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RESUMEN

En Chile, los anfibios (Clase Lissamphibia) estan representados por 58 especies
nativas de anuros, pertenecientes a siete familias y 14 géneros. Uno de estos
geéneros, Batrachyla, cuenta con cinco especies endémicas del cono sur de
Sudameérica: B. taeniata, B. leptopus, B. antartandica, B. nibaldoi y B. fitzroya.
Mientras que las tres primeras tienen una distribucién amplia en Chile y mas
reducida en Argentina, B. nibaldoi y B. fitzroya son endémicas de areas especificas
de Chile y Argentina, respectivamente. La filogenia del género ha sido debatida
debido a resultados inconsistentes en estudios previos. Para esclarecer estas
relaciones, se obtuvieron secuencias de los genes mitocondriales 12S, tRNA-Val
intermedio, 16S y citocromo b de poblaciones representativas de B. leptopus, B.
antartandica, B. taeniata y B. nibaldoi. A través de inferencia bayesiana, se
determiné que B. antartandica y B. leptopus forman un clado bien sustentado. En
contraste, B. nibaldoi se encuentra anidada dentro de B. taeniata, con probabilidad
posterior maxima, lo que sugiere que la primera no constituye una especie valida.
Ademas, si se acepta la propuesta basada en evidencia morfologica de que B.
fitzroya corresponde a una poblacion de B. leptopus, la diversidad del género
quedaria reducida a solo tres especies. Finalmente, el clado B. antartandica + B.
leptopus se relaciona mas con Hylorina sylvatica que con las otras especies de su
mismo género (aunque con bajo soporte), lo que sugiere que Batrachyla no es un
grupo natural. Este estudio tiene implicancias importantes para la diversidad,
sistematica y taxonomia de los géneros Batrachyla e Hylorina, por lo que se resalta
la necesidad de analisis con enfoques filogenémicos y un muestreo geografico mas
extenso para esclarecer las relaciones evolutivas dentro de la familia Batrachylidae.

Palabras clave: Distribucion geografica, inferencia bayesiana, relaciones
evolutivas.



ABSTRACT

In Chile, amphibians (Class Lissamphibia) are represented by 58 native species of
anurans, belonging to seven families and 14 genera. One of these genera,
Batrachyla, includes five species endemic to the southern cone of South America:
B. taeniata, B. leptopus, B. antartandica, B. nibaldoi, and B. fitzroya. While the first
three species have a broad distribution in Chile and a more restricted range in
Argentina, B. nibaldoi and B. fitzroya are endemic to specific areas in Chile and
Argentina, respectively. The phylogeny of the genus has been debated due to
inconsistent results in previous studies. To clarify these relationships, sequences of
the mitochondrial genes 12§, intermediate tRNA-Val, 16S, and cytochrome b were
obtained from representative populations of B. leptopus, B. antartandica, B. taeniata,
and B. nibaldoi. Through Bayesian inference, it was determined that B. antartandica
and B. leptopus form a well-supported clade. In contrast, B. nibaldoi is nested within
B. taeniata with maximum posterior probability, suggesting that the former does not
constitute a valid species. Additionally, if the morphological evidence-based proposal
that B. fitzroya corresponds to a population of B. leptopus is accepted, the diversity
of the genus would be reduced to only three species. Finally, the B. antartandica +
B. leptopus clade is more closely related to Hylorina sylvatica than to other species
within its genus (albeit with low support), suggesting that Batrachyla is not a natural
group. This study has important implications for the diversity, systematics, and
taxonomy of the genera Batrachyla and Hylorina, highlighting the need for
phylogenomic approaches and broader geographic sampling to clarify evolutionary
relationships within the family Batrachylidae.

Keywords: Geographic distribution, bayesian inference, evolutionary relationships.



INTRODUCCION

Los anfibios (Clase Lissamphibia) son un grupo de vertebrados tetrapodos con tres
ordenes descritos: Gymnophiona (cecilias), Caudata (salamandras y tritones) y
Anura (ranas y sapos), siendo este ultimo el mas diverso en especies y conocido
(Lobos et al. 2013). A nivel global, se han descrito aproximadamente 8.750 especies
(Frost 2024), lo que convierte a los anfibios en uno de los grupos con una de las
radiaciones mas diversas entre los vertebrados terrestres (Pyron & Wiens 2011).
Esta diversidad se ve reflejada en su capacidad para adaptarse a una amplia
variedad de habitats, mayormente asociados a climas tropicales humedos. Entre
estos diversos habitats, los anfibios ocupan desde bosques templados y humedales,
hasta zonas de alta montana y regiones aridas a semiaridas (Lobos et al. 2013).
Ademas, su presencia es fundamental en las tramas tréficas, debido a que regulan
las dinamicas de los ecosistemas (Gardner 2001) y constituyen importantes

indicadores de calidad ambiental (Lobos et al. 2013).

A pesar de su importancia ecoldgica, la biodiversidad global esta en declive y los
anfibios son representativos de esta pérdida, tanto en el numero de especies como
en sus tamanos poblacionales (Houlahan et al. 2000). Las causas de ello han sido
clasificadas por Collins & Storfer (2003) en dos categorias. La primera, relacionada
con la introduccion de especies exéticas, la sobreexplotacion y cambios en el uso
de suelo; y la segunda, relacionada con el cambio global, enfermedades infecciosas
y sustancias quimicas. Frente a estos desafios, el uso de enfoques filogenéticos es
crucial para el avance del conocimiento, la gestion de acciones y preservacion de la
diversidad de anfibios existentes, puesto que las reconstrucciones filogenéticas
proporcionan una visién integral de como ha ocurrido la diversificacién y cémo esta
ha influido en la distribucién global de las especies (Jetz & Pyron 2018). Comprender
esto es crucial para entender como se ha dado la evolucion y distribucidn geografica
de las especies, lo que permite contextualizar su presencia y diversidad en regiones

especificas.



En el caso de Chile, el unico orden presente corresponde a Anura (Lobos et al. 2013)
y, a diferencia de otros paises de Sudamérica, el numero de especies de anfibios
nativos en Chile es reducido (58 especies), siendo la familia Alsodidae la que
comprende la mayoria de las especies, y, en segundo lugar, la familia Batrachylidae,
que incluye a los géneros Atelognathus, Chaltenobatrachus, Hylorina y Batrachyla
(Correa 2022).

El género Batrachyla comprende cinco especies: B. taeniata (Girard, 1855); B.
leptopus Bell, 1843; B. antartandica Barrio 1967; B. nibaldoi Formas, 1997 y B.
fitzroya Basso, 1994 (Cuevas & Cifuentes 2010) (Fig. 1). Estas son endémicas de
los bosques templados de Nothofagus del sur de Chile y Argentina (Formas 1997),
pero también se puede encontrar a B. taeniata en la zona mediterranea de Chile
central (Formas 1979, Sallaberry et al. 1981).

