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RESUMEN

El bosque templado del centro-sur de Chile presenta un alto grado de endemismo de anfibios,
debido a la formacion de barreras geograficas como lo son la cordillera de los Andes. La
relevancia de estos bosques es que proveen recursos y servicios ecosistémicos, y, debido a
su extraccion y explotacion, estos ecosistemas han ido menguando a lo largo del tiempo. Esto
resulta perjudicial para las especies que habitan en los bosques, particularmente los anfibios,
los cuales, debido a su bajo grado de dispersion, se encuentran particularmente restringidos
a estos ambientes. Las ranas del género Batrachyla son caracteristicas de estos bosques
templados, por lo que los individuos pertenecientes a este género podrian verse afectados por
la disminucion de su hébitat. Una de las especies de este género, B. nibaldoi, se encuentra
distribuida fragmentariamente en estos bosques en las regiones de Los Lagos y Aysén. Sin
embargo, algunos trabajos permiten poner en duda la existencia de esta especie, debido al
parecido que posee con B. taeniata, tanto en aspectos morfoldgicos, ecoldgicos y etoldgicos
(vocalizaciones). Ademas, la distribucion geografica de B. nibaldoi se encuentra casi
completamente contenida dentro de la de B. taeniata. En este estudio se realizaron analisis
filogenéticos moleculares y morfologicos para determinar si es que ambos taxa nominales
corresponden a la misma especie, lo cual es relevante para su conservacion, considerando la
alteracion constante de los ambientes donde habitan. Los estudios moleculares realizados
situaron a B. nibaldoi dentro del grupo de B. taeniata, a la vez que los estudios morfologicos
indicaron que no existe una diferencia significativa que permita diferenciarlas entre si. Este

conjunto de resultados apunta a que B. nibaldoi es conespecifica con B. taeniata.

Palabras clave: Simpatria, sinonimia, haplotipo.



ABSTRACT

The temperate forest of central-southern Chile has a high degree of amphibian endemism,
due to the formation of geographic barriers such as the Andes Mountains. The relevance of
these forests is that they provide resources and ecosystem services, and, due to their
extraction and exploitation, these ecosystems have been diminishing over time. This is
detrimental to forest-dwelling species, particularly amphibians, which, due to their low
degree of dispersal, are particularly restricted to these environments. Frogs of the genus
Batrachyla are characteristic of these temperate forests, so individuals belonging to this
genus could be affected by the decrease in their habitat. One of the species of this genus, B.
nibaldoi, is fragmentarily distributed in these forests in the regions of Los Lagos and Aysén.
However, some studies cast doubt on the existence of this species, due to its resemblance to
B. taeniata, both in morphological, ecological and ethological aspects (vocalizations). In
addition, the geographic distribution of B. nibaldoi is completely contained within that of B.
taeniata. In this study, molecular and morphological phylogenetic analyses were carried out
to determine if both nominal taxa correspond to the same species, which is relevant for their
conservation, considering the constant alteration of the environments they inhabit. The
molecular studies carried out placed B. nibaldoi within the group of B. taeniata, while the
morphological studies indicated that there is no significant difference between them. These

results suggest that B. nibaldoi is conspecific with B. taeniata.

Key words: Sympatry, synonymy, haplotype.



Introduccion

Los bosques templados del sur de Sudamérica se distribuyen entre los 35° y 55° S, en el
centro-sur de Chile (Armesto et al. 1998) y marginalmente en Argentina. Estos bosques
presentan una gran relevancia para el ser humano, en términos de los recursos, servicios y
energia que proveen (Celis-Diez, et al. 2011). Por esto la superficie de estos bosques se ha
ido reduciendo con el paso de los afios, debido a la expansion de plantaciones comerciales y
la tala producida por la extraccion de madera para suplir la demanda global creciente de este
recurso (Echeverria, ef al. 2006). Esto constituye una creciente amenaza para las especies
que habitan estos bosques. Una de las principales caracteristicas de estos bosques es el alto
grado de endemismo que se genera en ellos, como consecuencia del aislamiento geografico,
principalmente el levantamiento de la Cordillera de los Andes (Celis-Diez, et al. 2011).
Debido a esta creciente desforestacion de la region y por la exclusividad de sus especies, los
bosques templados himedos de Sudamérica estan entre los ecosistemas con mayor necesidad

de conservacion (Armesto, et al. 1992).

Entre los vertebrados que es posible encontrar en estos bosques destacan los anfibios, los
cuales poseen una importante cantidad de especies, géneros e incluso familias endémicas de
estos ecosistemas, debido probablemente a su limitada capacidad de dispersion (Celis-Diez,
etal. 2011, Rodriguez et al. 2022). Sin embargo, estos organismos se encuentran amenazados
principalmente por la susceptibilidad a los cambios ambientales, dependencia al agua,
sensibilidad a la contaminacion, productos quimicos y radiacion UV, enfermedades
emergentes, la vulnerabilidad a la perturbacion de sus habitats y a otros factores relacionados

con el cambio climéatico (Lobos et al. 2013).

El género Batrachyla (Anura, Batrachylidae) se distribuye principalmente, aunque no
exclusivamente, en los bosques templados de Nothofagus de la zona sur de Chile y Argentina
(Basso, 1994). Este género incluye actualmente cinco especies, Batrachyla antartandica,
Batrachyla leptopus y Batrachyla taeniata, compartidas entre los dos paises, Batrachyla
fitzroya, endémica de Argentina, y por ultimo Batrachyla nibaldoi, una especie descrita

unicamente para Chile (Rabanal 2010).



