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Resumen

El género de ranas Plectrohyla, con 42 especies reconocidas, es uno de los géneros mas
diversos de la familia Hylidae. Esta compuesto por dos clados: el grupo P. guatemalensis,
que incluye 18 especies y se distribuye de México a Centroamérica, y el grupo P. bistincta,
que incluye 24 especies endémicas de México, las cuales se distribuyen en el sur del estado
de Durango y desde los estados de Jalisco e Hidalgo (por la vertiente del Pacifico y
Atlantico respectivamente) hasta el oeste del Istmo de Tehuantepec en el estado de Oaxaca.
La mayoria de las especies del grupo P. bistincta son microendémicas y estan consideradas
en peligro de extincidn, ya que sus registros son escasos 0 no cuentan con alguno en los
ultimos 20 anos. Las relaciones entre las especies del grupo P. bistincta son poco conocidas
y la filogenia molecular mas reciente so6lo incluye 12 de las 42 especies conocidas (ocho del
grupo P. bistincta). El objetivo principal de este estudio fue investigar la monofilia del
grupo P. bistincta y las relaciones filogenéticas entre sus especies. El estudio incluyo 17
especies del grupo P. bistincta, y se baso en secuencias de dos genes mitocondriales (ND1
y 12S) y tres nucleares (Rag-1, Rhod y POMc). Para evaluar la monofilia del grupo, se
incluyeron cuatro representantes del grupo P. guatemalensis y los géneros Exerodonta y
Ecnomiohyla. Se realizaron analisis bayesianos para cada gen, y una vez que se corrobor6
que no existian conflictos fuertemente apoyados entre las hipdtesis se realizaron tres
analisis concatenados: el primero para los dos genes mitocondriales, el segundo para los
tres genes nucleares y el tercero para los cinco genes. Las relaciones entre las 17 especies
incluidas del grupo P. bistincta sugiere que (1) dos de estas especies no son validas (P.
cyclada y P. ephemera), (2) la especie putativa de amplia distribucion P. bistincta esta
compuesta por tres especies, asi como (3) la existencia de dos especies nuevas para el

género.



Abstract

The genus Plectrohyla includes 42 species and is one of the most diverse genera of the
Hylid family. This genus includes two main clades: the P. guatemalensis group, which
includes 18 species distributed eastward from the Isthmus, Mexico, to El Salvador and
Honduras in Central America, and the P. bistincta group, which is endemic to Mexico and
with 24 species distributed in the south of the Durango state and from the Hidalgo and
Jalisco states (trough the Pacific and Atlantic versant respectively) until the westward of the
Isthmus of Thehuantepec in Oaxaca state. Most of these P. bistincta group species are
microendemic, and because they have been only occasionally recorded or not recorded at
all during the last 20 years, they are considered endangered species. The relationships
among the species in each of the above groups are still poorly known, only 12 of the 42
species have been incuded in the most recent phylogenetic analyses of the genus (eight
species of the P. bistincta group. The main goal of this project is to investigate the
monophyly of the P. bistincta group and the phylogenetic relationships within the group.
We present a phylogenetic analysis of 17 species of the group using data from two
mitochondrial genes (ND1 and 12s) and three nuclear genes (Rag-1, Rhod, and POMc). To
evaluate the monophyly of the group, we included tour species of the P. guatemalensis
group and the genera Exerodonta and Ecnomiohyla. Data analysis was performed using
Bayesian methods for each gen and after corroborated that not exist conflicts with strongly
support between the hypothesis, the analysis was performed concatenated: for the two
mithocondrial genes, for the three nuclear genes and for the five genes. The phyllogenetic
hypothesis generated by the relationship with the 17 species of the group P. bistincta
suggests that (1) two of these species are not valid (P. cyclada y P. ephemera), (2) the
putative species widely distributed P. bistincta is a complex of three species, and (3) the

discovered two new species of the genus.



Introduccion

El género Plectrohyla (Brocchi, 1877), con 42 especies reconocidas, es uno de los géneros
mas diversos de anuros de la familia Hylidae y la subfamilia Hylinae (Faivovich et al.,
2005). Este género es endémico de Mesoamérica y sus especies se han dividido en dos
grupos: el grupo P. guatemalensis, con 18 especies que se distribuyen desde el Istmo de
Tehuantepec, México, hacia el sureste hasta El Salvador y Honduras, y el grupo P.
bistincta, con 24 especies endémicas de México que se distribuyen principalmente en las
zonas montafiosas de México al oeste del Istmo de Tehuantepec (Frost, 2013; Anfibiaweb,
2013). La mayoria de las especies en este grupo son microendémicas (p. €j., 10 especies
solo se conocen de su localidad tipo), y s6lo una (P. bistincta) presenta una distribucion
amplia, la cual abarca desde el sur del estado de Durango y los estados de Jalisco e Hidalgo
(por las vertientes del Pacifico y Atlantico, respectivamente) hacia el sureste hasta el Istmo
de Tehuantepec en el estado de Oaxaca (Fig. 1 y 2). La mayor parte de las especies del
grupo bistincta habitan en bosque de pino encino en elevaciones que van de los 1300 a los
3000 msnm, exceptuando P. pachyderma, que habita en bosque meséfilo de montaia. Estas
especies pueden encontrar sobre la vegetacion o sobre las rocas cerca de los arroyos, y

durante la temporada de secas dentro de las bromelias.

Duellman (1964) cre6 el grupo Hyla bistincta (= grupo Plectrohyla bistincta) para
agrupar cuatro especies: P. bistincta (Cope, 1877), P. crassa (Brocchi, 1877), P.
robertsorum (Taylor, 1940), P. pachyderma (Taylor, 1942), y a P. charadricola (Duellman,
1964) descrita en el mismo trabajo. Este autor distingui6 a estas especies de otros grupos de
hilidos de México y Centroamérica por los siguientes caracteres: dedos largos con
membrana corta, ausencia del hueso cuadradoyugal, digito extra en el lado preaxial del
pulgar (prepolex) no prominente, y formula dentaria de las larvas consistente en 2-3 hileras
de dientes y dos o mas hileras de papilas labiales. Sin embargo, de estos caracteres solo los
ultimos tres se presentan en las especies originalmente descritas en el grupo, asi como en
las especies descritas posteriormente. En los 40 afios siguientes, se describieron 13 especies
nuevas dentro del grupo P. bistincta, todas las cuales presentan los caracteres diagnosticos

mencionados por Duellman (1964).
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Figura 2. Distribucion de la especie Plectrohyla bistincta.

Faivovich et al. (2005) realizaron un analisis filogenético de la familia Hylidae
utilizando datos morfologicos y moleculares, y redefinieron al género Plectrohyla. De
acuerdo con su definicion, Plectrohyla quedo integrado por dos grupos: el grupo P.
guatemalensis (previamente el género Plectrohyla) y el grupo P. bistincta (previamente el
grupo Hyla bistincta). Este ultimo queddé conformado por las 18 especies descritas
previamente dentro del grupo Hyla bistincta y cuatro especies que fueron transferidas al
grupo H. bistincta, dos del grupo Hyla miotympanum: P. arborescandens (Taylor, 1938) y
P. cyclada (Campbell y Duellman, 2000), y dos del grupo Hyla hazelae: P. hazelae
(Taylor, 1940) y P. thorectes (Adler, 1965). Finalmente, Meik et al., (2005) y Meik et al.,
(2006) describieron P. ephemera y P. miahuatlanensis, respectivamente, dentro del grupo
P. bistincta, con lo cual el grupo qued6 conformado en su totalidad. La lista de las especies
del grupo P. bistincta, con el autor, afo de descripcion y distribucion geografica se presenta

en el cuadro 1.



Conforme aument6 el numero de especies dentro del grupo P. bistincta, varios
autores sugirieron algunos agrupamientos dentro del mismo tomando en cuenta distintos
caracteres morfoldgicos. Adler (1965) reconocié dos subgrupos: uno compuesto de
especies grandes y robustas con piel gruesa (P. bistincta, P. crassa, P. pachyderma, P.
pentheter y P. robertsorum), y otro por especies de tamafio medio, con extremidades
esbeltas y piel delgada (P. chrysesy P. charadricola). Duellman (1968) discrep6 con Adler
y propuso el reconocimiento de tres subgrupos: (1) especies con una vaina grande alrededor
de la cloaca (P. bistincta y P. pentheter), (2) especies con membrana axilar y que carecen
de excrecencias nupciales (P. chryses y P. charadricola), y (3) especies con cabeza corta,
hocico redondeado, vaina corta alrededor de la cloaca y excrecencias nupciales presentes
(P. crassa, P. pachyderma, P. robertsorum y P. siopela). Posteriormente Adler y Dennis
(1972) retomaron los dos subgrupos propuestos por Adler (1965) incluyendo a las especies
subsecuentemente descritas: (1) especies grandes y robustas con piel gruesa (P. bistincta, P.
crassa, P. pachyderma, P. pentheter y P. bogertae) y (2) especies de tamafio medio, con
extremidades esbeltas y piel delgada (P. chryses, P. charadricola, P. mykter y P. siopela).
En ninguno de estos casos se puso a prueba la hipotesis de 1a monofilia de dichos
agrupamientos mediante analisis filogenéticos. Dichos autores tampoco incluyeron en sus

estudios a todas las especies del grupo.