En Chile, las especies mas conocidas de Batrachyla y que presentan un rango de
distribucion mas amplio son B. taeniata, B. leptopus y B. antartandica (Correa et al.
2014). La rana de antifaz, B. taeniata, se distribuye en Chile desde Zapallar (32,5°
S) a Rio Mosco (48,483° S, 72,583° O) (Correa et al. 2014). En este rango, habita
en los bosques lluviosos del sur y en la estepa de Chile central (Formas 1979;
Sallaberry et al. 1981), mientras que en Argentina se encuentra desde Neuquén
hasta la parte baja de la provincia de Rio Negro, asociada al bosque austral de
Nothofagus (Cei 1980). En cuanto a su morfologia, presenta una coloracién dorsal
que varia entre café oscuro y claro, terracota y beige, probablemente en funcion del
sustrato en el que se encuentre (Charrier 2019). Ademas, puede presentar puntos
0 manchas mas oscuras o claras en los costados y una banda negra que se extiende
desde el hocico, atravesando los ojos y el timpano hasta la axila (Fig. 1a).
Ventralmente, su coloracion es café-grisacea o amarillenta (Cei 1962, 1980; Charrier
2019).

Por otra parte B. leptopus, o rana moteada, se encuentra presente en Chile desde

la Reserva Nacional Los Queules (35°59'19” S, 72° 41'25” O) (Cuevas & Cifuentes

2010) hasta Sector rio Bravo (48° 11’ 077 S, 72° 45’ 33" O) (Ortiz & Dominguez

2021). En Argentina se distribuye en los bosques templados de las provincias de
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Neuquén, Rio Negro y Chubut (Charrier 2019), abarcando localidades como el
Parque Nacional Lanin y el P.N. Nahuel Huapi (Barrio 1967a). Con relacién a su
patron de coloracion, la zona dorsal es de un tono gris con manchas irregulares mas
oscuras de color café, gris o terracota (Charrier 2019). Asimismo, posee una
mancha entre el timpano y el 0jo, junto con bandas transversales en los miembros
(Cei 1962) (Fig. 1d). La coloracién ventral es jaspeada con reticulos blancos y
marrones, y su piel exhibe una textura finamente granular, con granulos mas

prominentes en la parte inferior de los muslos (Cei 1962, 1980).

La rana jaspeada (B. antartandica) tiene una distribucién desde Mehuin (37° S, 72°
15' O) (Garrido et al. 1989) hasta la Isla Riesco (Stipicic et al. 2020) y en Argentina
se encuentra presente en la zona de Puerto Blest y Lago Frias en el Parque
Nacional Nahuel Huapi, Rio Negro (Barrio 1967a). Morfologicamente, la superficie
dorsal es de color amarillento intenso (Charrier 2019), jaspeada con manchas
oscuras e irregulares, con una banda interocular marron (Cei 1980), asi como
franjas marrones en las extremidades. Ademas, el cuerpo muestra una discreta
granulacién tanto dorsal como ventral, siendo mas notoria en la superficie inferior
de los muslos (Barrio 1967a) (Fig. 1c). En la zona ventral, cuenta con notables
puntos circulares o manchas de color castafio oscuro sobre un fondo amarillo yema
(Barrio 1967a; Cei 1980).

Mientras que las tres especies mencionadas anteriormente son endémicas de los
bosques templados de Nothofagus del sur de Chile y Argentina (Formas 1997), B.
nibaldoi es endémica del sur de Chile, presentando una distribucién fragmentada
desde la Isla Alao (Chiloé) hasta el fiordo Témpanos (Pincheira-Donoso & Diaz-
Paez 2003; Gonzalez et al. 2015). Su coloracion dorsal es café claro o café
amarillento, con manchas marrones en la zona facial e inguinal (Fig. 1b), mientras
que ventralmente presenta zonas blancas (Formas 1997). Por otra parte, Batrachyla
fitzroya es endémica de Argentina y hasta ahora solo se conoce en la Isla Grande
del lago Menéndez (42° 40’ S, 71° 51’ O) dentro del Parque Nacional Los Alerces
(Basso 1994, Vaira et al. 2012). Morfolégicamente, la coloracion de su dorso es café

con manchas difusas oscuras y bandas transversales de color café oscuro en las
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extremidades (Fig. 1e). Ventralmente exhibe punteado café claro con pequefias

areas despigmentadas dispersas. Su piel es lisa y sin granulaciones (Basso 1994).

Figura 1. Especies del género Batrachyla. (a) B. taeniata, (b) B. nibaldoi, (c) B.
antartandica, (d) B. leptopus, (e) B. fitzroya. Fotografias: (a) Eduardo Millares, (b)
Vicente Valdés, (c) Matias Gargiulo, (d) Ernesto Guzman, (e) Hernan Pastore.

En términos de las relaciones filogenéticas dentro del género, los estudios
realizados hasta ahora muestran resultados inconsistentes. Por ejemplo, la
morfologia del esperma sugiere una estrecha relacién entre B. antartandica y B.
taeniata, estando B. leptopus mas distante (Garrido et al. 1989). Por otra parte, en
cuanto a su morfologia, B. nibaldoi es mas similar a B. taeniata, dada su apariencia
general y coloracion dorsal, ademas de presentar una piel dorsal lisa sin
granulaciones, al igual que en B. fitzroya; mientras que B. leptopus y B. antartandica
si las presentan. Ademas, estas ultimas tienen un vientre de color crema con
manchas oscuras (B. leptopus) o amarillento con manchas redondeadas de color
marrén (B. antartandica) (Formas 1997). Esta relacion morfologica también es
abordada por Vallejos (1994) en Rabanal (2005), hipotetizando la existencia de dos
grupos fenéticos, considerando caracteres osteolégicos y morfométricos externos.
Estos grupos corresponden al constituido por B. leptopus y B. antartandica, y al

segundo formado por B. taeniata y B. nibaldoi. Estas similitudes también coinciden
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con los hallazgos del mismo estudio de Rabanal (2005) sobre las relaciones
filogenéticas basadas en morfologia. En este, se menciona que B. leptopus y B.
antartandica tienen aspecto de rana arboricola, mientras que la apariencia de B.
taeniata y B. nibaldoi corresponde a sapos de vida mas bien terrestre. Sus
resultados sefalan que existen dos clados en el género, uno es leptopus,
compuesto por las especies B. leptopus y B. antartandica, las cuales comparten un
ancestro comun, y el segundo clado es taeniata, formado por B. taeniata y B.
nibaldoi, que, de igual forma, comparten un ancestro comun (Fig. 2a). Ademas, el
autor descarta a B. fitzroya como especie valida y la considera sinbnima de B.

leptopus.