Batrachyla nibaldoi, también denominada rana de antifaz de Bahia Murta, fue descrita por
Formas (1997). Esta especie se puede distinguir de las otras especies del género por una
distancia hocico-cloaca de 35,4-40,8 mm, dedos delgados con puntas moderadamente
puntiagudas, tubérculos metatarsales externos ausentes, articulacion tibiotarsal del miembro
posterior alcanzando el borde posterior del timpano al estirar la pata junto al cuerpo y
membranas interdigitales de los pies reducidas, delgadas y transparentes. Sin embargo,
Batrachyla nibaldoi es muy similar a otra especie del mismo género, B. taeniata, ya que
segiin la descripcion realizada por Formas (1997) estas solo difieren en caracteristicas
externas: B. taeniata tendria tubérculos metatarsales externos y tubérculos palmares externos
presentes (en contraste a B. nibaldoi que los tendria ausentes y rudimentarios,
respectivamente), dedos mas gruesos con puntas mas redondeadas, membranas interdigitales

mas gruesas y opacas, y patas traseras mas largas.

La distribucion geografica de Batrachyla nibaldoi conocida hasta ahora es fragmentaria.
Originalmente, fue descrita por Formas (1997) en el Puente Traihuanca, 190 km al sur de
Coihaique, Provincia General Carrera, Region de Aysén. Posteriormente, se amplié varias
veces su distribucion: se report6 en el Parque Nacional Laguna San Rafael (Diaz-Péez et al.
2002), en la isla Kent (Diaz-P4ez & Carrefio 2002), en la isla Alao, Region de Los Lagos
(Pincheira-Donoso & Diaz-Paez 2003), y a un kilometro al norte de Villa O’Higgins
(Rabanal 2010), lo cual implicé ampliaciones de 360 km al noroeste y de 240 km al sur de la
localidad tipo. Posteriormente, Gonzélez et al. (2015) report6 la presencia de la especie en el
fiordo Témpanos, situada a unos 108 km al suroeste de Villa O’Higgins, el cual seria su limite
sur actual. Estas dos ultimas ampliaciones son las tinicas publicaciones sobre la especie en

los ultimos 15 afios.

La distribucion descrita para B. nibaldoi implica que se solapa completamente con la
distribucion de B. taeniata, la cual es mucho mas amplia y se extiende desde Zapallar en la
Region de Valparaiso hasta el Rio Mosco en la Region de Aysén, ademas de incluir el
archipiélago de Chiloé¢ e isla Mocha (Celis-Diez, et al. 2011, Charrier 2019). Sin embargo,
se conocen unas pocas poblaciones aisladas de B. faeniata al norte del rio Biobio, por lo que

se asume que su distribucion es fragmentada entre Zapallar y Concepcidon (Correa et al.
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2014).

Charrier (2019) menciona que B. nibaldoi habita en la misma area geografica que otras
especies del mismo género, como B. antartandica en el Puente Traihuanca y la Reserva
Nacional Las Guaitecas, y en la Laguna San Rafael con B. antartandica. Sin embargo, el
solapamiento de las distribuciones de B. nibaldoi y B. taeniata en toda la extension de la
distribucion de B. nibaldoi implica la simpatria entre ambas especies, pero hasta ahora solo
se ha reportado su coexistencia en dos localidades de la Laguna San Rafael (Diaz- Péez, et

al. 2002).

En el trabajo de Diaz-Paez et al. (2002), ademas, se comenta que las caracteristicas de las
poblaciones de B. nibaldoi de la Laguna San Rafael concuerdan con descripciones fenotipicas
realizadas previamente para ejemplares de B. taeniata que habitan en la provincia de Aysén
y que las vocalizaciones de ambas especies no permiten diferenciarlas, poniendo en duda la

validez taxondémica de B. nibaldoi.

Como se expuso con anterioridad, la descripcion B. nibaldoi por Formas (1997) fue realizada
unicamente considerando caracteres morfologicos y osteologicos. En este contexto, estudios
moleculares permitirian obtener mas informacidn en cuanto a las relaciones filogenéticas y
la taxonomia de esta especie, pero hasta ahora no se ha incluido en ninglin estudio
filogenético molecular, lo cual resulta relevante, considerando que una especie definida con

una perspectiva holistica constituye una hipotesis mas robusta (Benitez 2019).

En sintesis, considerando la alta similitud morfoldgica entre Batrachyla nibaldoi y B.
taeniata (Formas 1997), que las vocalizaciones de estas dos especies son practicamente
indistinguibles (Diaz- Pdez et al. 2002) y el extenso solapamiento de distribuciones que
presentan ambas especies (Correa ef al. 2014), en este proyecto se plantea la hipotesis de que
B. nibaldoi corresponde a la misma especie que B. taeniata. Para someter a prueba esta
hipdtesis se realizd una reconstruccion filogenética molecular y se compararon
genéticamente poblaciones de B. faeniata con ejemplares de la localidad tipo de B. nibaldoi

(Puente Traihuanca). Ademas, se compar6 la morfologia externa (los principales caracteres

11



diagnosticos) de ejemplares de la localidad tipo de B. nibaldoi con ejemplares de varias

poblaciones de B. taeniata.
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HIPOTESIS

Planteamiento de la hipotesis:

Actualmente se desconocen muchos aspectos sobre Batrachyla nibaldoi, como por ejemplo,
sus relaciones filogenéticas con las otras especies del género. Debido a esto y considerando
los antecedentes expuestos con anterioridad (la alta similitud morfologica y en las
vocalizaciones entre esta especie y B. taeniata y que la distribucion geografica de B. nibaldoi
se encuentra completamente dentro del rango de extension de B. taeniata), resulta relevante
dilucidar si la especie denominada ranita de antifaz de Bahia Murta corresponde en realidad

a poblaciones de la ranita de antifaz.

Hipotesis:

Batrachyla nibaldoi y Batrachyla taeniata corresponden a la misma especie.

13



OBJETIVOS

Objetivo general:

o Evaluar la posible sinonimia de B. nibaldoi con B. taeniata.

