a flow meter (Flowatch;
JDC Electronic SA). Given that individuals of both species
showed a preference for particular sections of the river (i.e.,
they avoid waterfalls or the fastest currents within a river),
we only measured water velocity directly in those sections
of the river where we observed and collected the fish. Dur-
ing each visit, we measured water velocity in three differ-
ent spots where fish were observed. Then, we calculated
an average, across replicates and months, of the water flow
velocity per locality.

We observed wide variation in the velocity of the water
current among the 11 water bodies where we collected P.
gracilis. Originally, we attempted to categorize the habi-
tats of this species into two categories: “slow” and “fast”
water flow (as per Ziiiga-Vega et al. 2007). However,
based on our observations and measurements of the water
flow across several months, we realized that these two
categories would underestimate the amount of environ-
mental variation experienced by P. gracilis, in terms of
water velocity. Instead, a more accurate classification was
achieved by dividing P. gracilis habitats into three catego-
ries: slow (below average), medium (around average), and
fast (above average) water flow (Table 1). Average water
velocity in slow-flow habitats ranged from (mean 4+ SE)
0.05 & 0.05 to 1.25 4 0.32 km h™!. Average water veloc-
ity in medium-flow habitats ranged from 1.64 £+ 0.57 to
1.88 + 0.66 km h~!. Average water velocity in fast-flow
habitats ranged from 2.05 £ 0.65 to 3.83 & 0.43 km h™!
(Table 1).

Unlike the study sites of P. gracilis, the habitats of P.
infans varied less in terms of velocity of the water current.
Thus, we divided P. infans habitats into two categories:
slow (below average) and medium (above average) water
flow (Table 1). Average water velocity in slow-flow habitats
ranged from 0.00 to 0.25 & 0.25 km h™'. Average water
velocity in medium-flow habitats ranged from 0.72 + 0.32
to 1.18 £ 0.50 km h™'. We note here that the sites catego-
rized as medium water flow for P. infans had on average
slower water velocity than those categorized as medium
water flow for P. gracilis (Table 1). However, the difference
between slow- and medium-flow environments for P. infans

@ Springer

was clear enough to reflect a change in water velocity that
may promote differences in body shape and superfetation.

Quantifying superfetation and life history traits

We dissected preserved females to quantify superfetation
(number of simultaneous broods per female), brood size
(number of developing embryos per brood), individual
embryo mass, total number of embryos (across all broods),
and reproductive allotment (RA). We followed methods
described by Reznick and Endler (1982) and Zufiga-
Vega et al. (2007). We defined a brood as all the embryos
that shared the same developmental stage (as per Haynes
1995). Individual embryo mass was estimated by drying an
entire brood of offspring in a desiccating oven for 24—48 h
at 55 °C and dividing brood dry mass by the number of
embryos in that brood. We also measured the dry mass (24—
48 h at 55 °C) of reproductive females, excluding the diges-
tive tract. RA was calculated as the proportion of the total
dry mass of the female that is devoted to reproduction: total
dry mass of all the broods found within a female/(dry mass
of all broods + female somatic dry mass).

Quantifying morphological variation

To analyze variation in body shape among populations of
P. gracilis and P. infans we followed two approaches. First,
we applied geometric morphometric techniques (Zelditch
et al. 2004). We used digital photographs of the lateral
profile of preserved females. We only considered gravid
females and all photographs were taken before dissection.
We examined the lateral profile of each female by scoring
17 anatomical landmarks (as per Zufiga-Vega et al. 2011)
using the software tpsDig 2.17 (Rohlf 2013a; http://life.
bio.sunysb.edu/morph). Based on these two-dimensional
landmarks and using the thin-plate spline approach (Zeld-
itch et al. 2004) implemented in the software tpsRelw 1.54
(Rohlf 2013b; http://life.bio.sunysb.edu/morph), we calcu-
lated centroid size (a geometric measure of body size) as
well as two measures of shape variation for each gravid
female: a set of uniform shape components, which describe
changes in shape that are geometrically uniform across the
entire body of the female (i.e., general increase in length or
width with respect to a consensus shape across all females);
a set of partial warps, which describe non-uniform changes
in the position of a subset of landmarks with respect to
other landmarks (Zelditch et al. 2004). Then, we calculated
relative warp (RW) scores for each female by means of a
principal component analysis conducted on the uniform
and non-uniform shape variables. RWs are orthogonal axes
of shape variation that summarize the morphological infor-
mation into fewer variables. We used these RW scores as
input variables in the statistical analyses that compared


http://life.bio.sunysb.edu/morph
http://life.bio.sunysb.edu/morph
http://life.bio.sunysb.edu/morph

Oecologia

female morphology between water flow regimes. The thin-
plate spline approach also allowed us to visualize differ-
ences in shape between water flow regimes by means of
deformation grids, which are derived directly from the RW
scores (Zelditch et al. 2004).

The second approach was based on calculating a fine-
ness index (FI) for each female as follows: FI =1 — |1 -
(FR/4.5)| (Langerhans and Reznick 2010). In this equation,
FR indicates fineness ratio, which we calculated as body
length/maximum body depth. An FI = 1 corresponds to a
body shape that experiences the lowest drag with the maxi-
mum volume. Some authors have argued that this measure
is a better predictor of swimming performance than simple
thinness (Blake 2004; Langerhans and Reznick 2010; Haas
et al. 2015). Therefore, we compared FI among water flow
regimes, expecting FI values closer to 1 in relatively fast-
moving waters.

Statistical analyses

We compared superfetation (i.e., number of simultaneous
broods), brood size, individual embryo mass, total number
of embryos, and RA among water flow regimes (among
slow-, medium-, and fast-flow habitats in the case of P.
gracilis and between slow- and medium-flow habitats in
the case of P. infans) using general linear models. We used
water flow regime and population (nested within water flow
regime) as main factors. All models included female dry
mass as a covariate. For superfetation, we also included
total number of embryos as an additional covariate because
we expected that females from relatively fast-flowing habi-
tats partition their reproductive output into more broods
without increasing total fecundity. Hence, for a fixed total
number of embryos, females inhabiting fast- or medium-
flow habitats should exhibit a higher degree of superfeta-
tion than those inhabiting slow-flow habitats. The models
that examined variation in individual embryo mass and
RA included stage of development as an additional covari-
ate to make sure that all the estimated patterns in these two
traits were not caused by regular changes in embryo mass
throughout development. In particular, for RA we used an
average developmental stage for those females that car-
ried more than one brood (in both species the correlations
between RA and average developmental stage were rela-
tively low, but positive and significant; P. gracilis, r = 0.15,
P = 0.002; P. infans, r = 0.10, P = 0.03).

We also included in all models the interaction between
female dry mass and population (nested within water flow
regime) to account for spatial differences in the way that
life history traits covary with female size as well as to test
the assumption of homogeneity of slopes. In those cases
where this interaction was not significant we report and
compare least-square means (i.e., adjusted for the effects

of the covariates) among water flow regimes. When this
interaction was significant, the mean values of the analyzed
trait could not be compared directly because the direction
and magnitude of the differences among populations and
water flow regimes depend on the particular female size.
Thus, we proceeded as suggested by Glantz and Slinker
(2001) and plotted the estimated relationships (i.e., the esti-
mated slopes) between the trait of interest and female mass
for each population. Evidence for an effect of water flow
regime would be provided by similar patterns among those
populations that share the same category of water veloc-
ity (e.g., the slopes from all fast- or medium-flow habitats
being higher than slopes from slow-flow habitats).

To avoid the problem of non-independence in brood
size and individual embryo mass caused by the fact that
some females may have more than one brood, we ran-
domly chose one brood from each superfetating female.
In this way, we ensured that each female was represented
only once in the analyses of brood size and individual
embryo mass. The number of simultaneous broods, the
total number of embryos, and RA did not have this prob-
lem because for these traits only one data point was avail-
able per female.

We compared female shape between water flow regimes
using RW scores and FI values as response variables in
general linear models. We used water flow regime and pop-
ulation (nested within water flow regime) as main factors
and centroid size as a covariate. The interaction between
centroid size and population was also included to account
for spatial differences in the way that shape covaries with
size as well as to test the assumption of homogeneity of
slopes. Here again, when this interaction was not signifi-
cant we compared least-square means among water flow
regimes. In contrast, when the interaction was significant,
we plotted and compared among water flow regimes the
estimated relationships between shape variables and cen-
troid size for each population.

We conducted a separate model for each life history trait
and for each shape variable using STATISTICA 7.0 (Stat-
Soft). To meet assumptions of normality and homogeneity
of variances we made the following data transformations:
number of broods per female (i.e., superfetation), brood
size, and total number of embryos were square-root trans-
formed; individual embryo mass was log transformed;
RA was transformed to the arcsine of its square root. The
means (least-square means adjusted for the effects of the
covariates) that we report here were obtained from equiva-
lent analyses conducted on untransformed data to facilitate
biological interpretation. However, in those cases where
we plot relationships between phenotypic traits and female
size, we used the transformed scale because we derived
these graphs directly from the regression coefficients
estimated from our linear models. When an additional
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covariate other than female mass or centroid size was
included in the models, we kept this covariate fixed at its
mean value.

Results
Water velocity and superfetation

For P. gracilis the main effect of water flow regime on
superfetation was not significant (F, 4 = 1.08, P = 0.34;
Table 2). However, the interaction between female mass
and source population was significant (Fyq49 = 6.68,
P < 0.0001; Table 2). When examining the population
slopes, the three localities where water velocity is interme-
diate between slower and faster rivers shared similar linear
relationships between female mass and superfetation, with
overall intermediate values and a slight decrease in the
number of simultaneous broods as female mass increases
(Fig. 1a). In contrast, wide interpopulation variation was
observed in both slow- and fast-flow habitats in the relation-
ship between superfetation and female mass. Total number
of embryos had a positive and significant effect on superfe-
tation (F; 49; = 96.82, P < 0.0001, g = 0.01 & 0.001 SE;
Table 2). Females that produced more embryos also pro-
duced more simultaneous broods.

In contrast, for P. infans the effect of water flow
regime on superfetation was significant (F,39; = 7.85,
P = 0.005; Table 3). In this case again, the interaction
between female mass and source population was signifi-
cant (Fyg39; = 2.85, P = 0.002; Table 3). The slopes var-
ied widely without a clear pattern in populations sharing
the same category of water velocity (Fig. 2a). Total number
of embryos had a positive and significant effect on super-
fetation (F| 397 = 109.12, P < 0.0001, 8 = 0.01 £ 0.001
SE; Table 3). Similar to what we observed in P. gracilis,
females of P. infans that produced more embryos also pro-
duced more simultaneous broods.

Water velocity and body shape

The first three RWs explained 49.41 % of the total mor-
phological variation observed among females of P. graci-
lis. The first RW explained 24.9 % of the total morphologi-
cal variance. We found a significant effect of water flow
regime on this first RW (F, 40, = 5.32, P = 0.005; Table 2).
However, the interaction between centroid size and source
population significantly affected this RW1 (Fyg 40, = 2.89,
P = 0.002; Table 2) and, therefore, the difference among
populations and water flow regimes depended on the size of
the females. In general, in all populations female thinness
and the relative length of the caudal peduncle decreased
with size, whereas the depth of the caudal peduncle
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increased (Fig. 1b). Populations from medium-flow habi-
tats showed the most similar relationships between female
size and this axis of shape variation. In contrast, wider
interpopulation variation was observed in slow- and fast-
flow habitats (Fig. 1b).

The second RW (14.01 % of explained variance)
depicted an artifact generated by including photographs
of bent females. Therefore, we did not analyze scores
from this second RW. Scores from the third RW (10.5 %
of explained variance) represented additional variation in
body depth and length that did not differ among water flow
regimes (F, 45, = 1.78, P = 0.17; Table 2; Fig. Ic). Cen-
troid size and source population significantly affected this
third RW, whereas their interaction did not (Table 2).

The main effect of water flow regime on FI values of
P. gracilis was not significant (F, 5, = 2.34, P = 0.10;
Table 2). However, the interaction between centroid size
and source population was significant (Fg4, = 2.44,
P = 0.008; Table 2). Contrary to what we expected, for
small- and medium-sized females FI values were relatively
lower in fast-flow habitats compared to those observed in
medium- and slow-flow habitats (Fig. 1d). In addition, the
slopes for all three medium-flow sites were fairly similar,
with a decrease in fineness as size increased and interme-
diate values of the FI across all female sizes. Wider inter-
population variation was observed in slow-flow habitats in
the linear relationship between fineness and centroid size
(Fig. 1d).

The first three RWs explained 54.2 % of the total mor-
phological variation observed among females of P. infans.
The first RW explained 26.7 % of the total morphological
variance. The main effect of water flow regime on this first
RW was marginally significant (F| 303 = 3.55, P = 0.06;
Table 3), whereas the interaction between centroid size
and source population was quite significant (F 395 = 2.98,
P = 0.001; Table 3). In all populations, female thinness and
the relative length of the caudal peduncle decreased as size
increased (Fig. 2b). No clear differences between slow- and
medium-flow habitats were evident in the relationships
between this RW1 and female size.

Also in the case of P. infans, the second RW (16.1 %
of explained variance) depicted an artifact generated by
including photographs of bent females. Therefore, we did
not analyze this second axis of shape variation. The third
RW (11.4 % of explained variance) represented additional
variation in body depth and length of the caudal peduncle.
The main effect of water flow regime was not significant
(F1 3093 = 0.48, P = 0.49; Table 3), whereas the interaction
between centroid size and source population significantly
affected this RW3 (Fyg393 = 3.32, P = 0.0004; Table 3).
Wide interpopulation variation was observed in the esti-
mated slopes without clear patterns in populations sharing
the same category of water velocity (Fig. 2¢).



Oecologia

Table 2 Results of the general linear models that examined variation in superfetation, body shape, brood size, individual embryo mass, total
number of embryos, and reproductive allotment of P. gracilis

Response variable Effect df F P

Superfetation Water flow regime 2 1.08 0.34
Population(water flow regime) 8 3.57 0.0005
Female dry mass 1 0.3 0.59
Total number of embryos 1 96.82 <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 6.68 <0.0001
Error 401

First axis of shape variation (RW1) Water flow regime 2 5.32 0.005
Population(water flow regime) 8 3.82 0.0002
Centroid size 1 123.43 <0.0001
Population(water flow regime) x centroid size 10 2.89 0.002
Error 402

Third axis of shape variation (RW3) Water flow regime 1.78 0.17
Population(water flow regime) 2.05 0.04
Centroid size 4.24 0.04
Population(water flow regime) x centroid size 10 1.56 0.12
Error 402

Fineness index (FI) Water flow regime 2 2.34 0.10
Population(water flow regime) 8 3.08 0.002
Centroid size 1 20.66 <0.0001
Population(water flow regime) x centroid size 10 2.44 0.008
Error 402

Brood size Water flow regime 6.92 0.001
Population(water flow regime) 3.07 0.002
Female dry mass 33.74 <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 11.63 <0.0001
Error 402

Individual embryo mass Water flow regime 2 2.69 0.07
Population(water flow regime) 8 1.74 0.09
Developmental stage 1 16.44 <0.0001
Female dry mass 1 10.70 0.001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 2.02 0.03
Error 401

Total number of embryos Water flow regime 2 11.19 <0.0001
Population(water flow regime) 8 4.44 <0.0001
Female dry mass 1 75.53 <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 13.72 <0.0001
Error 402

Reproductive allotment Water flow regime 2 12.31 <0.0001
Population(water flow regime) 8 5.03 <0.0001
Developmental stage 1 14.61 0.0002
Female dry mass 1 0.05 0.83
Population(water flow regime) x female dry mass 10 7.02 <0.0001
Error 401

The factor population was nested within the factor water flow regime

RW Relative warp
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The main effect of water flow regime on the FI values of P.
infans was not significant (F 303 = 0.20, P = 0.65; Table 3).
However, the interaction between centroid size and source
population significantly affected the FI values (F( 395 = 3.66,
P =0.0001; Table 3). The estimated slopes did not reflect any
clear pattern in slow- or medium-flow habitats (Fig. 2d).

Water velocity and life history traits

The interaction between female mass and source population
significantly affected brood size, individual embryo mass,
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«Fig.1 Variation among populations and water flow regimes
[among slow- (n = 127), medium- (n = 135), and fast-flow habitats
(n = 162), respectively] in a the relationship between female dry
mass and degree of superfetation, b the relationship between the first
axis of shape variation [relative warp axis 1 (RWI)] and female size
estimated as centroid size, ¢ the third axis of shape variation (RW3),
and d the relationship between fineness index (a measure of stream-
lining) and female centroid size for Poeciliopsis gracilis. Continuous
lines represent slow-flow habitats, dashed lines represent medium-
flow habitats, and dotted lines represent fast-flow habitats. Deforma-
tion grids depict deviations from the consensus shape for females
with positive and negative values in the axes of shape variation (mag-
nified x2 to improve visualization of the differences). In ¢ we only
show mean values of RW3 (adjusted for centroid size) for the three
different water flow regimes because the interaction between centroid
size and source population was not significant. Error bars represent
95 % confidence intervals

total number of embryos, and RA of P. gracilis (Table 2).
Wide interpopulation variation was observed in the way that
all four traits covary with female size (Fig. 3a—d). Popula-
tions inhabiting medium-flow habitats exhibited from low
to intermediate values of all these life history traits and this
pattern was consistent across all female sizes (excepting one
medium-flow population where RA decreased markedly as
female mass increased; Fig. 3d). In contrast, females from
slow- and fast-flow habitats varied widely in the way that
these life history traits covaried with size (from negative to
highly positive relationships). This wide variation resulted in
both large and small values of these four traits occurring in
both slow- and fast-flow rivers, with the relative value of the
trait (i.e., relatively small or large) being highly dependent
on the particular size of the females (Fig. 3a—d).

In the case of P. infans, the interaction between female
mass and source population significantly affected brood
size and total number of embryos (Table 3). In almost all
populations larger females produced larger broods and a
higher total number of embryos (Fig. 4a, c). No clear differ-
ence between slow- and medium-flow habitats was evident
in the way that these two traits covaried with female size.
The interaction between female mass and source population
did not affect individual embryo mass or RA, whereas the
main effect of female mass was positive and significant in
both cases (Table 3). Water flow regime did not affect either
of these two traits (individual embryo mass, F| 39, = 0.23,
P =0.63; RA, F| 39; = 0.22, P = 0.64; Table 3; Fig. 4b, d).

Discussion
Does increased superfetation result from a
morphological constraint caused by fast water

currents?

In this study we aimed to test the hypothesis that super-
fetation provides a fitness advantage in environments



Oecologia

Table 3 Results of the general
linear models that examined
variation in superfetation, body
shape, brood size, individual
embryo mass, total number

of embryos, and reproductive
allotment of P. infans

where females should be thin and elongated as a result of
fast water currents (Thibault and Schultz 1978; Reznick
and Miles 1989). Hence, we expected more simulta-
neous broods and streamlined phenotypes in fast- and

Response variable Effect df F P

Superfetation Water flow regime 1 7.85 0.005
Population(water flow regime) 9 2.62 0.006
Female dry mass 1 0.29 0.59
Total number of embryos 1 109.12 <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 2.85 0.002
Error 397

RW1 Water flow regime 1 3.55 0.06
Population(water flow regime) 9 1.73 0.08
Centroid size 1 33476 <0.0001
Population(water flow regime) x centroid size 10 2.98 0.001
Error 398

RW3 Water flow regime 1 0.48 0.49
Population(water flow regime) 9 3.43 0.0004
Centroid size 1 7.92 0.005
Population(water flow regime) x centroid size 10 3.32 0.0004
Error 398

FI Water flow regime 1 0.20 0.65
Population(water flow regime) 9 2.63 0.006
Centroid size 1 43.03  <0.0001
Population(water flow regime) x centroid size 10 3.66 0.0001
Error 398

Brood size Water flow regime 1 2.31 0.13
Population(water flow regime) 9 321 0.0009
Female dry mass 1 76.46  <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 2.84 0.002
Error 398

Individual embryo mass Water flow regime 1 0.23 0.63
Population(water flow regime) 9 3.78 0.0001
Developmental stage 1 26.19  <0.0001
Female dry mass 1 9.34 0.002
Population(water flow regime) x female dry mass 10 1.64 0.09
Error 397

Total number of embryos ~ Water flow regime 1 0.1 0.75
Population(water flow regime) 9 2.05 0.03
Female dry mass 1 19233 <0.0001
Population(water flow regime) x female dry mass 10 5.17  <0.0001
Error 398

Reproductive allotment Water flow regime 1 0.22 0.64
Population(water flow regime) 9 0.66 0.75
Female dry mass 1 12.75 0.0004
Average developmental stage 1 5.85 0.02
Population(water flow regime) x female dry mass 10 0.9 0.53
Error 397

The factor population was nested within the factor water flow regime. For abbreviations, see Table 2

medium-flow habitats compared to slow-flow habitats.
However, in both species the relationship between female
size and the degree of superfetation was complex and
varied widely among populations. Thus, the amount and

@ Springer



Oecologia
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Fig. 2 Variation among populations and between water flow regimes
[between slow- (n = 229) and medium-flow habitats (n = 191)] in a
the relationship between female dry mass and degree of superfetation,
the relationship between female size estimated as centroid size and b
the first (RW1) and c third axes (RW3) of shape variation, and d the
relationship between fineness index (a measure of streamlining) and
female centroid size for Poeciliopsis infans. Continuous lines repre-
sent slow-flow habitats and dashed lines represent medium-flow habi-
tats. Deformation grids depict deviations from the consensus shape
for females with positive and negative values in the axes of shape
variation (magnified x2 to improve visualization of the differences)

direction of the differences in superfetation among popula-
tions were highly dependent on the particular size of the
females. In general, this wide interpopulation variation
did not support the morphological constraint hypothesis in
either species. Superfetation was not consistently higher in
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the fastest water bodies (fast-flow habitats in the case of P,
gracilis and medium-flow habitats in the case of P. infans)
across any particular range of female sizes.