Posteriormente, Correa et al. (2006), basandose en evidencia molecular, incluyeron
tres de las cinco especies, pero no hubo consenso entre los arboles de maxima
parsimonia (MP) (Fig. 2b) y maxima verosimilitud (ML) (Fig. 2c), obteniendo en este
ultimo una politomia entre B. taeniata, B. antartandica y B. leptopus. Lo mismo habia
ocurrido tiempo antes en un estudio de Basso (1994), donde se estudiaron las
relaciones con caracteres morfolégicos entre cuatro de las cinco especies (dado
que para la fecha no habia sido descrita B. nibaldoi). En este ultimo estudio se
obtuvo una politomia entre B. taeniata, B. leptopus y B. antartandica + B. fitzroya

(las cuales conformaron un grupo monofilético) (Fig. 2d).

Trabajos mas recientes, también basados en evidencia molecular, han relacionado
a B. antartandica con B. fitzroya (Basso et al. 2011) (Fig. 2e) y B. leptopus con B.
taeniata (Streicher et al. 2018) (Fig. 2f). Finalmente, uno de los estudios mas
recientes muestra una relaciéon cercana entre B. antartandica y B. taeniata,

separando a B. leptopus (Portik et al. 2023) (Fig. 29).

En sintesis, aun no se cuenta con una hipétesis filogenética bien resuelta y robusta

para las especies del género Batrachyla. Sin embargo, de acuerdo con los

antecedentes expuestos, es posible que estas especies se agrupen en dos clados:

uno compuesto por B. antartandica y B. leptopus y otro por B. taeniata y B. nibaldoi.

Las especies del primer grupo podrian estar mas relacionadas entre si debido a su

similitud morfolégica. Ademas, la especie B. fitzroya ha sido considerada como una
13



poblacién de B. leptopus por Rabanal (2005), a partir de analisis de datos
morfométricos y una reevaluacion de los caracteres diagndsticos descritos por
Basso (1994). Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, las especies
B. taeniata y B. nibaldoi podrian estar estrechamente relacionadas entre si, dado
que exhiben gran similitud en su coloracion, morfologia externa y vocalizacion,
ademas de presentar una superposicion de sus distribuciones geograficas (Correa
etal. 2014).
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Figura 2. Hipdtesis filogenéticas para el género Batrachyla propuestas por distintos
autores. (a) Cladograma obtenido del analisis de maxima parsimonia a partir de
caracteres morfologicos, con valores de bootstrap (sobre las ramas) e indices de
Bremer (debajo) (Rabanal 2005), (b) Arbol de maxima parsimonia basado en genes
12S y 16S, con bootstrap de 89 en el nodo principal (Correa et al. 2006), (c)
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Filograma de maxima verosimilitud basado en los mismos genes, con probabilidad
posterior en un analisis bayesiano (Correa et al. 2006), (d) Arbol de consenso
basado en evidencia morfoldgica (Basso 1994), (e) Arbol de maxima parsimonia con
datos moleculares combinados, con soporte Jackknife (sobre las ramas) y
probabilidades posteriores bayesianas (debajo) (Basso et al. 2011), (f) Filogenia de
maxima verosimilitud basada en elementos ultraconservados (UCEs), con soporte
de bootstrap (izquierda) y probabilidad posterior local (derecha) (Streicher et al.
2018), (g) Filogenia basada en UCEs mas una supermatriz expandida de genes
diversos, con soporte bootstrap en maxima verosimilitud (Portik et al. 2023).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

Dado que no existe una hipoétesis filogenética robusta sobre las relaciones del
género Batrachyla, se busca responder a la siguiente pregunta: ;Cuales son las
relaciones filogenéticas entre las especies del género Batrachyla?. Se plantea la
hipotesis de que el género Batrachyla se divide en dos clados, leptopus-

antartandica y taeniata-nibaldoi.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de anfibios del género

Batrachyla utilizando evidencia molecular.

Objetivos especificos:

1. Obtener secuencias de ADN mitocondrial de poblaciones representativas de
la distribucion de cuatro especies de Batrachyla (B. leptopus, B. antartandica,

B. taeniata y B. nibaldoi).

2. Realizar reconstrucciones filogenéticas para el género Batrachyla utilizando

el método de inferencia bayesiana (IB).

3. Comparar el arbol filogenético obtenido con las hipotesis previas basadas en

evidencia morfoldgica y molecular.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se detalla el enfoque metodolégico en funcion de los objetivos

especificos planteados:

1. Obtencion de secuencias de ADN de las especies de Batrachyla

Se obtuvieron tejidos de 19 individuos de cuatro especies del género Batrachyla (B.
taeniata, B. leptopus, B. antartandica y B. nibaldoi) para extraer ADN. Para B.
leptopus y B. antartandica se utilizaron cinco individuos, mientras que para B.
taeniata fueron seis, cada uno procedente de distintas localidades de Chile,
abarcando gran parte de sus rangos de distribucion (Figs. 3, 4, 5y 6). La excepcion
fue B. nibaldoi, de la cual se utilizaron tres ejemplares, dos de la localidad tipo y otro
cercano a esta. Para los analisis filogenéticos, se utilizaron como grupos externos
un ejemplar de Atelognathus nitoi, uno de Chaltenobatrachus grandisonae y tres de
Hylorina sylvatica, unico representante del género hermano de Batrachyla (Basso
etal. 2011).
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Figura 3. Distribucion geografica y localidades de muestreo de Batrachyla taeniata.
En rosado se indica el rango de distribucion de la especie segun la IUCN, mientras
que los puntos rojos representan las localidades de muestreo de B. taeniata.
Ademas, se incluyen las localidades de muestreo de las especies utilizadas como
grupos externos en el analisis filogenético: Hylorina sylvatica (estrellas naranjas),
Atelognathus nitoi (estrella azul) y Chaltenobatrachus grandisonae (estrella
amarilla).
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Figura 4. Distribucion geografica y localidades de muestreo de Batrachyla leptopus.
En celeste se indica el rango de distribucion de la especie segun la IUCN, mientras
que los puntos azules representan las localidades de muestreo de B. leptopus.
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Figura 5. Distribucion geogréafica y localidades de muestreo de Batrachyla
antartandica. En verde se indica el rango de distribucion de la especie segun la
IUCN, mientras que los puntos verdes representan las localidades de muestreo de
B. antartandica.
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Figura 6. Distribucion geografica y localidades de muestreo de Batrachyla nibaldoi.
Las flechas indican la distribucion fragmentada de B. nibaldoi segun la IUCN,
mientras que los puntos morados representan sus localidades de muestreo.
Ademas, se sefiala con un circulo la distribucién localizada de B. fitzroya.
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Tabla 1. Informacion de las muestras de la familia Batrachylidae utilizadas,
incluyendo localidades y genes mitocondriales obtenidos. Las abreviaciones