Caldwell (1974) realiz6 un analisis discriminante entre las 12 especies incluidas
hasta entonces en el grupo H. bistincta, e incluyo a H. arborescandens (Taylor, 1938),
especie ubicada entonces en el grupo H. miotympanum pero que comparte algunas
caracteristicas con el grupo H. bistincta. Entre los caracteres morfologicos utilizados en su
analisis, destacan: el tamafio del cuerpo, la forma del hocico, presencia/ausencia de sacos
bucales, patron de coloracion, presencia/ausencia de excrecencias nupciales,
presencia/ausencia de la membrana axilar, longitud del timpano, de la tibia y férmula de la
membrana digital, caracteres que son ampliamente utilizados como diagnosticos entre las
especies del grupo. Los resultados del analisis estadistico de Caldwell sugirieron que las 12
especies del grupo H. bistincta e H. arborescandens constituyen en realidad cuatro grupos

de especies. Sin embargo, el autor considerd a estos subgrupos como preliminares debido al



numero pequefio de ejemplares disponibles de algunas especies y la consiguiente escasez de

datos.

Duellman (2001) propuso una hipoétesis de las relaciones filogenéticas del grupo
Hyla bistincta con base en datos morfologicos. En su estudio incluyo a las 17 especies
descritas hasta entonces para el grupo H. bistincta (actualmente grupo P. bistincta), al
género Plectrohyla (actualmente grupo P. guatemalensis) y la especie Ecnomiohyla
miotympanum como grupos externos. Con base en el arbol resultante, el autor sugirié que
los datos disponibles apoyaban la monofilia del grupo H. bistincta, y que este grupo, en
conjunto con las especies del entonces género Plectrohyla, conformaban un grupo
monofilético (el género Plectrohyla actual; Fig. 3) apoyado por ocho sinapomorfias
morfoldgicas, con lo cual confirm6 sugerencias previas de algunos autores de que estos dos
grupos de especies son grupos hermanos (Duellman, 1964; Duellman, 1970; Duellman y
Campbell, 1992). Sin embargo, en este trabajo el autor sefial6 que muchas caracteristicas
externas de los anuros, y particularmente de los hilidos, como los pliegues tarsal y torécico,
la forma de la cabeza y la textura de la piel son dificiles de caracterizar para andlisis

filogenéticos, y las sinapomorfias del género en su mayoria son caracteres osteologicos.

Se han publicado varias hipotesis filogenéticas de la familia Hylidae basadas en
datos moleculares que incluyen al grupo P. bistincta. La primera fue propuesta por
Faivovich et al. (2005), con base en un analisis de parsimonia que incluyo nueve
marcadores (cuatro mitocondriales y cinco nucleares). En dicho estudio se redefinié al
género Plectrohyla, el cual qued6 compuesto por dos grupos: P. bistincta y P.
guatemalensis. En el analisis molecular se incluyeron cinco y tres especies de cada grupo,
respectivamente. Posteriormente, otros autores implementaron analisis bayesianos. Wiens
et al. (2005) y Smith et al. (2005) incluyeron dos especies del grupo P. guatemalensis, una
especie del grupo P. bistincta (P. pentheter), y usaron cuatro marcadores, dos
mitocondriales y dos nucleares. En las hipotesis resultantes de estos analisis, se corroboro
la monofilia del género Plectrohyla con valores de soporte altos. Sin embargo, no se puso a

prueba en este trabajo la monofilia de los grupos ni las relaciones entre sus especies



Cuadro 1. Distribucion de las especies del grupo P. bistincta

Especie

Autor(es)

Localidad tipo

Distribucion previa al presente estudio

P. ameibothalame

P. arborescandens

P. bistincta

P. calthula

P. calvicollina

P. celata

P. cembra

P. charadricola

P. chryses

P. crassa

P. cyanomma

P. cyclada

P. ephemera

P. hazelae

P. labedactyla

Canseco-Marquez
et al. (2002)
Taylor (1938)

Cope (1877)

Ustach et al.
(2000)

Toal (1994)

Toal y Mendelson
(1995)

Caldwell (1974)
Duellman (1964)

Adler (1965)

Brocchi (1877)

Caldwell (1974)
Campbell y
Duellman (2000)
Meik et al. (2005)

Taylor (1940)

Mendelson y Toal
(1996)

Oaxaca: Yosocuno, San
Pedro Nopala

Veracruz: Acultzingo

Veracruz: Lagunas de San

Bernardino

Oaxaca: Totontepec

Oaxaca: Cerro Pelon,
Sierra de Juarez

Oaxaca: Cerro Pelon,
Sierra de Juarez

Oaxaca: Rio Molino, San
Miguel Suchixtepec
Puebla: Rio Totolapa,
Huachinango

Guerrero: Entre Puerto
Chico y el Asoleadero
Oaxaca: Cerro San Felipe,

Sierra de Juarez

Oaxaca: Cerro Pelon,
Sierra de Juarez

Oaxaca: Vista Hermosa,
Sierra de Juarez

Oaxaca: Entre Santa Maria
Guienagati y Lachidola
Oaxaca: Cerro San Felipe,
Sierra de Juarez

Oaxaca: San Vicente

Laxichio

Yosocuno y Nativitas, Oaxaca

Sierra Madre Oriental de Puebla,
Tlaxcala y Veracruz

Sur del estado de Durango y desde los
estados de Jalisco e Hidalgo (por la
vertiente del Pacifico y Atlantico
respectivamente) hasta el oeste del Istmo
de Tehuantepec en el estado de Oaxaca
Totontepec y Zacatepec en la Sierra
Mixe, Oaxaca

Localidad tipo

Localidad tipo

San Miguel Suchixtepec y Llano de
Guadalupe, Oaxaca

Huauchinango, Puebla. Molango y
Tlanchinol, Hidalgo

Carrizal de Bravo y Puerto de Gallo,
Guerrero

Cerro San Felipe en Sierra de Juarez y
La Cofradia en San Pedro el Alto,
Zimatlan, Oaxaca

Localidad tipo

Sierra de Juarez y Sierra Mixe, Oaxaca

Localidad tipo

Sierra de Juarez, Oaxaca

Localidad tipo



P. miahuatlanensis Meik et al. (2006)  Oaxaca: Candelaria Localidad tipo

Loxicha
P. mykter Adler y Dennis Guerrero: Puerto de Gallo  Carrizal de Bravo, Puerto de Gallo y El
(1972) Tejocote, Guerrero
P. pachyderma H. pachyderma Puebla-Veracruz: Pan de Localidad tipo
(Taylor, 1942) Olla, Tezuitlan
P. pentheter Adler (1965) Oaxaca: San Gabriel Sierra Madre del Sur, Guerrero y
Mixtepec Oaxaca.
P. psarosema Campbell y Oaxaca: Totontepec Localidad tipo
Duellman (2000)
P. robertsorum Taylor, 1940), Hidalgo: Parque Nacional =~ Parque Nacional El Chico y Zacualtipan,
El Chico Hidalgo.
P. sabrina Caldwell (1974) Oaxaca: Vista Hermosa, Localidad tipo
Sierra de Juarez
P. siopela Duellman (1968) Veracruz: Cofre de Perote  Localidad tipo
P. thorectes (Adler, 1965) Oaxaca: San Gabriel Sierra Madre del Sur, Guerrero y

Mixtepec Oaxaca.

En afios recientes, los analisis de la familia Hylidac de Wiens et al. (2006), Smith et
al. (2007), Wiens et al. (2010) (Fig. 4) y Pyron y Wiens (2011) (Fig. 5) incluyeron distintos
numeros de especies del grupo P. bistincta (dos, siete, ocho y siete, respectivamente) y
distintos numeros de marcadores (cuatro mitocondriales y seis nucleares en los primeros
dos estudios y cinco mitocondriales y seis nucleares en los tltimos dos). Todas las hipotesis
resultantes presentaron valores altos de soporte para la monofilia del género Plectrohyla y
del grupo P. guatemalensis, pero bajos para el grupo P. bistincta. Las relaciones entre las
especies en cada estudio fueron similares, no se contradicen, y sélo los valores de
probabilidad posterior fueron diferentes, los cuales fueron menores en el arbol de Pyron y
Wiens (2011). Estas relaciones son dificiles de comparar con las de la filogenia
morfoldgica de Duellman (2001) debido a que no incluyen las mismas especies, y
unicamente son concordantes en el clado compuesto por las especies P pentheter y P.

calthula.



Los distintos trabajos sobre el grupo P. bistincta o aquellos que lo incluyen dentro
de la filogenia de la familia Hylidae concuerdan en que la monofilia del grupo aun no se ha
puesto a prueba rigurosamente y que los resultados basados en datos moleculares siguen
siendo hipoétesis preliminares hasta que se incluyan las especies no consideradas en las
filogenias moleculares previas, un numero de muestras por especie que representen mejor

su distribucidn geografica y secuencias de los mismos genes para todas las muestras (Toal,

1994; Duellman y Campbell, 1992; Canseco-Marquez et al., 2002, Meik et al., 2005;
Faivovich et al., 2005; Smith et al., 2005; Wiens et al., 2010; Pyron y Wiens, 2011).
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Figura 3. Filogenia del género Plectrohyla basada en caracteres morfologicos (Duellman, 2001).
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Figura 4. Filogenia molecular del género Plectrohyla (Wiens et al., 2010)
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Figura 5. Filogenia molecular del género Plectrohyla (Pyron y Wiens, 2011).