In addition, we also found wide variation among popu-
lations of both species in the way that female morphology
covaries with size, and these patterns of covariation did
not support the hypothesis either. The thinnest phenotypes
were not consistently observed in the fastest habitats across
any particular range of female sizes. Moreover, in P. gra-
cilis the FI, which we used as a more accurate estimate of
morphological streamlining, was lower in fast-flow habi-
tats for small- and medium-sized females (Fig. 1d). This
result is opposite to what we expected because small values
of this index indicate a body shape that is less streamlined
(Langerhans and Reznick 2010). Thus, females of P. graci-
lis experiencing lower drag (i.e., higher FI values) appear to
occur in slow- and medium-flow rivers, rather than in those
with the fastest currents (at least for small and intermediate
body sizes). In P. infans, no clear differences between slow-
and medium-flow habitats were observed in the FI for any
particular range of female sizes. This result did not support
the morphological constraint hypothesis either.

Previously, Zudiga-Vega et al. (2007) provided strong
support for the morphological constraint hypothesis using
data on superfetation and body shape of a congeneric spe-
cies (Poeciliopsis turrubarensis). These authors concluded
that the velocity of the water current represents a selective
factor that shapes intraspecific variation in both morphology
and superfetation. Females of P. turrubarensis from fast-
moving rivers were thinner, more elongated, and produced
a higher number of simultaneous broods than their coun-
terparts from slow-moving rivers. In contrast, our evidence
from P. gracilis and P. infans clearly indicates that superfe-
tation is not always the result of a morphological constraint
and that the adaptive value of superfetation is not strictly
associated with enhanced fitness in fast-flowing rivers.

Neither the thinnest nor the most streamlined pheno-
types occurred in the rivers with the fastest water currents.
This result observed in both P. gracilis and P. infans is
intriguing because several studies have illustrated a gen-
eral pattern of increased streamlining in fishes that inhabit
fast-flow regimes (Boily and Magnan 2002; Blake 2004;
Langerhans 2008; Langerhans and Reznick 2010). How-
ever, some studies have reported results that do not match
this prediction and some other studies simply point to our
lack of a complete understanding in this regard (Langerhans
and Reznick 2010). For instance, Neat et al. (2003) studied
three populations of Salaria fluviatilis, two from lakes and
one from a river. They expected morphological similarities
between lakes. However, they found the greatest degree
of morphological divergence between lake populations,
whereas the river population exhibited an intermediate
morphology. Haas et al. (2015) found that interpopulation
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Fig. 3 Variation among popula-
tions and water flow regimes
[among slow- (n = 127),
medium- (n = 135), and fast-
flow habitats (n = 162)] in the
relationship between female
dry mass and a brood size,

b individual embryo mass, ¢
total number of embryos, and
d reproductive allotment for
P. gracilis. Continuous lines
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variation in body shape of Cyprinella venusta was related
to the annual amount of water runoff from adjacent lands
rather than to average velocity of the water current. Another
result that did not support the hypothesis of an association
between fast-velocity water and streamlined morphology
was observed in rainbow fish (Melanotaenia eachamensis),
where variation in the morphology of the caudal peduncle
was not related to water velocity (McGuigan et al. 2003).
Small- and medium-sized females of P. gracilis with more

Female dry mass (g)

Water flow regime
(velocity)

streamlined bodies occurred in rivers where the velocity of
the water current was slow or intermediate. This result rep-
resents additional evidence that rejects this hypothesis.

The potential effect of water velocity on life history
traits

In P. gracilis we found a complex interaction between
female size and source population affecting all the
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additional life history traits that we studied. No clear dif-
ferences were observed among water flow regimes for
any particular range of female sizes. The only evident pat-
tern consisted of low and intermediate values of all traits
(including degree of superfetation) across all female sizes
in those populations inhabiting rivers where water velocity
is intermediate between slower and faster rivers. However,
water velocity is not entirely responsible for this pattern
because other sites that were categorized as either slow- or
fast-flow habitats resulted in more similar female size-life
history relationships than those observed in the medium-
flow habitats (Fig. 3). Likely, all three medium-flow sites,
as well as those additional sites where the relationship
between female size and the particular life history trait was
similar, share other ecological factors that promote conver-
gence in female life histories. Several studies have demon-
strated that predator-driven mortality, population density,
and food availability can drive intraspecific variation in
the life histories of poeciliid fishes (Reznick and Endler
1982; Johnson and Belk 2001; Jennions and Telford 2002;
Reznick et al. 2002; Johnson and Bagley 2011; Reznick
et al. 2012). At least one of these ecological conditions may
be similar in those P. gracilis sites where the relationship
between female size and the particular life history trait was
similar. Alternatively, similar relationships between female
size and life history traits may be explained by genetic sim-
ilarities among populations (Hankison and Ptacek 2008;
Tobler et al. 2008).

In contrast, in P. infans we found less interpopulation
variation in the patterns of covariation between female
size and life history traits, without any evident effect of
water velocity. In most populations, larger females pro-
duced larger broods and newborns, a higher total number
of embryos, and greater RA compared to smaller females.
This effect of size on life history traits has been widely doc-
umented in other poeciliid species (e.g., Zuniga-Vega et al.
2011; Riesch et al. 2012; Weldele et al. 2014). The magni-
tude of this size effect was fairly consistent across popu-
lations and life history traits of P. infans, with only a few
exceptions (Table 3; Fig. 4). As we have noted before, the
rivers where we collected P. infans varied less in terms of
water velocity compared to those rivers P. gracilis inhabits.
In turn, the amount of spatial variation in other ecological
characteristics may not be large enough to promote strong
divergent selection on the life history patterns of P. infans.
Alternatively, limited genetic variability may explain the
moderate life history divergence that we observed among
populations of this species.

We observed an ontogenetic change in the body shape of
both species that was likely the result of a parallel ontoge-
netic change in reproductive investment. Despite differ-
ences among rivers in water velocity, in all populations of
both P. gracilis and P. infans body depth increased as size
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increased (Figs. 1b, 2b), whereas in most populations of
both species fineness (a measure of streamlining) decreased
as individuals grew (Figs. 1d, 2d). Similarly, in most popu-
lations of P. gracilis and in all populations of P. infans the
total number of embryos that females produced increased
as size increased (Figs. 3c, 4c). Hence, greater body depth
and abdominal distension in larger females resulted from
higher fecundity, which suggests that positive selection on
total fecundity is stronger than those selective pressures
that would force females to remain slender and streamlined
(e.g., fast water velocity). Some poeciliid fishes dispro-
portionally increase their reproductive effort as they grow,
presumably because their opportunities for future reproduc-
tion decline as they age (Belk and Tuckfield 2010; Billman
et al. 2014). Apparently, superfetation in P. gracilis and P,
infans contributes to a higher reproductive output because
the number of simultaneous broods increases as the total
number of embryos increases. Females of Heterandria for-
mosa also exhibit a positive association between the degree
of superfetation and the total number of embryos (Travis
et al. 1987).

Alternative hypotheses to explain the adaptive value
of superfetation

Based on our evidence from P. gracilis and P. infans, we
conclude that increased superfetation is not strictly linked
to the need for elongated and streamlined phenotypes.
Therefore, the adaptive value of superfetation may depend
on the particular ecological conditions and/or may differ
among species. Additional hypotheses have been proposed
to explain the potential benefits of superfetation (reviewed
in Zufiga-Vega et al. 2010). One of these suggests that
when females cannot choose a mating partner, superfetation
might facilitate female control over paternity and increase
the genetic variability of the offspring, if every brood is
fertilized by a different male (Sandell 1990; Macias-Garcia
and Gonzalez-Zuarth 2005; Pollux et al. 2014). Another
hypothesis suggests that superfetation decreases the peak
cost of reproduction because superfetating females are able
to spread reproduction more evenly over time, instead of
carrying many full-term embryos simultaneously. There-
fore, superfetation should be favored in environments
where reproduction is costly, such as habitats with low food
availability (Downhower and Brown 1975). Alternatively,
superfetation may be an adaptation to particular demo-
graphic pressures. Specifically, this reproductive strategy
could be favored by either unpredictable juvenile survival,
high life expectancy of adult females, or low and uncertain
adult survival probabilities (Thibault 1974; Downhower
and Brown 1975; Burley 1980; Travis et al. 1987). The
observed variation among populations of P. gracilis and P,
infans in the degree of superfetation and in the relationship
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between female size and superfetation could be driven by
one of these alternative selective factors or, more likely,
by their interaction. Future field and experimental studies
should test these hypotheses in order to provide additional
insight on the adaptive benefits of superfetation.
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Abstract

Superfoetation is females' ability to simultaneously bear more than one brood at different
developmental stages. A reduction of the peak cost of reproduction has been proposed as
the adaptive significance of this reproductive strategy. According to this hypothesis,
superfoetation should be favoured in environments where reproduction is costly and
resources are scarce. We tested this hypothesis using data on reproduction and food
availability for several populations of Poeciliopsis gracilis and P. infans, two livebearing
fish species of the family Poeciliidae. We used the fullness index as an indicator of the
amount of food available in the environment. We expected to find higher levels of
superfoetation in females inhabiting environments with fewer resources (i.e. lower fullness
index). Our data partially support the "reduction of the peak cost of reproduction™
hypothesis in P. infans; in this species some populations had a negative relationship
between fullness index (i.e. amount of food ingested) and degree of superfoetation (i.e. the
number of simultaneous broods carried by the female). However, in P. gracilis the fullness
index did not have a significant effect on degree of superfoetation. The results in P. infans
support the hypothesis that superfoetation is beneficial in environments where reproduction
is costly and resources are scarce. Based in our evidence of two species we conclude that

superfoetation is not always associated to the amount of resources in the environment.
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Introduction

The reproductive mode known as superfoetation is the females' ability to simultaneously
bear more than one brood of offspring, each of which is in a different developmental stage
(Turner 1937; Scrimshaw 1944; Roellig et al. 2011). Superfoetation is common among
livebearing fishes (Turner 1937; Scrimshaw 1944;Thibault and Schultz 1978), and has been
reported in three unrelated families: Clinidae (Gunn and Thresher 1991), Zenarchopteridae
(Reznick et al. 2007), and Poeciliidae (Pires et al. 2011). The family Poeciliidae includes
many genera with superfetating species such as Poeciliopsis, Heterandria, and
Neoheterandria, whereas in other genera, such as Belonesox, Brachyrhaphis, and
Xiphophorus, superfoetation does not occur (Reznick and Miles 1989; Pollux et al. 2009).
This phylogenetic distribution of superfoetation strongly suggests that in the family
Poeciliidae superfoetation has evolved independently multiple times (Reznick and Miles
1989; Reznick et al. 2007; Pollux et al. 2009).

The degree of superfoetation (i.e. the number of broods that females can
simultaneously bear) can vary both among and within species. For instance, Heterendria
formosa can bear up to eight broods at different stages of development (Travis et al. 1987),
whereas Poeciliopsis turrubarensis can bear one to four simultaneous broods (Zufiga-Vega
et al 2007). Frias-Alvarez et al. (2014) reported that P. infans can bear one to four
simultaneous broods, and the degree of superfoetation in P. gracilis varied among several
populations, as well as among months within populations. This intraspecific variation as
well as multiple independent evolutionary gains of superfoetation suggest that its adaptive

value may depend on environmental conditions.
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Several hypotheses have been proposed to explain the selective pressures behind the
evolution of superfoetation in viviparous fishes (Zufiga-Vega et al. 2010). One of the most
prominent hypotheses is that superfoetation reduces the peak cost of reproduction
(Downhower and Brown 1975) by spreading the total costs of reproduction more evenly
over time (i.e. a redistribution scheme), allowing females to produce the same number of
offspring without affecting the total reproductive output (e.g. females with superfoetation
produce one to four small broods spaced in time instead of a single large brood). This
would be especially advantageous in environments where reproduction is costly and
resources are scarce, a prediction that is supported by theoretical models (Downhower and
Brown 1975; Thibault and Schultz 1978). It is therefore expected that as food level
decreases and there is less resource availability, reproductive costs increase and there
should be a higher degree of superfoetation (Downhower and Brown 1975; Thibault and
Schultz 1978; Travis et al. 1987; Zufiga-Vega et al. 2010). Therefore, superfoetation may
allow females to produce the same number of offspring while reducing the peak cost of
reproduction.

In this study we used two geographically widespread species of livebearing fish to
explore the relationship between food availability in the environment and degree of
superfoetation: Poeciliopsis gracilis and P. infans. We tested the "reduction of the peak
cost of reproduction™ hypothesis by comparing degree of superfoetation and food
availability among populations of each species. We expected to find a higher degree of
superfoetation in rivers with lower food availability. In addition, we examined how food
availability affects brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment in these

two poeciliid fishes.
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Material and methods

Study species

The species of the family Poeciliidae are endemic to America and the most of its members
are widely distributed throughout Central America, Antilles and Mexico (Hrbek et al.,
2007). Poeciliopsis gracilis is native to México. On the rivers of the Atlantic slope it is
found in the Oaxaca and Veracruz states. It has been reported as introduced in some basins
of rivers in western and central Mexico (Miller et al. 2005; Gutiérrez-Cabrera et al. 2005;
Gomez-Marquez et al. 2008). P. gracilis live in a broad array of habitats such as rivers,
lagoons, pools, streams, micro reservoirs, lakes, dams, with a wide variety of turbidity and
water flow (Miller et al. 2005). Frias-Alvarez et al. (2014) found that the degree of
superfoetation in P. gracilis varies to 1-4 broods and the mean percentages of pregnant
females bearing broods were 68 % in non native populations and 75% in native
populations. Gomez-Marquez et al. (2008) found the mean percentages of females bearing
brood were only 25% in a non native population. P. gracilis is a predominantly

lecithotrophic species (i.e. embryos nourished only by the yolk; Reznick et al. 2002).

Poeciliopsis infans 1s native to Mexico. This specie inhabits the rivers of the Pacific slope
and it is found in the basins of the Ameca, Armeria, Coahuayana, and Balsas rivers, as well
as the Lerma-Santiago river basin in several states. P. infans occurs in several types of
water bodies such as springs, lakes, rivers, ponds, canals, ditches of varying turbidity and
water flow (Mateos et al. 2002; Galindo-Villegas and Sosa-Lima 2002; Miller et al. 2005).
Turner (1937) reported that the degree of superfoetation were two broods, however Frias-

Alvarez et al. (2014) found that the degree of superfoetation varies between 1-4 broods and
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the mean percentages of pregnant females bearing broods were 65 % in native populations.

P. infans is also a predominantly lecithotrophic species (Reznick et al. 2002).

Study sites and field methods

P. gracilis and P. infans are geographically widespread species. We collected
females of P. gracilis from ten different populations (Table. 1): seven from within P.
gracilis's original range (five in the state of Oaxaca state, two in the state of Veracruz) and
three from newly colonized sites (in the state of San Luis Potosi; Table 1). Females of P.
infans were collected from 11 different localities within its original range (nine in the state
of Jalisco and two in the state of Zacatecas; Table 1). All females of both species were
collected during repeated visits to the study sites, throughout the dry (November to May)
and rainy (June to October) seasons, between 2012 and 2013. We collected approximately
20 gravid females per locality on each visit (Table 1) using seine nets (1.3 m depth x 5 m
length, 8 mm mesh size). Captured females were anesthetized with 3-amenobenzoic acid
ethyl ester (MS-222™), sacrificed by immersion in 95% ethanol and taken to the
laboratory, where they were stored in 70% ethanol. All field and laboratory protocols were
carried out with the approval of Mexican fisheries and environmental agencies (Secretaria

de Medio Ambiente y Recursos Naturales y Comision Nacional de Acuacultura).

Quantifying superfoetation and other life history traits

Females were dissected, and if pregnant, we quantified the following life history
traits: superfoetation (total number of simultaneous broods in different developmental
stages), brood size (number of embryos at each developmental stage), individual embryo

mass, and reproductive allotment, following methods described by Reznick and Endler
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(1982) and Zufiiga-Vega et al. (2007). All embryos at the same development stage (sensu
Haynes 1995) were taken as one brood. We counted the number of embryos per brood to
calculate brood size. Females' digestive tracts were removed during dissection to calculate
fullness index (methods in following section), and females and their broods were dried in a
desiccating oven for 24-48 h at 55°C and weighed on an electronic balance
(Sartorius™LA120S, £0.05 mg). Individual embryo mass was estimated by dividing the
brood dry mass by the total number of embryos in that brood. Reproductive allotment (RA)
was calculated as the total dry mass (weight) of all broods carried by mother. Female dry

mass was used as covariate in the statistical analyses described below.

Quantifying food ingestion
We quantified the amount of food ingested per female using the fullness index

(Hyslop 1980; Derweduwen 2012). This index measures the ratio of food mass to body

SCi

weight and is expressed as: FI = (F) 10,000, where SC; is the dry weight of the stomach

contents (mg) and P; is the dry mass of the female (mg) ~ (%00 or parts per decimile). We
considered high values of the index an indication of high food availability in the
environment (i.e. more food ingestion), and low values of the index correspond to low food
availability in the localities (i.e. less amount of food ingestion). We measured the mass of
the stomach contents by drying each digestive tract (previously removed from females) in a
desiccating oven for 24-48 h at 55°C and weighing it on an electronic balance

(Sartorius™LA120S, +0.05 mg).
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Statistical analysis
To estimate the relation between superfoetation (number of broods in different
development stages), brood size, individual embryo mass, RA and amount of food
ingestion by the index of fullness (low values of fullness index suggest that females
inhabit environments with scarce food resources, and therefore ingest less food) we
used general lineal models. All models also included female dry mass as a covariate, and
the models evaluating individual embryo mass had stage of development as an additional
covariate. Additionally we included in all models the interaction between female dry mass
and population and also the interaction between index of fullness and population to account
for spatial differences in the way that life-history traits covary with female size and in the
way that superfoetation and the other life-history traits covary with food availability. We
generated eight separate models: one for each life history variable for each species.
Analyses were carried out in STATISTICA™ 7.0 (StatSoft Inc.). Since females
simultaneously carry more than one brood, brood size and individual embryo mass are not
independent. To avoid pseudoreplication due to multiple measures from the same female,
we randomly choose one brood from each superfetating female, ensuring that each pregnant
female was represented only once in the analyses of brood size and individual embryo
mass. Number of simultaneous broods per female (i.e. superfoetation) and brood size were
square-root transformed, whereas individual embryo mass, RA and index of fullness were
log-transformed to meet assumptions of normality and homogeneity of variances. The
graphs that we report per species were obtained from the residuals of linear regressions of
superfoetation, brood size, individual embryo mass, and RA on female dry mass in order to

correct for differences in female size.
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Results

Food ingestion and superfoetation

For P. gracilis we did not find a significant effect of the index of fullness (amount of food
ingested) on superfoetation (F1,451 = 0.08, P = 0.78; Table 2). In almost all populations
superfoetation was independent of food ingestion. In population 1, food ingestion was
negatively correlated with degree of superfoetation, however, this result was due to a single
data point (Fig. 1). Female dry mass had a significant effect on superfoetation (F1,451 =
17.82, P <0.0001; Table 2), as did the interaction between index of fullness and population
(Fou4s1=2.35, P =0.01; Table 2). Although significant, the effects of female dry mass
(partial n=0.04; Table 2) was weak and the effect of the interaction between index of
fullness and superfoetation was also weak (partial n>=0.04; Table 2).

In contrast, for P. infans we found a significant, although weak, negative effect of
the index of fullness (i.e. amount of food ingested) on superfoetation (F'1,431=14.08, P =
0.0002; partial n°=0.03; f=-0.074+ 0.02; Table 2). The interaction between index of
fullness and population also had a significant effect on superfoetation (F10432=2.90, P =
0.002; Table 2), and again this effect was small (n°=0.06; Table 2). In populations three,
six, and ten, the lower the quantity of food ingested the higher the degree of superfoetation.
Populations four and eleven exhibited a similar pattern (although somewhat weaker), and in
population five the relationship was reversed (higher food ingestion, lower degree of
superfoetation), although this was due to a single data point. The remaining populations
showed no effect of food ingestion on superfoetation (Fig. 1). Female dry mass had a
significant effect on superfoetation (F1.432=41.7, P < 0.0001; Table 2), however the effect

was small (partial n?=0.09; Table 2). The interaction between female dry mass and
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population had a significant effect on superfoetation (F10432 = 2.53, P = 0.006; Table 2)

however the effect of this interaction was small (n?=0.05; Table 2).

Food ingestion and other life history traits

For P. gracilis the amount of food ingested did not affect brood size or RA, although it did
affect individual embryo mass (Table 2). Index of fullness had a weak negative effect on
individual embryo mass, and there was a significant effect of the population x fullness
index interaction (B=-0.13 0.04; partial n?=0.02; F14s0=8.65, P = 0.003; Table 2). In
populations two, three, five, six, and seven, there was a weak negative effect of fullness
index on individual embryo mass, while in the remaining populations there was no effect
(Fig. 1). Brood size and RA were affected by female dry mass, source population and their
interaction, and also by the interaction between index of fullness and population (Table 2).
Individual embryo mass was significantly affected also by female dry mass and
developmental stage (Table 2).