utilizadas son: C = Completo; | = Incompleto (secuencia mas corta que el resto); ND
= No disponible.
Especie Localidad Coordenadas . tRNA-Va.I Cytb
intermedio
L - . 46°49'59.60"S
A. nitoi Laguna Jeinimeni 71°59'57 30"0 C C
. : 47°49'10.56"S
C. grandisonae Laguna Caiquenes 73°18'18.99"0 C C
. 40°4'28.35"S
H. sylvatica Lagunas Gemelas  Saongu7 goney C C
Ruta Nacional 231 y
, . 40°42'41.20"S
H. sylvatica Rio Totqral 71°47'24.23"0 C ND
(Neuquén)
, 42°37'28.82"S
H. sylvatica Cucao SE 74°4'39 35"0 ND c
, , , 40°15'0.87"S
B. antartandica  Rio Huenteleuft 71°55'1 870 C ND
. 40°49'11.01"S
B. antartandica  Arroyo Puente Roto 73°38'56.29"0 C ND
) 41°41'46.33"S
B. antartandica  La Arena 79°37'53.28"0 c ND
. 0 42°28'45.03"S
B. antartandica  Anay (Chiloé) 74°10'26.95"0 C ND
) Puerto Edén (ca. 49° 7'31.76"S
B. antartandica 1 ona) 74°24'37.52"0 C ND
. 39°28'18.10"S
B. leptopus Puringue 72°58'59 00"O C c
, . 40°14'54.23"S
B. leptopus Rio Huenteleufu 71°55'14.43"0 C C
B. leptopus Senda Darwin 41°52'568.01"S C C
73°40'9.95"0
B. leptopus Cushamen, Lago 42° 5'29.65"S c |

Puelo (Chubut)

71°36'40.43"0
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42°37'20.07"S

B. leptopus Cucao (Parque) 74° 6'35.66"0 c
B. nibaldoi Puente Traihuanca ‘;22321302880 C
B. nibaldoi Puente Traihuanca ‘7122221302880 Cc
dnba  JmSPune 45208 c
Bonan QUi besaede 2uTieers :
B. taeniata Ucuquer ?‘1‘:1548;;2..0 c
B. taeniata Junquillar (sitio 2) ggjgfggg-g%s ND
B. taeniata Rio Pillanleufd 40°14'33.45"S c
(Puerto Maihue) 72°1'27.00"0

B. taeniata Pauldeo ‘;;:gg:%eggo C
B. taeniata Rio Mosco 48°28%59.05S I

72°34'58.83"0

El ADN fue extraido de distintos tejidos preservados en etanol P.A., lengua en el
caso de adultos y juveniles y musculatura de la cola en el caso de larvas (B.
antartandica). Ademas, se utilizaron muestras de mucosa oral obtenidas con torulas
Copan 516CS01 (secadas inmediatamente con silica gel) de individuos que fueron

liberados en el sitio de captura.

Se extrajo ADN utilizando el kit de extraccién Wizard SV genomic DNA purification
system de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dos fragmentos
mitocondriales (cuatro reacciones en total): uno que abarca entre los genes
ribosomales 12S y 16S, incluyendo el tRNA-Val intermedio (fragmento 12S-16S), y

otro que incluye parte del gen citocromo b. Se utilizaron los partidores H1478 (5’-
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TGACT GCAGA GGGTG ACGGG CGGTG TGT-3') y L1091 (5-AAAAA GCTTC
AAACT GGGAT TAGAT ACCCC ACTAT-3’) para 12S (Kocher et al. 1989), 16Sbr-H
(5'-CCGGT CTGAA CTCAG ATCAC GT-3’) y 16Sar-L (5-CGCCT GTTTA TCAAA
AACAT-3’) para 16S (Palumbi et al. 1991), 1216H (5-TGATT ACGCT ACCTT
YGCAC GGT-3') y 1216LN (5-CCAAY ACGTC AGGTC AAGGT G-3’) para el
fragmento 12S-16S (Goebel et al. 1999) y CytbAR-H (5’-TAWAA GGGTC TTCTA
CTGGT TG-3') y MVZ15-L (5’-GAACT AATGG CCCAC ACWWT ACGNA A-3’) para
el citocromo b (Goebel et al. 1999). La mezcla de reaccion de PCR consistio en: 3
mM de MgClI2, 117 uM de dNTPs, 83 nM de cada partidor, 1 U de Taq polimerasa y
1 uL de ADN (~10-200 ng/uL), con un volumen final de 30 uL. En cuanto al ciclo
térmico, este consistié en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 minuto,
seguido de 38 ciclos de 40 segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 45 segundos de
alineacion variando entre 52-56 °C y 50 segundos de extension a 72 °C, acabando
con 10 minutos de extension finala 72 °C y reposo a 10 °C. Por ultimo, los productos
de PCR se verificaron por electroforesis y fueron secuenciados en Macrogen Inc.,
Chile.

No fue posible obtener la informacion genética de B. fitzroya (Basso et al. 2011), ya
que no se encuentra disponible en GenBank. No obstante, se obtuvieron las
secuencias de los 19 ejemplares pertenecientes a las otras cuatro especies de
Batrachyla, con la excepcion del citocromo b de B. antartandica, que no amplificd
en esta especie (Tabla 1). Estas secuencias fueron editadas utilizando el programa
BioEdit. Posteriormente, las secuencias de todas las especies, incluyendo las de los
grupos externos (H. sylvatica, A. nitoiy C. grandisonae), se alinearon con el software

MUSCLE (Edgar 2004) y los alineamientos fueron inspeccionados visualmente.

2. Reconstrucciones filogenéticas del género Batrachyla

El andlisis filogenético bayesiano se realiz6 con el programa MrBayes v3.2.7
(Ronquist et al. 2012). Los dos fragmentos se concatenaron, pero a cada fragmento
se aplicé de forma independiente un método de Markov Chain Monte Carlo con salto

de modelo para explorar el espacio de todos los modelos generales de tiempo
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reversible (GTR), mas parametro gamma y proporcion de sitios invariables. El
analisis consistio en dos grupos de cuatro cadenas de Markov que se ejecutaron de
forma independiente durante 20 millones de generaciones, tomando muestras cada
1.000 generaciones. El primer 25% de las generaciones se descartd
conservativamente como quemado (burnin) después de observar la estacionariedad
de los logaritmos de las probabilidades (In-likelihoods) de los arboles en Tracer
v1.7.1 (Rambaut et al. 2018). La convergencia y la mezcla de cadenas se evaluaron
examinando los valores de la desviacion estandar promedio de las frecuencias de
division (ASDSF) y los tamafios de muestra esperados (ESS) y el factor de

reduccion de escala potencial (PSRF) para todos los parametros.