Objetivos especificos

1. Reconstruir las relaciones filogenéticas entre las cuatro especies
del género Batrachyla presentes en Chile.

2. Establecer la afinidad genética entre poblaciones de B. taeniata 'y
B. nibaldoi.

3. Comparar la morfologia externa de B. taeniata y B. nibaldoi, con

énfasis en los caracteres diagndsticos de esta ultima especie.
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METODOLOGIA

Extraccion de ADN y PCR

Se obtuvieron tejidos de cuatro especies del género Batrachyla para extraer ADN (B.
nibaldoi, B. taeniata, B. leptopus y B. antartandica). Para los andlisis filogenéticos se
incluyeron cinco o seis ejemplares de cada especie (uno por localidad), a excepcion de B.
nibaldoi, debido a que solo se dispuso de dos ejemplares de la localidad tipo (Puente
Traihuanca, Region de Aysén) y uno de 2 km al sur de esta localidad (Tabla 1). En el caso
de las otras tres especies, se incluyeron especimenes de distintas localidades de Chile,
abarcando gran parte de su rango de distribucion. Para la comparacion genética de B. nibaldoi

y B. taeniata, se incluyeron muestras de esta ultima especie de la mayor parte de su

distribucion geogréafica.

Especie

Hylorina sylvatica
Batrachyla antartandica
Batrachyla antartandica
Batrachyla antartandica
Batrachyla antartandica
Batrachyla antartandica
Batrachyla leptopus
Batrachyla leptopus
Batrachyla leptopus
Batrachyla leptopus
Batrachyla leptopus
Batrachyla nibaldoi
Batrachyla nibaldoi
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata
Batrachyla taeniata

Localidad

Lagunas Gemelas

Rio Huenteleufu

Arroyo Puente Roto

La Arena

Anay (Chiloé)

Puerto Edén (ca. antena)
Puringue

Rio Huenteleufa

Senda Darwin

Cushamen, Lago Puelo (Chubut)
Parque Cucao

Puente Traihuanca

2 km al sur del Puente Traihuanca
Bosque las petras, Quintero
Ucuquer

Junquillar

Rio Pillanleufu (Puerto Maihue)
Pauldeo

Rio Mosco

Pantano La Barra

Tabla 1. Localidades por especie incluidas en los analisis moleculares.
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En el caso de los ejemplares recolectados y de coleccion, el ADN fue extraido de tejidos
preservados en alcohol, especificamente de lengua (para adultos y juveniles) y de
musculatura de la cola (en larvas de B. antartandica). Ademas, se utilizaron muestras de
mucosa oral obtenidas con térulas Copan 516CS01 (secadas inmediatamente con silica gel)

de individuos que fueron liberados en el sitio de captura.

Las muestras de ADN fueron obtenidas con el kit Promega Wizard SV Genomic DNA
Purification System, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos de ADN
mitocondrial que se amplificaron fueron: 12S con los partidores H1478 (5’-TGACT GCAGA
GGGTG ACGGG CGGTG TGT-3’) y L1091 (5’-AAAAA GCTTC AAACT GGGAT
TAGAT ACCCC ACTAT-3%), 16S con los partidores 16Sbr-H (5’-CCGGT CTGAA
CTCAG ATCAC GT-3’) y 16Sar-L (5’-CGCCT GTTTA TCAAA AACAT-3’), y el
fragmento intermedio entre los dos genes anteriores, con los partidores 1216H
(TGATTACGCTACCTTYGCACGGT) y 1216LN (CCAAYACGTCAGGTCAAGGTQG).
Ademas, se amplificod un fragmento del citocromo b (cytb) con los partidores MVZ15-L
(GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA) y CytbAR-H
(TAWAAGGGTCTTCTACTGGTTG). Para los PCRs de todos esos fragmentos se utilizo el
siguiente programa: denaturacion inicial a 94°C por 60 segundos, denaturacion a 94°C por
40 segundos, annealing a 52°C por 45 segundos y extension a 72°C por 50 segundos, todo
esto repetido durante 40 ciclos. Para la extension final se sometieron las muestras a 72°C

durante 10 minutos, para finalmente aplicar reposo a 10°C.

Los productos de PCR fueron chequeados por electroforesis en geles de agarosa (1,5%).
Posteriormente, las muestras fueron enviadas a secuenciar en ambas direcciones en la

empresa Macrogen Inc.

Analisis filogenéticos y genéticos

Las secuencias de ADN de cada individuo fueron editadas con el programa BioEdit v.7.1.
Para realizar el alineamiento multiple de las secuencias editadas se utilizd el programa

MUSCLE, incluido en el programa MEGA 11 (Kumar ef al. 2018).
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Se realizé un analisis filogenético con el método de inferencia bayesiana con el programa
MrBayes v3.2.7a (Ronquist et al. 2012), siguiendo las especificaciones de von Tschirnhaus
& Correa (2021), para reconstruir las relaciones entre las cuatro especies de Batrachyla.
Como grupo externo, se incluyo un ejemplar de Hylorina sylvatica, inico representante del
género hermano de Batrachyla (segin la hipotesis filogenética de Basso et al. 2011). El
modelo de substitucion nucleotidica de cada fragmento génico para este analisis se selecciond
con el programa jModelTest v2.1.10 (Darriba ef al. 2012). Para este analisis se incluyeron en
total 20 ejemplares (Tabla 1), con informacion de los genes mitocondriales cytb, 12S, 16S 'y
tARN de valina (el cual se ubica entre los dos anteriores). Para el andlisis, los dos fragmentos

(cytb y 12S8-16S) fueron concatenados.