In the case of P. infans the amount of food ingested significantly affected brood size
(F1432=4.84, P = 0.03) and RA (F1,432=22.50, P < 0.0001). In both cases the effect was
weak (brood size: n?=0.01; RA: 1°=0.05). Index of fullness covaried negatively with brood
size (p=-0.17+ 0.08). In populations two, three and six, the lower the amount of food
ingested, the higher the number of embryos (Fig. 2). Index of fullness covaried negatively
with RA as well (B=-0.28+ 0.06). In population six there was a clear negative relationship
between food ingested and RA, and in populations two, three and ten there was a similar,
although weaker, trend (Fig. 2). The amount of food ingested did not affect individual
embryo mass (Table 2). Brood size was affected by female dry mass, source population and

their interaction, and also by the interaction between index of fullness and population
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(Table 2). Individual embryo mass was affected by female dry mass, development stage,
the interaction of female dry mass and source population, and the interaction of index of
fullness and population (Table 2). RA was affected by female dry mass, source population

and by the interaction between index of fullness and source population (Table 2).

Discussion

Does superfoetation reduce the peak cost of reproduction?
In the present study, we tested the hypothesis that superfoetation provides a fitness
advantage in environments where the availability of food is scarce (and, hence,
reproduction is costly) by reducing the peak cost of reproduction (Downhower and Brown
1975; Thibault and Schultz 1978). This "reduction of peak cost™ hypothesis is one of the
most prominent explanations for the adaptive value of superfoetation (Downhower and
Brown 1975; Zafiga-Vega et al. 2010). We expected more simultaneous broods in
environments where resources are scarce and females ingest less food. We found partial
support for this "reduction of peak cost” hypothesis in P. infans. In this species some
populations (3, 4, 6, 10, 11; Fig. 1) had a negative relationship between the amount of food
ingested (fullness index) and superfoetation, i.e. females in environments with low
availability of food resources exhibit higher levels of superfoetation. However in P. gracilis
we did not found a relationship between the degree of superfoetation and the quantity of
food ingestion.

In a previous experimental study with Heterandria formosa, Travis et al. (1987)
provided evidence that failed to support the "reduction of peak cost™ hypothesis. These

authors assigned laboratory-reared females to three different food levels: low, medium, and
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high. Females under medium and high food treatments exhibited higher levels of
superfoetation (i.e. females produced more simultaneous broods), than females under low
food level treatment. They concluded that superfoetation is a mechanism of temporally
overlapping what would have been several reproductive events. According to this
mechanism, environments with excess resources allow females to initiate another brood. In
a similar food manipulation experiment, however, Pires et al. (2007) found no difference in
the degree of superfoetation in Poeciliopsis prolifica between high- and low-food
treatments. In contrast we found some evidence to support the "reduction of peak cost"
hypothesis in some populations of one of the two studied species.

In P. infans our evidence indicates that superfoetation may be advantageous in
environments with low food resources. This pattern was clearest in populations three, six,
and ten (i.e. low food ingested is associated with high levels of superfoetation; Fig. 2).
According to this mechanism, superfoetation is a redistribution scheme of a single
reproductive event, and therefore reduces the energetic demand made by the female at any
particular time, thereby decreasing the peak cost of reproduction (Downhower and Brown
1975). Lowering the cost of reproduction is predicted to increase adult survival as well as

the level of iteroparity (Stearns, 1992; Roff 2002).

The effect of food ingestion on other life history traits

In P. gracilis we found that the amount of food ingested had a significant effect on
individual embryo mass. In this species, females that had ingested less food produced
embryos with greater individual embryo mass. In populations two, three, five six and seven
this pattern is clear (Fig. 1). Similar results have been found in two other lecithotrophic

poeciliids (i.e. embryos nourished only by the yolk): Poecilia reticulata and Priapichthys
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festae. Females of both species assigned to low food treatments produced larger offspring
(Reznick and Yang 1993; Reznick et al. 1996). Since the female's environment may be a
good predictor of the environment her offspring will experience, females exposed to
resource-poor environments may increase their investment in each offspring to ensure the
young have the size and fat stores necessary to survive in poor environments (Reznick and
Yang 1993; Reznick et al. 1996).

In the case of P. infans we found that the amount of food ingested has a significant
effect on brood size and RA. Females that ingested a low quantity of food produced a
higher number of embryos (i.e. large brood size), and exhibited a higher RA, as we can
observe in population two, three, six, and ten (Fig. 1). Reproductive investment responds to
several factors, including food supply (Reznick et al. 1982; Reznick et al. 1992; Zandona et
al.2011). A successful strategy of reproductive investment for females inhabiting
unpredictable environments is to produce a large number of embryos with a minimal
investment (Trexler 1996). Females of P. infans inhabiting environments with high, stable
food resources should favor survival and future reproductive events over the current event,
since increased investment in current reproduction may reduce the probability of survival
and subsequent reproductive performance (Stearns 1992; Roff 2002). When female survival
is taken into account, the lifetime gain in fitness may be higher by having smaller, rather

than larger broods in each reproductive event (Stearns 1992; Roff 2002).

Alternative hypotheses to explain the evolution of superfoetation
In the present study we tested the "reduction of the peak cost of reproduction” hypothesis to
explain the adaptive significance of superfoetation. Based on our data from P. gracilis and

P. infans, we can conclude that females inhabiting low resource environments do not
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always exhibit a higher degree of superfoetation. The results of our study were partially
consistent with this hypothesis in P. infans, but not in P. gracilis, suggesting that the
benefits of superfoetation may differ among species or may depend on ecological
conditions other than food availability. Other hypotheses have been proposed to explain the
adaptive significance of superfoetation (reviewed in Zufiga-Vega et. al 2010). The first one
proposes that superfoetation evolved to facilitate female control over paternity (Sandell
1990; Macias-Garcia and Gonzélez-Zuarth 2005; Pollux et al. 2014). Due to sexual
coercion by males in poeciliids species, females do not exhibit pre-copulatory mate choice,
and may be forced to bear offspring of low-quality males (Macias-Garcia and Gonzélez-
Zuarth 2005). Varying the degree of superfoetation might allow females to modulate their
investment in offspring of differing quality and/or increase the genetic diversity of
offspring (Macias-Garcia and Gonzalez-Zuarth 2005). The second hypothesis suggests that
superfoetation is the result of morphological constraints (Thibault and Schultz 1978,
Reznick and Miles 1989). There are environments where it is beneficial to have a
streamlined phenotype, such as high-velocity water systems or high-predator habitats.
Superfoetation may allow females carry fewer large, full-term embryos at any given time in
order to avoid large increases in volume. The third hypothesis suggests that superfoetation
increases the rate of offspring production by overlapping different broods (Burley 1980;
Travis et al. 1987). According to this hypothesis, abundant resources allow females to
overlap more than one reproductive event, leading to superfoetation and, in high-resource
environments, higher fecundity. In addition, superfoetation may be favored under certain
demographic pressures, such as low and unpredictable juvenile survival, low and uncertain
adult survival, and high life expectancy of adult females (Thibault 1974; Downhower and

Brown 1975; Burley 1980; Travis et al. 1987).
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Our contrasting results in P. gracilis and P. infans indicate that the adaptive value of
superfoetation is not always associated with resource availability. We recommend
continuing the exploration of the potential benefits of superfoetation through field studies
and controlled experiments. The manipulation of putative selective agents would provide

further insight on the adaptive significance of superfoetation.
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Table 1. Frias-Alvarez et al.

Table 1 Sampling locations and sample sizes (N) of Poeciliopsis gracilis and P. infans

Population number  Geographic  Altitude (m) State N
coordinates
P. gracilis
1 21° 58 N 295.6 SLP 20
99° 15°'W
2 21°59°N 284.3 SLP 45
99° 15°'W
3 21°58'N 101 SLP 58
98° 57°'W
4 17° 25°'N 32.1 Veracruz 64
95° 01'W
5 17°12°'N 58.2 Oaxaca 36
95° 03'W
6 17° 08N 89.7 Oaxaca 8
95° 07'W
7 17° 08N 97.7 Oaxaca 50
95° 07'W
8 17° 26'N 83.1 Oaxaca 82
95° 26'W
9 17° 33'N 56.4 Oaxaca 72
95° 32°W
10 17°50°N 35.2 Veracruz 46
95° 49°'W
P. infans
1 20° 34'N 1250 Jalisco 43
103° 51'W
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10

11

21° 39N
102° 57°'W
21°12°N
103° 22°W
21° 14°N
102° 20'W
21°09°N
102°28'W
21°02'N
103° 25'W
20° 33'N
103° 57°'W
20° 33'N
103° 57°'W
20° 32°N
104° 03'W
20° 34'N
104° 09°'W
20° 09°N
103° 02°'W

1371

1199

1709

1736

1196

1259

1252

1243

1210

1537

Zacatecas

Zacatecas

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

Jalisco

59

23

45

50

40

21

44

12

57
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Table 2. Frias-Alvarez et al.

Table 2 Results of the general linear models that examined variation in superfoetation,
brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment (RA) of

Poeciliopsis gracilis and P. infans

Effect SS df MS F P Partial

Poeciliopsis gracilis

Superfoetation

Female dry mass 0.88 1 0.88 17.82 <0.0001 0.04
Population 0.68 9 0.08 1.53 0.13 0.03
Index of fullness 0.004 1 0.004 0.08 0.78 0.0001

Female dry mass *
0.83 9 0.09 1.87 0.054 0.04
population

Index of fullness *

1.05 9 0.12 2.35 0.01 0.04
population
Error 22.29 451 0.05
Brood size
Female dry mass 43.31 1 43.31 93.53 <0.0001 0.17
Population 22.90 9 2.54 549  <0.0001 0.10
Index of fullness 1.15 1 1.15 2.49 0.12 0.005

Female dry mass *
54.89 9 6.10 13.17 <0.0001 0.21
population
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Index of fullness *

18.68
population
Error 208.83
Individual embryo mass
Female dry mass 3.20
Developmental stage 3.19
Population 2.37
Index of fullness 1.59
Female dry mass *
3.01
population
Index of fullness
1.69
population
Error 82.87
Reproductive allotment
Female dry mass 79.06
Population 11.96
Index of fullness 1.10
Female dry mass *
15.95
population
Index of fullness
13.68
population
Error 217.83

Poeciliopsis infans

9

451

450

9

451

2.08

0.46

3.20

3.19

0.26

1.59

0.33

0.19

0.18

79.06

1.33

1.10

1.77

1.52

0.48

4.48

17.37

17.33

1.43

8.65

1.82

1.02

163.69

2.75

2.27

3.67

3.15

<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.17

0.003

0.06

0.42

<0.0001

0.004

0.13

0.0002

0.0011

0.08

0.04

0.04

0.03

0.02

0.04

0.02

0.27

0.05

0.005

0.07

0.06
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Superfoetation
Female dry mass
Population
Index of fullness
Female dry mass *

population
Index of fullness ™

population
Error

Brood size
Female dry mass
Population
Index of fullness
Female dry mass *

population
Index of fullness

population
Error

Individual embryo mass
Female dry mass
Developmental stage
Population

Index of fullness

2.09

0.76

0.71

1.27

1.45

21.65

33.06

13.67

3.54

15.28

19.52

316.28

0.72

3.92

2.99

0.30

10

10

10

432

10

10

10

432

10

2.09

0.08

0.71

0.13

0.14

0.05

33.06

1.37

3.54

1.53

1.95

0.73

0.72

3.92

0.30

0.30

41.7

1.52

14.08

2.53

2.90

45.16

1.87

4.84

2.09

2.67

4.09

22.42

1.71

1.72

<0.0001

0.13

0.0002

0.006

0.002

<0.0001

0.047

0.03

0.02

0.004

0.044

<0.0001

0.08

0.19

0.09

0.03

0.03

0.05

0.06

0.09

0.04

0.01

0.05

0.06

0.01

0.05

0.04

0.004
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population
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population

Error

Reproductive allotment

Female dry mass

Population

Index of fullness

Female dry mass *
population

Index of fullness
population

Error




Figure legends. Frias-Alvarez et al.

Figure legends

Fig. 1 Relationships among fullness index (i.e. amount of food ingestion) and the
degree of superfoetation, brood size, individual embryo mass, and reproductive
allotment for several populations of Poeciliopsis gracilis. Life history traits were
adjusted for the size of females. Population numbers are shown at the top right

corner of each panel

Fig. 2 Relationships among fullness index (i.e. amount of food ingestion) and the
degree of superfoetation, brood size, individual embryo mass, and reproductive
allotment for several populations of Poeciliopsis infans. Life history traits were
adjusted for the size of females. Population numbers are shown at the top right

corner of each panel
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL

Embriones de P. gracilis en diferentes estadios de desarrollo.
Camadas pertenecientes a una hembra.
Foto: Patricia Frias Alvarez
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DISCUSION GENERAL

Superfetacién: el conocimiento previo e hip6tesis desarrolladas acerca de su significado

adaptativo

Previo a este trabajo de investigacion, inicamente dos estudios mencionan los posibles
mecanismos que han impulsado la evolucion de la superfetacion (Travis et al. 1987,
Zuiiga-Vega et al. 2007). Travis et al. (1987) encontraron evidencia en Heterandria
formosa que sustenta la hipotesis de que la superfetacion es una adaptacion que incrementa
la tasa de produccion de crias (i.e. incremento en la frecuencia de produccion de crias). La
alta mortalidad adulta favorece grandes inversiones reproductivas (para compensar la alta
probabilidad de una muerte temprana). Las hembras podrian asignar mas de sus recursos
disponibles para producir mayor nimero de crias. Un excedente en los recursos ambientales
puede ser utilizado por las hembras para incrementar el namero de camadas. Travis et al.
(1987) sugieren que un mayor grado de superfetacion pude verse favorecida por un
aumento en los niveles de comida. Estos autores encontraron evidencia que apoya esta
prediccion, con el patron observado en hembras de H. formosa. Hembras criadas en
laboratorio bajo los tratamientos de nivel de comida alto y medio, produjeron
significativamente mayor numero de camadas que aquellas hembras criadas bajo un
tratamiento con poca alimentacion. Estos resultados fueron consistentes con la prediccion
de que las hembras asignan a la reproduccidn tantos recursos como les son posibles, debido
a que se encuentran en un medio con alta supervivencia. Asimismo Travis et al. (1987)
sugieren con base en muestreos realizados en Florida que durante el invierno la mortalidad

en adultos de H. formosa es alta.
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Zuiiga-Vega et al. (2007) encontraron evidencia en Poeciliopsis turrubarensis que
sustenta la hipotesis de que la superfetacion es el resultado de una restriccion morfoldgica.
Los autores de este trabajo compararon el grado de superfetacion y observaron diferencias
en el fenotipo en dos tipos de poblaciones de P. turrubarensis en Costa Rica. La primeras
poblaciones estan presentes en rios de afluente bajo o lento, los cuales se encuentran
cercanos a la costa, mientras que las segundas estan presentes en rios de afluente de alta
velocidad que se encuentran alejados de la costa. Los autores encontraron que las hembras
lejanas a la costa y que habitan en afluentes de alta velocidad, presentaron un mayor grado
de superfetacion (i.e. tuvieron mayor nimero de camadas) y ademas las hembras
presentaban un fenotipos méas hidrodinamicos (i.e. hembras mas alargadas y delgadas), a
comparacion de las hembras que habitan en rios cercanos a la costa con afluentes de baja
velocidad, donde las hembras tuvieron un nimero menor de camadas y su fenotipo fue

menos hidrodinamico.

Superfetacién: nuevos hallazgos e hipotesis recientemente puestas a prueba acerca de su

significado adaptativo

Son escasos los estudios que muestran la variacion intraespecifica en el grado de
superfetacion en peces pecilidos (Johnson y Bagley, 2011). Se ha documentado la variacién
en el grado de superfetacion entre 12 poblaciones de Poeciliopsis turrubarensis (ZUfiga-
Vega et al. 2007), la variacion en la superfetacion entre dos poblaciones de P. prolifica
(Pires et al. 2007) y la variacion en la superfetacion entre cuatro poblaciones de
Heterandria formosa (Leips y Travis, 1999). Los resultados obtenidos en este trabajo de

investigacion con Poeciliopsis gracilis Y P. infans suman, al todavia pequefio nimero de
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investigaciones, informacion relacionada a la variacion intraespecifica en el grado de la
superfetacion. Adicionalmente los resultados del presente trabajo revelan que existe una
gran variacion en el grado de superfetacion (i.e. numero total de camadas presentes en una
hembra) tanto entre poblaciones de una misma especie como entre especies. La variacion
observada en el grado de superfetacion en las dos especies entre los distintos meses y
diferentes estaciones a través de un afio indica que la superfetacion puede ser el resultado
de interacciones complejas entre una respuesta plastica y diferencias genéticas entre los
individuos. El estudio de la plasticidad fenotipica es multidisciplinario el cual abarca
aspectos ecoldgicos, evolutivos, conductuales, de desarrollo, y gendmicos entre otros
(Kelly et al. 2012). Con la habilidad de reconocer regiones gendmicas 0 genes especificos
que subyacen a la respuesta plastica se puede examinar las fluctuaciones inter-
generacionales en las frecuencias alélicas de los genes que afectan directamente a la
plasticidad fenotipica (Kelly et al. 2012). Un acercamiento a estudios en peces y plasticidad
fenotipica y genomica se llevo a cabo en Fundulus heteroclitus en los cuales los patrones
de expresion genica global fueron comparados entre individuos que experimentan

diferentes condiciones ambientales o fenotipos (Whitehead et al. 2011).

La falta de informacion referente a la superfetacion ha llevado a que las explicaciones
adaptativas sobre este rasgo reproductor ignoren la variacion temporal. Lo que podria
ocasionar gque se subestime el numero de especies que presentan este rasgo reproductor o
que no se tome en cuenta el verdadero valor del nivel de superfetacion por especie. Los
estudios de explicaciones adaptativas han tomado el grado la superfetacién como un valor
fijo, los resultados de los estudios y conclusiones de los estudios podrian cambiar debido a

la variacion existente en este rasgo entre temporadas, poblaciones y especies. A partir de
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los resultados obtenidos en el presente trabajo y por lo anteriormente explicado se propone
que la investigacion referente a la superfetacion tanto descriptiva como evolutiva, sea
realizada de ser posible en diferentes localidades (variacion espacial) y a lo largo de

diferentes meses y estaciones del afio (variacion temporal).

En el presente trabajo pusimos a prueba en varias poblaciones de P. gracilis y P.
infans dos hipotesis que intentan explicar el significado adaptativo de la superfetacion. La
primera sugiere que la superfetacion es el resultado de una restriccion morfoldgica. Esta
hipdtesis puesta a prueba y corroborada en Poeciliopsis turrubarensis (ZUfiga-Vega et al.
2007), nos dice que la superfetacion puede verse favorecida en ambientes donde se ejerce
una seleccion de un fenotipo hidrodindmico como son los ambientes con afluentes de
velocidad rapida. Bajo esta premisa las hembras que habiten en afluentes de alta velocidad
de agua presentaran mayor numero de camadas y un fenotipo mas hidrodinamico en
comparacion con aquellas que habitan afluentes de baja velocidad. En el presente trabajo no
se encontro evidencia para apoyar la hipdtesis. En ambas especies el grado de superfetacion
fue complejo y vario ampliamente entre las poblaciones. Tanto la cantidad como la
direccion de esta variacion fue dependiente del tamafio de la hembra y esta variacion inter-
poblacional no estuvo asociada con la velocidad del agua. Contrario a lo que se esperaba las
hembras de P. gracilis que presentaron un fenotipo mas hidrodinamico fueron aquellas que
habitan en lugares con afluentes de baja velocidad. Mientras que para P. infans no se
encontrd una relacién entre la velocidad del agua y el fenotipo de las hembras. La
superfetacion en P. gracilis y P. infans podria estar contribuyendo a tener una produccion
reproductiva alta, debido a que el namero de camadas simultaneas incrementa tanto como

incrementa el nimero de embriones. Los resultados tan contrastantes encontrados sugieren
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que esta siendo mas fuerte una seleccién positiva en la fecundidad total, que aquellas
presiones (i.e. alta velocidad en el flujo de agua) que estan forzando a tener un fenotipo
mas hidrodinamico. Por lo tanto, se concluye que la asociacion entre un mayor grado de
superfetacion y un fenotipo mas hidrodinamico en ambientes con afluentes de alta

velocidad de agua no debe ser considerada una regla general para los pecilidos

La segunda hipdtesis puesta a prueba en este trabajo, menciona que la superfetacion
evolucion6 debido a que disminuye el costo pico de la reproduccién (Downhower y Brown,
1975). Esta hipotesis nos dice que la superfetacion puede verse favorecida en ambientes
donde la reproduccidn es costosa, como lo son ambientes con baja disponibilidad de
recursos (Downhower y Brown, 1975; Thibault y Schultz, 1978). Bajo esta hipoétesis las
hembras que habiten lugares con escasos recursos presentaran mayor grado de
superfetacion en comparacion con las hembras que habiten en lugares de alta disponibilidad
de recursos. Por lo que utilizamos datos de reproduccion y disponibilidad de recursos para
ambas especies. Los resultados obtenidos en la tesis muestran evidencia que apoya
parcialmente la hipétesis para P. infans. S6lo algunas poblaciones de esta especie tuvieron
una relacion negativa entre el grado de superfetacion y la disponibilidad de alimento en el
ambiente. Mientras que para P. gracilis no se encontro evidencia alguna que sustente la
hipdtesis. Estos resultados contrastan con un estudio previo realizado con Heterandria
formosa en donde se encontré que hembras sometidas a tratamientos con niveles de comida
alto y medio presentaron mayores niveles de superfetacion a comparacion de las hembras
sometidas a tratamientos de comida bajo. Por lo que concluimos que la superfetacion no

siempre esta asociada con la cantidad de recursos disponibles en el ambiente.
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Retos futuros y nuevos campos de conocimiento acerca de la superfetacion

El creciente interés por indagar el significado adaptativo de la superfetacion ha llevado a
los investigadores a formular otras hipétesis que tratan de entender el papel que ha jugado
la seleccidn natural en la variacion intra- e interespecifica en el grado de superfetacion.
Macias-Garcia y Gonzéalez-Zuarth, (2005) proponen que el conflicto sexual en peces puede
ser el causante de la superfetacion. Los pecilidos presentan una amplia variacion en los
rasgos reproductivos asociados con la seleccidn sexual pre-copulatoria (Pollux et al. 2014).
En algunas especies de pecilidos los machos poseen ornamentos y realizan despliegues en
el cortejo (Luyten y Liley, 1985), estos tipicamente tiene un gonopodio pequefio (aleta anal
modificada para llevar a cabo la fertilizacion interna; Macias-Garcia y Gonzalez-Zuarth,
2005). En otras especies los machos y las hembras son similares y el gonopodio del macho
es mas largo, los machos no realizan algun tipo de cortejo y la copula se realiza por medio
de la coercion (Rosen y Tucker, 1961). Los machos que ejercen coercion con las hembras
imposibilitan a las hembras para seleccionar una pareja (machos evitan la seleccion pre-
copulatoria; Bisazza 1993). Bajo este escenario las hembras se ven imposibilitadas de
valorar la calidad de los machos que las inseminan, lo que podria ocasionar que las hembras
Ileven embriones de un macho genéticamente de baja calidad (Zeh y Zeh, 2003; Macias-
Garcia y Gonzélez-Zuarth, 2005). La superfetacion puede disminuir la probabilidad de que
todas las camadas sean monopolizadas por un solo macho, dividiendo las crias en multiples
y pequefias camadas separadas temporalmente, donde cada camada es fertilizada por un

padre diferente.