3. Comparacion del arbol filogenético reconstruido con las hipoétesis

propuestas previamente

Una vez obtenido el arbol filogenético de consenso basado en evidencia molecular,
este fue comparado con la evidencia morfolégica de las especies de Batrachyla
descrita en los estudios de Garrido et al. (1989), Basso (1994), Formas (1997) y
Rabanal (2005), asi como también con la evidencia molecular de los estudios de
Correa et al. (2006), Basso et al. (2011), Streicher et al. (2018) y Portik et al. (2023).
Se contrastaron las topologias para identificar diferencias y/o similitudes en las
relaciones de parentesco entre las especies segun ambos enfoques metodoldgicos,
proporcionando una comprension mas completa y precisa de las relaciones

evolutivas dentro el género.
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RESULTADOS

Atelognathus nitoi (Laguna Jeinimeni)

Chaltenobatrachus grandisonae (Laguna Caiquenes)

Hylorina sylvatica (Lagunas Gemelas)
0,698
|{1Hyforina sylvatica (Cucao SE)

— —t 0,596

Hylorina sylvatica (Ruta Nacional 231 y Rio Totoral, Argentina)
Batrachyla antartandica (Rio Huenteleufu)

Batmchyl'a antartandica (Arroyo Puente Roto)

3§arrachyfa antartandica (La Arena)

1 Butrachyfa antartandica (Puerto Edén)

Batrachyla antartandica (Anay, Chiloé)

Batrachyla leptopus (Puringue)
E atrachyla leptopus (Cushamen, Lago Puelo, Argentina)

Batrachvia leptopus (Rio Huenteleufi)

L{Batmchyfa leptopus (Senda Darwin)
Batrachyla leptopus (Cucao)

Batrachyla taeniata (Quintero)
lj 1
1 Batrachyla taeniata (Uclquer)
Batrachyla taeniata (Junquillar)

0.03

1 Batrachyla taeniata (Rio Pillanleufd)

1— Batrachyla taeniata (Pauldeo)
1 Batrachyla taeniata (Rio Mosco)
Batrachyla nibaldoi (Puente Traihuanca)
Batrachyla nibaldoi (Puente Traihuanca)

Batrachyla nibaldoi (2 km S Puente Traihuanca)

Figura 7. Arbol filogenético de la familia Batrachylidae basado en las secuencias
concatenadas de fragmentos mitocondriales (12S-16S) y citocromo b de siete
taxones, obtenido mediante inferencia bayesiana. Los numeros sobre los nodos
corresponden a valores de probabilidad posterior. El valor en rojo (0,596) indica un
menor soporte estadistico para esa relacion filogenética.

—_

0,596

Figura 8. Topologia simplificada de las relaciones filogenéticas de la familia

Atelognathus nitoi

Chaltenobatrachus grandisonae

Hylorina sylvatica

Batrachyla leptopus + Batrachyla antartandica

Batrachyla taeniata (+Batrachyla nibaldoi)

Batrachylidae, basada en la hipotesis bayesiana (Fig. 7).
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La topologia del analisis bayesiano (Figs. 7 y 8) muestra que las cuatro especies
del género Batrachyla incluidas no forman un grupo exclusivo y se distribuyen en
clados diferentes, con una alta probabilidad posterior. En este contexto, Hylorina
sylvatica se anida dentro de Batrachyla, agrupandose estrechamente con algunas
especies de este género (B. antartandica y B. leptopus), por lo que Batrachyla
conformaria un grupo parafilético con respecto a Hylorina (Fig. 8). Sin embargo, este
nodo tiene un soporte bajo (probabilidad posterior = 0,596), lo que indica cierta

incertidumbre en la resolucion de las relaciones entre Hylorina y Batrachyla.

Las especies B. antartandica y B. leptopus estan mas cercanas genéticamente
formando un clado bien sustentado, con poblaciones agrupadas en subclados
definidos, existiendo una diferenciacion genética clara entre ambas especies
(monofilia reciproca). Por el contrario, B. nibaldoi, se encuentra anidada dentro de
B. taeniata, y dado que los nodos estan bien sustentados con probabilidad posterior
maxima (1), los resultados sugieren que B. nibaldoi no es una especie valida y
podria corresponder a una poblacion diferenciada de B. taeniata, pero no lo

suficientemente distinta para ser otra especie.

Por otro lado, los géneros Atelognathus y Chaltenobatrachus se separan del resto
de los taxones, lo que indica que ambos se encuentran evolutivamente mas
relacionados entre si. Ademas, presentan una mayor distancia filogenética con
respecto a los otros géneros, lo que refleja una divergencia evolutiva mas antigua

en comparacion con las especies de Batrachyla.
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Contraste de hipétesis filogenéticas

El clado B. leptopus + B. antartandica, recuperado en este estudio con probabilidad
posterior maxima (Fig. 7), coincide con el agrupamiento propuesto por Rabanal
(2005) (Fig. 2a), basado en evidencia morfoldgica, y por Formas (1997), desde un

enfoque fenético.

Al comparar las relaciones obtenidas en este estudio (Figs. 7 y 8) con estudios
previos (Fig. 2), se identificaron diferencias topoldgicas. Algunos trabajos basados
en morfologia o datos moleculares (Garrido et al. 1989; Correa et al. 2006; Basso
et al. 2011; Streicher et al. 2018; Portik et al. 2023) presentan agrupamientos
alternativos, incluyendo una politomia entre especies en Correa et al. (2006) (su
analisis de ML) (Fig. 2c) o la relacion entre B. antartandica con B. taeniata en Garrido
et al. (1989). Ademas, difiere de la topologia de Portik et al. (2023) (Fig. 29g), la cual

sugiere que Batrachyla es un género polifilético.

Por otra parte, se observdé que B. nibaldoi se encuentra anidada dentro de B.
taeniata. Dicha relacién ya habia sido planteada por Rabanal (2005), quien obtuvo
una estrecha relacién filogenética entre ambas especies. No obstante, otros
estudios, que no incluyeron a B. nibaldoi, han relacionado a B. taeniata con B.
antartandica (Portik et al. 2023) (Fig. 29) o con B. leptopus (Streicher et al. 2018)
(Fig. 2f), o no han podido resolver las relaciones dentro del género, como en la

politomia obtenida por Correa et al. (2006) en su analisis de ML (Fig. 2c).