En general, el estado de las poblaciones de las especies del grupo es preocupante.
Algunas especies fueron descritas solo del ejemplar tipo y no existen datos sobre el estado
actual de sus poblaciones, aunque se piensa que algunas se han extinguido. Esto, aunado a
la fidelidad a los sitios de reproduccion, los cuales se ven amenazados por la destruccion
del habitat y el calentamiento global, hace que estas especies sean dificiles de hallar.
Muchos de sus registros son antiguos, como el caso de P. pachyderma (1942), y la mayoria
se encuentra en peligro en la lista roja de la IUCN (Lips et al., 2004; Frias et al., 2008;
Frias et al., 2010). Por tanto, s6lo mediante trabajo de campo intensivo y un analisis
riguroso con especimenes y datos adicionales de los grupos P. bistincta y P. guatemalensis
se podra llegar a un mejor entendimiento de la evolucion, delimitacion de especies y sus

relaciones dentro del grupo P. bistincta.
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Objetivos

*  Poner a prueba la hipotesis de la monofilia del grupo P. bistincta.
*  Obtener una filogenia del grupo con base en marcadores moleculares (secuencias
de DNA) incluyendo el mayor nimero posible de sus especies.

*  Obtener datos adicionales sobre la distribucion y el estatus actual de sus especies.

Meétodos

Muestreo de taxones

Las muestras de tejidos para el trabajo de laboratorio se obtuvieron de dos fuentes. Las
muestras de nueve especies se obtuvieron de la coleccion de tejidos del Museo de
Zoologia de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM) y muestras de tres especies (P. siopela, P. hazelae y varias muestras de P.
bistincta) se obtuvieron de donaciones realizadas por las Universidades de Michigan y
State University of New York (Stony Brook University). En el caso de las especies de
las que no habia muestras disponibles (13 especies), se realizaron 10 salidas al campo a
sus localidades tipo y otras localidades donde se habian registrado. De esta manera, se
recolectaron ejemplares de seis especies adicionales (Cuadro 2). Siete especies de las 24
que conforman al grupo P. bistincta (P. calvicollina, P. celata, P. charadricola, P.
cyanomma, P. labedactyla, P. pachyderma y P. sabrina) no se incluyeron en ¢l estudio

porque no se encontraron ejemplares de las mismas para la obtencion de tejido.

Cuadro 2. Numero de salidas por localidad y especies buscadas en cada localidad. Especies

colectadas en negritas.

Salidas  Localidad Especies

3 Sierra de Juéarez, Oax P. calvicollina, P. celata, P. crassa,

P. cyanomma, P. sabrina

1 San Miguel Suchixtepec, Oax P. cembra
1 Huauchinango, Pue P. charadricola
1 San Vicente Laxichio, Oax P. labedactyla
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1 Carrizal de Bravo y El Tejocote, Gro P. mykter, P. chryses

1 Tezuitlan, Ver P. pachyderma

1 Totontepec, Oax P. psarosema

1 Zoquizoquipan, Hgo P. robertsorum
Datos

El anélisis filogenético incluyd 178 secuencias de cinco fragmentos genéticos:
aproximadamente 1379 y 904 pb de los genes mitocondriales ND1 y 1285, asi como 428,
316, y 572 pb de los genes nucleares Rag-1, Rhod, y POMc. Estas secuencias
corresponden a 65 individuos pertenecientes a 17 especies del grupo P. bistincta.
Primero se obtuvieron las secuencias del gen mitocondrial ND1 y se realiz6 un andlisis
filogenético preliminar de las mismas. Posteriormente, se eligieron representantes de los

clados en el arbol mitocondrial para obtener secuencias del resto de los genes.

Del total de secuencias, 155 fueron generadas por la presente autora (57, 28, 39,
27y 27 correspondientes a los genes ND1, 125, Rag-1, Rhod, y POMc, de 17, 14, 15,
12 y 15 especies, respectivamente), mientras que otras 23 se obtuvieron de Genbank
(correspondientes a los genes ND1, 12S, Rag-1, Rhod, y POMc, de tres, siete, cinco,
cinco y dos especies, respectivamente) (Anexo 1). Del total de individuos incluidos, 24
cuentan con secuencias de un gen, cinco individuos con secuencias de dos genes y 12
individuos con secuencias de tres, cuatro y cinco genes, respectivamente. El numero
minimo de individuos por especie fue de uno y el maximo de 27 en el caso de la especie
P. bistincta. El promedio de individuos incluidos por especie fue de cuatro.

Como grupos externos al grupo P. bistincta se utilizaron cuatro especies
pertenecientes a su grupo hermano P. guatemalensis y siete del género Exerodonta, el
cual es el género hermano de Plectrohyla (Faivovich, 2005). Los arboles se enraizaron
con una especie del grupo H. miotypanum debido a que este grupo se considera
polifilético y algunas especies previamente incluidas en €l se han transferido
recientemente al género Plectrohyla (Anexo 1) (Faivovich et al., 2005; Smith et al.,
2005; Pyron y Wiens, 2011).
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Protocolo de Laboratorio

La extraccion de DNA se realizé a partir de un fragmento de higado o musculo
mediante el método de acetato de amonio (Fetzner, 1999). La amplificacion de los
distintos fragmentos de DNA mitocondrial y nuclear se realizé por medio de la reaccion
en cadena de la polimerasa o PCR (Saiki et al., 1988). Los oligonucle6tidos utilizados
para las amplificaciones de los fragmentos genéticos examinados fueron los disefiados
previamente para la familia Ranidae (Bossuyt and Milinkovitch, 2000) y para la familia
Hylidae; (Smith et al., 2005; Wiens et al., 2005), excepto por los oligonucledtidos R4,
F1 y ND1Ryv, los cuales se disefiaron para el presente estudio (Cuadro 3). El gen ND1
fue amplificado en dos fragmentos: el primero con los oligonucleotidos 16 y R4 y el
segundo con los oligonucleotidos F1 y Tmet, mientras que el gen POMc se amplifico
con tres combinaciones distintas de cuatro oligonucleotidos: 1F/4R, 3F/4R y 1F/2R. La
concentracion y el volumen utilizados para cada reactivo y el perfil de temperaturas de
la PCR para cada gen se especifican en los cuadros 4 y 5, respectivamente. Los
productos de PCR se purificaron mediante el método de precipitacion con
polietilenglicol (PEG-NaCl) (Lis y Schleif, 1975). En las reacciones en las que
amplificé mas de un fragmento, el fragmento seleccionado se purifico con el kit de

extraccion de QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit®).

Los productos de PCR purificados se utilizaron como base para la reaccion de
secuenciacion con el kit de secuenciacion BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems ®) en 10 pl de volumen total. Para la lectura de los fragmentos
de 12S y Rag-1 se usaron ambos oligonucledtidos; para el gen ND1 se utilizaron los
oligonucedtidos internos ND1 Rv y F1, y para el gen POMc las respectivas
combinaciones de los oligonucleotidos utilizadas para la amplificacion. El producto
resultante de la reaccion de secuenciacion se purificd con columnas de Sephadex,
Separation Pharmacia Dextran (GE Healthcare Life Sciences ®). La secuenciacion se
llevé a cabo en un secuenciador automatico de capilar modelo ABI PRISM 3100

genetic Analyser (Applied Biosystem®) del instituto de Biologia de la UNAM.
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Cuadro 3. Oligonucleotidos utilizados en la amplificacion de cada gen por medio de PCR.

Primer Secuencia Estudio

16S TTACCCTRGGGATAACAGCGCAA Wiens et al., (2005)

R4 GARACAAAYCGAGCACCATTYGA Este estudio

NDI1 Rv GTGTWACATTGAAGTTTTGRAGTGTRAACC Este estudio

F1 CTAGCCATAATCATCTGAACCCC Este estudio

Tmet AAGCTTTTGGGCCCATACCCCAA Wiens et al., (2005)

12S Fw t-Phe ATAGCRCTGAARAYGCTRAGATG Smith et al., (2005)

12S Rv t-Val CTCGGTGTAAGCGAGAGGC Wiens et al., (2005)

R1-GFF GAGAAGTCTACAAAAAVGGCAAAG Bossuyt y Milinkovitch (2000)
R1-GFR GAAGCGCCTGAACAGTTTATTAC Bossuyt y Milinkovitch (2000)
Rhod 1A ACCATGAACGGAACAGAAGGYCC Bossuyt y Milinkovitch (2000)
Rhod 1C CCAAGGGTAGCGAAGAARCCTTC Bossuyt y Milinkovitch (2000)
POMC-1 (F) GAATGTATYAAAGMMTGCAAGATGGWCCT Wiens et al., (2005)

POMC-2 (R) TAYTGRCCCTTYTTGTGGGCRTT Wiens et al., (2005)

POMC-4 (R) TGGCATTYTTGAAAAGAGTCAT Wiens et al., (2005)

POMC-3 (F) TCTGCMGARTCWCCYGTGTTTCC Wiens et al., (2005)

Cuadro 4. Concentraciones (mM) y volumen en (ul) utilizados para cada reactivo en la PCR de

cada gen

Reactivos Concentracion ND1/12s Rag-1/Rhod/ POMc
Agua destilada - 18.3 18.6
Buffer 10 2.5 2.5
MgCl, 25 1.5 1.2
dNTP's 10 1 0.5
Primer 10 0.5 0.5

Taq polimerasa - 0.2 0.2

DNA gendmico - 1 1
Volumen total 25 245

Cuadro 5. Perfil de temperaturas de PCR para cada gen. T = temperatura; min = minutos.