97



Hasta la fecha dos trabajos muestran evidencia que sustenta esta hipotesis. Macias-
Garcia y Gonzalez-Zuarth, (2005) realizaron una busqueda en la literatura para evidenciar
que existe un vinculo entre el potencial de las hembras para elegir pareja (cortejo o
coercion sexual) y el modo reproductivo (superfetacion o no superfetacion). Los autores
encontraron que existe una asociacion entre el tipo de cortejo y el modo de reproduccion.
Las especies que presentan coercion sexual (intromision gonopodial) presentan en su
mayoria superfetacion, mientras que las especies de pecilidos que presentan cortejo en su
mayoria son no-superfetadoras. Pollux et al. (2014) y sus colaboradores por medio de
métodos comparativos examinaron el conflicto sexual y su posible relacion con la
evolucion de placentacion en la familia Poeciliidae. Los autores encontraron que la
superfetacion incrementa la probabilidad de cargar camadas de multiples padres. Esta
hipdtesis tan interesante puede ser puesta a prueba por medio de experimentos de eleccion
femenina tanto en campo como en laboratorio. Ademas gracias a las bases teoricas de esta
hipdtesis se pueden realizar estudios de paternidad multiple, bajo el supuesto de que las
hembras que tengan un mayor grado de superfetacion, serdn mas poliandricas que aquellas
hembras con menor grado de superfetacion. Estos dos acercamientos pueden ser llevados a
cabo tanto inter como intra-poblacionalmente.

Thibault (1974) plantea que la superfetacion disminuye la tasa de mortalidad
juvenil. De acuerdo con la teoria de historias de vida cuando la mortalidad de los jovenes es
alta e impredecible en el tiempo, es selectivamente ventajoso tener una tasa de produccién
de crias baja y constante a través del tiempo (Hopper, 1999; Menu et al. 2000; Roff, 2002;
Einum y Fleming, 2004). Si se reparte una inversion reproductiva total en pequefios eventos
reproductivos, podria disminuir el riesgo de perder a toda la descendencia por un evento

ambiental fortuito. La superfetacion permite la distribucion de las crias en pequefias
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camadas a lo largo del tiempo y esta estrategia reproductora puede verse como una
estrategia que presenta un esfuerzo reproductor bajo y distribuido a través del tiempo. Hasta
el momento ningln trabajo empirico ha puesto a prueba esta hipotesis. Para tener una
aproximacion a esta hipotesis se podria utilizar una investigacion demogréafica mediante
procedimientos de captura y recaptura. La prediccion obvia es que en localidades donde
exista una mortalidad alta e impredecible de juveniles, las hembras presentaran un mayor
grado de superfetacion.

Burley (1980) y Travis et al. (1987) plantean que la superfetacion se favorece en
ambientes con alta mortalidad en los adultos porque podria incrementar la tasa de
produccion de crias. Burley (1980) sugirié que en aves la superposicion de puestas (i.e.
superfetacion) resulta en mayores tasas reproductivas. En un mismo periodo de tiempo, las
aves que superponen huevos en comparacion con las que no lo hacen, presentan un
aumento en el numero de crias, y ademas la energia total necesaria para mantener a toda la
descendencia debe de ser menor. Esta hipdtesis no considera a la superposicion de huevos
como un solo evento reproductor separado a través del tiempo. Por el contrario considera a
la superposicion de huevos como eventos reproductores separados. Incrementar las tasas de
produccion de crias al costo potencial de perder futuras oportunidades reproductivas podria
ser ventajoso si la probabilidades de supervivencia adulta es baja o es incierta (Gadgil y
Bossert, 1970; Roff, 1992, 2002; Reznick et al. 1996). Entonces, la superposicion de
camadas (i.e. superfetacidn) pudo haber evolucionado como un mecanismo que compensa

una alta mortalidad en adultos (Travis et al. 1987).

Hasta el momento no se tiene evidencia empirica que sustente esta hipotesis. Sin

embargo Travis et al. (1987) mencionan que existe una alta mortalidad en adultos de
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Heterandria formosa durante el invierno, lo cual podria estar asociado con el alto namero
de camadas que producen las hembras de esta especie (hasta 8 de manera simultanea). Bajo
este escenario también una investigacion demogréafica mediante procedimientos de captura

y recaptura, en diferentes estaciones del afio, podria ayudar a sustentar la hipétesis.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo y los datos de
investigaciones preliminares nos muestran que la presion selectiva que esta actuando sobre
la variacion en la superfetacién es dependiente del habitat donde se encuentran los
organismos y que la superfetacion es dependiente de la especie. Por lo tanto, el significado
adaptativo de la superfetacion puede depender de condiciones ecolégicas particulares y/o
puede diferir entre especies. La variacion tan compleja observada en La velocidad en el
flujo de agua parece ser la fuerza selectiva que esta actuando en la variacion de la
superfetacion en P. turrubarensis (ZUfiga-Vega et al. 2007), mientras que una alta
disponibilidad en los recursos esta relacionado con la variacion en el grado de superfetacion
en Heterandria formosa (Travis et al. 1987). Al contrario ambientes donde puede ser
costosa la reproduccion como lo son habitats con recursos escasos estan asociados con la

variacion intraespecificca en la superfetacion en P. infans.

La variacion en el grado de superfetacién tanto intra como interespecifica nos indica
que la superfetacion podria deberse a factores Unicos de cada individuo. Los estudios
enfocados en las hormonas nos pueden dar un acercamiento a este enfoque individualizado.
Las hormonas en pecilidos influencian su morfo-fisiologia y su comportamiento
reproductivo, por ejemplo las hormonas pueden regular el cortejo y el comportamiento

agresivo en pecilidos (Gabor y Grober, 2010). En hembras de Poecilia reticulata 10S
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estrégenos promueven la vitalogénesis, el crecimiento de ovocitos y facilitan el parto
(Georgescu et al. 2013), mientras que el estradiol mantiene la receptividad en las hembras
(Liley, 1972). Hasta el momento no se tiene ningun conocimiento sobre los mecanismos
hormonales que promueven la superfetacion. Posiblemente cambios en los niveles de
ciertas hormonas y/o interacciones entre ellas, pueden estar relacionados con las diferencias
en los niveles de superfetacion. Otro acercamiento a un enfoque individualizado podria ser
el estudio del costo metabolico que conlleva la superfetacion a las hembras, tanto los
estudios hormonales como de costo metabdlico podrian ser llevados a cabo de manera intra
como inter-poblacional. Sin duda el estudio de hormonas y el estudio del costo metabolico
asi como su relacion con la superfetacion son un nuevo campo de conocimiento por
desarrollar.

Hasta el momento no tenemos evidencia suficiente que aclare el origen de la
superfetacion en pecilidos. Sabemos que existen diferentes fuerzas evolutivas que han
mantenido la variacion de la superfetacion dentro y entre las especies. Estas fuerzas
selectivas estan actuando de diferentes formas en las especies y posiblemente exista una
interaccion entre estas fuerzas evolutivas en la variacion de la superfetacion. Con los
conocimientos hasta el momento obtenidos queda un gran camino que recorrer para
entender el significado adaptativo de la superfetacion. Poner a prueba de nuevo las
hipétesis ya investigadas con diferentes especies de pecilidos, asi como poner a prueba las
hipétesis que aun no han sido exploradas son algunos de los caminos que se pueden realizar

para responder esta interesante e intrigante pregunta.
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ANEXO |

Se anexan varias preguntas de interés relacionadas con el tema de la superfetacion

¢ Cual es el papel de la matrotrofia y la lecitotrofia en la superfetacion y cémo se

reflejaria en las hipotesis antes propuestas?

Reznick and Miles, (1989) observaron que la mayoria de las especies que superfetan son
matrotroficos (la madre provisiona de alimento a los embriones después de la fertilizacion).
Al parecer existe una fuerte asociacién entre estos dos rasgos sugiriendo que la evolucién
de uno de estos dos rasgos facilita la evolucion de otro (la matrotrofia facilita la evolucién
de la superfetacion). Sin embargo la excepcion rompe la regla y se tiene a Poeciliopsis
monacha especie superfetadora y ademas lecitotrofica (la provision de alimentos ocurre
antes de la fertilizacién) indicando que estos rasgos pueden evolucionar
independientemente uno de la otro. Pero también indica que la evolucidn de un rasgo puede

facilitar la subsecuente evolucion de otro.

La relacién que tiene la madre con los embriones a nivel trofico varia desde especies
completamente lecitotroficas (los nutrientes de los embriones son dados exclusivamente por
la yema del huevo que fue asignada antes de la fertilizacion) hasta especies completamente
matrotréficas ( los nutrientes de los embriones son obtenidos directamente de la madre). En
algunas especies la lecitotrofia esta presente con la matrotrofia (los embriones obtienen

nutrientes tanto de la yema como de la madre).

El indice de matrotrofia IM nos indica que tanto una placenta de pecilido esta
transfiriendo sus recursos. En nuestros casos tanto P. gracilis (M1 =0.69) como P. infans

(M1=0.86) son especies consideradas como predominantemente lecitrotroficas. El conflicto
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entre los nutrientes que da la madre a los embriones es nulo debido que la madre asigna los

nutrimentos antes de la fertilizacion.

Hipotesis 1. La superfetacion disminuye el costo pico de la reproduccion. Bajo esta
hipdtesis se nos dice que la superfetacion debio de haber evolucionado porque reduce la
inversion reproductora maxima que deben de hacer las hembras en un determinado
momento. Se asume que la superfetacion (i.e., superposicion de huevos) es un esquema de
redistribucion de un solo evento reproductor pero en componentes pequefios y dispersos
temporalmente. Bajo esta hipotesis se espera que la superfetacion se vea favorecida en
ambientes donde la reproduccidn sea costosa, como en ambientes inestables con baja

disponibilidad en los recursos alimenticios.

Hipdtesis 3. La superfetacion disminuye la tasa de mortalidad juvenil.

Bajo esta hipotesis la superfetacion debid de haber evolucionado en ambientes donde la
probabilidad de sobrevivir de los jovenes o adultos es muy baja debido a que una tasa baja
de produccion de crias debe ser ventajosa. Thibault (1974) propone que en peces pecilidos,
cuando la supervivencia de las crias es muy variable e impredecible, distribuir la
produccidn de crias a través del tiempo darad como resultado a largo plazo menores tasas de
mortalidad juvenil. Las hembras superfetadoras pueden producir el mismo nimero de crias
gue una hembra no superfetadora, sin embargo, si la superfetacion permite la distribucion
de las crias en pequefias camadas a lo largo del tiempo, la superfetacion puede verse como
una estrategia del tipo “mejor apostador” (i.e., esfuerzo reproductivo bajo y dispersado a

través del tiempo; Zafiga-Vega et al. 2010).
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Hipdtesis 5. La superfetacion incrementa la tasa de produccion de crias.

Bajo esta hipotesis ambientes o temporadas con supervivencia adulta baja o estocastica
deben de estar asociados a mayores niveles de superfetacion en comparacion con los
ambientes o temporadas con una supervivencia adulta estable. En sintesis, la superfetacion,
a traveés de la superposicion de diferentes puestas, podria acelerar las tasas de produccion de

crias, bajo el costo potencial de perder futuras oportunidades reproductoras.

Relacion de la lecitotrofia con superfetacion

Para un grupo de hembras que tienen la produccion de crias lecitotroficas, la
superfetacion disminuira la inversion de recursos en cada camada debido a que existe una
reduccion de tamario de camada (se relaciona con la hipotesis 1, se asume que la
superfetacion es un esquema de redistribucion de un solo evento reproductor pero en
componentes pequefios y dispersos temporalmente y se ve beneficiada en ambientes
costosos reduciendo el costo pico de la reproduccion) pero incrementaria la frecuencia a la
cual cada camada es iniciada (se relaciona con la hipotesis 3, se asume que cuando la
superfetacion permite la distribucion de las crias en pequefias camadas a lo largo del
tiempo, esto es que aumenta la frecuencia, la superfetacion puede verse como un esfuerzo
reproductivo bajo y dispersado a traves del tiempo, mientras que se relaciona con la
hipétesis 5, la cual nos dice que la superfetacion a través de la superposicion de diferentes
puestas, podria acelerar las tasas de produccion de crias, esto es relacionado con el
incremento en la frecuencia de cada camada, pero bajo el costo potencial de perder futuras

oportunidades reproductoras).
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Las dos especies estudiadas en el presente trabajo tiene un IM < 1 por lo cual se
relacionan con lo anteriormente descrito. Sin embargo a continuacion se describe lo que
ocurre para especies matrotroficas. En las especies con un indice de matrotrofia >1 la masa
de los embriones aumentaria de una manera no lineal durante el desarrollo de tal manera
que durante el desarrollo se observarad un incremento de la inversion de la madre, pero se
espacian estos periodos de incremento de inversion asi menos crias se encuentran en una

fase de desarrollo en un determinado en el tiempo.

¢Puede haber competencia de embriones por nutrimentos dentro de la madre?

Si, y esto se ha observado en el pecilido Heterandria formosa (Schrader y Travis 2009).
Con la evolucion de la matrotrofia se provocaron cambios que modifica el momento de la
inversion maternal en los embriones, estos cambios fueron desde antes de la fertilizacion a
el periodo entre fertilizacion y nacimiento e introduce un potencial conflicto genomico
entre madre y los embriones. Los embriones matrotroficos pueden influenciar el nivel de
inversion que ellos reciben durante el desarrollo y existe un trade-off entre la inversion

maternal para cada embrion y entre la supervivencia materna o la fecundidad.

Schrader y Travis (2009) encontraron diferencias en las historias de vida entre dos
poblaciones silvestres y cruzas de laboratorio de H. formosa. Las hembras silvestres de una
poblacion produjeron embriones mucho mas grandes que la segunda poblacion y
encontraron que la magnitud de este efecto maternal dependia del genotipo de las crias (i.e.,
del padre). En las cruzas del laboratorio entre individuos de estas dos poblaciones
encontraron que el genotipo de las crias (de que padre descendian) ejerce una influencia en

el nivel de inversion maternal y afecta la fecundidad a través de tasas altas de abortos entre
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embriones y un bajo nimero de embriones que llegan a término. Se refieren a abortos
cuando los embriones nacian antes de que la cavidad pericardica cerrara y por lo general se

encontraban muertos.

Ahora bien los efectos observados del padre no ocurren de la misma manera en
especies lecitotroficas, donde la influencia del genotipo del padre se observa hasta la
siguiente generacion, cuando el genotipo de las crias de la hembra ejerce un efecto materno
sobre el tamafio de las crias. Podemos decir que en camadas con multiples padres, la
variacion observada en el aprovisionamiento de nutrimentos que sucede en intra-camadas
podria ser el resultado de seleccidn criptica de la hembra, 0 aprovisionamiento selectivo de
descendencia heterocigota (podria aumentar el crecimiento o supervivencia). Y como se

dijo anteriormente también podria ser el resultado de impronta génica.

Schrader y Travis (2012) mencionan que una consecuencia de la superfetacion es la
competicion entre camadas. La combinacién de matrotrofia y superfetacion crea una
situacion que es analoga a la eclosién asincronica en aves (ver hip6tesis 5) en este caso la
madre simultdneamente provisiona a los jovenes dependientes, diferentes estados de
desarrollo y potencializa diferentes habilidades competitivas. Ellos mencionan que la
combinacion de matrotrofia con superfetacion permite una competicion asimétrica entre los
embriones de diferentes camadas. Los autores mencionan que en especies matrotréficas
con altos niveles de superfetacion existe una disminucion del tamafio de crias con el orden
en que nacen a comparacién de aquellas especies con superfetacion y lecitrotrofia.
Encontraron evidencia a favor con Heterandria formosa (la especies con mayor grado de

superfetacion).
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En las especies lecitrotroficas es poco probable que exista competicion debido a que

no existe aprovisionamiento de alimentos de embriones después de la fertilizacion.

¢Como asegura la hembra el éxito de nacimiento del mayor nimero de crias, si existe
la posibilidad de competencia entre estos? Especialmente entre camadas de diferentes

machos.

Estas dos preguntas se encuentran muy de la mano con la primera parte de la respuesta
anterior, lo cual esta ligado a la paternidad mdltiple. La superfetacion incrementa el control
femenino sobre la paternidad. La superfetacién pudo haber evolucionado como un
mecanismo para incrementar la variabilidad genética de las crias. Un gran nimero de
especies de pecilidos las hembras se ven imposibilitadas de seleccionar a su pareja, lo cual
podria ocasionar que estas terminen cargando una camada grande de una pareja de baja
calidad genética. La superfetacion podria ser un mecanismo para aumentar la variabilidad
genética de las crias por medio de partirlas en pequefios grupos de distintos padres. Cada
camada seria de una padre diferente. Estas hembras que no pueden controlar la calidad
genética de sus crias, pueden promover la diversidad genética de sus camadas apareandose
con diferentes machos y asignando un esfuerzo reproductor bajo a las camadas de cada una
de sus parejas reproductoras. Una mayor variabilidad genética podria significar que las
crias pueden tener diferentes respuestas al medio ambiente en el que nacen, la hembra no
asegura, sin embargo recolecta diferentes genes que aseguran gque alguna o varias de sus

camadas puedan sobrevivir de un medio determinado.
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¢ Qué posibilidad hay de *“canibalismo”?