En cuanto a la relacién entre Batrachyla e Hylorina, Rabanal (2005) propuso la
polifilia de Batrachyla basandose en evidencia morfoldgica (Fig. 2a). En el presente
estudio, H. sylvatica se encuentra anidada dentro de Batrachyla, lo que sugiere que
este ultimo género podria ser parafilético o polifilético. Resultados similares fueron
obtenidos en el analisis de maxima parsimonia de Correa et al. (2006) (Fig. 2b) y
posteriormente en Portik et al. (2023), donde Hylorina también aparece mas
relacionado con una especie de Batrachyla (Fig. 29). En contraste, otros estudios

posicionan a H. sylvatica como grupo hermano de Batrachyla, como lo muestran los
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analisis de maxima verosimilitud de Correa et al. (2006) (Fig. 2c), asi como también
Basso et al. (2011) (Fig. 2e) y Streicher et al. (2018) (Fig. 2f).
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DISCUSION

Relaciones filogenéticas de las especies de Batrachyla

El analisis filogenético molecular realizado en este estudio muestra que las especies
B. antartandica y B. leptopus estan mas relacionadas entre si que con otras
especies del género, formando el clado B. leptopus + B. antartandica, bien
sustentado con probabilidad posterior maxima (1). Este resultado es consistente con
otras lineas de evidencia, dada la similitud en morfologia entre ambas especies,
como también lo habia planteado Formas (1997), quien sefalé que, desde un
enfoque fenético, ambas son mas similares entre si en comparacion con el resto de
las especies de Batrachyla. Asimismo, esto concuerda con el trabajo de Rabanal
(2005), quien, a partir de una filogenia basada en evidencia morfolégica y
osteoldgica, concluyé que B. leptopus y B. antartandica comparten un ancestro
comun y forman el clado “leptopus” (Fig. 2a), respaldado con un valor de boostrap
de 100. Este resultado también se sustentd por el analisis de Bremer realizado por
el autor, que refuerza la solidez de la relacion, al indicar que serian necesarios 11

pasos adicionales para transformar su agrupamiento en politomias.

Sin embargo, también existen hipotesis filogenéticas alternativas que proponen
agrupaciones distintas dentro del género Batrachyla y no relacionan directamente a
B. antartandica y B. leptopus como especies hermanas, como se presenta en este
estudio. Por ejemplo, la filogenia basada en maxima verosimilitud de Correa et al.
(2006) presenta una politomia entre B. antartandica, B. taeniata y B. leptopus (Fig.
2c). En el mismo trabajo, el enfoque de maxima parsimonia sugiere que B.
antartandica esta mas relacionada con B. taeniata que con B. leptopus (Fig. 2b), lo
que coincide también con los resultados de Garrido et al. (1989) en base a la
morfologia del esperma de las especies.

Por otro lado, la filogenia de Streicher et al. (2018), agrupa a B. leptopus y B.
taeniata con valores de soporte bajo (57 y 65), obtenidos a partir de dos
metodologias diferentes. Sin embargo, este estudio no incluye otras especies del

género (Fig. 2f). De manera similar, Basso et al. (2011) agrupan a B. antartandica
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con B. fitzroya, pero tampoco considera otras especies del género (Fig. 2e).
Finalmente, Portik et al. (2023), con un soporte de boostrap moderado (83),
muestran una relacion cercana entre B. antartandica y B. taeniata, separando a B.

leptopus (Fig. 2g), lo que es consistente con los hallazgos de Garrido et al. (1989).

Si bien hay trabajos que plantean relaciones distintas que no agrupan a B. leptopus
y B. antartandica, estas hipétesis suelen estar poco sustentadas o no incluyen a
todas las especies. Por otro lado, como se ha mencionado, existe evidencia tanto
morfolégica como molecular que indica que B. antartandica y B. leptopus estan

relacionadas cercanamente dentro del género Batrachyla.

Por otra parte, en este estudio se recuperd otro clado no relacionado directamente
con las dos especies anteriores, compuesto por B. taeniata y B. nibaldoi. A partir del
analisis filogenético, se obtiene que B. nibaldoi se anida dentro de B. taeniata con
una probabilidad posterior maxima (1), por lo que se sugiere que no corresponde a
una especie distinta de B. taeniata. Este resultado se justifica dada la gran similitud
en la coloracion, morfologia externa y vocalizacion de ambas especies (Diaz-Paez
et al. 2002), ademas de la superposicion de sus rangos geograficos (Correa et al.
2014), siendo la distribucion de B. nibaldoi completamente contenida dentro de la
de B. taeniata y considerablemente mas restringida en comparacion con esta ultima.
Por otro lado, los individuos de B. nibaldoi estdn mas relacionados genéticamente
con B. taeniata de Rio Mosco y de otras poblaciones del sur de Chile, que estas
ultimas con aquellas de B. taeniata provenientes de las zonas mas al norte de Chile
(Quintero y Ucuquer). Si bien esta divergencia genética puede ser explicada por la
distancia geografica que separa las poblaciones del sur de aquellas que habitan en
la estepa de Chile central, ambas adaptadas a regimenes climaticos distintos dentro
de su rango distribucional (Sallaberry et al. 1981), también se respalda con
evidencia filogeografica, donde se ha encontrado una marcada diferenciacién

genética y estructuracion poblacional dentro de B. taeniata (Cisternas, 2022).

Asu vez, existen diferentes propuestas sobre las relaciones de B. taeniata con otras

especies del género. Algunos estudios que no incluyen a todas las especies han

relacionado a B. taeniata con B. antartandica (Portik et al. 2023) y con B. leptopus
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(Streicher et al. 2018), e incluso una politomia entre B. taeniata, B. leptopus y B.
antartandica (Correa et al. 2006), como se mencion6 anteriormente. Por otro lado,
el estudio de Rabanal (2005), basado en caracteres morfoldgicos, posiciona a B.
taeniata y B. nibaldoi en un mismo clado con un valor de boostrap de 96, indicando
una estrecha relacion entre ambas (Fig. 2a). Esta evidencia coincide con la afinidad

observada en el presente estudio y refuerza la hipétesis de la conespecificidad.
Validez taxonémica de Batrachyla fitzroya como especie

Batrachyla fitzroya fue descrita por Basso en 1994 basandose en ocho caracteres
diagndsticos: tres osteoldgicos y cinco morfolégicos. Sin embargo, Rabanal (2005)
considera que B. fitzroya no es una especie valida, sino que una poblacién de B.
leptopus. Esta conclusidn se basa en que los caracteres osteoldgicos utilizados para
diagnosticar a B. fitzroya, no difieren significativamente de los descritos para B.
leptopus. Este argumento concuerda con lo sefialado por Lynch (1971), quien afirmé
que los caracteres osteoldgicos no son suficientes para definir especies y son mas

utiles en diagndsticos genéricos.