Ademas, las relaciones genealdgicas entre los ejemplares de B. nibaldoi, con respecto a las
poblaciones de B. taeniata, se analizaron por medio de una red de haplotipos con el gen
citocromo b. Los haplotipos se obtuvieron con el programa DnaSP v6.12.03 (Rozas ef al.
2017) y la red se construy6 con las secuencias utilizando el método median-joining con el
programa PopART v1.7 (Leigh & Bryant 2015). En este anélisis se incluyeron ejemplares de
siete localidades (Tabla 2): para B. nibaldoi se incluyeron dos procedentes del puente
Traihuanca y uno proveniente de una zona cercana 2 kilémetros al sur (Figura 2), mientras
que para B. taeniata se incluyeron especimenes provenientes de rio Mosco, el rio Pillanleufu,
Pauldeo, pantano La Barra, Quintero y Uctquer (Figura 1). Para la interpretacion de las
distancias genéticas obtenidas a partir de las secuencias del gen mitocondrial cytb, se
utilizaron valores de referencia basados en estudios comparativos realizados en anfibios y
otros vertebrados. De esta manera, los valores de distancia genética inferiores al 0,01
corresponden a individuos con haplotipos idénticos o a poblaciones muy proximas dentro de
una misma especie. Valores entre 0,01 y 0,03 reflejan divergencia entre poblaciones
geograficamente separadas. Distancias entre 0,03 y 0,1 se consideran indicativas de linajes
divergentes, mientras que valores superiores a 0,1 pueden reflejar relaciones mas distantes,
en este caso especies diferentes, segun el contexto taxonoémico (Fouquet et al. 2007,
Kartavtsev & Lee 2006, Koroiva & Santana 2022). Este anélisis incluyd muestras de B.
nibaldoi recolectadas en el Puente Traihuanca y muestras de B. taeniata de zonas cercanas a

esta localidad y del extremo norte de su distribucion (Quintero y Ucuquer) (Tabla 2).
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Igualmente se incorpord una muestra de Batrachyla leptopus proveniente de Puringue, para

comparar con los valores de distancia genética entre dos especies totalmente diferentes.

Especie Localidad Muestras
B. taeniata | Quintero 1
B. taeniata | Ucuquer 1
B. taeniata | Pantano La Barra 2
B. taeniata | Rio Pillanleufa 1
B. taeniata | Pauldeo 1
B. nibaldoi | Puente Traihuanca 2
B. nibaldoi | 2 km al sur del puente Traihuanca 1
B. taeniata | Rio Mosco |
B. leptopus | Puringue 1

Tabla 2. Localidades y niimero de muestras utilizadas para construir la red de haplotipos y calcular
las distancias genéticas. Batrachyla leptopus se utiliz6 solamente como referencia para estimar el

grado de divergencia genética entre especies del género.

18



Proveniencia de muestras para
red de Haplotipos

Datum WGS84
Coordenadas: UMT 18S

-35.000

‘) Rl Facultad de Ciencias Naturales
£ et e y Oceanograficas
b AT

’

o

LS N ’\TUR‘ ’-I,,A
i g

.
o

Coe,

Rantano)la]Barral RiclPillanleufii

-42.000
_\,:\;( AD D

-49.000

® Localidades

Figura 1. Localidades de Batrachyla taeniata y B. nibaldoi incluidas para construir la red de

haplotipos y calcular las distancias genéticas.
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Figura 2. Localidades de Batrachyla nibaldoi incluidas en los analisis moleculares.

Analisis morfologicos

Se examind y comparo la morfologia externa de B. nibaldoi y B. taeniata, especificamente
los caracteres que se incluyeron en la diagnosis de B. nibaldoi. Para estos analisis, se contod
con solo tres ejemplares de B. nibaldoi de la localidad tipo, fijados en etanol absoluto, que se
encuentran actualmente en el laboratorio de Sistematica y Conservacion de Herpetozoos de
la Universidad de Concepcion. En cuanto a B. faeniata, se utilizaron ejemplares depositados

en el Museo de Zoologia del Departamento de Zoologia de la Universidad de Concepcion.

Se revisaron en total 95 ejemplares, 92 de B. taeniata y los tres de B. nibaldoi.
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Los caracteres evaluados fueron los utilizados para diferenciar a las dos especies: distancia
hocico-cloaca, tubérculos metatarsal y palmar externo, largo de las patas, caracteristicas de
los dedos y de las membranas interdigitales. Los caracteres de las patas fueron examinados
con una lupa estereoscopica, mientras que las medidas cuantitativas fueron tomadas con un

pie de metro digital (0,01 mm de precision).

Primero se examind si existen diferencias en el largo de la pata entre las dos especies, para
lo cual se realiz6 un andlisis de varianza o ANOVA con el software R (R Core Team 2025).
Para este analisis se midi¢ independientemente el largo de muslo, tibia, tarso y pie, y luego
se siguieron las especificaciones de Watters et al. (2016) para reconstruir el largo de la pata.
Previamente, se realizd6 una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para evaluar la
distribucion de los datos y una prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de las

varianzas.

Segundo, se evalu6 si existen diferencias significativas en el tamafio corporal (distancia
hocico-cloaca) entre las especies. Para ello se evalu6 primero la homogeneidad de varianzas
con una prueba de Levene, seguido de una prueba normalidad de Shapiro-Wilk, la cual no se
cumpli6 en el caso B. taeniata, por lo que se optd por una transformacion logaritmica de los
datos. Al evaluar nuevamente la normalidad se vio que esta no mejor6 para B. faeniata, por
lo que se optd por utilizar una prueba no paramétrica, que en este caso fue un ANOVA de

Kruskal-Wallis realizado en el software R (R Core Team 2025).

Finalmente, se analizd si hay diferencias consistentes en las variables cualitativas de
presencia o ausencia del tubérculo palmar externo y el tubérculo metatarsal externo, forma
de los dedos de las patas y caracteristicas de las membranas interdigitales entre las especies.
En el caso de los tubérculos, fueron clasificados en base a su presencia/ausencia, agregando
una categoria en el caso de que se viera una estructura rudimentaria, como la presencia de
una mancha o una protuberancia incolora. De igual manera la categoria de indeterminada
indica ejemplares juveniles que no demostraban un desarrollo completo. Para las membranas
interdigitales se utilizaron categorias de presencia/ausencia e indeterminable para la
reduccion de la membrana, mientras tanto que para la transparencia o también interpretada
como “grosor” de la membrana se utilizaron las categorias de mas gruesa, opaca (indicando

que la membrana no es tan gruesa, pero si pigmentada), transparente e indeterminable. Para
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ello se obtuvieron tablas de contingencia, a las cuales se aplicaron pruebas de aleatorizacion
de Fisher para evaluar la asociacion entre las variables, teniendo en cuenta el desbalance de

las muestras.