En otros peces como es el caso de los tiburones existe la adelfofagia (i.e., el canibalismo
intrauterino), y en Godeidos también encontramos el caso de la ovofagia (i.e., la practica de
los embriones de alimentarse de huevos producido por el ovario materno). En el caso de los
pecilidos no he se ha tenido algun reporte de canibalismo intrauterino o de ovofagia. Sin
embargo se ha reportado para Heterandria formosa que las hembras sufren abortos
(Schader and Travis, 2009). Bajo mi experiencia de la elaboracion de este trabajo tanto en
gabinete como en laboratorio, las dos especies observadas no presentaron reabsorcion de
huevos o de embriones. Varios reportes mencionan la lucha de hermanos por recursos,
Unicamente en especies matrotréficas. Hoy en dia se esta haciendo un nuevo modelo que
involucre la evolucion de historias de vida en las que se tome en cuenta tanto la matrotrofia,

la lecitotrofia asi como la superfetacion.
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RESUMEN



La superfetación es la capacidad que tienen las hembras de llevar internamente y de manera simultánea múltiples camadas en diferentes estadios de desarrollo. La superfetación es más predominante en peces vivíparos de la familia Poeciliidae. El número total de camadas simultaneas presentes dentro de una hembra (i.e. grado de superfetación) varía substancialmente tanto dentro de una especie como también entre especies. En esta tesis se realizó una aproximación descriptiva espacial y temporal de la superfetación y se examinaron dos hipótesis que intentan explicar el significado adaptativo de la estrategia reproductora. Para ello, se estudiaron 11 poblaciones de dos especies de peces vivíparos nativos de México: Poeciliopsis gracilis y P. infans. La primera hipótesis menciona que la superfetación es el resultado de una restricción morfológica, en ambientes en los que se necesita un fenotipo delgado e hidrodinámico tal como ríos con rápida velocidad del agua. La siguiente hipótesis puesta a prueba menciona que la superfetación evolucionó debido a que reduce el costo pico de la reproducción y, por lo tanto, debería favorecerse en ambientes con baja disponibilidad de alimento. Se encontró una gran variación en el grado de superfetación entre diferentes meses del año y así como en distintas temporadas dentro de las poblaciones en ambas especies. No se encontró evidencia que soporte la hipótesis de restricción morfológica en ninguna de las dos especies. En ambas especies el grado de superfetación varió como una interacción compleja entre la población de origen y el tamaño de la hembra, sin encontrarse una relación entre la variación inter-poblacional y la velocidad del agua. Contrario a lo que se esperaba, las hembras de P. gracilis con un fenotipo más hidrodinámico habitan ríos de baja velocidad, mientras que para P. infans la velocidad del agua no predice la variación observada en la forma corporal. No se encontró evidencia que soporte la hipótesis de reducción del costo pico reproductivo en P. gracilis. En contraste, en algunas de las poblaciones de P. infans se encontró evidencia para apoyar la hipótesis: Las hembras con menor ingesta de alimento presentaron un mayor grado de superfetación. Esta tesis demuestra que la asociación entre mayor superfetación y fenotipos hidrodinámicos en ambientes de rápido flujo de agua no es una regla general y que la superfetación no siempre está asociada a la cantidad de recursos que se encuentran en el ambiente. Por lo tanto, se puede concluir que el valor adaptativo de la superfetación puede diferir entre especies y que las fuerzas selectivas (e.g. velocidad del agua y cantidad de recursos) están actuando de diferente formas entre las distintas especies. Otras fuerzas selectivas que pueden estar relacionadas con la variación en historias de vida en peces pecílidos son la mortalidad, la selección de pareja y densidad poblacional. 
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ABSTRACT



Superfoetation is the ability of females to have simultaneously several broods in different developmental stages. Superfoetation is most common in fishes of the Poeciliidae Family. The total number of simultaneous broods present inside one female (i.e. superfoetation degree) varies greatly, not only in the same species but also between different species. In the present work, a spatial and temporal descriptive approximation of superfoetation was made and also two main hypothesis were examined trying to explain the adaptive significance of this reproductive strategy. To accomplish this, 11 populations of two native Mexican viviparous fishes were studied: Poeciliopsis gracilis and P. infans. In the first hypothesis we propose that superfoetation is the result of a morphological restriction, in environments such as fast water velocity rivers, where a thin and elongate body is favored. The next hypothesis mentions that superfoetation evolved because it reduces the cost of reproduction, therefore, superfoetation most be favored in environments with scarce food resources. We found a large variation in superfoetation among different months of the year and in the seasons, for populations in both species. No evidence was found to support the morphologic restriction hypothesis in any species. In both species the superfoetation degree varied as a complex interaction between the source population and female size and this inter-population variation was not associated with water velocity. In contrast, females of P. gracilis with thin and elongated bodies inhabit low velocity rivers, whereas for P. infans water velocity in rivers do not predict the variation observed in the corporal shape. No evidence was found which supports the reduction of pick cost hypothesis in P. gracilis. In contrast, in some populations of P. infans evidence was found to support the hypothesis: females with low food ingested showed a high superfoetation degree. This thesis demonstrate that the association between superfoetation and hydrodynamic body phenotypes in environments of fast water flow it is not a general rule and the superfoetation is not always associated with the amount of resources presents in the environments. Thus, it can be concluded that the adaptive significance of superfoetation can differ among species and the selective forces (e.g. water velocity and resources availability) are acting in different ways among different species. Other selective forces that can be related with life history variation in poeciliids fishes are mortality, mate choice and population density.
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INTRODUCCIÓN
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INTRODUCCIÓN



Superfetación

La superfetación - del latín “superfetatio” (super = arriba, encima de; fetus, fetura = fértil, fertilizar, hijos) - es la capacidad que tienen las hembras de llevar internamente y al mismo tiempo varias camadas de embriones en diferentes estadios de desarrollo (Turner, 1937; Scrimshaw, 1944; Roellig et al. 2011). Los antiguos griegos como Aristóteles, Herodoto, Hipócrates y Plinio ya hacían mención al fenómeno (Roellig et al. 2011). En el siglo XIX surge la primera referencia básica de una definición clara del termino y no es sino hasta el siglo XX cuando se generaliza una definición estándar de superfetación (Rollhäuser, 1949; Roellig et al. 2011).

Este atributo reproductor ha sido documentado en plantas angiospermas (Kennedy, 1978), peces vivíparos (Scrimshaw, 1944; Reznick et al. 2007a), y en al menos 10 órdenes de mamíferos, entre los que se encuentran: carnívoros (Meles meles; Yamaguchi et al. 2006), diprotodontos (Wallavia bicolor; Paplinska et al. 2006), lagomorfos (Lepus americanus; Burton, 2002), quirópteros (Peropteryx  kappleri; Rasweiler, 1982) , roedores (Mus musculus; Barnett y Munro, 1970) e inclusive humanos (Pape et al. 2008; Lantieri et al. 2010). En aves altriciales la superposición de puestas (i.e., superfetación) se presenta como la provisión simultánea de cuidado parental a grupos dependientes de crías en diferentes estadios de desarrollo (Burley, 1980; Hill, 1986; Hetmanski y Wolk, 2005). 

La superfetación es más predominante en peces vivíparos (Turner, 1937; Scrimshaw, 1944; Thibault y Schultz, 1978), y se ha documentado en al menos tres familias pertenecientes a diferentes órdenes: Clinidae (Gunn y Thresher, 1991), Zenarchopteridae y Poeciliidae (Reznick et al. 2007a; Fig. 1). La familia Clinidae (orden Peciformes) son peces pequeños que habitan el fondo marino (Gunn y Thresher, 1991; Fig. 1a). Se distribuyen del norte al sur del Pacifico, sureste del Atlántico y en el Mediterráneo (Springer, 1970). Dentro de las muy variadas estrategias reproductoras de los clínidos se encuentra la viviparidad, la cual está frecuentemente acompañada por superfetación (Gunn y Thresher, 1991). Esta última ha sido reportada en dos de sus 20 géneros (Cristiceps, Heteroclinus) y en nueve de sus 74 especies (Nelson, 2006; Gunn y Thresher, 1991; Tabla 1).

Zenarchopteridae es una familia perteneciente al orden de los Beloniformes (Lovejoy et al. 2004). La aleta anal en este grupo está modificada y conforma el andropodio (análogo al gonopodio encontrado en ciprinodontiformes), lo que facilita la fertilización interna (Nelson, 2006; Fig. 1b). Esta familia que se distribuye en el sureste de Asia y en el Archipiélago Malayo comprende cinco géneros que presentan diversas estrategias reproductoras (Nelson, 2006). Los géneros habitantes de cuerpos de agua dulce Dermogenys (10 spp.), Hemirhamphodon (6 spp.), y Nomorhamphus (13 spp.) son vivíparos (Reznick, 2007a). Se ha documentado superfetación en varias especies pertenecientes a estos tres géneros (Meisner y Burns, 1997; Reznick et al. 2007a; Tabla 1). Hermirhamphodon tengah es la única especie dentro de los géneros vivíparos que deposita huevos (Nelson, 2006; Dorn y Greven, 2007; Reznick et al. 2007a). Las especies del cuarto género, Zenarchopterus (20 spp.), depositan sus huevos en aguas marinas (Nelson, 2006; Reznick et al. 2007a). El modo reproductor del último género Tondanichthys (1 sp.) es aún desconocido (Nelson, 2006; Reznick et al. 2007a). 



Tabla 1. Lista de especies de peces vivíparos de las familias Clinidae y Zenarchopteridae con presencia de superfetación.

		Especies

		Bibliografía



		Peciformes

       Clinidae

              Cristiceps australis

		



Gunn y Thresher, 1991



		              Heteroclinus adelaide

		Gunn y Thresher, 1991



		              Heteroclinus perspicillatus

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus fosteri

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus wilsoni

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus heptaolus

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus puellarum

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus longicaudis

		Gunn y Thresher, 1991



		Heteroclinus sp. (Scott´s Weedfish)

		Gunn y Thresher, 1991



		Beloniformes

       Zenarchopteridae

               Nomorhamphus brembachii

               Nomorhamphus manifesta

               Nomorhamphus pectoralis

		



Reznick et al. 2007a

Reznick et al. 2007a

Reznick et al. 2007a



		               Nomorhamphus rossi

		Reznick et al. 2007a



		              Hemirhamphodon  pogonognathus

		Reznick et al. 2007a



		Hemirhamphodon kuekenthali

Hemirhamphodon kapuasensis

Dermogenys sumatrana

Dermogenys orientalis

Dermogenys bispina

		Reznick et al. 2007a

Reznick et al. 2007a

Reznick et al. 2007a

Meisner y Burns, 1997; Reznick et al. 2007a

Reznick et al. 2007a



		Dermogenys robertsi

Dermogenys pusilla

Dermogenys viviparous

		Reznick et al. 2007a

Meisner y Burns, 1997

Meisner y Burns, 1997



		

		







Dentro del orden de los Cyprinodontiformes se encuentra la familia Poeciliidae (Lucinda y Ries, 2005). Los representantes de esta familia se distinguen por ser peces pequeños y lateralmente comprimidos que habitan cuerpos de agua dulce y salobre (Miller et al. 2005; Fig. 1c). Su distribución comprende desde el oriente de Estados Unidos de Norteamérica hasta el noroeste de Argentina, así como África y Madagascar (Miller et al. 2005). Ghedotti (2000) reconoce tres subfamilias: Aplocheilichthyinae, Procatopodinae, Poeciliinae. Aplocheilichthyinae contiene únicamente a la especie africana Aplocheilichthys spilauchen (Ghedotti, 2000). La subfamilia Procatopodinae con 78 especies es un grupo compuesto por el género habitante del sur de Ámerica Fluviphylax, además de los procatopodines de África (Ghedotti, 2000).



La subfamilia Poeciliinae se caracteriza por la modificación de la aleta anal del macho en un gonopodio, lo cual permite la fertilización interna (Parenti, 1981; Miller et al. 2005). Todos los miembros de Poeciliinae son endémicos de América, donde la mayoría de sus especies se encuentran en Centroamérica, las Antillas y México (Hrbek et al. 2007). La subfamilia Poeciliinae comprende 28 géneros y aproximadamente 225 especies (Lucina, 2003; Lucina y Reis, 2005). La estrategia reproductora de la subfamilia es la viviparidad y se ha documentado un amplio número de especies que presentan superfetación (Miller et al. 2005; Lucinda, 2003; Tabla 2). Tomerus gracilis es la única especie dentro del grupo que deposita sus huevos en el exterior (i.e. es la única especie ovípara; Rosen, 1964). Esta subfamilia es ampliamente reconocida por su importancia como peces de ornato para acuarios, algunas de las cuales son popularmente reconocidas como: gupis, peces mosquito, platis, molis, peces espada, guayacones y topotes (Miller et al. 2005; Lucinda y Reis, 2005).



La amplia distribución de la subfamilia en el nuevo mundo comprende otras especies que no se encuentran en México pero que también superfetan (Pollux et al. 2009). Entre éstas podemos mencionar a Heterandria formosa, Gambusia hubbsi, Neoheterandria elegans, N. tridentiger, Phalloptychus januaris, Poecilia bifurca, P. branneri, P. parae, Pseudopoecilia festae, Poeciliopsis scarlii, P. retropina, P. elongata y P. paucimaculata (Downhower et al. 2002; Pollux et al. 2009; Pires et al. 2010).
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 Fig. 1. Morfología característica de las tres familias de peces vivíparos que presentan superfetación. a) Clinidae b) Zenarchopteridae c) Poeciliidae. Ilustraciones tomadas de Nelson, (2006).













Tabla 2. Lista de las especies de la subfamilia Poeciliinae que habitan en México, señalando las especies endémicas y las especies reportadas con superfetación.

		Especies

		Endémica

		Presencia de Superfetacion (SF)

		Bibliografía



		Cyprinodontiformes

     Poeciliidae

          Poeciliinae

             Belonesox belizanus 

		

		

		



		             Brachyrhaphis hartwegi 

		

		

		



		Carlhubbsia kidderi 

		

		

		



		Gambusia affinis 

		

		

		



		Gambusia alvarezi 

		X

		

		



		Gambusia atrora 

		X

		

		



		Gambusia aurata 

		X

		

		



		Gambusia eurystoma 

		X

		

		



		Gambusia hurtadoi 

		X

		

		



		Gambusia krumholzi 

		X

		

		



		Gambusia marshi 

		X

		

		



		Gambusia regani 

		X

		

		



		Gambusia senilis 

		

		

		



		Gambusia sexradiata 

		

		

		



		Gambusia speciosa 

		

		

		



		Gambusia vittata 

		X

		

		



		Gambusia yucatana 

		

		

		



		Heterandria jonesii 

		X

		

		



		Heterophallus  echeagarayi 

		X

		

		



		Heterophallus milleri 

		X

		

		



		Heterophallus rachovii 

		X

		

		



		Phallichthys fairweatheri 

		

		

		



		Poecilia butleri 

		

		

		



		Poecilia catemaconis 

		X

		

		



		Poecilia chica 

		X

		

		



		Poecilia formosa 

		

		

		



		Poecilia latipinna 

		

		

		



		Poecilia latipunctata 

		X

		

		



		Poecilia maylandi 

		X

		

		



		Poecilia mexicana 

		

		

		



		Poecilia orri 

		

		

		



		Poecilia petenensis 

		

		

		



		Poecilia sphenops 

		

		

		



		Poecilia sulphuraria 

		X

		

		



		Poecilia velifera 

		X

		

		



		Poeciliopsis baenschi 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis balsas 

		X

		

		



		Poeciliopsis catemaco 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis fasciata 

		

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis gracilis 

		X

		SF

		Gómez-Márquez et al. 2008; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis hnilickai 

		

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis infans 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis latidens 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis lucida 

		X

		SF

		Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis monacha 

		X

		SF

		Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis occidentalis 

		

		SF

		Scrimshaw, 1944; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis pleurospilus 

		

		SF

		Scrimshaw, 1944



		Poeciliopsis presidionis 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis prolifica 

		X

		SF

		Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis sonoriensis 

		

		

		



		Poeciliopsis turneri 

		X

		SF

		Thibault y Schultz, 1978; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis turrubarensis 

		

		SF

		Zúñiga-Vega et al. 2007; Pollux et al. 2009



		Poeciliopsis viriosa 

		X

		SF

		Pollux et al. 2009



		Priapella bonita 

		X

		SF

		Scrimshaw, 1944



		Priapella compressa 

		X

		

		



		Priapella intermedia 

		X

		

		



		Priapella olmecae 

		X

		

		



		Xenodexia ctenolepis 

		

		SF

		Reznick  et al. 2007b; Pollux et al. 2009



		Xiphophorus alvarezi 

		

		

		



		Xiphophorus andersi 

		X

		

		



		Xiphophorus birchmanni 

		X

		

		



		Xiphophorus clemenciae 

		X

		

		



		Xiphophorus continens 

		X

		

		



		Xiphophorus cortezi 

		X

		

		



		Xiphophorus couchianus 

		X

		

		



		Xiphophorus evelynae 

		X

		

		



		Xiphophorus gordoni 

		X

		

		



		Xiphophorus hellerii 

		

		

		



		Xiphophorus maculatus 

		

		

		



		Xiphophorus malinche 

		X

		

		



		Xiphophorus meyeri 

		X

		

		



		Xiphophorus milleri 

		X

		

		



		Xiphophorus montezumae 

		X

		

		



		Xiphophorus multilineatus 

		X

		

		



		Xiphophorus nezahualcoyotl 

		X

		

		



		Xiphophorus nigrensis 

		X

		

		



		Xiphophorus pygmaeus 

		X

		

		



		Xiphophorus variatus 

		X

		

		



		Xiphophorus xiphidium 

		X

		

		







Como se ha observado dentro de algunos géneros, hay especies que exhiben superfetación, mientras que otras no (Reznick et al. 2007a; Pires et al. 2010). La distribución filogenética según la estrategia reproductiva (Fig. 2) sugiere que la superfetación ha evolucionado independientemente y en múltiples ocasiones (Reznick y Miles, 1989; Reznick et al. 2002; Meredith et al. 2010; Pires et al. 2010; Meredith et al. 2011). 

	Más interesante es el hecho que diversos estudios han encontrado que el grado de superfetación, puede variar en tiempo y espacio dentro de una misma especie (Zúñiga-Vega et al. en prensa). Travis et al. (1987) documentó que hembras de Heterandria formosa criadas en laboratorio con diferentes cantidades de alimento, presentaron diferentes grados de superfetación. En las poblaciones de Poeciliopsis turrubarensis se ha observado una fuerte asociación entre el tipo del hábitat y el grado de superfetación (Zuñiga-Vega et al. 2007). Distintas poblaciones de P. prolífica en el noroeste de México exhiben notables diferencias en el nivel de superfetación (Pires et al. 2007). Esta variación intraespecífica observada en numerosas especies indica que la superfetación puede verse más favorecida en algunos ambientes que en otros (Zúñiga-Vega et al. 2010).



	Zúñiga-Vega et al. (en prensa) expone que la evidencia de evolución múltiple e independiente aunada a la variación intraespecífica, sugiere que la superfetación debe proveer bajo algunas circunstancias ciertos beneficios para la adecuación de sus portadoras. Lo cual significaría que este atributo reproductor podría representar una adaptación a presiones selectivas particulares. 
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Figura 2. Árbol filogenético que muestra la distribución taxonómica de la superfetación en la familia Poeciliidae (tomado y modificado de Pollux et al. 2009). Se muestran frente a cada clado a las especies reportadas con superfetación que no fueron incluidas en el árbol. Gambusia hubbsi (Downhower et al. 2002), Poecilia bifurcata, P. braneri, P. parae (Pires et al. 2010).

 	 Actualmente no existe un consenso sobre el significado adaptativo de la superfetación, a pesar del creciente interés en entender el papel que ha jugado la selección natural en el origen múltiple de esta estrategia reproductora (Travis et al. 1987; Downhower et al. 2002; Zúñiga-Vega et al. 2007). 



La evidencia de este interés puede observarse en el desarrollo hasta el momento de seis hipótesis (revisadas de Zúñiga-Vega et al. 2010) que intentan explicar el origen y el significado adaptativo de la superfetación. Zúñiga-Vega et al. (2010) las clasifica en tres categorías: I) costo reproductor de la superfetación, la cual incluye dos hipótesis; II) ventajas demográficas de la superfetación, integrada por tres hipótesis; III) evolución de la superfetación para asegurar la variabilidad genética de la descendencia, comprendida por solo una hipótesis. A continuación se abordan cada una de las tres categorías y las hipótesis que las conforman.



Costo reproductor de la superfetación



Hipótesis 1. La superfetación disminuye el costo pico de la reproducción.

	La superfetación podría reducir el pico de inversión reproductora que deben de hacer las hembras en un determinado momento (Downhower y Brown, 1975). El efecto neto de la superfetación es el de distribuir el esfuerzo reproductor a lo largo del tiempo, reduciendo la inversión máxima realizada por las madres en un determinado momento, sin afectar el total de crías que son producidas (Downhower y Brown, 1975). Por ejemplo, la especie no superfetadora Poecilia reticula a un tamaño de 30-35 mm, produce 24 crías en 21 días, en comparación con las especies superfetadoras Poeciliopsis lucida y P.monacha, que al mismo tamaño producen dos camadas de 11 crías en 22 días (Downhower y Brown, 1975). El número total de crías entre las especies (con y sin superfetación) es aproximadamente el mismo. Por lo tanto, el efecto neto de la superfetación es el de distribuir la reproducción de una manera más uniforme reduciendo la inversión total de recursos realizada por las hembras en un determinado momento sin afectar el rendimiento reproductor (Zúñiga-Vega et al, 2010). Bajo esta hipótesis se espera que la superfetación se vea favorecida en ambientes donde la reproducción sea costosa, como en ambientes inestables con baja disponibilidad en los recursos alimenticios (Downhower y Brown, 1975; Zúñiga-Vega et al. 2010).



Hipótesis 2. La superfetación resulta de una restricción morfológica.

	No solo un ambiente con limitados recursos de comida puede producir altos costos en la reproducción (Zúñiga-Vega et al, 2010). En peces vivíparos, incrementar la asignación reproductora (i.e. la proporción de la masa de la hembra utilizada en el desarrollo de las crías), podría hacer a las hembras más vulnerables a depredadores, ya que el desarrollo interno de múltiples embriones impone una carga física que podría perjudicar el desempeño locomotor para escapar (Ghalambor et al. 2004). En ambientes acuosos con sistemas fluviales de alta velocidad, los peces con fenotipos delgados y alargados se ven favorecidos (Langerhans, 2008). En peces vivíparos un incremento en el volumen del cuerpo asociado a una inversión alta en la producción de crías podría implicar un costo alto (Zúñiga-Vega et al, 2010). Reduciendo el tamaño de ovarios y el número de embriones (i.e. superfetación) se puede mantener un fenotipo más hidrodinámico (Thibault y Schultz, 1978). Bajo esta hipótesis se espera que la superfetación incremente bajo presiones que favorezcan un fenotipo hidrodinámico (más alargado y esbelto). Específicamente se espera más superfetación en ambientes con alta velocidad en el flujo del agua y/o que concurran con depredadores (Thibault y Schultz, 1978; Zúñiga-Vega et al. 2010).