Gen ND1/ 12S Rag-1/ Rhod POMc

T(°C) min T(°C) min T (°C) min
1. Desnaturalizacion 94° 5:00 94° 2:00 96° 1:00
Inicial
2. Desnaturalizacion 94° 0:30 94° 0:45 95° 0:30
3. Alineacion 56°/54°  0:30 59°/57°  0:45 58° 0:30
4. Extension 72° 1:15 72° 1:30 72° 1:00
5. Extension final 72° 5:00 72° 10:00  72° 10:00
Ciclos (pasos 2--4) 40




Analisis de datos

Las secuencias de cada uno de los cinco genes se editaron en el programa Staden
Package version 2.0.0 (Bonfield et al., 1995) y se alinearon en los programas McClade
version 4.08a (Maddison y Maddison, 2005) y Muscle version 3.8.31 (Edgar, 2004). En
el caso de los genes codificantes (ND1, Rag-1, Rhod, POMc), las matrices de
nucleotidos se transformaron a proteinas en el programa Mesquite version 2.75
(Maddison y Maddison, 2007), para asi poder llevar a cabo la correcta ubicacion
correcta de la posicion de los codones y verificar que las secuencias no incluyeran
codones de paro que indicaran la secuenciacion de pseudogenes. Una vez determinados
los sitios de los codones, se construyeron matrices de datos para cada posicion de codon
por separado de cada uno de los genes codificantes mediante el programa Mega version

5 (Tamura et al., 2011).

Se utilizo el programa jModelTest v.2.1.1 (Posada, 2008) para encontrar el
modelo de sustitucion de nucelotidica que mejor se ajustara a cada particion de los
datos; es decir, para cada posicion de codon en el caso de los genes que codifican
proteina y para el gen no codificante 12S. Los modelos de sustitucion nucleotidica para
cada particion se muestran en el cuadro 6 y se seleccionaron con base en el criterio de
informacion Akaike (AIC), el cual toma en cuenta el nimero de parametros, provee una
medida de ajuste datos-modelos, e incluye una penalizacion para la

sobreparametrizacion (Posada y Buckley, 2004; Sullivan y Joyce, 2005).

Posteriormente, se realizaron analisis filogenéticos utilizando el método de
inferencia Bayesiana con el programa MRBAYES v. 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck,
2003). Se realizaron analisis para cada gen individualmente para corroborar que no
existieran conflictos fuertemente apoyados entre las relaciones obtenidas, que indicaran
una discordancia entre las historias de los genes (Wiens, 1998; Wiens et al., 2010b). Al

no encontrarse conflictos entre las hipotesis, se realizaron tres analisis concatenados: el
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primero para los dos genes mitocondriales (ND1 y 125), el segundo para los tres genes

nucleares (Rag-1, Rhod, POMc) y el tercero para los cinco genes.

Para cada matriz de datos (para cada gen y concatenados), se llevaron a cabo dos
analisis simultaneos usando diez millones de generaciones cada uno. El muestreo de los
arboles se realiz6 cada 1000 generaciones. El porcentaje de arboles eliminados (burn-
in) fue de 25 y se determino una vez que se estabilizaron los valores de likelihood
(Nylander et al.,2004). Los arboles restantes fueron utilizados para realizar un consenso
de mayoria. Para determinar el soporte de las ramas se considero la frecuencia con que
aparecen los clados en el conjunto de arboles como su probabilidad posterior (Larget y
Simon, 1999), en donde clados con valores de probabilidad posterior mayores que 95%

fueron considerados como clados fuertemente apoyados (Huelsenbeck y Ranala, 2004).

Una vez generadas las hipotesis filogenéticas, el método empleado para delimitar
las especies fue el propuesto para filogenias de haplotipos de DNA mitocondrial por
Wiens y Penkrot (2002), el cual asume que si los haplotipos de una localidad no se
retnen en un clado o existe discordancia con la distribucion geografica, se considera
evidencia de flujo génico potencial entre las poblaciones, y por lo tanto, el método

sugiere la presencia de un solo linaje.

Andlisis de hipodtesis alternativas

Este andlisis fue realizado para probar si las siguientes hipotesis propuestas por
Duellman (2001) con base en caracteres morfologicos [(1) P. crassa-P. robertsorum (2)

P. crassa-P. robertsorum, P. celata-P. siopela (3) P. crassa-P. robertsorum, P. celata-

P. siopela y P. cembra (4) P. crassa-P. robertsorum, P. celata-P. siopela, P. cembra, P.

pehtheter y P. calthula], no estan presentes en las topologias alternativas del presente
analisis, las cuales no encontraron en el arbol de consenso que resulto del andlisis
bayesiano. El analisis de hipdtesis alternativas se realizd en el programa Mesquite
version 2.75 (Maddison y Maddison, 2007), el archivo que fue utiliz6 incluy6 el set

creible de arboles posterior al burn in (25%) y se obtuvo el nimero de arboles en los
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que se recupero cada una de las cuatro hipotesis. Se considero una hipotesis filogenética
estadisticamente rechazada cuando dicha hipotesis estaba ausente en el set creible de

arboles.

Cuadro 6. Modelo de sustitucion de bases utilizado para cada particion.

Particion Modelo AIC
ND1_Posicién 1 SYM+I+G
ND1_Posicién 2 TPM1uf+I+G
ND1_Posicion 3 TIM2+I+G
NDI1 _tRNA TIM2+G

12s GTR+G
Rag-1 Posicion 1 K80+G
Rag-1_Posicion 2 TPM2uf+]
Rag-1_Posicion 3 TIM2ef+1
Rhod_ Posicion 1 IC

Rhod_ Posicion 2 F81+I+G
Rhod_ Posicion 3 TIM3ef+G
POMc_ Posicion 1 HKY+I
POMc _ Posicion 2 TIM3+G
POMc _Posicion 3 HKY+G

Revision de morfologia de ejemplares

Los objetivos de la revision morfologica fueron: (1) verificar la validez de las 24
especies del grupo mediante la revision de sus series tipo y otros ejemplares en
colecciones asignados a las mismas, (2) determinar confiablemente los ejemplares
recolectados durante el trabajo de campo, (3) corroborar la determinacion correcta de
los vouchers a partir de los cuales se obtuvieron las secuencias de los marcadores
moleculares, y (4) esclarecer la confusion respecto a la validez de algunos caracteres
utilizados en la descripcion y diagnosis de las especies. Para la revision morfoldgica,
se tomaron en cuenta 38 caracteres, los cuales han sido utilizados ampliamente en la
diagnosis de las especies que conforman al grupo P. bistincta. Los caracteres utilizados

se enlistan a continuacion con una breve descripcion de los mismos.
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Forma del hocico en vista dorsal

Forma del hocico en vista lateral

Textura de la piel del dorso

Textura de la piel de la garganta y del vientre
Coloracioén del dorso

Coloracién del vientre

Coloracion de los costados

Coloracion de los muslos

Presencia-ausencia de una linea blanca en el labio superior

. Presencia-ausencia de una linea blanca lateral de la axila a la ingle
. Presencia-ausencia de una linea cantal blanca

. Tamaifio de la membrana palmar

. Tamaio de la membrana plantar

. Tamafio de la membrana cloacal

. Area de exposicion del timpano fuera del pliegue supratimpanico

. Presencia-ausencia de anillo timpanico

. Presencia-ausencia y forma del pliegue supratimpanico

. Diametro del timpano

. Didmetro del ojo

. Presencia-ausencia de quilla rostral

. Presencia-ausencia de membrana axilar

. Presencia-ausencia de pliegue tarsal

. Presencia-ausencia de pliegue en la mufieca

. Presencia-ausencia de pliegue toracico

. Presencia-ausencia y posicion de hendiduras bucales

. Presencia-ausencia de excrecencias nupciales

. Complexion del cuerpo

. Presencia-ausencia de tubérculos en el borde ventrolateral del antebrazo
. Longitud total del tercer dedo de la mano

. Distancia del carpo a la base del disco del tercer dedo de la mano
. Longitud total del tercer dedo del pie

. Longitud del tarso a la base del disco del tercer dedo del pie

. Longitud hocico-cloaca

. Longitud de la tibia

. Diametro del disco del tercer dedo de la mano

. Diametro del disco del tercer dedo del pie



Resultados

Datos moleculares

El analisis filogenético incluy6 178 secuencias pertenecientes a cinco genes: dos genes
mitocondriales (ND1 1379 pb y 12S 904 pb) y tres genes nucleares (Rag-1 428 pb, Rhod
316 pb, y POMc 572 pb), que corresponden a 65 individuos de 17 especies del grupo P.
bistincta. Las matrices concatenadas de los genes mitocondriales, nucleares y de los cinco
genes incluyeron 2283 pb, 1316 pb, y 3599 pb respectivamente. En el caso de los genes
codificantes de proteina, una vez traducidos se observo que tnicamente presentaban
codones de paro al final, es decir no se trataba de pseudogenes y la alineacion y posicion

de codones fue la correcta.

La alineacion de los genes fue realizada sin ambigiiedad, a excepcion de un
fragmento que incluy6 al gen ND1 y un fragmento de tRNA en cada extremo. El total de
pares de bases obtenidas para este fragmento fue de 1402. Sin embargo, debido a que
durante el alineamiento se eliminaron 23 regiones ambiguas de las 1043 pares de bases que
originalmente constituian al gen ND1, la longitud total del fragmento se redujo a 1379 pb.
De estas, las primeras 312pb corresponden al primer tRNA, de la posicion 313 a la 1332
(1020pb) corresponden al gen ND1, y de la posicion 1333 a 1a1379 (47pb) corresponden al
segundo tRNA.