Especie Localidad Muestras
B. nibaldoi Puente Traihuanca 3
B. taeniata Quintero 17
B. taeniata Concepcion, Las escaleras 2
B. taeniata Concepcion, Estacion Biologica de Hualpén 19
B. taeniata Provincia de Arauco, sector La Cal 5
B. taeniata Malleco, Collipulli 1
B. taeniata Provincia de Valdivia 3
B. taeniata Puerto Montt, Las Quemas 8
B. taeniata Llanquihue, Puente Los Palos 33
B. taeniata Caleta Tortel 1
B. taeniata Aysén, Bahia Eugenia 2
B. taeniata Rio Mosco 1

Tabla 3. Localidades y nimero de muestras utilizadas para los analisis morfoldgicos.
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RESULTADOS

Analisis moleculares
Analisis filogenético

La Figura 4 muestra la hipotesis filogenética obtenida con el método de inferencia bayesiana,
concatenando el fragmento que incluye los genes 12S, 16S y el tRNAval intermedio y el

citocromo b.

BnibaldoiPuenteTraihuancalm

Hsylvatical.agunasGemelas BnibaldoiPuenteTraihuanca2h

1
Bcfnibaldoi2kmSurPuenteTraihuanca

0,9999 BtaeniataRioMosco

1 BtaeniataPauldeo

BtaeniataRioPillanleufu

=y

BtaeniataQuintero

0,9992
BtaeniataUcuquer

BtaeniataJunquillar

BleptopusPuringue
1 0,8498
BleptopusChubut
0,6049
1 BleptopusRioHuentelefu

BleptopusSendaDarwin
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BleptopusParqueCucao

0,9775

BantartandicaRioHuentelefu
BantartandicaArroyoPuenteRoto
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BantartandicalLaArena
0,9938
BantartandicaPuertoEden
__ 002 BantartandicaAnay

Figura 4. Arbol de consenso de inferencia bayesiana (regla de mayoria del 50%) mostrando las
relaciones entre cuatro especies de Batrachyla e Hylorina (grupo externo). La barra debajo del arbol

representa las sustituciones esperadas por sitio a lo largo de las ramas.

En el arbol de la Figura 4 se observa que las cuatro especies de Batrachyla forman un clado

bien sustentado (probabilidad posterior, pp = 1), que a su vez se subdivide en dos clados con
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probabilidad posterior alta: B. taeniata, incluyendo a B. nibaldoi (pp = 1), y B. leptopus + B.
antartandica (pp = 0,98).

Dentro del clado que incluye a B. taeniata y B. nibaldoi se pueden apreciar dos agrupaciones,
que indican una alta divergencia dentro de B. faeniata, asociada a distintas zonas geograficas
de su distribucion. Uno de estos clados contempla las muestras de la zona norte de su

distribucion, entre las regiones de Valparaiso y Biobio (Quintero, Ucuquer y Junquillar),

mientras que el otro incluye aquellas de la zona sur, entre las regiones de Los Rios y Aysén
(rio Pillanleufu, Pauldeo y rio Mosco). Sin embargo, los ejemplares de B. nibaldoi (Puente
Traihuanca y 2 km al sur de esta localidad) se encuentran dentro del grupo de B. taeniata de
la zona sur, relacionandose estrechamente (pp = 1) con el ejemplar de rio Mosco (limite sur
de la distribucion de B. taeniata). Esto significa que, a diferencia de B. leptopus y B.
antartandica, B. taeniata 'y B. nibaldoi no presentan una relacion de monofilia reciproca con

el ADN mitocondrial (es decir, B. taeniata es parafilética con respecto a B. nibaldoi).

Red de haplotipos

Entre las siete secuencias de citocromo b de B. faeniata (seis localidades) y las tres de B.

nibaldoi (dos localidades) (Tabla 2), se obtuvieron ocho haplotipos.

Los ocho haplotipos forman dos haplogrupos, separados por 39 pasos mutacionales (Figura
5). El primero esta conformado por los haplotipos 5 y 6, que corresponden a las muestras de
la zona norte de la distribucion de B. taeniata, Quintero y Ucuquer (en este analisis no se

pudo incluir el ejemplar de Junquillar).

El segundo haplogrupo estd formado por los seis haplotipos restantes, que corresponden a
los ejemplares de B. taeniata de la zona sur de su distribucion (rio Pillanleufu, Pantano La
Barra, Pauldeo y rio Mosco) y a los de B. nibaldoi (Puente Traihuancay 2 km al S de Puente
Traihuanca). Dentro de este haplogrupo, no hay una separacion entre los haplotipos de B.
taeniata 'y B. nibaldoi, ya que el haplotipo 3 es compartido entre muestras de tres localidades:
una de B. taeniata, procedente de rio Mosco, y dos de B. nibaldoi, una del Puente Traihuanca
y otra de 2 kilémetros al sur de éste. El otro ejemplar de B. nibaldoi de Puente Traithuanca
esta representado por el haplotipo 4, que se separa por un paso mutacional del haplotipo 3
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(Figura 5). La alta divergencia entre los dos haplogrupos y la falta de separacion entre los
haplotipos de B. taeniata 'y B. nibaldoi son congruentes con la topologia dentro del clado que

incluye a estas dos especies en el arbol de inferencia bayesiana (Figura 4).

Hap_2

ls
Q

1 sample
O Quintero
@ Ucuquer
@ PantanolLaBarra
@ RioPillanleufu
© Pauldeo
O PuenteTraihuanca
© SurPuenteTraihuanca
@ RioMosco

Figura 5. Red de haplotipos de las secuencias del citocromo b de B. taeniata 'y B. nibaldoi obtenida

con el método median-joining. El 6valo celeste indica el primer haplogrupo y el violeta, el segundo.

26



Divergencia genética

En la Tabla 4 se muestran las distancias de Tamura-Nei entre las poblaciones de Batrachyla

taeniata, B. nibaldoi y una poblacion de referencia de B. leptopus.