Zúñiga-Vega et al. (2007) compararon dos poblaciones de Poeciliopsis turrubarensis en Costa Rica. Algunas poblaciones habitan en lugares con bajas corrientes y pendientes moderadas, mientras que otras habitan en ríos de rápido afluente y altas pendientes. Los autores encontraron que las hembras habitantes de afluentes rápidos muestran un mayor número de camadas en diferentes estadios de desarrollo y tienen un fenotipo más alargado y esbelto a comparación de las hembras que se encuentran en afluentes lentos.



Ventajas demográficas de la superfetación



Hipótesis 3. La superfetación disminuye la tasa de mortalidad juvenil.

	La teoría de historias de vida predice que cuando la mortalidad de los jóvenes es altamente impredecible en el tiempo y en el espacio, una tasa de producción de crías baja y constante debe ser selectivamente ventajosa (Roff, 2002; Einum y Fleming, 2004). El riesgo de perder a toda la progenie en algún evento ambiental desfavorable se verá disminuido si se reparte la inversión reproductora total en pequeños eventos. Thibault (1974) propone que en peces pecílidos, cuando la supervivencia de las crías es muy variable e impredecible, distribuir la producción de crías a través del tiempo dará como resultado a largo plazo menores tasas de mortalidad juvenil. Las hembras superfetadoras pueden producir el mismo número de crías que una hembra no superfetadora, sin embargo, si la superfetación permite la distribución de las crías en pequeñas camadas a lo largo del tiempo, la superfetación puede verse como una estrategia del tipo “mejor apostador” (i.e. esfuerzo reproductivo bajo y dispersado a través del tiempo; Zúñiga-Vega et al. 2010).

	Bajo esta hipótesis se puede esperar que el nivel de superfetación sea mayor en poblaciones con tasas estocásticas de supervivencia juvenil en comparación con poblaciones que posean tasas constantes de supervivencia juvenil. Dicho de otro modo, la superfetación incrementará conforme la variabilidad en la mortalidad juvenil aumente (Thibault, 1974; Zúñiga-Vega et al. 2010).



Hipótesis 4. La superfetación incrementará en tanto disminuya la mortalidad en adultos.

	Esta hipótesis reúne la teoría de historias de vida de iteroparidad y la hipótesis 1 anteriormente descrita. La teoría de historias de vida predice que la iteroparidad (capacidad de reproducirse varias veces en la vida) es favorecida cuando se experimentan tasas de mortalidad adulta bajas o constantes (Stearns, 1992; Roff, 2002). Las hembras superfetadoras distribuyen la demanda energética asignada a la producción de crías a través del tiempo (hipótesis 1; Downhower y Brown, 1975). Como consecuencia, presentarán costos reproductivos menores y, por lo tanto, una mayor probabilidad de sobrevivir y serán más iteróparas (Zúñiga-Vega et al. 2010). Bajo esta hipótesis la superfetación debe de verse favorecida en poblaciones en las que sea ventajoso ser longevo e iteróparo. Es decir, en poblaciones con tasas de supervivencia adulta alta o constante, en comparación de las poblaciones con tasas bajas o estocásticas de supervivencia adulta. Dicho de otro modo, la superfetación incrementará a medida que aumente la supervivencia adulta (Downhower y Brown, 1975; Zúñiga-Vega et al. 2010).



Hipótesis 5. La superfetación incrementa la tasa de producción de crías.

En aves se ha sugerido que la superposición de huevos (i.e. superfetación) podría resultar en tasas reproductoras más altas (Burley, 1980). En el mismo periodo de tiempo, las aves que superponen huevos a diferencia de las que no lo hacen, presentan un incremento en el número de polluelos que son criados, y además la energía total necesaria para criar a toda la descendencia es menor (Burley, 1980). Por ejemplo, Burley (1980) asume que una hembra que no exhiba superposición de puestas tendría el tiempo suficiente durante una temporada reproductora para criar, digamos, dos puestas de cuatro crías cada una. En este esfuerzo parental consumiría toda su energía. Alternativamente, una hembra que superponga sus puestas, podría criar tres puestas de tres polluelos en el mismo periodo de tiempo y gastar menor cantidad de energía. La última hembra habrá producido 9 crías en lugar de ocho, durante el mismo periodo de tiempo. Esta hipótesis considera a la superposición de huevos (i.e. superfetación) como eventos reproductores separados (en el ejemplo anterior cada puesta representa un evento reproductor por separado), al contrario de la hipótesis 1 en la cual se asume que la superfetación (i.e., superposición de huevos) es un esquema de redistribución de un solo evento reproductor pero en componentes pequeños y dispersos temporalmente (Zúñiga-Vega et al. 2010).



En síntesis, la superfetación, a través de la superposición de diferentes puestas, podría acelerar las tasas de producción de crías, bajo el costo potencial de perder futuras oportunidades reproductoras. De acuerdo con la teoría de historias de vida (Stearns, 1992), tasas altas de fecundidad deben favorecerse cuando las oportunidades de sobrevivir de los adultos son limitadas. Por lo tanto, si la superfetación aumenta el número de crías que son producidas, puede compensar el alto riesgo de morir de los padres y se vería favorecida en ambientes en los que las probabilidades de sobrevivir de los adultos son bajas o inciertas (Roff, 1992; Reznick et al. 1996). Bajo esta hipótesis ambientes o temporadas con supervivencia adulta baja o estocástica deben de estar asociados a mayores niveles de superfetación en comparación con los ambientes o temporadas con una supervivencia adulta estable (Zúñiga-Vega et al. 2010). Esta hipótesis discrepa con la hipótesis 4, en que la superfetación se verá favorecida en poblaciones con tasas de supervivencia adulta altas y constantes, en comparación de las poblaciones con tasas bajas o estocásticas de supervivencia adulta . Tomando en cuenta que bajo la hipótesis 4, los costos reproductivos de las hembras superfetadoras serán menores y con ello tendrán  mayor posibilidad de sobrevivir (hipótesis 1).

 

Evolución de la superfetación para asegurar la viabilidad genética de la descendencia



Hipótesis 6.- La superfetación incrementa el control femenino sobre la paternidad.

Macías-García y González-Zuarth (2005) proponen que el conflicto sexual en peces puede causar la superfetación. Como consecuencia de una inversión reproductora asimétrica entre sexos, las hembras son seleccionadas para maximizar la calidad de sus parejas reproductoras (Sutherland y De Jong, 1991; Becher y Magurran, 2004). Evidencia sugiere que una hembra puede valorar la calidad de un macho cuando éste produce y mantiene caracteres sexuales secundarios costosos, como lo son cortejos prolongados, ornamentos grandes y colores vistosos (Zahavi, 1975, 1977). En la mayoría de las especies de pecílidos los machos no exhiben cortejos y no necesitan la presencia de los caracteres sexuales secundarios costosos, para que se lleve a cabo el apareamiento (Farr, 1989; Macías-García y González-Zuarth, 2005), además en estas especies los machos poseen un gonopodio grande (aleta anal modificada para llevar a cabo la fertilización interna), utilizado para inseminar a las hembras sin su consentimiento (Farr, 1989; Zúñiga-Vega et al. 2010). La imposibilidad de las hembras de valorar la calidad de los machos que las inseminan, podría ocasionar que éstas terminen cargando una camada de crías de una pareja de baja calidad (Macías-García y González-Zuarth, 2005). Estas hembras que no pueden controlar la calidad genética de sus crías, pueden promover la diversidad genética de sus camadas apareándose con diferentes machos y asignando un esfuerzo reproductor bajo a las camadas de cada una de sus parejas reproductoras (Eberhard, 1996; Macías-García y González-Zuarth, 2005, Pollux et al. 2014).

Bajo este escenario las hembras podrían utilizar la superfetación como un mecanismo que les permita disminuir el costo causado por la imposibilidad de seleccionar machos de calidad (baja calidad genética en crías), incrementando la variabilidad genética y asignando un esfuerzo reproductivo bajo a las camadas de cada pareja reproductora (Macías-García y González-Zuarth, 2005; Pollux et al. 2014). En otras palabras, si cada camada es fertilizada por un macho distinto, la superfetación podría ser un mecanismo para incrementar la variación de la progenie, al separarla en pequeños eventos de distintos padres. En consecuencia las hembras recuperan el control de la paternidad de sus crías. Bajo esta hipótesis la superfetación debe de verse favorecida en las hembras que tienen poco control en el apareamiento y que están imposibilitadas para valorar la calidad genética de los padres de sus crías (Zúñiga-Vega et al. 2010).



En el presente trabajo de tesis doctoral se da a conocer la variación intra e inter especifica de la superfetación en diferentes poblaciones de Poeciliopsis gracilis y P. infans, dos especies de pecílidos de amplia distribución en el territorio mexicano. Asimismo, se pretende poner a prueba dos de las seis hipótesis que intentan explicar el origen y el significado adaptativo de la superfetación. Las hipótesis que se pusieron a prueba en este trabajo de investigación son: (1) la superfetación disminuye el costo pico de la reproducción, y (2) la superfetación resulta de una restricción morfológica. Para poner a prueba las predicciones derivadas de estas dos hipótesis, se utilizó herramientas de análisis morfológico y estadísticas. A continuación se presentan en tres capítulos separados los resultados obtenidos de este trabajo de investigación. 
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Embriones de P. gracilis en distintos estadios de desarrollo. 

	Muestra obtenida de las camadas presentes en una hembra.

						Foto: Patricia Frías Álvarez.
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Table S1 Spearman rank correlation coefficients (rS) between superfoetation and physicochemical parameters of the rivers. p values are shown within parentheses.   
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Fig. S1 Relationships between average temperature of the rivers and average female dry mass for a Poeciliopsis gracilis and b P. infans. Each data point represents one population
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                   Embrion de Poeciliopsis gracilis. Foto: Patricia Frías Álvarez
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Abstract



Superfoetation is females' ability to simultaneously bear more than one brood at different developmental stages. A reduction of the peak cost of reproduction  has been proposed as the adaptive significance of this reproductive strategy. According to this hypothesis, superfoetation should be favoured in environments where reproduction is costly and resources are scarce. We tested this hypothesis using data on reproduction and food availability for several populations of Poeciliopsis gracilis and P. infans, two livebearing fish species of the family Poeciliidae. We used the fullness index as an indicator of the amount of food available in the environment. We expected to find higher levels of superfoetation in females inhabiting environments with fewer resources (i.e. lower fullness index). Our data partially support the "reduction of the peak cost of reproduction" hypothesis in P. infans; in this species some populations had a negative relationship between fullness index (i.e. amount of food ingested) and  degree of superfoetation (i.e. the number of simultaneous broods carried by the female). However, in P. gracilis the fullness index did not have a significant effect on degree of superfoetation. The results in P. infans support the hypothesis that superfoetation is beneficial in environments where reproduction is costly and resources are scarce. Based in our evidence of two species we conclude that superfoetation is not always associated to the amount of resources in the environment. 











Introduction

The reproductive mode known as superfoetation is the females' ability to simultaneously bear more than one brood of offspring, each of which is in a different developmental stage (Turner 1937; Scrimshaw 1944; Roellig et al. 2011). Superfoetation is common among livebearing fishes (Turner 1937; Scrimshaw 1944;Thibault and Schultz 1978), and has been reported in three unrelated families: Clinidae (Gunn and Thresher 1991), Zenarchopteridae (Reznick et al. 2007), and Poeciliidae (Pires et al. 2011). The family Poeciliidae includes many genera with superfetating species such as Poeciliopsis, Heterandria, and Neoheterandria, whereas in other genera, such as Belonesox, Brachyrhaphis, and Xiphophorus, superfoetation does not occur (Reznick and Miles 1989; Pollux et al. 2009). This phylogenetic distribution of superfoetation strongly suggests that in the family Poeciliidae superfoetation has evolved independently multiple times (Reznick and Miles 1989; Reznick et al. 2007; Pollux et al. 2009).

	The degree of superfoetation (i.e. the number of broods that females can simultaneously bear) can vary both among and within species. For instance, Heterendria formosa can bear up to eight broods at different stages of development (Travis et al. 1987), whereas Poeciliopsis turrubarensis can bear one to four simultaneous broods (Zúñiga-Vega et al 2007). Frías-Alvarez et al. (2014) reported that P. infans can bear one to four simultaneous broods, and the degree of superfoetation in P. gracilis varied among several populations, as well as among months within populations. This intraspecific variation as well as multiple independent evolutionary gains of superfoetation suggest that its adaptive value may depend on environmental conditions. 

	Several hypotheses have been proposed to explain the selective pressures behind the evolution of superfoetation in viviparous fishes (Zúñiga-Vega et al. 2010). One of the most prominent hypotheses is that superfoetation reduces the peak cost of reproduction (Downhower and Brown 1975) by spreading the total costs of reproduction more evenly over time (i.e. a redistribution scheme), allowing females to produce the same number of offspring without affecting the total reproductive output (e.g. females with superfoetation produce one to four small broods spaced in time instead of a single large brood). This would be especially advantageous in environments where reproduction is costly and resources are scarce, a prediction that is supported by theoretical models (Downhower and Brown 1975; Thibault and Schultz 1978). It is therefore expected that as food level decreases and there is less resource availability, reproductive costs increase and there should be a higher degree of superfoetation (Downhower and Brown 1975; Thibault and Schultz 1978; Travis et al. 1987; Zúñiga-Vega et al. 2010). Therefore, superfoetation may allow females to produce the same number of offspring while reducing the peak cost of reproduction. 

	In this study we used two geographically widespread species of livebearing fish to explore the relationship between food availability in the environment and degree of superfoetation: Poeciliopsis gracilis and P. infans. We tested the "reduction of the peak cost of reproduction" hypothesis by comparing degree of superfoetation and food availability among populations of each species. We expected to find a higher degree of superfoetation in rivers with lower food availability. In addition, we examined how food availability affects brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment in these two poeciliid fishes. 



Material and methods 

Study species 

The species of the family Poeciliidae are endemic to America and the most of its members are widely distributed throughout Central America, Antilles and Mexico (Hrbek et al., 2007). Poeciliopsis gracilis is native to México. On the rivers of the Atlantic slope it is found in the Oaxaca and Veracruz states. It has been reported as introduced in some basins of rivers in western and central Mexico (Miller et al. 2005; Gutiérrez-Cabrera et al. 2005; Gómez-Márquez et al. 2008). P. gracilis live in a broad array of habitats such as rivers, lagoons, pools, streams, micro reservoirs, lakes, dams, with a wide variety of turbidity and water flow (Miller et al. 2005). Frías-Alvarez et al. (2014) found that the degree of superfoetation in P. gracilis varies to 1-4 broods and the mean percentages of pregnant females bearing broods were 68 % in non native populations and 75% in native populations. Gómez-Márquez et al. (2008) found the mean percentages of females bearing brood were only 25% in a non native population. P. gracilis is a predominantly lecithotrophic species (i.e. embryos nourished only by the yolk; Reznick et al. 2002). 



Poeciliopsis infans is native to Mexico. This specie inhabits the rivers of the Pacific slope and it is found in the basins of the Ameca, Armeria, Coahuayana, and Balsas rivers, as well as the Lerma-Santiago river basin in several states. P. infans occurs in several types of water bodies such as springs, lakes, rivers, ponds, canals, ditches of varying turbidity and water flow (Mateos et al. 2002; Galindo-Villegas and Sosa-Lima 2002; Miller et al. 2005). Turner (1937) reported that the degree of superfoetation were two broods, however Frías-Alvarez et al. (2014) found that the degree of superfoetation varies between 1-4 broods and the mean percentages of pregnant females bearing broods were 65 % in native populations. P. infans is also a predominantly lecithotrophic species (Reznick et al. 2002).



Study sites and field methods

	P. gracilis and P. infans are geographically widespread species. We collected females of P. gracilis from ten different populations (Table. 1): seven from within P. gracilis's original range (five in the state of Oaxaca state, two in the state of Veracruz) and three from newly colonized sites (in the state of San Luis Potosi; Table 1). Females of P. infans were collected from 11 different localities within its original range (nine in the state of Jalisco and two in the state of Zacatecas; Table 1). All females of both species were collected during repeated visits to the study sites, throughout the dry (November to May) and rainy (June to October) seasons, between 2012 and 2013. We collected approximately 20 gravid females per locality on each visit (Table 1) using seine nets (1.3 m depth × 5 m length, 8 mm mesh size). Captured females were anesthetized with 3-amenobenzoic acid ethyl ester (MS-222TM), sacrificed by immersion in 95% ethanol and taken to the laboratory, where they were stored in 70% ethanol. All field and laboratory protocols were carried out with the approval of Mexican fisheries and environmental agencies (Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales y Comisión Nacional de Acuacultura).



Quantifying superfoetation and other life history traits

	Females were dissected, and if pregnant, we quantified the following life history traits: superfoetation (total number of simultaneous broods in different developmental stages), brood size (number of embryos at each developmental stage), individual embryo mass, and reproductive allotment, following methods described by Reznick and Endler (1982) and Zúñiga-Vega et al. (2007). All embryos at the same development stage (sensu Haynes 1995) were taken as one brood. We counted the number of embryos per brood to calculate brood size. Females' digestive tracts were removed during dissection to calculate fullness index (methods in following section), and females and their broods were dried in a desiccating oven for 24-48 h at 55°C and weighed on an electronic balance (Sartorius™LA120S, ±0.05 mg). Individual embryo mass was estimated by dividing the brood dry mass by the total number of embryos in that brood. Reproductive allotment (RA) was calculated as the total dry mass (weight) of all broods carried by mother. Female dry mass was used as covariate in the statistical analyses described below. 



Quantifying food ingestion

	We quantified the amount of food ingested per female using the fullness index (Hyslop 1980; Derweduwen 2012). This index measures the ratio of food mass to body weight and is expressed as: , where SCi is the dry weight of the stomach contents (mg) and Pi is the dry mass of the female (mg) * (%00 or parts per decimile). We considered high values of the index an indication of high food availability in the environment (i.e. more food ingestion), and low values of the index correspond to low food availability in the localities (i.e. less amount of food ingestion). We measured the mass of the stomach contents by drying each digestive tract (previously removed from females) in a desiccating oven for 24-48 h at 55°C and weighing it on an electronic balance (Sartorius™LA120S, ±0.05 mg).





Statistical analysis 

To estimate the relation between superfoetation (number of broods in different development stages), brood size, individual embryo mass, RA and amount of food ingestion by the index of fullness (low values of fullness index suggest that females inhabit environments with scarce food resources, and therefore ingest less food) we used general lineal models. All models also included female dry mass as a covariate, and the models evaluating individual embryo mass had stage of development as an additional covariate. Additionally we included in all models the interaction between female dry mass and population and also the interaction between index of fullness and population to account for spatial differences in the way that life-history traits covary with female size and in the way that superfoetation and the other life-history traits covary with food availability. We generated eight separate models: one for each life history variable for each species. 

Analyses were carried out in STATISTICA™ 7.0 (StatSoft Inc.). Since females simultaneously carry more than one brood, brood size and individual embryo mass are not independent. To avoid pseudoreplication due to multiple measures from the same female, we randomly choose one brood from each superfetating female, ensuring that each pregnant female was represented only once in the analyses of brood size and individual embryo mass. Number of simultaneous broods per female (i.e. superfoetation) and brood size were square-root transformed, whereas individual embryo mass, RA and index of fullness were log-transformed to meet assumptions of normality and homogeneity of variances. The graphs that we report per species were obtained from the residuals of linear regressions of superfoetation, brood size, individual embryo mass, and RA on female dry mass in order to correct for differences in female size. 

Results

Food ingestion and superfoetation

For P. gracilis we did not find a significant effect of the index of fullness (amount of food ingested) on superfoetation (F1,451 = 0.08, P = 0.78; Table 2). In almost all populations superfoetation was independent of food ingestion. In population 1, food ingestion was negatively correlated with degree of superfoetation, however, this result was due to a single data point (Fig. 1). Female dry mass had a significant effect on superfoetation (F1,451 = 17.82, P < 0.0001; Table 2), as did the interaction between index of fullness and population (F9,451 = 2.35, P = 0.01; Table 2). Although significant, the effects of female dry mass (partial η2=0.04; Table 2) was weak and the effect of the interaction between index of fullness and superfoetation was also weak (partial η2=0.04; Table 2). 

	In contrast, for P. infans we found a significant, although weak, negative effect of the index of fullness (i.e. amount of food ingested) on superfoetation (F1,431 = 14.08, P = 0.0002; partial η2=0.03; β= ̵ 0.074± 0.02; Table 2). The interaction between index of fullness and population also had a significant effect on superfoetation (F10,432 = 2.90, P = 0.002; Table 2), and again this effect was small (η2=0.06; Table 2). In populations three, six, and ten, the lower the quantity of food ingested the higher the degree of superfoetation. Populations four and eleven exhibited a similar pattern (although somewhat weaker), and in population five the relationship was reversed (higher food ingestion, lower degree of superfoetation), although this was due to a single data point. The remaining populations showed no effect of food ingestion on superfoetation (Fig. 1). Female dry mass had a significant effect on superfoetation (F1,432 = 41.7, P < 0.0001; Table 2), however the effect was small (partial η2=0.09; Table 2). The interaction between female dry mass and population had a significant effect on superfoetation (F10,432 = 2.53, P = 0.006; Table 2) however the effect of this interaction was small (η2=0.05; Table 2). 