Relaciones filogenéticas

Se generaron ocho hipotesis filogenéticas: una a partir de las secuencias de cada gen
(Figuras 6-7), y una a partir de las secuencias concatenadas de los genes mitocondriales,
los genes nucleares, y los genes mitocondriales y nucleares (Figuras 8, 9 y 10,
respectivamente). En general, los arboles de los genes nucleares presentaron un mayor
numero de relaciones no resueltas (politomias) y valores de probabilidad posterior bajos.
Hubo pocas incongruencias entre los arboles de los genes individuales, o entre los arboles

de las secuencias concatenadas de los genes mitocondriales y nucleares. Ademas, en todos
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los casos de incongruencia entre dos arboles, las relaciones que difirieron estuvieron
fuertemente apoyadas en uno de los arboles pero no en el otro, o estuvieron débilmente
apoyadas en los dos, de manera que en ningiin caso hubo relaciones incongruentes
fuertemente apoyadas en cada arbol. Por tanto, las incongruencias encontradas no se
consideran reales. Como por ejemplo, la relacién propuesta con base en el gen 12s entre
las especies P. robertsorum y P. celata (con un valor de soporte bajo), no se mantiene en
el resto de las hipoétesis. Por el contrario, la especie P. celata se ubica con las especies P.
cyclada, P. arborescandens y P. siopela (con un valor de soporte alto) en la hipdtesis
construida a partir del gen ND1, en el arbol concatenado de los genes mitocondriales y de
los cinco genes. Por otra parte, la inexistencia de incongruencias fuertemente apoyadas
entre los distintos arboles y el hecho de que la mayoria de los individuos carecieron de
datos de uno o mas genes apoya la pertinencia de los andlisis de secuencias concatenadas

de los distintos genes.

La hipdtesis obtenida a partir del andlisis de las secuencias concatenadas de todos los
genes fue la mas inclusiva y resuelta (Fig. 10). En esta hipotesis, la monofilia de
Plectrohyla, asi como la de los grupos P. bistincta y P. guatemalensis, se encuentra bien
apoyada. El grupo P. bistincta incluye 17 de las 24 especies del grupo. La topologia del
arbol dentro del grupo Plectrohyla bistincta es asimétrica y puede describirse como una
serie de 10 linajes que se ramifican sucesivamente desde la base hacia las puntas del arbol

(nodos 1--9).

El primer linaje conduce a un clado fuertemente apoyado que contiene las
secuencias de P. hazelae y P. thorectes. Sin embargo, las secuencias de P. thorectes no
forman un grupo monofilético. Las secuencias de P. hazelae forman un subclado
fuertemente apoyado que se agrupa con la secuencia de P. thorectes de Oaxaca, aunque este
grupo no estd apoyado fuertemente, y todas estas secuencias forman el grupo hermano de la

secuencia de P. thorectes de Guerrero.

El segundo linaje corresponde a P. robertsorum, el cual es seguido por un tercer

linaje que conduce a un clado apoyado fuertemente con varias especies. Las secuencias de
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P. cembra y P. miahuatlanensis forman un subclado fuertemente apoyado que se agrupa
con las secuencias de la poblacion de Plectrohyla de status incierto de Malinaltepec,
Guerrero, aunque este grupo no esta fuertemente apoyado, y todas estas secuencias

forman el grupo hermano de la secuencia de P. crassa.

El cuarto linaje conduce a un clado apoyado débilmente que contiene las secuencias
de cuatro especies agrupadas en dos subclados. Un subclado esta débilmente apoyado e
incluye a las secuencias de P. celata y P. siopela. El otro subclado esta fuertemente
apoyado y comprende las secuencias de P. cyclada y P. arborescandens. Sin embargo,
estas secuencias no forman clados separados, sino que se encuentran entremezcladas

independientemente de la especie y localidad a la que correspondan.

Los linajes quinto a décimo hacia las puntas del arbol conducen a varios clados
fuertemente apoyados. El quinto linaje esta compuesto por las secuencias de P.
ameibothalame; el sexto contiene un subclado fuertemente apoyado con las secuencias de
P. mykter formando el grupo hermano de P. chryses; el séptimo esta compuesto por las
secuencias de P. bistincta de Jalisco y Michoacan; el octavo comprende las secuencias de
P. bistincta de Puebla, Veracruz y Oaxaca; el noveno contiene las secuencias de P.
bistincta de Guerrero y el oeste de Oaxaca; y el décimo estd compuesto por las secuencias
de tres especies agrupadas en dos subclados fuertemente apoyados. Un subclado contiene
a las secuencias de P. pentheter, y el otro contiene a la secuencias de P. calthula y a la

secuencia de P. ephemera anidada entre ellas.

Finalmente, los valores de soporte se incrementaron gradualmente desde la raiz del
arbol hacia sus puntas. Los grupos hermanos de los linajes primero, segundo y tercero,
estuvieron débilmente apoyados, mientras que los grupos hermanos de los linajes cuarto,
quinto y sexto estuvieron débilmente apoyados pero s6lo marginalmente (valores de
probabilidad posterior 0.92--0.94), y los grupos hermanos de los linajes séptimo, octavo y

noveno estuvieron fuertemente apoyados.
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Figura 6. Filogramas bayesianos obtenidos a partir de las secuencias de los genes nucleares
Rhodopsina, Rag-1 y POMc. Los numeros sobre las ramas son valores de probabilidad posterior.
Los circulos oscuros sobre los nodos representan valores de probabilidad posterior >0.95. Los

numeros asignados a cada especie corresponden al Anexo 3.

Figura 7. Filograma bayesiano obtenidos a partir de las secuencias de los genes mitocondriales 12s,
ND1 y tRNAs adyacentes Los nimeros sobre las ramas son valores de probabilidad posterior. Los
circulos oscuros sobre los nodos representan valores de probabilidad posterior >0.95. Los numeros

asignados a cada especie corresponden al Anexo 3.
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Figura 8. Filograma bayesiano obtenidos a partir de las secuencias concatenadas de los dos genes
mitocondriales 12s, ND1 y tRNAs adyacentes. Los nimeros sobre las ramas son valores de
probabilidad posterior. Los circulos oscuros sobre los nodos representan valores de probabilidad

posterior >0.95. Los nimeros asignados a cada especie corresponden al Anexo 3.

Figura 9. Filograma bayesiano obtenidos a partir de las secuencias concatenadas de los dos genes
genes nucleares Rag-1, Rhod y POMc. Los numeros sobre las ramas son valores de probabilidad
posterior. Los circulos oscuros sobre los nodos representan valores de probabilidad posterior >0.95.

Los niimeros asignados a cada especie corresponden al Anexo 3.

Figura 10. Filograma bayesiano obtenidos a partir de las secuencias concatenadas de los cinco genes
(NDI1 y tRNAs adyacentes, 12s, Rag-1, Rhod y POMc). Los circulos oscuros sobre los nodos
representan valores de probabilidad posterior >0.95. Los niumeros asignados a cada especie
corresponden al Anexo 3. Los linajes mencionados en el texto fueron identificados con una linea
vertical y su numero correspondiente en la parte inferior (nodos 1--9). Las letras sobre las ramas

representan: a género Plectrohyla, b grupo P. guatemalensis y ¢ grupo P. bistincta.
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Analisis de hipoétesis alternativas

En este analisis se comprob6 que las siguientes hipdtesis previamente sugeridas (Duellman,
2001) fueron estadisticamente rechazadas ya que no se encontraron en el set creible de
arboles: (1) P. crassa-P. robertsorum, P. celata-P. siopela y P. cembra, (2) P. crassa-P.
robertsorum, P. celata-P. siopela, P. cembra, P. pehtheter y P. calthula. Por el contrario,
las siguientes hipotesis se recuperaron en 17432 y en 34 arboles respectivamente: (1) P.
crassa-P. robertsorum (2) P. crassa-P. robertsorum, P. celata-P. siopela, por lo cual estas

no se pueden rechazar estadisticamente.

Revision morfoldgica

Se examinaron un total de 527 ejemplares correspondientes a las 24 especies que
conforman al grupo P. bistincta, incluyendo a los ejemplares tipo y a las series tipo de cada
una. Los resultados de esta revision nos permitieron corroborar la validez de las especies
que contaban Unicamente con el ejemplar tipo, por una combinacién de caracteres que las
diagnostican del resto (P. miahuatlanensis, P. psarosema, P. pachyderma, y P.
labedactyla). En el caso de P. calvicollina queda en duda la validez de esta especie ya que
solo cuenta con el ejempalr tipo y el unico caracter que la diferencia del resto es la forma
concava del hocico en vista lateral, el resto de los caracteres son compartidos con P.
cyclada; por lo cual podria tratarse de un ejemplar de esta especie con variacion en este
caracter. Sin embargo, no puede corroborarse hasta contar con un ejemplar con esta

caracteristica y su secuencia respectiva para incluir en el analisis.

También se pudo corroborar la validez de las especies que cuentan con una serie de
pequeiia de ejemplares tipo (P. ameibothalame, P. calthula, P. cembra, P. celata, P.
chryses, P. hazelae, P. thorectes y P. mykter), y de aquellas especies que cuentan con series
tipo, y ademas un niimero grande de ejemplares (P. charadricola, P. crassa, P. cyanomma,
P. robertsorum, P. sabrina, P. pentheter y P. arborescandens). En el caso de las especies
P. ephemera y P. cyclada se determino que no se trata de especies validas si no sindonimos

de P. calthula y P. arborescandens respectivamente, con base en el holotipo de la primera
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(ya que no cuenta con mas ejemplares) y con una serie de ejemplares grande de la segunda.
En el caso de la especie de ampla distribucion P. bistincta se pudieron encontrar
combinaciones de caracteres que diferencian a los tres caldos propuestos en la hipotesis

molecular, los cuales se dicuten posteriormente.