En cuanto a otros caracteres, como el tamafio de los individuos, Rabanal (2005)
menciona que el rango de B. fitzroya se encuentra dentro del rango de B. leptopus,
lo que sugiere una posible superposicion entre ambas especies. Ademas, el mismo
autor sefala que el unico caracter distintivo aparente es la ausencia de granulacion
en la piel (descrito por Basso en 1994), pero considera que dicha caracteristica es

variable dentro del género, poniendo en duda su valor diagnostico.

Por otro lado, los analisis de componentes principales (ACP) realizados por Rabanal
(200%5) indican que los especimenes de B. fitzroya se agrupan, desde el punto de
vista morfométrico, dentro del rango de dispersion de B. leptopus, formando un
grupo homogéneo. Esto indicaria la ausencia de diferencias fenotipicas relevantes
que respalden la distincion entre ambas especies. Ademas, al comparar individuos
de B. leptopus, el autor destaca una marcada diferencia morfométrica entre los

grupos de Chile y Argentina, lo que indica que los especimenes descritos por Basso
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como una nueva especie, podrian representar simplemente una poblacién de B.

leptopus.

En el arbol filogenético de consenso realizado por Basso (1994), con base en
evidencia morfolégica, se obtiene una politomia entre las especies B. taeniata, B.
leptopus y B. antartandica + B. fitzroya, relacionando mas cercanamente a estas
ultimas (Fig. 2d). Sin embargo, no deja resuelta la relacion entre las especies. Mas
tarde, en Basso et al. (2011), con base en evidencia molecular, B. fitzroya fue
incluida junto con una unica especie adicional del género Batrachyla: B.
antartandica. Utilizando los enfoques de maxima parsimonia (MP) e inferencia
bayesiana, los resultados indicaron que ambas especies estan genéticamente
relacionadas, con un soporte alto (valores superiores a 95), lo que era de esperar al
ser las unicas representantes del género incluidas en el analisis (Fig. 2e). Sin
embargo, la exclusidn de B. leptopus limita la interpretacion de los resultados y deja

abierta la posibilidad de que B. fitzroya sea una poblacion de esta ultima.

Adicional a lo mencionado anteriormente, Rabanal (2005) senalé que el material
colectado de B. fitzroya presentaba una fijacion deficiente, lo que pudo alterar
significativamente a los ejemplares. Asimismo, no se tienen registros adicionales de
otros individuos, larvas, cantos o cariotipos de esta especie, lo que limita aun mas
su caracterizacion. Por ultimo, el material genético utilizado en el arbol filogenético
de Basso et al. (2011), donde se incluye a B. fitzroya, no se encuentra depositado
en GenBank, lo cual ademas de generar cierta incertidumbre sobre la validez de los
datos, también impidié que la especie fuera incluida en el analisis realizado en este

estudio.

En conjunto, la informacion disponible sobre B. fitzroya, tanto morfolégica como
molecular, no es suficiente para considerarla como una especie distinta. Por el
contrario, los datos apuntan a que podria tratarse de una poblacién dentro de B.
leptopus, como propuso Rabanal (2005).
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Relaciones filogenéticas de Batrachyla e Hylorina

Historicamente, desde que B. taeniata fue trasferida al género (Lynch 1972), se ha
considerado a Batrachyla (incluyendo ademas a B. leptopus y B. antartandica) como
monofilético (Lynch 1978; Basso 1994). Sin embargo, el analisis de las relaciones
filogenéticas de Batrachyla basado en evidencia molecular en este estudio sugiere
que el género no es monofilético, coincidiendo con lo propuesto por Rabanal (2005),
quien basandose en caracteres morfologicos externos y osteologicos, descarto la

monofilia y planteé que Batrachyla era polifilético.

En el trabajo de Rabanal (2005), Batrachyla se describe como un género polifilético,
ya que agrupa en un clado a B. antartandica y B. leptopus, mientras que en otro
clado se encuentran B. taeniata y B. nibaldoi, sugiriendo que el género reune linajes
evolutivos independientes. Por el contrario, en este estudio, se propone que
Batrachyla puede ser parafilético, dado que H. sylvatica se encuentra anidada
dentro del género, formando un grupo cercano a las especies Batrachyla leptopus
y B. antartandica. No obstante, esta relacion presenta un soporte bajo, con una

probabilidad posterior de 0,596, lo que genera cierta incertidumbre.

Adicionalmente, el estudio de Correa et al. (2006), basado en los genes
mitocondriales 12S y 16S, mostré resultados consistentes con esta propuesta. En
uno de los arboles filogenéticos obtenidos mediante el analisis de maxima
parsimonia (MP), H. sylvatica también aparece anidada dentro de Batrachyla,
especificamente mas relacionada con B. leptopus (Fig. 2b). Sin embargo, otro de
los arboles filogenéticos obtenidos en el mismo estudio, mediante el analisis de
maxima verosimilitud (ML), evidencid a H. sylvatica como grupo hermano de

Batrachyla, aunque no se reportan los valores de soporte sobre los nodos (Fig. 2c).

Posteriormente y de manera similar, en el analisis realizado por Basso et al. (2011),
se utilizaron datos moleculares combinados, incluyendo el gen ribosomal 12S
completo, regiones parciales del gen 16S, citocromo b (cytb) y el gen nuclear que
codifica para la proteina rodopsina. Empleando tanto el enfoque de maxima

parsimonia (MP) como un analisis bayesiano (Bl), H. sylvatica fue recuperada como
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grupo hermano de B. antartandica y B. fitzroya (las unicas especies de Batrachyla
incluidas en el analisis). Ese estudio indicé una alta confianza en las relaciones
filogenéticas propuestas; en el analisis de MP, el indice de Jackknife proporcioné un
soporte de 99, mientras que en IB, se muestra una probabilidad posterior de 100
para el nodo que conecta a H. sylvatica como grupo hermano de Batrachyla (Fig.
2e). Por una parte, estos resultados refuerzan la idea de que H. sylvatica constituye
un linaje distinto e independiente de Batrachyla; sin embargo, cabe destacar que no
se incluyeron todas las especies de Batrachyla en el analisis, por lo que no se puede
determinar con certeza la verdadera relacion entre ambos géneros. Incluir al resto

de ellas puede alterar la posicion filogenética de H. sylvatica dentro del arbol.

De manera complementaria, el estudio de Streicher et al. (2018), basado en
elementos ultraconservados (UCEs) y en un enfoque de maxima verosimilitud (ML),
recupera a H. sylvatica como el grupo hermano de B. leptopus y B. taeniata, con un
valor de 100 de soporte de bootstrap y 100 de probabilidad posterior local (Fig. 2f).
Este patron filogenético refuerza la idea de que Hylorina constituye un grupo
cercano a Batrachyla, pero evolutivamente distinto. Sin embargo, los valores de
soporte del nodo B. leptopus + B. taeniata son notablemente bajos, lo cual significa

un bajo sustento para reconocer al género como monofilético.