Food ingestion and other life history traits

For P. gracilis the amount of food ingested did not affect brood size or RA, although it did affect individual embryo mass (Table 2). Index of fullness had a weak negative effect on individual embryo mass, and there was a significant effect of the population x fullness index interaction (β= ̵ 0.13± 0.04; partial η2=0.02; F1,450 = 8.65, P = 0.003; Table 2). In populations two, three, five, six, and seven, there was a weak negative effect of fullness index on individual embryo mass, while in the remaining populations there was no effect (Fig. 1). Brood size and RA were affected by female dry mass, source population and their interaction, and also by the interaction between index of fullness and population (Table 2). Individual embryo mass was significantly affected also by female dry mass and developmental stage (Table 2). 

	In the case of P. infans the amount of food ingested significantly affected brood size (F1,432 = 4.84, P = 0.03) and RA (F1,432 = 22.50, P < 0.0001). In both cases the effect was weak (brood size: η2=0.01; RA: η2=0.05). Index of fullness covaried negatively with brood size (β= ̵ 0.17± 0.08). In populations two, three and six, the lower the amount of food ingested, the higher the number of embryos (Fig. 2). Index of fullness covaried negatively with RA as well (β= ̵ 0.28± 0.06). In population six there was a clear negative relationship between food ingested and RA, and in populations two, three and ten there was a similar, although weaker, trend (Fig. 2). The amount of food ingested did not affect individual embryo mass (Table 2). Brood size was affected by female dry mass, source population and their interaction, and also by the interaction between index of fullness and population (Table 2). Individual embryo mass was affected by female dry mass, development stage, the interaction of female dry mass and source population, and the interaction of index of fullness and population (Table 2). RA was affected by female dry mass, source population and by the interaction between index of fullness and source population (Table 2).



Discussion

Does superfoetation reduce the peak cost of reproduction?

In the present study, we tested the hypothesis that superfoetation provides a fitness advantage in environments where the availability of food is scarce (and, hence, reproduction is costly) by reducing the peak cost of reproduction (Downhower and Brown 1975; Thibault and Schultz 1978). This "reduction of peak cost" hypothesis is one of the most prominent explanations for the adaptive value of superfoetation (Downhower and Brown 1975; Zúñiga-Vega et al. 2010). We expected more simultaneous broods in environments where resources are scarce and females ingest less food. We found partial support for this "reduction of peak cost" hypothesis in P. infans. In this species some populations (3, 4, 6, 10, 11; Fig. 1) had a negative relationship between the amount of food ingested (fullness index) and superfoetation,  i.e. females in environments with low availability of food resources exhibit higher levels of superfoetation. However in P. gracilis we did not found a relationship between the degree of superfoetation and the quantity of food ingestion.

	In a previous experimental study with Heterandria formosa, Travis et al. (1987) provided evidence that failed to support the "reduction of peak cost" hypothesis. These authors assigned laboratory-reared females to three different food levels: low, medium, and high. Females under medium and high food treatments exhibited higher levels of superfoetation (i.e. females produced more simultaneous broods), than females under low food level treatment. They concluded that superfoetation is a mechanism of temporally overlapping what would have been several reproductive events. According to this mechanism, environments with excess resources allow females to initiate another brood. In a similar food manipulation experiment, however, Pires et al. (2007) found no difference in the degree of superfoetation in Poeciliopsis prolifica between high- and low-food treatments. In contrast we found some evidence to support the "reduction of peak cost" hypothesis in some populations of one of the two studied species.

	In P. infans our evidence indicates that superfoetation may be advantageous in environments with low food resources. This pattern was clearest in populations three, six, and ten (i.e. low food ingested is associated with high levels of superfoetation; Fig. 2). According to this mechanism, superfoetation is a redistribution scheme of a single reproductive event, and therefore reduces the energetic demand made by the female at any particular time, thereby decreasing the peak cost of reproduction (Downhower and Brown 1975). Lowering the cost of reproduction is predicted to increase adult survival as well as the level of iteroparity (Stearns, 1992; Roff 2002). 



The effect of food ingestion on other life history traits

	In P. gracilis we found that the amount of food ingested had a significant effect on individual embryo mass. In this species, females that had ingested less food produced embryos with greater individual embryo mass. In populations two, three, five six and seven this pattern is clear (Fig. 1). Similar results have been found in two other lecithotrophic poeciliids (i.e. embryos nourished only by the yolk): Poecilia reticulata and Priapichthys festae. Females of both species assigned to low food treatments produced larger offspring (Reznick and Yang 1993; Reznick et al. 1996). Since the female's environment may be a good predictor of the environment her offspring will experience, females exposed to resource-poor environments may increase their investment in each offspring to ensure the young have the size and fat stores necessary to survive in poor environments (Reznick and Yang 1993; Reznick et al. 1996).

	In the case of P. infans we found that the amount of food ingested has a significant effect on brood size and RA. Females that ingested a low quantity of food produced a higher number of embryos (i.e. large brood size), and exhibited a higher RA, as we can observe in population two, three, six, and ten (Fig. 1). Reproductive investment responds to several factors, including food supply (Reznick et al. 1982; Reznick et al. 1992; Zandona et al.2011). A successful strategy of reproductive investment for females inhabiting unpredictable environments is to produce a large number of embryos with a minimal investment (Trexler 1996). Females of P. infans inhabiting environments with high, stable food resources should favor survival and future reproductive events over the current event, since increased investment in current reproduction may reduce the probability of survival and subsequent reproductive performance (Stearns 1992; Roff 2002). When female survival is taken into account, the lifetime gain in fitness may be higher by having smaller, rather than larger broods in each reproductive event (Stearns 1992; Roff 2002).



Alternative hypotheses to explain the evolution of superfoetation

In the present study we tested the "reduction of the peak cost of reproduction" hypothesis to explain the adaptive significance of superfoetation. Based on our data from P. gracilis and P. infans, we can conclude that females inhabiting low resource environments do not always exhibit a higher degree of superfoetation. The results of our study were partially consistent with this hypothesis in P. infans, but not in P. gracilis, suggesting that the benefits of superfoetation may differ among species or may depend on ecological conditions other than food availability. Other hypotheses have been proposed to explain the adaptive significance of superfoetation (reviewed in Zúñiga-Vega et. al 2010). The first one proposes that superfoetation evolved to facilitate female control over paternity (Sandell 1990; Macías-Garcia and González-Zuarth 2005; Pollux et al. 2014). Due to sexual coercion by males in poeciliids species, females do not exhibit pre-copulatory mate choice, and may be forced to bear offspring of low-quality males (Macías-Garcia and González-Zuarth 2005). Varying the degree of superfoetation might allow females to modulate their investment in offspring of differing quality and/or increase the genetic diversity of offspring (Macías-Garcia and González-Zuarth 2005). The second hypothesis suggests that superfoetation is the result of morphological constraints (Thibault and Schultz 1978, Reznick and Miles 1989). There are environments where it is beneficial to have a streamlined phenotype, such as high-velocity water systems or high-predator habitats. Superfoetation may allow females carry fewer large, full-term embryos at any given time in order to avoid large increases in volume. The third hypothesis suggests that superfoetation increases the rate of offspring production by overlapping different broods (Burley 1980; Travis et al. 1987). According to this hypothesis, abundant resources allow females to overlap more than one reproductive event, leading to superfoetation and, in high-resource environments, higher fecundity.  In addition, superfoetation may be favored under certain demographic pressures, such as low and unpredictable juvenile survival, low and uncertain adult survival, and high life expectancy of adult females (Thibault 1974; Downhower and Brown 1975; Burley 1980; Travis et al. 1987).



	Our contrasting results in P. gracilis and P. infans indicate that the adaptive value of superfoetation is not always associated with resource availability. We recommend continuing the exploration of the potential benefits of superfoetation through field studies and controlled experiments. The manipulation of putative selective agents would provide further insight on the adaptive significance of superfoetation.
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Table 1. Frías-Alvarez et al. 



Table 1 Sampling locations and sample sizes (N) of Poeciliopsis gracilis and P. infans



		Population number

		Geographic

coordinates

		Altitude (m)

		State

		N



		P. gracilis

		

		

		

		



		1

		21° 58´ N 

99° 15´W

		295.6

		SLP

		20



		2

		21° 59´N

 99° 15´W

		284.3

		SLP

		45



		3

		21° 58´N

98° 57´W

		101

		SLP

		58



		4

		17° 25´N 

95° 01´W

		32.1

		Veracruz

		64



		5

		17° 12´N 

95° 03´W

		58.2

		Oaxaca

		36



		6

		17° 08´N

 95° 07´W

		89.7

		Oaxaca

		8



		7

		17° 08´N 

95° 07´W

		97.7

		Oaxaca

		50



		8

		17° 26´N 

95° 26´W

		83.1

		Oaxaca

		82



		9

		17° 33´N

 95° 32´W

		56.4

		Oaxaca

		72



		10



		17°50´N 

95° 49´W

		35.2

		Veracruz

		46



		P. infans

		

		

		

		



		1

		20° 34´N

103° 51´W

		1250

		Jalisco

		43



		2

		21° 39´N

102° 57´W

		1371

		Zacatecas

		71



		3

		21° 12´N

103° 22´W

		1199

		Zacatecas

		59



		4

		21° 14´N

102° 20´W

		1709

		Jalisco

		23



		5

		21°09´N 

		1736

		Jalisco

		45



		

		102°28´W

		

		

		



		6

		21° 02´N

103° 25´W

		1196

		Jalisco

		50



		7

		20° 33´N

103° 57´W

		1259

		Jalisco

		40



		8

		20° 33´N 

		1252

		Jalisco

		21



		

		103° 57´W

		

		

		



		9

		20° 32´N 

		1243

		Jalisco

		44



		

		104° 03´W

		

		

		



		10

		20° 34´N

104° 09´W

		1210

		Jalisco

		12



		11

		20° 09´N

103° 02´W

		1537

		Jalisco

		57























Table 2. Frías-Alvarez et al. 



Table 2 Results of the general linear models that examined variation in superfoetation, brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment (RA) of Poeciliopsis gracilis and P. infans

		Effect

		SS

		df

		MS

		F

		P

		Partial η2*



		Poeciliopsis gracilis

		

		

		

		

		

		



		 Superfoetation 

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		0.88

		1

		0.88

		17.82

		<0.0001

		0.04



		   Population 

		0.68

		9

		0.08

		1.53

		0.13

		0.03



		   Index of fullness

		0.004

		1

		0.004

		0.08

		0.78

		0.0001



		   Female dry mass x population

		0.83

		9

		0.09

		1.87

		0.054

		0.04



		   Index of fullness x population 

		1.05

		9

		0.12

		2.35

		0.01

		0.04



		   Error 

		22.29

		451

		0.05

		

		

		



		Brood size

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		43.31

		1

		43.31

		93.53

		<0.0001

		0.17



		   Population 

		22.90

		9

		2.54

		5.49

		<0.0001

		0.10



		   Index of fullness

		1.15

		1

		1.15

		2.49

		0.12

		0.005



		   Female dry mass x population

		54.89

		9

		6.10

		13.17

		<0.0001

		0.21



		   Index of fullness x population 

		18.68

		9

		2.08

		4.48

		<0.0001

		0.08



		   Error 

		208.83

		451

		0.46

		

		

		



		Individual embryo mass

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		3.20

		1

		3.20

		17.37

		<0.0001

		0.04



		   Developmental stage

		3.19

		1

		3.19

		17.33

		<0.0001

		0.04



		   Population 

		2.37

		9

		0.26

		1.43

		0.17

		0.03



		   Index of fullness

		1.59

		1

		1.59

		8.65

		0.003

		0.02



		   Female dry mass x population

		3.01

		9

		0.33

		1.82

		0.06

		0.04



		   Index of fullness x population 

		1.69

		9

		0.19

		1.02

		0.42

		0.02



		   Error 

		82.87

		450

		0.18

		

		

		



		Reproductive allotment 

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		79.06

		1

		79.06

		163.69

		<0.0001

		0.27



		   Population 

		11.96

		9

		1.33

		2.75

		0.004

		0.05



		   Index of fullness

		1.10

		1

		1.10

		2.27

		0.13

		0.005



		   Female dry mass x population

		15.95

		9

		1.77

		3.67

		0.0002

		0.07



		   Index of fullness x population 

		13.68

		9

		1.52

		3.15

		0.0011

		0.06



		   Error 

		217.83

		451

		0.48

		

		

		



		Poeciliopsis infans

		

		

		

		

		

		



		 Superfoetation 

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		2.09

		1

		2.09

		41.7

		<0.0001

		0.09



		   Population 

		0.76

		10

		0.08

		1.52

		0.13

		0.03



		   Index of fullness

		0.71

		1

		0.71

		14.08

		0.0002

		0.03



		   Female dry mass x population

		1.27

		10

		0.13

		2.53

		0.006

		0.05



		   Index of fullness x population 

		1.45

		10

		0.14

		2.90

		0.002

		0.06



		   Error 

		21.65

		432

		0.05

		

		

		



		Brood size

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		33.06

		1

		33.06

		45.16

		<0.0001

		0.09



		   Population 

		13.67

		10

		1.37

		1.87

		0.047

		0.04



		   Index of fullness

		3.54

		1

		3.54

		4.84

		0.03

		0.01



		   Female dry mass x population

		15.28

		10

		1.53

		2.09

		0.02

		0.05



		   Index of fullness x population 

		19.52

		10

		1.95

		2.67

		0.004

		0.06



		   Error 

		316.28

		432

		0.73

		

		

		



		Individual embryo mass

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		0.72

		1

		0.72

		4.09

		0.044

		0.01



		   Developmental stage

		3.92

		1

		3.92

		22.42

		<0.0001

		0.05



		   Population 

		2.99

		10

		0.30

		1.71

		0.08

		0.04



		   Index of fullness

		0.30

		1

		0.30

		1.72

		0.19

		0.004



		   Female dry mass x population

		3.49

		10

		0.35

		2.00

		0.03

		0.04



		   Index of fullness x population 

		4.31

		10

		0.43

		2.46

		0.007

		0.05



		   Error 

		75.33

		431

		0.17

		

		

		



		Reproductive allotment 

		

		

		

		

		

		



		   Female dry mass

		64.23

		1

		64.23

		142.66

		<0.0001

		0.25



		   Population 

		13.65

		10

		1.37

		3.03

		0.001

		0.07



		   Index of fullness

		10.13

		1

		10.13

		22.50

		<0.0001

		0.05



		   Female dry mass x population

		4.09

		10

		0.41

		0.91

		0.53

		0.02



		   Index of fullness x population 

		19.87

		10

		1.99

		4.41

		<0.0001

		0.09



		   Error 

		194.48

		432

		0.45

		

		

		

























Figure legends. Frías-Alvarez et al. 

Figure legends



Fig. 1 Relationships among fullness index (i.e. amount of food ingestion) and the degree of superfoetation, brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment for several populations of Poeciliopsis gracilis. Life history traits were adjusted for the size of females. Population numbers are shown at the top right corner of each panel



Fig. 2 Relationships among fullness index (i.e. amount of food ingestion) and the degree of superfoetation, brood size, individual embryo mass, and reproductive allotment for several populations of Poeciliopsis infans. Life history traits were adjusted for the size of females. Population numbers are shown at the top right corner of each panel





















Fig. 1 Frías-Alvarez et al. 
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Fig. 2 Frías-Alvarez et al. 
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                                 Embriones de P. gracilis en diferentes estadios de desarrollo. 

                        Camadas pertenecientes a una hembra.

                               Foto: Patricia Frías Álvarez 

DISCUSIÓN GENERAL

Superfetación: el conocimiento previo e hipótesis desarrolladas acerca de su significado adaptativo 



Previo a este trabajo de investigación, únicamente dos estudios mencionan los posibles mecanismos que han impulsado la evolución de la superfetación (Travis et al. 1987; Zúñiga-Vega et al. 2007). Travis et al. (1987) encontraron evidencia en Heterandria formosa que sustenta la hipótesis de que la superfetación es una adaptación que incrementa la tasa de producción de crías (i.e. incremento en la frecuencia de producción de crías). La alta mortalidad adulta favorece grandes inversiones reproductivas (para compensar la alta probabilidad de una muerte temprana). Las hembras podrían asignar más de sus recursos disponibles para producir mayor número de crías. Un excedente en los recursos ambientales puede ser utilizado por las hembras para incrementar el número de camadas. Travis et al. (1987) sugieren que un mayor grado de superfetación pude verse favorecida por un aumento en los niveles de comida. Estos autores encontraron evidencia que apoya esta predicción, con el patrón observado en hembras de H. formosa. Hembras criadas en laboratorio bajo los tratamientos de nivel de comida alto y medio, produjeron significativamente mayor número de camadas que aquellas hembras criadas bajo un tratamiento con poca alimentación. Estos resultados fueron consistentes con la predicción de que las hembras asignan a la reproducción tantos recursos como les son posibles, debido a que se encuentran en un medio con alta supervivencia. Asimismo Travis et al. (1987) sugieren con base en muestreos realizados en Florida que durante el invierno la mortalidad en adultos de H. formosa es alta.

	Zúñiga-Vega et al. (2007) encontraron evidencia en Poeciliopsis turrubarensis que sustenta la hipótesis de que la superfetación es el resultado de una restricción morfológica. Los autores de este trabajo compararon el grado de superfetación y observaron diferencias en el fenotipo en dos tipos de poblaciones de P. turrubarensis en Costa Rica. La primeras poblaciones están presentes en ríos de afluente bajo o lento, los cuales se encuentran cercanos a la costa, mientras que las segundas están presentes en ríos de afluente de alta velocidad que se encuentran alejados de la costa. Los autores encontraron que las hembras lejanas a la costa y que habitan en afluentes de alta velocidad, presentaron un mayor grado de superfetación (i.e. tuvieron mayor número de camadas) y además las hembras presentaban un fenotipos más hidrodinámicos (i.e. hembras más alargadas y delgadas), a comparación de las hembras que habitan en ríos cercanos a la costa con afluentes de baja velocidad, donde las hembras tuvieron un número menor de camadas y su fenotipo fue menos hidrodinámico. 



Superfetación: nuevos hallazgos e hipótesis recientemente puestas a prueba acerca de su significado adaptativo 



Son escasos los estudios que muestran la variación intraespecífica en el grado de superfetación en peces pecílidos (Johnson y Bagley, 2011). Se ha documentado la variación en el grado de superfetación entre 12 poblaciones de Poeciliopsis turrubarensis (Zúñiga-Vega et al. 2007), la variación en la superfetación entre dos poblaciones de P. prolifica (Pires et al. 2007) y la variación en la superfetación entre cuatro poblaciones de Heterandria formosa (Leips y Travis, 1999). Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación con Poeciliopsis gracilis y P. infans suman, al todavía pequeño número de investigaciones, información relacionada a la variación intraespecífica en el grado de la superfetación. Adicionalmente los resultados del presente trabajo revelan que existe una gran variación en el grado de superfetación (i.e. número total de camadas presentes en una hembra) tanto entre poblaciones de una misma especie como entre especies. La variación observada en el grado de superfetación en las dos especies entre los distintos meses y diferentes estaciones a través de un año indica que la superfetación puede ser el resultado de interacciones complejas entre una respuesta plástica  y diferencias genéticas entre los individuos. El estudio de la plasticidad fenotípica es multidisciplinario el cual abarca aspectos ecológicos, evolutivos, conductuales, de desarrollo, y genómicos entre otros (Kelly et al. 2012). Con la habilidad de reconocer regiones genómicas o genes específicos que subyacen a la respuesta plástica  se puede  examinar las fluctuaciones inter-generacionales en las frecuencias alélicas de los genes que afectan directamente a la plasticidad fenotípica (Kelly et al. 2012). Un acercamiento a estudios en peces y plasticidad fenotípica y genómica se llevo a cabo en Fundulus heteroclitus en los cuales los patrones de expresión génica global fueron comparados entre individuos que experimentan diferentes condiciones ambientales o fenotipos (Whitehead et al. 2011).



La falta de información referente a la superfetación ha llevado a que las explicaciones adaptativas sobre este rasgo reproductor ignoren la variación temporal. Lo que podría ocasionar que se subestime el número de especies que presentan este rasgo reproductor o que no se tome en cuenta el verdadero valor del nivel de superfetación por especie. Los estudios de explicaciones adaptativas han tomado el grado la superfetación como un valor fijo,  los resultados de los estudios y conclusiones de los estudios podrían cambiar debido a la variación existente en este rasgo entre temporadas, poblaciones y especies.  A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo y por lo anteriormente explicado se propone que la investigación referente a la superfetación tanto descriptiva como evolutiva, sea realizada de ser posible en diferentes localidades (variación espacial) y a lo largo de diferentes meses y estaciones del año (variación temporal). 