B. nibaldoi | B. nibaldoi | B. nibaldoi | B. taeniata | B. taeniata | B.taeniata | B.taeniata | B. taeniata

(puente (puente (2km sur (rio (rio (Pauldeo) | (Quintero) | (Ucuquer)
Traihuanc | Traihuanc | puente Mosco) Pillanleuf
al) a2) Traihuanc u)

a)

B. nibaldoi 0,00113
(puente
Traihuanca

2)

B. nibaldoi 0,00113 0,00000
(2km sur
puente

Traihuanca)

B. taeniata 0,00113 | 0,00000 | 0,00000

(rio Mosco)

B. taeniata 0,02669 0,02550 0,02550 0,02550
(rio

Pillanleufu)

B. taeniata 0,01375 0,01259 0,01259 0,01259 0,02433
(Pauldeo)

B. taeniata 0,06738 | 0,06611 | 0,06611 | 0,06611 | 0,06098 | 0,06231

(Quintero)

B. taeniata 0,07124 0,06995 0,06995 0,06995 0,06225 0,06357 0,00683
(Ucuquer)

B. leptopus | 0,23892 | 0,23715 | 0,23715 | 0,23715 | 0,22191 | 0,23229 | 0,21515 0,22026

Tabla 4. Distancias genéticas de Tamura-Nei entre poblaciones del género Batrachyla calculadas con

el programa MEGA 11.

Los valores de distancia mas bajos, entre 0 y ~0,001, se observan entre los tres ejemplares de

puente Traihuanca y alrededores (B. nibaldoi) y el de rio Mosco (B. taeniata). Las
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comparaciones entre los ejemplares de B. taeniata de Pauldeo, rio Pillanleufi, Quintero y
Ucuquer presentaron valores intermedios, entre ~0,01 y ~0,07. El ejemplar de Batrachyla
leptopus presento los valores mas altos, mayores a ~0,2, en comparacion con cada uno de los

ejemplares de las otras dos especies.

Los valores de distancia relativamente bajos entre los ejemplares de B. nibaldoi y el de B.
taeniata de rio Mosco, en comparacion con los observados entre las poblaciones del norte y
sur de B. taeniata, son congruentes con la ausencia de monofilia reciproca entre las dos
especies que se obtuvo en la hipdtesis filogenética (Figura 4) y los dos haplogrupos que se

forman en la red de haplotipos (Figura 5).

Analisis morfologicos

e Variables cuantitativas
Largo de las patas

En el grafico de la Figura 6 se resumen las medidas del largo de las patas de las dos especies.
Para B. nibaldoi, la distribucién de los datos centrales (50%) abarca entre 47 a 56 mm,
mientras que para B. taeniata varian entre 44 y 63 mm. Batrachyla nibaldoi tiene una
mediana ligeramente mayor que B. taeniata; sin embargo, esta tltima presenta una dispersion

de datos mayor.
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Figura 6. Distribucion de las medidas de las patas de B. nibaldoi, a la izquierda, y B. taeniata, a la
derecha. Cada caja del grafico concentra el 50% central de los datos; el borde inferior y superior de
la caja representan el primer y tercer cuartil respectivamente. La linea negra horizontal dentro de la

caja representa la mediana de los datos.

Antes de aplicar la prueba estadistica, se evaluaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. La prueba de Levene arroj6 un valor de p = 0,26, lo que indica
que no se detectaron diferencias significativas entre las varianzas de las especies (p > 0,05),
cumpliéndose asi el supuesto de homogeneidad. En cuanto a la normalidad, la prueba de
Shapiro-Wilk entregd valores de p de 0,079 para B. nibaldoi y 0,051 para B. taeniata. Aunque
este ultimo valor se encuentra muy proximo al umbral de significancia, no permite rechazar
la normalidad, por lo que se considerd que el supuesto se cumple, si se considera como un

caso limite para B. taeniata.

Dado que se cumplen los supuestos necesarios, se aplico un ANOVA para evaluar diferencias
en el largo de las patas entre las dos especies. El resultado fue un valor de p= 0,771, indicando
que no existen diferencias significativas entre los grupos. Ademas, el valor de F = 0,086
sugiere que la variacién interespecifica es baja en comparaciéon con la variacion
intraespecifica (Tabla 5).
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Grados de Suma Media Valor de F Pr(>F)
libertad cuadrados cuadratica
Especie 1 14 13,93 0,086 0,771
Residuales 93 15153 162,94

Tabla 5. ANOVA realizado para el largo de las patas de B. taeniata y B. nibaldoi.

Distancia hocico-cloaca

En el grafico de la Figura 7 se resumen las medidas de la distancia hocico-cloaca de las dos

especies. Para B. nibaldoi, la distribucion de los datos centrales (50%) abarca entre 22 a 27

mm, mientras que para B. taeniata los datos varian entre 23 a 31 mm. La mediana de B.

taeniata es levemente mayor que la de B. nibaldoi.

Distancia hocico-cloaca

Especie

Figura 7. Distribucion de los valores de la distancia hocico-cloaca de B. nibaldoi, a la izquierda, y B.
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taeniata, a la derecha. Cada caja del grafico concentra el 50% central de los datos; el borde inferior y
superior de la caja representan el primer y tercer cuartil respectivamente. La linea negra horizontal

dentro de la caja representa la mediana de los datos.

Se evaluaron los supuestos necesarios para aplicar una prueba paramétrica. En primer lugar,
se aplico la prueba de Levene para verificar la homogeneidad de varianzas, obteniéndose un
valor de p = 0,79, lo que indica que las varianzas entre grupos son homogéneas (p > 0,05).
Luego, se evaluo la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk, la cual entregd un valor
de p = 0,069 para B. nibaldoi y de 0,0046 para B. taeniata. Este ultimo valor indica una

distribucidén no normal en B. taeniata.

Se realiz6 una transformacion logaritmica de los datos para corregir esta desviacion, pero la
distribucion no cambid, por lo cual se procedié a realizar una prueba no paramétrica, un
ANOVA de Kruskal-Wallis, ya que es una alternativa al ANOVA para comparar medianas

entre grupos.