Determinacidn de los especimenes de los tejidos donados

Plectrohyla siopela

Las hipotesis filogenéticas previas, ubican a las especies P. celata y P. siopela como
especies hermanas (Duellman, 2001, Smith et al., 2007; Pyron y Wiens, 2011). La revision
morfoldgica del presente estudio sugiere que se trata de una sola especie, con la misma
distribucion de P. arborescandens-P. cyclada (su especie hermana de acuerdo al presente
analisis molecular. Sin embargo, la inica secuencia de P. siopela se obtuvo de Genbank y
corresponde al gen nuclear POMc, el cual present6 la menor resolucion de todos los genes.
Esta fue obtenida por Smith et al. (2007), a partir de un tejido donado sin examinar, ya que

el espécimen se encuentra perdido.

Plectrohyla robertsorum

En el presente estudio solo se pudo incluir un individuo de P. robertsorum. Los caracteres
de este ejemplar concuerdan con los ejemplares previamente colectados en la zona de
Zoquizoquipan, Hidalgo. Sin embargo, estos ejemplares presentan numerosas diferencias
morfoldgicas con respecto a la los individuos examinados de la localidad tipo (incluyendo a
la serie tipo). De esta forma, para determinar si la poblacién muestreada en este estudio es
una especie distinta o la variaciéon morfologica entre las muestras mencionadas es s6lo
variacion entre poblaciones de la misma especie, seria necesario incluir muestras de la

localidad tipo de P. robertsorum en el analisis de datos moleculares.

Notas sobre la distribucidn de las especies

Plectrohyla ameibothalame. Era conocida unicamente de la localidad tipo en los
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alrededores de Yosocuno, San Pedro Nopala. En el presente estudio se registro a 3.3km al
suroeste de San Cristobal Suchixtlahuaca, aproximadamente 28 km en linea recta al

suroeste de la localidad tipo.

Plectrohyla hazelae. Su distribucion incluia varias localidades en la Sierra de Juarez en el
noreste de Oaxaca (Duellman, 2001; Mendelson y Kabay, 2009; Heimes y Aguilar, 2011).
En este estudio se encontro en San Vicente Laxichio en la Sierra Madre del Sur en Oaxaca,
separada geograficamente de las anteriores poblaciones por aproximadamente 116 km y

por los valles centrales de Oaxaca.

Discusion

1. Relaciones filogenéticas

La hipotesis filogenética del grupo P. bistincta obtenida en el presente estudio no
corrobora ninguna de las hipdtesis de relaciones entre sus especies basadas en datos
morfoldgicos (Adler, 1965, Duellman, 1968, Adler y Dennis, 1972 y Caldwell 1974),
excepto por el grupo propuesto por Caldwell (1974) que incluye a las especies P.
bistincta y P. pentheter. La hipotesis obtenida discrepa de la hipotesis propuesta por
Duellman (2001) en la mayoria de las relaciones interespecificas (Fig. 3), y los tinicos
clados concordantes son los que agrupan a las especies P. calthula y P. pentheter y a las
especies P. celata y P. siopela. Sin embargo el analisis de hipotesis alternativas indica
que no se pueden rechazar significativamente dos de los clados de la hipotesis de
Duellman (2001): el clado que incluyen a las especies P. robetsorum-P. crassa, relacion
que podria evaluarse al contar con una muestra de a localidad tipo de P. robertsorum (ver
resultados: determinacion de ejemplares) y el clado que incluye a las especies P. crassa-
P. robertsorum, P. celata-P. siopela. Una comparacion a detalle entre estas dos hipdtesis
es dificil, debido a que las especies incluidas en cada estudio son distintas. La filogenia
de Duellman (2001) incluye las siete especies faltantes en el presente estudio y no incluye
a las tres especies que se describieron y a las cuatro que se trasladaron posteriormente al

grupo P. bistincta.
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El presente estudio encontro las mismas relaciones entre las especies que se
observan en las hipotesis filogenéticas mas recientes (Wiens et al., 2010 y Pyron y Wiens
2011) (Fig. 4y 5), excepto que en el presente estudio se obtuvo un clado conformado por
las especies P. chryses/P. mykter y se incluye P. celata en el clado de P. arborescandens/P.
cyclada. Los valores de probabilidad posterior de los clados dentro del grupo P. bistincta
son altos, a diferencia de los valores en el estudio anterior, y en el presente estudio la
monofilia del grupo P. bistincta, asi como las relaciones entre las especies P.
arborescandens/P. cyclada y P. bistincta/P. calthula/P. pentheter estuvieron bien

apoyadas.

Los clados de la presente hipdtesis agrupan a los haplotipos por especie y por
poblacion con excepcion de las especies P. bistincta y P. thorectes. Los valores de soporte
bajos y las relaciones no resueltas se deben probablemente a la falta de caracteres
informativos en esos niveles; es decir, a la falta de marcadores de tasas de evolucion mas

bien lentas. A continuacién se discuten las relaciones obtenidas en el presente estudio.

Clado P. thorectes y P. hazelae

Plectrohyla thorectes y P. hazelae son las especies mas pequefas dentro del grupo
bistincta. Son simpatricas en la Sierra Madre del Sur de Oaxaca y su estrecha relacion fue
sugerida previamente por Duellman (2001), quien las agrupo en el grupo Hyla hazelae. La
revision morfologica del presente estudio sugiere el patréon de coloracion del dorso como un
caracter diagnostico del grupo, ya que tinicamente estas dos especies cuentan con puntos

iridiscentes de color verde intenso.

La especie P. thorectes no se habia incluido en las filogenias morfologicas ni
moleculares previas. Dentro de la presente hipotesis, las secuencias correspondientes a las
poblaciones de la Sierra Madre del Sur de Guerrero y Oaxaca no forman un grupo
monofilético, a pesar de compartir los caracteres autapomorficos que distinguen a P.
thorectes del resto de las especies del grupo bistincta, (la longitud hocico cloaca pequefia y

la coloracion del vientre con manchas y reticulaciones gruesas obscuras). Los caracteres
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que distinguen a la poblacion de Guerrero son (caracteres de la poblacion de Oaxaca entre
paréntesis): la forma de la cabeza en vista dorsal y ventral truncada (redondeada), pliegue
tarsal ausente (presente), antifaz de color oscuro presente (ausente) y forma del cuerpo
ligeramente robusta (esbelta). La evidencia sugiere que la poblacién de Guerrero tal vez
trate de una especie distinta. Sin embargo, se requiere un mayor niumero de ejemplares del

estado de Guerrero para corroborar esta propuesta.

P. robertsorum

La especie P. robertsorum es basal con respecto al clado que incluye al resto de las
especies incluidas en el analisis (P. ameibothalame, P. cyclada, P. arborescandens, P.
mykter, P. chryses, P. pentheter, P. calthula, P. ephemera, P. celata, P. siopela, P. crassa,
P. sp., P. miahualtanensis y P. cembra). En varias ocasiones se ha propuesto una estrecha
relacion entre P. robertsorum y las especies P. crassa y P. pachyderma (Taylor, 1942;
Adler y Dennis, 1972; Caldwell, 1974; Duellman, 2001), incluso en la prueba de hipotesis
alternativas del presente estudio la relacion entre P. crassa y P. robertsorum se recupera en
17,432 arboles, por lo que sigue siendo una posibilidad. Sin embargo, esta relacion no se
pudo corroborar debido a la incertidumbre sobre la identidad taxondmica del ejemplar de P.
robertsorum empleado y a que el estudio no incluy6 a P. pachyderma. Aunado a esto, la
especie Plectrohyla crassa se anido en el subclado que incluye a las especies P. sp., P.

cembra y P. miahuatlanensis y no con la especie P. robertsorum.

Clado P. cembra, P. miahuatlanensis, P. sp., P. crassa

El clado que incluye a estas cuatro especies tiene un valor de soporte alto. Las especies P.
cembra, P. miahuatlanensis, y P. crassa son simpatricas en la Sierra Madre del Sur de
Oaxaca y la poblacion de Plectrohyla sp. se distribuye en la Sierra Madre del Sur de
Guerrero cerca del limite con Oaxaca. A pesar de que la especie P. crassa es mas similar
en morfologia a las especies P. robertsorum y P. pachyderma y siempre se ha relacionado
con ellas (Taylor, 1942; Adler y Dennis, 1972; Caldwell, 1974; Duellman, 2001), la

relacion entre P. crassa y P. cembra también fue sugerida por Caldwell (1974) quien las
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ubico en el mismo subgrupo (Hyla crassa).

Los secuencias correspondientes a la poblacion de Plectrohyla sp. de la Sierra de
Malinaltepec forman un grupo monofilético fuertemente apoyado, alopéatrico, concordante
con la geografia, y muy divergente genéticamente. Asimismo, dicha poblacion presenta
caracteres morfoldgicos que permiten diagnosticarla del resto de las especies del grupo P.
bistincta. Es la segunda especie mas pequena de la Sierra Madre del Sur después de P.
thorectes, y a pesar de que comparte con las poblaciones de P. bistincta y P. cembra la
ausencia de hendiduras bucales, se diferencia de estas por el tamafio (mayor en las tltimas
dos), ademas de caracteristicas de coloracion, ya que en P. sp. las manchas de los costados
son de menor tamafio, y el color del dorso no es verde uniforme, si no que presenta
manchas obscuras a lo largo del cuerpo. Esta evidencia indica que esta poblacion
representa una especie no descrita. Esta especie es el grupo hermano del clado compuesto
por P. cembra y P. miahuatlanensis. Sin embargo, el valor de soporte de esta relacion es

bajo.