	En el presente trabajo pusimos a prueba en varias poblaciones de P. gracilis y P. infans dos hipótesis que intentan explicar el significado adaptativo de la superfetación. La primera sugiere que la superfetación es el resultado de una restricción morfológica. Esta hipótesis puesta a prueba y corroborada en Poeciliopsis turrubarensis (Zúñiga-Vega et al. 2007), nos dice que la superfetación puede verse favorecida en ambientes donde se ejerce una selección de un fenotipo hidrodinámico como son los ambientes con afluentes de velocidad rápida. Bajo esta premisa las hembras que habiten en afluentes de alta velocidad de agua presentarán mayor número de camadas y un fenotipo más hidrodinámico en comparación con aquellas que habitan afluentes de baja velocidad. En el presente trabajo no se encontró evidencia para apoyar la hipótesis. En ambas especies el grado de superfetación fue complejo y varió ampliamente entre las poblaciones. Tanto la cantidad como la dirección de esta variación fue dependiente del tamaño de la hembra y esta variación inter-poblacional no estuvo asociada con la velocidad del agua. Contrario a lo que se esperaba las hembras de P. gracilis que presentaron un fenotipo más hidrodinámico fueron aquellas que habitan en lugares con afluentes de baja velocidad. Mientras que para P. infans no se encontró una relación entre la velocidad del agua y el fenotipo de las hembras.  La superfetación  en P. gracilis y P. infans podría estar contribuyendo a tener una producción reproductiva alta, debido a que el número de camadas simultaneas incrementa tanto como incrementa el número de embriones.  Los resultados tan contrastantes encontrados sugieren que está siendo más  fuerte una selección positiva en la fecundidad total,  que aquellas presiones (i.e. alta velocidad en el flujo de agua)  que están forzando a tener un fenotipo más hidrodinámico. Por lo tanto, se concluye que la asociación entre un mayor grado de superfetación y un fenotipo más hidrodinámico en ambientes con afluentes de alta velocidad de agua no debe ser considerada una regla general para los pecílidos 



 	La segunda hipótesis puesta a prueba en este trabajo, menciona que la superfetación evolucionó debido a que disminuye el costo pico de la reproducción (Downhower y Brown, 1975). Esta hipótesis nos dice que la superfetación puede verse favorecida en ambientes donde la reproducción es costosa, como lo son ambientes con baja disponibilidad de recursos (Downhower y Brown, 1975; Thibault y Schultz, 1978). Bajo esta hipótesis las hembras que habiten lugares con escasos recursos presentaran mayor grado de superfetación en comparación con las hembras que habiten en lugares de alta disponibilidad de recursos. Por lo que utilizamos datos de reproducción y disponibilidad de recursos para ambas especies. Los resultados obtenidos en la tesis muestran evidencia que apoya parcialmente la hipótesis para P. infans. Sólo algunas poblaciones de esta especie tuvieron una relación negativa entre el grado de superfetación y la disponibilidad de alimento en el ambiente. Mientras que para P. gracilis no se encontró evidencia alguna que sustente la hipótesis. Estos resultados contrastan con un estudio previo realizado con Heterandria formosa en donde se encontró que hembras sometidas a tratamientos con niveles de comida alto y medio presentaron mayores niveles de superfetación a comparación de las hembras sometidas a tratamientos de comida bajo. Por lo que concluimos que la superfetación no siempre está asociada con la cantidad de recursos disponibles en el ambiente. 



Retos futuros y nuevos campos de conocimiento acerca de la superfetación 



El creciente interés por indagar el significado adaptativo de la superfetación ha llevado a los investigadores a formular otras hipótesis que tratan de entender el papel que ha jugado la selección natural en la variación intra- e interespecífica en el grado de superfetación.  Macías-García y González-Zuarth, (2005) proponen que el conflicto sexual en peces puede ser el causante de la superfetación. Los pecílidos presentan una amplia variación en los rasgos reproductivos asociados con la selección sexual pre-copulatoría (Pollux et al. 2014). En algunas especies de pecílidos los machos poseen ornamentos y realizan despliegues en el cortejo (Luyten y Liley, 1985), estos típicamente tiene un gonopodio pequeño (aleta anal modificada para llevar a cabo la fertilización interna; Macías-García y González-Zuarth, 2005). En otras especies los machos y las hembras son similares y el gonopodio del macho es más largo, los machos no realizan algún tipo de cortejo y la copula se realiza por medio de la coerción (Rosen y Tucker, 1961). Los machos que ejercen coerción con las hembras imposibilitan a las hembras para seleccionar una pareja (machos evitan la selección pre-copulatoria; Bisazza 1993). Bajo este escenario las hembras se ven imposibilitadas de valorar la calidad de los machos que las inseminan, lo que podría ocasionar que las hembras lleven embriones de un macho genéticamente de baja calidad (Zeh y Zeh, 2003; Macías-García y González-Zuarth, 2005). La superfetación puede disminuir la probabilidad de que todas las camadas sean monopolizadas por un solo macho, dividiendo las crías en múltiples y pequeñas camadas separadas temporalmente, donde cada camada es fertilizada por un padre diferente. 



Hasta la fecha dos trabajos muestran evidencia que sustenta esta hipótesis. Macias-García y González-Zuarth, (2005) realizaron una búsqueda en la literatura para evidenciar que existe un vínculo entre el potencial de las hembras para elegir pareja (cortejo o coerción sexual) y el modo reproductivo (superfetación o no superfetación). Los autores encontraron que existe una asociación entre el tipo de cortejo y el modo de reproducción. Las especies que presentan coerción sexual (intromisión gonopodial) presentan en su mayoría superfetación, mientras que las especies de pecílidos que presentan cortejo en su mayoría son no-superfetadoras. Pollux et al. (2014) y sus colaboradores por medio de métodos comparativos examinaron el conflicto sexual y su posible relación con la evolución de placentación en la familia Poeciliidae. Los autores encontraron que la superfetación incrementa la probabilidad de cargar camadas de múltiples padres. Esta hipótesis tan interesante puede ser puesta a prueba por medio de experimentos de elección femenina tanto en campo como en laboratorio. Además gracias a las bases teóricas de esta hipótesis se pueden realizar estudios de paternidad múltiple, bajo el supuesto de que las hembras que tengan un mayor grado de superfetación, serán más poliándricas que aquellas hembras con menor grado de superfetación. Estos dos acercamientos pueden ser llevados a cabo tanto inter como intra-poblacionalmente.

	Thibault (1974) plantea que la superfetación disminuye la tasa de mortalidad juvenil. De acuerdo con la teoría de historias de vida cuando la mortalidad de los jóvenes es alta e impredecible en el tiempo, es selectivamente ventajoso tener una tasa de producción de crías baja y constante a través del tiempo (Hopper, 1999; Menu et al. 2000; Roff, 2002; Einum y Fleming, 2004). Si se reparte una inversión reproductiva total en pequeños eventos reproductivos, podría disminuir el riesgo de perder a toda la descendencia por un evento ambiental fortuito. La superfetación permite la distribución de las crías en pequeñas camadas a lo largo del tiempo y esta estrategia reproductora puede verse como una estrategia que presenta un esfuerzo reproductor bajo y distribuido a través del tiempo. Hasta el momento ningún trabajo empírico ha puesto a prueba esta hipótesis. Para tener una aproximación a esta hipótesis se podría utilizar una investigación demográfica mediante procedimientos de captura y recaptura. La predicción obvia es que en localidades donde exista una mortalidad alta e impredecible de juveniles, las hembras presentarán un mayor grado de superfetación. 

	Burley (1980) y Travis et al. (1987) plantean que la superfetación se favorece en ambientes con alta mortalidad en los adultos porque podría incrementar la tasa de producción de crías. Burley (1980) sugirió que en aves la superposición de puestas (i.e. superfetación) resulta en mayores tasas reproductivas. En un mismo periodo de tiempo, las aves que superponen huevos en comparación con las que no lo hacen, presentan un aumento en el número de crías, y además la energía total necesaria para mantener a toda la descendencia debe de ser menor. Está hipótesis no considera a la superposición de huevos  como un solo evento reproductor separado a través del tiempo. Por el contrario considera a la superposición de huevos como eventos reproductores separados. Incrementar las tasas de producción de crías al costo potencial de perder futuras oportunidades reproductivas podría ser ventajoso si la probabilidades de supervivencia adulta es baja o es incierta (Gadgil y Bossert, 1970; Roff, 1992, 2002; Reznick et al. 1996). Entonces, la superposición de camadas (i.e. superfetación) pudo haber evolucionado como un mecanismo que compensa una alta mortalidad en adultos (Travis et al. 1987). 

	Hasta el momento no se tiene evidencia empírica que sustente esta hipótesis. Sin embargo Travis et al. (1987) mencionan que existe una alta mortalidad en adultos de Heterandria formosa durante el invierno, lo cual podría estar asociado con el alto número de camadas que producen las hembras de esta especie (hasta 8 de manera simultánea). Bajo este escenario también una investigación demográfica mediante procedimientos de captura y recaptura, en diferentes estaciones del año, podría ayudar a sustentar la hipótesis.

	En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo y los datos de investigaciones preliminares nos muestran que la presión selectiva que está actuando sobre la variación en la superfetación es dependiente del hábitat donde se encuentran los organismos y que la superfetación es dependiente de la especie. Por lo tanto, el significado adaptativo de la superfetación puede depender de condiciones ecológicas particulares y/o puede diferir entre especies. La variación tan compleja observada en La velocidad en el flujo de agua parece ser la fuerza selectiva que está actuando en la variación de la superfetación en P. turrubarensis (Zúñiga-Vega et al. 2007), mientras que una alta disponibilidad en los recursos está relacionado con la variación en el grado de superfetación en Heterandría formosa (Travis et al. 1987). Al contrario ambientes donde puede ser costosa la reproducción como lo son hábitats con recursos escasos están asociados con la variación intraespecifícca en la superfetación en P. infans.



	La variación en el grado de superfetación tanto intra como interespecifica nos indica que la superfetación podría deberse a factores únicos de cada individuo. Los estudios enfocados en las hormonas nos pueden dar un acercamiento a este enfoque individualizado. Las hormonas en pecílidos influencian su morfo-fisiología y su comportamiento reproductivo, por ejemplo las hormonas pueden regular el cortejo y el comportamiento agresivo en pecílidos (Gabor y Grober, 2010). En hembras de Poecilia reticulata los estrógenos promueven la vitalogénesis, el crecimiento de ovocitos y facilitan el parto (Georgescu et al. 2013), mientras que el estradiol mantiene la receptividad en las hembras (Liley, 1972). Hasta el momento no se tiene ningún conocimiento sobre los mecanismos hormonales que promueven la superfetación. Posiblemente cambios en los niveles de ciertas hormonas y/o interacciones entre ellas, pueden estar relacionados con las diferencias en los niveles de superfetación. Otro acercamiento a un enfoque individualizado podría ser el estudio del costo metabólico que conlleva la superfetación a las hembras, tanto los estudios hormonales como de costo metabólico podrían ser llevados a cabo de manera intra como inter-poblacional. Sin duda el estudio de hormonas y el estudio del costo metabólico así como su relación con la superfetación son un nuevo campo de conocimiento por desarrollar.

	Hasta el momento no tenemos evidencia suficiente que aclare el origen de la superfetación en pecílidos. Sabemos que existen diferentes fuerzas evolutivas que han mantenido la variación de la superfetación dentro y entre las especies. Estas fuerzas selectivas están actuando de diferentes formas en las especies y posiblemente exista una interacción entre estas fuerzas evolutivas en la variación de la superfetación. Con los conocimientos hasta el momento obtenidos queda un gran camino que recorrer para entender el significado adaptativo de la superfetación. Poner a prueba de nuevo las hipótesis ya investigadas con diferentes especies de pecílidos, así como poner a prueba las hipótesis que aun no han sido exploradas son algunos de los caminos que se pueden realizar para responder esta interesante e intrigante pregunta. 
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ANEXO I



Se anexan varias preguntas de interés relacionadas con el tema de la superfetación



¿Cuál es el papel de la matrotrofia y la lecitotrofia en la superfetación y cómo se reflejaría en las hipótesis antes propuestas?

Reznick and Miles, (1989) observaron que la mayoría de las especies que superfetan son matrotróficos (la madre provisiona de alimento a los embriones después de la fertilización). Al parecer existe una fuerte asociación entre estos dos rasgos sugiriendo que la evolución de uno de estos dos rasgos facilita la evolución de otro (la matrotrofia facilita la evolución de la superfetación). Sin embargo la excepción rompe la regla y se tiene a Poeciliopsis monacha especie superfetadora y además lecitotrófica (la provisión de alimentos ocurre antes de la fertilización) indicando que estos rasgos pueden evolucionar independientemente uno de la otro. Pero también indica que la evolución de un rasgo puede facilitar la subsecuente evolución de otro.

	La relación que tiene la madre con los embriones a nivel trófico varía desde especies completamente lecitotróficas (los nutrientes de los embriones son dados exclusivamente por la yema del huevo que fue asignada antes de la fertilización) hasta especies completamente matrotróficas ( los nutrientes de los embriones son obtenidos directamente de la madre). En algunas especies la lecitotrofia está presente con la matrotrofia (los embriones obtienen nutrientes tanto de la yema como de la madre).

	El índice de matrotrofia IM nos indica que tanto una placenta de pecílido esta transfiriendo sus recursos. En nuestros casos tanto P. gracilis (MI =0.69) como P. infans (MI=0.86) son especies consideradas como predominantemente lecitrotroficas. El conflicto entre los nutrientes que da la madre a los embriones es nulo debido que la madre asigna los nutrimentos antes de la fertilización. 

Hipotesis 1. La superfetación disminuye el costo pico de la reproducción. Bajo esta hipótesis se nos dice que la superfetación debió de haber evolucionado porque reduce la inversión reproductora máxima que deben de hacer las hembras en un determinado momento. Se asume que la superfetación (i.e., superposición de huevos) es un esquema de redistribución de un solo evento reproductor pero en componentes pequeños y dispersos temporalmente. Bajo esta hipótesis se espera que la superfetación se vea favorecida en ambientes donde la reproducción sea costosa, como en ambientes inestables con baja disponibilidad en los recursos alimenticios.

Hipótesis 3. La superfetación disminuye la tasa de mortalidad juvenil.

Bajo esta hipótesis la superfetación debió de haber evolucionado en ambientes donde la probabilidad de sobrevivir de los jóvenes o adultos es muy baja debido a que una tasa baja de producción de crías debe ser ventajosa. Thibault (1974) propone que en peces pecílidos, cuando la supervivencia de las crías es muy variable e impredecible, distribuir la producción de crías a través del tiempo dará como resultado a largo plazo menores tasas de mortalidad juvenil. Las hembras superfetadoras pueden producir el mismo número de crías que una hembra no superfetadora, sin embargo, si la superfetación permite la distribución de las crías en pequeñas camadas a lo largo del tiempo, la superfetación puede verse como una estrategia del tipo “mejor apostador” (i.e., esfuerzo reproductivo bajo y dispersado a través del tiempo; Zúñiga-Vega et al. 2010).





Hipótesis 5. La superfetación incrementa la tasa de producción de crías.

Bajo esta hipótesis ambientes o temporadas con supervivencia adulta baja o estocástica deben de estar asociados a mayores niveles de superfetación en comparación con los ambientes o temporadas con una supervivencia adulta estable. En síntesis, la superfetación, a través de la superposición de diferentes puestas, podría acelerar las tasas de producción de crías, bajo el costo potencial de perder futuras oportunidades reproductoras.



Relación de la lecitotrofia con superfetación 



Para un grupo de hembras que tienen la producción de crías lecitotróficas, la superfetación disminuirá la inversión de recursos en cada camada debido a que existe una reducción de tamaño de camada (se relaciona con la hipótesis 1, se asume que la superfetación es un esquema de redistribución de un solo evento reproductor pero en componentes pequeños y dispersos temporalmente y se ve beneficiada en ambientes costosos reduciendo el costo pico de la reproducción) pero incrementaría la frecuencia a la cual cada camada es iniciada (se relaciona con la hipótesis 3, se asume que cuando la superfetación permite la distribución de las crías en pequeñas camadas a lo largo del tiempo, esto es que aumenta la frecuencia, la superfetación puede verse como un esfuerzo reproductivo bajo y dispersado a través del tiempo, mientras que se relaciona con la hipótesis 5, la cual nos dice que la superfetación a través de la superposición de diferentes puestas, podría acelerar las tasas de producción de crías, esto es relacionado con el incremento en la frecuencia de cada camada, pero bajo el costo potencial de perder futuras oportunidades reproductoras).



	Las dos especies estudiadas en el presente trabajo tiene un IM < 1 por lo cual se relacionan con lo anteriormente descrito. Sin embargo a continuación se describe lo que ocurre para especies matrotroficas. En las especies con un índice de matrotrofia >1 la masa de los embriones aumentaría de una manera no lineal durante el desarrollo de tal manera que durante el desarrollo se observará un incremento de la inversión de la madre, pero se espacian estos periodos de incremento de inversión así menos crías se encuentran en una fase de desarrollo en un determinado en el tiempo.

¿Puede haber competencia de embriones por nutrimentos dentro de la madre? 



Si, y esto se ha observado en el pecílido Heterandria formosa (Schrader y Travis 2009). Con la evolución de la matrotrofia se provocaron cambios que modifica el momento de la inversión maternal en los embriones, estos cambios fueron desde antes de la fertilización a el periodo entre fertilización y nacimiento e introduce un potencial conflicto genómico entre madre y los embriones. Los embriones matrotróficos pueden influenciar el nivel de inversión que ellos reciben durante el desarrollo y existe un trade-off entre la inversión maternal para cada embrión y entre la supervivencia materna o la fecundidad.

	Schrader y Travis (2009) encontraron diferencias en las historias de vida entre dos poblaciones silvestres y cruzas de laboratorio de H. formosa. Las hembras silvestres de una población produjeron embriones mucho más grandes que la segunda población y encontraron que la magnitud de este efecto maternal dependía del genotipo de las crías (i.e., del padre). En las cruzas del laboratorio entre individuos de estas dos poblaciones encontraron que el genotipo de las crías (de que padre descendían) ejerce una influencia en el nivel de inversión maternal y afecta la fecundidad a través de tasas altas de abortos entre embriones y un bajo número de embriones que llegan a término. Se refieren a abortos cuando los embriones nacían antes de que la cavidad pericárdica cerrara y por lo general se encontraban muertos.

	Ahora bien los efectos observados del padre no ocurren de la misma manera en especies lecitotroficas, donde la influencia del genotipo del padre se observa hasta la siguiente generación, cuando el genotipo de las crías de la hembra ejerce un efecto materno sobre el tamaño de las crías. Podemos decir que en camadas con múltiples padres, la variación observada en el aprovisionamiento de nutrimentos que sucede  en intra-camadas podría ser el resultado de selección criptica de la hembra, o aprovisionamiento selectivo de descendencia heterocigota (podría aumentar el crecimiento o supervivencia). Y como se dijo anteriormente también podría ser el resultado de impronta génica.

	Schrader y Travis (2012) mencionan que una consecuencia de la superfetación es la competición entre camadas. La combinación de matrotrofia y superfetación crea una situación que es análoga a la eclosión asincrónica en aves (ver hipótesis 5) en este caso la madre simultáneamente provisiona a los jóvenes dependientes, diferentes estados de desarrollo y potencializa diferentes habilidades competitivas. Ellos mencionan que la combinación de matrotrofia con superfetación permite una competición asimétrica entre los embriones de diferentes camadas. Los autores mencionan que en especies matrotróficas  con altos niveles de superfetación existe una disminución del tamaño de crías con el orden en que nacen a comparación de aquellas especies con superfetación y lecitrotrofia.  Encontraron evidencia a favor con Heterandria formosa (la especies con mayor grado de superfetación).

	En las especies lecitrotroficas es poco probable que exista competición debido a que no existe aprovisionamiento de alimentos de embriones después de la fertilización.



¿Cómo asegura la hembra el éxito de nacimiento del mayor número de crías, si existe la posibilidad de competencia entre estos? Especialmente entre camadas de diferentes machos.

Estas dos preguntas se encuentran muy de la mano con la primera parte de la respuesta anterior, lo cual está ligado a la paternidad múltiple. La superfetación incrementa el control femenino sobre la paternidad. La superfetación pudo haber evolucionado como un mecanismo para incrementar la variabilidad genética de las crías. Un gran número de especies de pecílidos las hembras se ven imposibilitadas de seleccionar a su pareja, lo cual podría ocasionar que estas terminen cargando una camada grande de una pareja de baja calidad genética. La superfetación podría ser un mecanismo para aumentar la variabilidad genética de las crías por medio de partirlas en pequeños grupos de distintos padres. Cada camada sería de una padre diferente. Estas hembras que no pueden controlar la calidad genética de sus crías, pueden promover la diversidad genética de sus camadas apareándose con diferentes machos y asignando un esfuerzo reproductor bajo a las camadas de cada una de sus parejas reproductoras. Una mayor variabilidad genética podría significar que las crías pueden tener diferentes respuestas al medio ambiente en el que nacen, la hembra no asegura, sin embargo recolecta diferentes genes que aseguran que alguna o varias de sus camadas puedan sobrevivir de un medio determinado.



¿Qué posibilidad hay de “canibalismo”?

En otros peces como es el caso de los tiburones existe la adelfofagía (i.e., el canibalismo intrauterino), y en Godeidos también encontramos el caso de la ovofagia (i.e., la práctica de los embriones de alimentarse de huevos producido por el ovario materno). En el caso de los pecílidos no he se ha tenido algún reporte de canibalismo intrauterino o de ovofagía. Sin embargo se ha reportado para Heterandria formosa que las hembras sufren abortos (Schader and Travis, 2009). Bajo mi experiencia de la elaboración de este trabajo tanto en gabinete como en laboratorio, las dos especies observadas no presentaron reabsorción de huevos o de embriones. Varios reportes mencionan la lucha de hermanos por recursos, únicamente en especies matrotróficas. Hoy en día se está haciendo un nuevo modelo que involucre la evolución de historias de vida en las que se tome en cuenta tanto la matrotrofia, la lecitotrofia así como la superfetación. 
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