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis fueron: chi-cuadrado = 0,69, gl =1, p=0,41.
Este resultado indica que no existen diferencias significativas en las medidas de distancia

hocico-cloaca entre B. nibaldoi y B. taeniata.

e Variables cualitativas

Los estados observados de las variables cualitativas (presencia y ausencia del tubérculo
palmar externo y metatarsal externo y grosor de la membrana interdigital) se resumieron en
tablas de contingencia, a las cuales posteriormente se aplicaron pruebas de Fisher debido al

desbalance de las muestras. De esta forma se pudo evaluar la asociacion entre las variables.

Tubérculo palmar externo

‘ Ausente ‘ Rudimentario ‘ Presente ‘ Indeterminable

B. nibaldoi ‘ 1 ‘ 2 ‘ 0 ‘ 0
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B. taeniata 0 78 3
Tabla 6. Distribucion de la presencia del tubérculo palmar externo segun especie.
Tubérculo metatarsal externo
Ausente Ausente Rudimentario Presente | Indeterminable
(con
mancha)
B. nibaldoi 2 0 1 0 0
B. taeniata 3 4 0 84 1
Tabla 7. Distribucion de la presencia del tubérculo metatarsal externo segun especie.
Grosor de la membrana interdigital
Mas gruesa Opaca Transparente | Indeterminable
B. nibaldoi 0 3 0
B. taeniata 57 10 18

Tabla 8. Distribucion del grosor de la membrana interdigital segiin especie.

La Tabla 9 muestra los resultados de la prueba de Fisher para las variables de tubérculo

palmar externo, tubérculo metatarsal externo y grosor de la membrana.

Variable

Valor de p entregado

32



Tubérculo palmar 0,0001589

Tubérculo metatarsal 0,0003974

Grosor de la membrana 0,004291

Tabla 9. Valores de p de las pruebas de Fisher para cada variable.

Se evidencia una relacion significativa a nivel de especie para todas las variables, debido a
que los valores de p entregados son menores a 0,05. Sin embargo, los resultados de estas
pruebas pueden estar influenciados por el desbalance de muestras debido a las pocas muestras

de B. nibaldoi.

En cuanto las otras dos variables examinadas, el grosor de los dedos y la forma de las puntas
de éstos, no se pudieron realizar pruebas estadisticas, ya que en la totalidad de las muestras
de las dos especies se observaron dedos delgados y puntas redondeadas, indicando que no

existe una relacion entre estas caracteristicas y la especie.
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DISCUSION

Este es el primer estudio que presenta evidencia molecular (ADN mitocondrial) y
morfologica (caracteres cualitativos y cuantitativos externos) para reevaluar la validez
taxondmica de Batrachyla nibaldoi con respecto a Batrachyla taeniata. Para ello se
obtuvieron por primera vez datos moleculares y de morfologia externa de ejemplares de B.
nibaldoi de su localidad tipo (Puente Traihuanca), que fueron comparados con informacién
de poblaciones de B. taeniata representativas de gran parte de su rango de distribucion. Los
resultados del andlisis filogenético y la red de haplotipos muestran que la poblacion de B.
nibaldoi de la localidad tipo esta estrechamente relacionada con las poblaciones mas surefias
de B. taeniata, lo cual es ratificado cuantitativamente por las distancias genéticas entre todas
las poblaciones de ambas especies. Por otra parte, los andlisis morfoldgicos indicaron que la
mayor parte de los caracteres descritos como diagnosticos de B. nibaldoi no presentaron
diferencias consistentes entre ambas especies y son polimoérficos en B. taeniata. Todos estos
resultados son congruentes entre si, sugiriendo que Batrachyla taeniata y Batrachyla

nibaldoi son conespecificas.

El analisis filogenético (Figura 4) muestra que no existe una diferenciacion genética entre B.
taeniata y B. nibaldoi, ya que los ejemplares de Puente Traihuanca (y de una localidad muy
cercana ubicada a 2 km al sur) no conforman el grupo hermano de B. taeniata, sino que se
relacionan directamente con la localidad mas austral de esta especie (rio Mosco). Esta
estrecha cercania genética también se refleja en las longitudes cortas de las ramas del arbol
correspondientes a las poblaciones de Puente Traihuanca y rio Mosco. En otras palabras, la
poblacion de B. nibaldoi es equivalente a una poblacion mas de B. taeniata, por lo que se
puede decir que esta ultima especie es parafilética con respecto a la primera. Dentro del clado
de B. taeniata se pueden apreciar dos subclados principales, uno que agrupa a las poblaciones
de la zona norte (Quintero, Ucuquer y Junquillar) y otro que agrupa a las poblaciones de la
zona sur de su distribucion (rio Pillanleufu, Pauldeo y rio Mosco, donde ademés se encuentra
contenido B. nibaldoi). Este patron de divergencia profunda ya se habia observado en un
analisis filogeografico de B. taeniata realizado previamente por Cisternas (2022) quien

encontr6 dos clados principales dentro de la especie, uno que abarca su distribucion norte y
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otro la del sur, separados por el rio Biobio. Este rio ya se habia propuesto como barrera
geografica para otras especies de vertebrados (Munoz-Mendoza et al. 2017, Palma et al.
2012). Sin embargo, aca se detectd una diferencia importante con respecto al patron de
divergencia hallado por Cisternas (2022), ya que el ejemplar proveniente de la laguna
Junquillar se ubica filogenéticamente en el clado norte de B. faeniata (Figura 4), a pesar de
que esa localidad se encuentra al sur del rio Biobio, lo que podria indicar que este limite

biogeografico planteado con anterioridad no es tan rigido.

En la red de haplotipos también se puede apreciar la profunda divergencia genética dentro de
B. taeniata, que se refleja en dos haplogrupos separados por muchos pasos mutacionales y
segregados espacialmente (norte y sur, Figura 5). Lo otro que se destaca en la red de
haplotipos es el haplotipo 3, el cual es compartido entre individuos de B. nibaldoi y B.
taeniata provenientes de la zona sur (Puente Traihuanca, 2 kilémetros al sur de éste y rio
Mosco). Esto significa que no hay una diferenciacion genética entre B. taeniata 'y B. nibaldoi,
al menos en su ADN mitocondrial, lo cual es congruente con el resultado del analisis
filogenético. Ademas, la presencia del mismo haplotipo en ejemplares de localidades
separadas por mas de 200 km sugiere que esas poblaciones, independientemente del nombre
que han recibido, presentan una baja variacion genética en comparacion al extremo norte de

la distribucidn de B. taeniata.