P. miahuatlanensis y P. cembra

Estas especies se distribuyen en la Sierra del Madre del Sur de Oaxaca y estan separadas
por el rio Copalita. Su relacion de especies hermanas ya habia sido sugerida por Meik et al.
(2006), con base en caracteres morfologicos, e indicd que se diferencian por los siguientes
caracteres de P. miahuatlanensis (condicion de P. cembra entre paréntesis): hocico en
vista dorsal y ventral truncado (redondeado), disco del tercer dedo casi el doble del tamafio
del timpano (disco ligeramente mas grande que el timpano), linea de color bronce que va
del canto a la parte posterior de la orbita, presente (ausente), y coloracion amarilla en los
costados presente (ausente). La revision morfologica del presente estudio concuerda con
dichos caracteres, a excepcion de los dos ultimos, ya que mediante la colecta de ejemplares
vivos se observo que ambas especies (y no solo P. miahuatlanensis) presentan estos

caracteres de coloracion, aunque son menos marcados en P. cembra.

Clados (P. celata + P. siopela) y (P. cyclada + P. arborescandens)
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El linaje numero cuatro esta compuesto por dos subclados: uno que incluye a P. celata y P.
siopela, y otro que incluye a P. cyclada y P. arborescandens. Las cuatro especies que
conforman este linaje presentan una morfologia muy similar, y hay una variacién grande
intrapoblacional y geografica de sus caracteres. Incluso, los ejemplares de estas especies se
han confundido unos con otros en numerosas ocasiones (Duellman, 1970; Toal y
Mendelson, 1995; Campbell y Duellman, 2000). El tnico caracter que diferencia un
subclado del otro es la presencia de hendiduras bucales en los machos de las especies P.
cyclada y P. arborescandens y su ausencia en los machos de P. siopela y P. celata. Por
tanto, la correcta determinacion de estas especies unicamente con datos morfologicos es
complicada, y es necesario contar con machos adultos para poder observar las hendiduras

bucales.

Las especies P. celata y P. siopela presentan distribuciones y caracteres morfologicos
similares, y un solo caracter diagndstico para separarlas (la presencia de una quilla rostral
en P. siopela y su ausencia en P. celata). Por tanto, su distintividad debe ser corroborada
con un mayor numero de secuencias de ejemplares correctamente determinados de P.

siopela.

Clado (P. cyclada + P. arborescandens)

Desde su descripcion, se ha reconocido un gran nimero de similitudes entre P.
arborescandens y P. cyclada (Campbell y Duellman, 2000). Los caracteres utilizados para
diferenciar a P. cyclada fueron (condicion de P. arborescandens entre paréntesis): canto
rostral angular (redondeado), vientre granular (liso), pliegue tarsal presente (ausente),
anillo timpanico presente y conspicuo (ausente) y la longitud de la tibia proporcionalmente
mas larga (proporcionalmente mas cortas). Aunado a esto, el patrén de coloracion dorsal
en P. arborescandens se describio como verde uniforme, a diferencia del patron de P.
cyclada el cual varia de verde a bronce, con manchas o sin manchas y con una marcada

metacrosis.
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En la presente hipotesis filogenética, las secuencias de P. arborescandens y P. cyclada no
forman clados separados, sino que se encuentran entremezcladas independientemente de la
especie y localidad a la que pertenecen (Puebla, Veracruz, Sierra de Juarez y Sierra Madre
del Sur de Oaxaca). Los caracteres utilizados para diferenciarlas unicamente muestran
estados distintos en las poblaciones mas alejadas de cada especie, mientras que en las
poblaciones geograficamente intermedias, los caracteres varian gradualmente pasando de
un estado de carécter al otro. Por ejemplo, el canto rostral varia de angular (Puebla y
Veracruz) a redondeada (Sierra Madre del Sur, Oaxaca). La coloracion tampoco se puede
considerar un caracter diagndstico valido entre estas especies, debido a la marcada
metacrosis en esta especie y que en colectas recientes se encontraron individuos con los
caracteres diagnosticos de P. arborescandens pero una coloracion similar a la de P.
cyclada. La evidencia morfologica y molecular obtenida en el presente estudio sugiere que

P. cyclada no es una especie valida, si no un sindénimo de la especie P. arborescandens.

La distribucion de P. arborescandens (como P. cyclada) incluia la Sierra Mixe y la
Sierra de Juarez en el estado de Oaxaca. En este estudio se encontré en San Vicente
Laxichio en la Sierra Madre del Sur en Oaxaca. Esta especie es la tercera del grupo,

ademas de P. crassa y P. hazelae en presentar esta distribucion disyunta.
Clado P. chryses y P. mykter
El clado numero seis agrupa a las especies simpatricas P. mykter y P. chryses con un valor
de soporte alto. Varios autores propusieron algunas relaciones entre estas especies y el resto
de las especies del grupo P. bistincta, y revisaron los caracteres utiles para su diagnosis
(Mendelson y Toal, 1996; Duellman et al., 2001). Sin embargo, la hipotesis de que las
especies P. chryses y P. mykter fueran especies hermanas no habia sido sugerida.

Clados P. bistincta y (P. pentheter + P. calthula + P. ephemera)

El estrecho parentesco entre estas cuatro especies se ha sugerido repetidamente tanto en las

revisiones del grupo, como en la conformacion de subgrupos y en las filogenias que
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incluyen al género Plectrohyla. Estas especies presentan un cuerpo robusto, son muy
similares morfologicamente y son simpatricas en el estado de Oaxaca (Caldwell, 1974;
Adler y Dennis, 1972; Duellman y Campbell, 1992, Faivovich et al., 2005, Smith et al.,
2005, 2007; Wiens et al., 2005, 2006, 2010, Pyron y Wiens, 2011). Plectrohyla bistincta
puede diferenciarse de las especies P. pentheter, P. calthula y P. ephemera por la presencia
de hendiduras bucales en los machos de la primera especie y su ausencia en los machos de

las tres ultimas.

Clado (P. pentheter + P. calthula + P. ephemera)

El clado que incluye a las especies P. pentheter y P. calthula representa la tinica relacion
que se ha mantenido en todas las hipdtesis filogenéticas previas, tanto morfoldgicas como
moleculares, con valores de soporte alto (Duellman, 2001; Faivovich et al., 2005, Smith et
al., 2005, 2007; Wiens et al., 2005, 2006, 2010, Pyron y Wiens, 2011). La distribucion de
P. pentheter incluia la Sierra Madre del Sur en los estados de Guerrero y Oaxaca. Sin
embargo, mediante la revision de los ejemplares asignados a P. pentheter de la Sierra
Madre del Sur en Guerrero, el presente estudio revelo que se trata en realidad de ejemplares
de la especie P. bistincta, y esto fue corroborado por las secuencias de DNA de ejemplares
de Guerrero y Oaxaca. Por tanto, los datos indican que la distribucion de P. pentheter esta

restringida a la Sierra Madre del Sur de Oaxaca.

La especie P. ephemera fue descrita con base en un solo ejemplar, y los caracteres
utilizados para su diagnosis con respecto a P. pentheter y P. calthula fueron diferencias
morfométricas (tamaiio significativamente mas grande de P. ephemera) (Meik et al., 2005).
Esta especie no se incluyo6 en ninguna de las filogenias previas y el presente estudio sugiere
que no es valida, debido a que su secuencia se anida dentro del clado fuertemente apoyado
de los haplotipos de P. calthula. Se sugiere que los estados de caracter considerados como
diagnésticos de P. ephemera son en realidad parte de la variacion intraespecifica de P.

calthula.

Plectrohyla bistincta
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Esta especie la tinica especie del grupo con una distribucion amplia. Sin embargo, en las
hipotesis filogenéticas previas, tanto morfolégicas como moleculares unicamente se incluyo
un ejemplar del estado de Oaxaca (Duellman, 2001; Faivovich et al., 2005; Smith et al.,
2005, 2007; Wiens et al., 2005, 2006, 2010; Pyron y Wiens, 2011). El presente estudio
sugiere que la especie putativa P. bistincta esta compuesta de tres linajes distintos (Figura
10, clados 7, 8 y 9) estrechamente emparentados con las especies P. calthula, P. pentheter y
P. ephemera (Figura 10, clado 10). Los tres linajes que componen a la especie P. bistincta
tienen un soporte alto y congruencia geografica; son alopatricos o parapatricos,
mutuamente monofiléticos y considerablemente divergentes genéticamente unos de otros, y

poseen caracteres morfologicos que los distinguen entre si (es decir, son diagnosticables).

El primer linaje se distribuye en los estados de Michoacén y Jalisco, y se puede
diferenciar de los dos linajes restantes por la siguiente combinacion de caracteres: (1)
discos de las manos y timpano de tamafio proporcionalmente mas grandes (con el anillo
timpanico parcialmente visible), (2) presencia de manchas y puntos obscuros en el dorso
presentes, (3) patas con un medio de membrana y (4) pliegue supratimpanico de menor
grosor. El segundo linaje se distribuye en el estado de Guerrero y el oeste del estado de
Oaxaca y se puede diferenciar de los dos linajes restantes por la siguiente combinacion de
caracteres: (1) patas con un tres cuartos de membrana, (2) la presencia de una linea clara en
los costados de la axila a la ingle, y (3) manchas de menor tamafio en la parte posterior de
los muslos. El tercer linaje se distribuye en los estados de Puebla, Veracruz y Oaxaca y se
puede diferenciar de los dos linajes restantes por la siguiente combinacion de caracteres: (1)
los discos de las manos y timpano de tamafio proporcionalmente mas pequeiios, (2) el
anillo timpénico ausente, (3) la membrana de las patas es casi completa y (4) el pliegue
supratimpdanico es grueso (casi cubre por completo el timpano). Este ultimo linaje incluye
la muestra de la localidad tipo, por lo cual con un posterior arreglo desu taxonomia este

conservaria el nombre de P. bistincta.