Mas recientemente, Portik et al. (2023), presentaron una filogenia basada en una
mezcla de datos filogendmicos (UCEs) con una supermatriz expandida de genes
diversos. Este analisis, realizado mediante maxima verosimilitud (ML), mostré que
H. sylvatica se relaciona mas cercanamente con B. leptopus, con un valor de
soporte de 96, y que las otras dos especies de Batrachyla incluidas, B. antartandica
y B. taeniata, constituyen el grupo hermano del clado H. sylvatica + B. leptopus mas
las especies del género Atelognathus incluidas (Fig. 2g). Esto refuerza la idea que
Batrachyla podria ser polifilético, aunque es importante sefalar que uno de los
clados estaria compuesto por B. antartandica y B. taeniata, difiriendo de las

relaciones obtenidas en este estudio.

Si bien la filogenia de Portik et al. (2023) es una de las mas completas del orden
Anura realizadas hasta la fecha, muestra claramente que las relaciones dentro de
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la familia Batrachylidae aun no estan completamente resueltas. También, los
estudios filogenéticos realizados hasta ahora presentan conflictos entre si, lo que
puede atribuirse, en parte, a las variaciones en el numero de especies incluidas, los
datos genéticos usados (bajo numero de genes o aproximaciones gendémicas) y las
metodologias de reconstruccion filogenética empleadas en cada caso. Estas
variaciones limitan la capacidad para esclarecer completamente sus relaciones

filogenéticas.

En este contexto, la hipétesis filogenética molecular obtenida en este trabajo es la
mas completa hasta la fecha, ya que incluye a cuatro de las cinco especies del
género, con una cobertura geografica extensa y, por primera vez, incorpora
ejemplares de B. nibaldoi provenientes de su localidad tipo. Ademas, dado que los
resultados moleculares obtenidos en este estudio respaldan los hallazgos de
Rabanal (2005) basados en caracteres morfologicos, se presentan dos lineas de
evidencia independientes que convergen en la misma conclusion. Esto lleva a
proponer una reestructuracion taxonémica de Batrachyla, reduciendo el numero de

especies validas de cinco a tres: B. taeniata, B. leptopus y B. antartandica.

En cuanto a la relacién entre Batrachyla e Hylorina sylvatica, el hecho de que esta
ultima aparezca anidada dentro de Batrachyla, plantea interrogantes sobre la
clasificacion actual del grupo. Sin embargo, la inclusion de Hylorina del género seria
controversial, ya que presenta diferencias morfologicas significativas. Por ejemplo,
Hylorina se caracteriza por su coloracidn verde esmeralda intensa, extremidades
largas y un mayor tamafo (Charrier 2019), mientras que Batrachyla tiene
tonalidades cripticas, cuerpos mas compactos y un menor tamaro (Fig. 9). Por el
contrario, los datos sugieren que Batrachyla podria representar dos linajes distintos,
lo que implicaria una posible divisién a nivel de género. Este hallazgo representa un

cambio importante en la taxonomia y sistematica del grupo.

Para validar esta hipdtesis y precisar la clasificacion del grupo, se resalta la
necesidad de llevar a cabo analisis mas exhaustivos, con un muestreo ampliado y
geograficamente representativo, que permita obtener una perspectiva mas
completa sobre estos linajes.
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Figura 9. Comparacion entre Hylorina sylvatica y especies del género Batrachyla.
(a) H. sylvatica, (b) B. taeniata, (c) B. leptopus, (d) B. antartandica. Fotografias: (a)
Eduardo Mufioz, (b) Edgardo Flores, (c) Javier Gross, (d) Matias Gargiulo.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion analizé las relaciones filogenéticas del género Batrachyla
utilizando evidencia molecular mitocondrial. Los resultados indican que B.
antartandica y B. leptopus forman un clado bien sustentado con probabilidad
posterior de 1, lo que confirma su estrecha relacion y ancestria comun. Por otra
parte, se recuperd otro clado compuesto por B. taeniata y B. nibaldoi, no relacionado
directamente con el anterior. Ademas, se obtuvo que B. nibaldoi se anida dentro de
B. taeniata, con probabilidad posterior de 1, lo que sugiere que no corresponde a
una especie distinta, sino a una poblacion dentro de B. taeniata. Esta conclusion es
respaldada por la gran similitud morfolégica descrita entre ambas especies, la
divergencia genética observada entre diferentes poblaciones de B. taeniata y la
completa superposicion de la distribucion geografica de B. nibaldoi dentro del rango

de B. taeniata.

En cuanto a B. fitzroya, su inclusion en este estudio no fue posible debido a la falta
de informacion genética disponible. Sin embargo, Rabanal (2005) ya habia
cuestionado su validez como especie, considerandola una poblacién de B. leptopus,
basandose en la falta de diferencias morfolégicas significativas y que sus caracteres
diagndsticos no difieren de los de B. leptopus. Ademas, los individuos examinados
estaban fijados deficientemente y no existe informacién adicional sobre la especie,
asi como tampoco nuevos registros. En consecuencia, los resultados sugieren que
solo deberian considerarse tres especies validas para el género Batrachyla: B.

taeniata, B. leptopus y B. antartandica.

Por otra parte, la recuperacidén de Hylorina sylvatica dentro del género Batrachyla
sugiere que este ultimo podria no ser un grupo natural. No obstante, el bajo soporte
obtenido en esta relacion, junto con la incongruencia entre estudios previos, dificulta
el establecimiento de conclusiones definitivas. Aun asi, los datos apuntan a que
Batrachyla podria representar dos linajes distintos (es decir, constituye un taxén
polifilético), un escenario que requiere ser investigado con mayor profundidad. En

este contexto, se destaca la necesidad de llevar a cabo analisis con enfoques
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filogendmicos y un muestreo extenso con el fin de resolver la clasificacion de este

grupo de anfibios.

En conjunto, los resultados de este trabajo proporcionan un aporte significativo y
contribuyen a la comprension de las relaciones filogenéticas del género. La inclusion
de cuatro de las cinco especies descritas, junto con una amplia cobertura
geografica, convierte a esta filogenia molecular en la mas completa realizada hasta
la fecha. Ademas, sus resultados son consistentes con los hallazgos de Rabanal
(2005), el estudio mas exhaustivo basado en evidencia morfologica hasta ahora, lo
que refuerza las conclusiones aqui planteadas y aporta una base para futuras

revisiones taxonomicas del grupo.
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