Especies no incluidas en la filogenia molecular
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La filogenia molecular del presente estudio solo incluy6 17 de las 24 especies que
conforman al grupo P. bistincta. Las relaciones de las especies P. charadricola, P. sabrina
P. labedactyla, P. calvicollina, P. psarosema, P. cyanomma y P. pachyderma con el resto
de las especies del grupo P. bistincta no pudieron ser evaluadas. La revision morfologica
unicamente permitio evaluar la validez de estas especies, y no se cuenta con evidencia
molecular para agruparlas con alguno de los clados. Debido a la extensa perturbacion del
habitat de estas especies, no fue posible encontrarlas durante el trabajo de campo para

incluirlas en el analisis.

Conclusiones

1. El género Plectrohyla, asi como los grupos que lo conforman (P. bistincta 'y P.
guatemalensis) son monofiléticos.

2. La hipotesis filogenética generada en el presente estudio con base en dos genes
mitocondriales y tres nucleares discrepa con la hipdtesis basada en datos
morfoldgicos en la mayoria de las relaciones interespecificas, y es concordante con
las hipdtesis generadas previamente basadas en datos moleculares.

3. El estudio sugiere la existencia de una especie nueva para el grupo P. bistincta de
la localidad de Malinaltepec Guerrero y que la poblacion de P. thorectes de
Guerrero se trata en realidad de una especie nueva.

4. El estudio sugiere que las especies P. cyclada y P. ephemera no son especies
validas, sino sinonimos junior de las especies P. arborescandens y P. calthula
respectivamente.

5. Los resultados sugieren que la especie putativa de amplia distribucion P. bistincta
es parafilética con respecto a las especies P. calthula y P. pentheter y que
representa en realidad un complejo de tres especies.

6. Se encontraron seis especies que no se habian registrado en més de ...afios.

7. Se amplia el area de distribucion de las especies P. hazelae, P. arborescandens, P.

calthula y P. ameibothalame
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Anexo 1. Secuencias utilizadas en el presente estudio

Especie Localidad Mitocondriales Nucleares

No. de colecta NDI 128 Rag-1  Rhod POMc
Grupo Plectrohyla bistincta
Plectrohyla ameibothalame
1. MZFC-7480 Oaxaca: San Pedro Nopala: Yosocuno GB GB
2. ANMO-2623  Oaxaca: San Cristobal Suchixtlahuaca X X X X
Plectrohyla arborescandens
1. ISZ-171 Puebla: Tlatlauquitepec X X
2. JLAL-304 Puebla: Sierra Negra X X X X
3. UTA-56283 Puebla: Sierra Negra GB GB GB
4. JLAL-27 Veracruz: La carbonera X X X
Plectrohyla bistincta
1. UOVG-1834 Guerrero: Malinaltepec X
2. UOGV-1835 Guerrero: Malinaltepec X X X
3. MK-685 Guerrero: Puerto del Gallo X
4. MK-689(2) Guerrero: Puerto del Gallo X
5. JCBH-085 Guerrero: El Molote X X X X
6. 083 Jalisco: Sierra de Quila X X X X
7.IVAN Jalisco X
8. UOGV-1553 Michoacan: Indaparapeo X X X X
9. MK-666 Michoacan: Zitacuaro X
10. MK-645 Morelos: Cuernavaca X
11. ANMO-2728 Oaxaca: Santa Maria Nizaviguiti: Cerro Piedra Larga X
12. JAC-22650 Oaxaca: Cuicatlan: Tutepetongo GB GB GB
13. LCM-1202 Oaxaca: Cuicatlan: Tutepetongo X X X
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14. MK-718(2) Oaxaca
15. MK-748(2) Oaxaca
16. MK-766 Oaxaca
17. MK-767 Oaxaca
18. ANMO-2353 Oaxaca
19. ANMO-2460 Oaxaca
20. ANMO-1898 Oaxaca
21. RVG-199 Oaxaca
22. ANMO-2644 Oaxaca
23. MK-705(2) Oaxaca
24. JLAL-174 Oaxaca
25. MK-700(2) Puebla:
26. CDR-241 Puebla:

: San Miguel Aloapan

: Ayutla

:San Juan Lachao: Santa Catarina Cerro de Vidrio
: Santa Maria Albarradas

: Santiago Comaltepec

: Santa Maria Laxichio

: Santa Maria Yucubhiti

: San Jerénimo Recoatl: Puente Grande

: San Vicente Laxichio

: Huautla de Jiménez

: Zoquiapan boca de los rios: Sierra Monte Flor
Zoquitlan

Lagunas de San Bernardino

27. MK-697(3) Veracruz: Xoxocotla

Plectrohyla calthula
1. JAC-21167 Oaxaca

2. AMH Oaxaca
3.LCM Oaxaca
4. JAC-7808 Oaxaca
Plectrohyla celata

ANMO-2377 Oaxaca

Plectrohyla cembra
ANMO-2769 Oaxaca

Plectrohyla chryses

: Santiago Zacatepec

: Totontepec Villa de Morelos
: Santa Maria Alotepec

: Totontepec Villa de Morelos

: San Pablo Macuiltianguis: El aserradero

: San Miguel Suchixtepec: Rio Molino

TID-753 Guerrero: Carrizal de Bravo: El Asoleadero

T T e B T T T o S

=

<

<

<
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Plectrohyla crassa

Plectrohyla cyclada
.1CS-128
2. GP-1616
3.1CS-132
4. 1CS-102
5.
6
7
8

1

JAC-21532

. UOGV-357
. JMR-4774
. ANMO-2728

Oaxaca: San Miguel Aloapan

Oaxaca: San Juan Atepec

Oaxaca: Santiago Comaltepec
Oaxaca: Cerro San Felipe

Oaxaca: San Pedro Yolox

Oaxaca: Totontepec Villa de Morelos
Oxaca: San Juan Tepeuxila

Oaxaca: San Pablo Macuiltianguis

Oaxaca: San Pedro el Alto: Zimatlan: La cofradia

Plectrohyla ephemera
JAC-22944

Plectrohyla hazelae
1.
2.

MK-770
ANMO-2645

Oaxaca: Entre Santa Maria Guienagati y Lachidola

Oaxaca: Santa Catarina Ixtepeji: EI Punto

Oaxaca: San Vicente Laxichio

Plectrohyla miahuatlanensis
JAC-21228

Plectrohyla mykter
1.
2.
3.

TJD-783
JMR-4631
JMR-4632

Oaxaca: Candelaria Loxichia: Sierra de Miahuatlan

Guerrero: Chilpancingo: El Tejocote
Guerrero: Carrizal de Bravo

Guerrero: Carrizal de Bravo

Plectrohyla pentheter

1.
2.

ANMO-1058
1SZ-497

Oaxaca: San Gabriel Mixtepec

Oaxaca: Pluma Hidalgo

=
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3. MZFC-15852  Oaxaca: Entre Candelaria Loxicha y San Pedro el Alto
Plectrohyla robertsorum

ANMO-2665 Hidalgo: Zoquizoquipan

Plectrohyla thorectes

1. ANMO-2032  Oaxaca: San Gabriel Mixtepec

2.JAC-22224 Guerrero: Nueva Delhi — La Guitarra

Plectrohyla siopela

5768 No Determinado

Plectrohyla sp.

1. UOGV-1857 Guerrero: Malinaltepec

2. UOGV-1858 Guerrero: Malinaltepec

Grupo externo

Plectrohyla chrysopleura

USNM-514404 Honduras: Atlantida: Parque Nacional Pico Bonito
Plectrohyla glandulosa

1. ENS-8325 Guatemala: San Marcos: Esquipulas Palo Gordo Agua Caliente Chiquito
2. MVZ-149403  Guatemala: San Marcos: El Rincon

Plectrohyla guatemalensis

1. UTA-55140 Guatemala: Santa Rosalia: Carretera a El Salvador

2. ENS-10143 Meéxico: Oaxaca: Carretera Vista Hermosa a Valle Nacional
Plectrohyla matudai

JAC-21707 Meéxico: Chiapas: Colonia Rodulfo Figueroa
Exerotonta abdivita

JIW-1027 Meéxico: Oaxaca: San Felipe Jalapa de Diaz

Exerotonta chimalapa

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB
GB

GB
GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

48



JAC-21736 Meéxico: Chiapas: Colonia Rodulfo Figueroa
Exerotonta melanomma

1. ENS-10042 Meéxico: Oaxaca: Vista Hermosa

2. UTA-54766 Meéxico: Oaxaca: Carretera a Pochutla

Exerotonta perkinsi

1. ENS-8948 Guatemala: Huehuetenango

2. UTA-54721 Guatemala: Huehuetenango: Barillas, Aldea Nucaquexis
Exerotonta smaragdina

JIW-1035 México: Puebla: [zucar de Matamoros

Exerotonta sumichrasti

MZFC-15811 Meéxico: Oaxaca: San Gabriel Mixtepec: Rio Salado
Exerotonta Xera

1. JAC-22371 México: Puebla: Texcala-Zapotitlan de las Salinas
2. EBUAP-1121  Mgéxico: Puebla: San Juan Raya

Ecnomiohyla miotympanum

1. UTA-52560 Meéxico: Veracruz: Sierra de los Tuxtlas Victoria

2. JAC-22438 Meéxico: Puebla: Cuetzalan

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB
GB

GB
GB

GB

GB

GB
GB

GB
GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB

GB
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