Los valores de divergencia genética también reflejan la falta de diferenciacion entre B.
taeniata y B. nibaldoi y la profunda division dentro de B. taeniata (Tabla 4). Asi, las
distancias extremadamente bajas entre la muestra de B. taeniata perteneciente a la localidad
de Rio Mosco y las tres muestras correspondientes a B. nibaldoi, con valores que van de
~0,000 a ~0,001, demuestran una estrecha relacion entre las poblaciones de B. nibaldoi y la
muestra de B. taeniata del extremo sur, que es consistente con la interpretacion de que se
trata de la misma especie. Respecto a las distancias entre las muestras de B. faeniata del rio
Pillanleuft y de Pauldeo con las muestras de B. nibaldoi y de B. taeniata de rio Mosco, se
observan distancias que van entre los ~0,012 y ~0,026, que de acuerdo con los valores de
referencia en estudios de vertebrados (ver Metodologia) corresponden a poblaciones distintas
dentro de la misma especie. En cuanto a los valores de distancias de B. nibaldoi y B. taeniata

de rio Mosco en comparacion con las muestras de B. faeniata de la zona norte (Quintero y
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Ucuquer) se observan valores entre ~0,066 y ~0,071, lo que se puede interpretar como linajes
diferentes dentro de la especie. Esto concuerda con la alta divergencia intraespecifica
observada por Cisternas (2022), quien encuentra dos clados principales para la especie. Por
ultimo, en la Tabla 4 se puede observar que los valores de distancia entre todas las
poblaciones de B. taeniata y B. nibaldoi y el ejemplar de B. leptopus son mayores a 0,2, lo

cual ejemplifica lo esperado al comparar especies totalmente diferentes.

La informacién genética fue contrastada con una comparacion de caracteres morfologicos
externos entre B. taeniata y B. nibaldoi, ya que la descripcion de esta ultima se baso
exclusivamente en ese tipo de caracteres. Formas (1997) incluy6 el tamafio corporal en la
diagnosis de B. nibaldoi (rana de tamafio mediano, 35,4-40,8 mm de distancia hocico-cloaca)
y ademas indico que esta especie tiene las patas traseras mas cortas que B. taeniata. Los
analisis de ANOVA realizados en este estudio (Figuras 6 y 7) muestran que tanto la distancia
hocico-cloaca como la medida del largo de las patas no presentan diferencias entre ambas
especies, lo cual implica que ninguna de estas dos medidas cuantitativas se puede utilizar

para diferenciar a B. nibaldoi de B. taeniata como lo planteé Formas (1997).

También se analizaron los siguientes caracteres externos cualitativos utilizados por Formas
(1997) para diferenciar a ambas especies: grosor y transparencia de la membrana interdigital
(gruesay opaca en B. taeniata; transparente y delgada en B. nibaldoi) y presencia y desarrollo
de los tubérculos palmar y metatarsal externos (ambos presentes en B. faeniata; el primero
rudimentario y el segundo ausente en B. nibaldoi). Las pruebas de Fisher (Tabla 10) sobre
las tablas de contingencia muestran que B. nibaldoi y B. taeniata podrian diferenciarse por
el grosor de la membrana interdigital y la presencia y desarrollo de los tubérculos. Sin
embargo, es necesario destacar que las caracteristicas de la membrana interdigital y los
tubérculos son variables dentro de B. taeniata. Por ejemplo, hay ejemplares de B. taeniata
con membrana transparente y que no poseen tubérculo metatarsal externo, tal como se
describio6 para B. nibaldoi. En todo caso, se requieren mas datos o muestras de B. nibaldoi
para disminuir el desbalance de los datos y asi realizar pruebas estadisticas mas robustas.
Otra de las caracteristicas morfoldgicas utilizadas por Formas (1997) para distinguir a ambas
especies fue el grosor y la forma de las puntas de los dedos, pero en este estudio no se

encontr6 ninguna diferencia significativa a nivel de especie. Todos estos resultados muestran
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que tampoco hay diferencias consistentes en la mayoria de los caracteres diagndsticos
cualitativos, lo que podria explicar lo expuesto por Diaz-Paez et al. (2002), quienes
mencionan que B. nibaldoi concuerda con las descripciones fenotipicas de B. taeniata (y que

ambas especies no pueden diferenciarse por sus vocalizaciones), poniendo en duda la validez

de B. nibaldoi.

Batrachyla nibaldoi es una especie poco conocida, ya que mas alla de su descripcion (Formas
1997), solo se han publicado nuevas localidades que extendieron significativamente su
distribucion al norte y sur de la localidad tipo (Diaz-Paez et al. 2002, Diaz-Paez & Carrefio
2002, Pincheira-Donoso & Diaz-Paez 2003, Rabanal 2010, Gonzalez et al. 2015). Los nuevos
registros implican que la distribucion de B. nibaldoi es fragmentaria, pero extensa (~ 680 km
latitudinalmente, 42°35°-48°42°S), aunque Rabanal (2010) indica que su distribucion seria
continua entre Bahia Murta y las cercanias de Villa O’Higgins. Sin embargo, se conocen
poblaciones de B. taeniata a lo largo de toda la extension del rango de B. nibaldoi y hasta un
poco mas al sur de Villa O’Higgins (rio Mosco, 48°29°S; Correa et al. 2014). Esto implica
que la distribucion de B. nibaldoi estaria contenida casi completamente dentro de la de B.
taeniata (con la excepcion del extremo sur, Fiordo Témpanos, Gonzalez et al. 2015), aunque

el nivel de simpatria o sintopia entre ambas especies se desconoce actualmente.

Las distribuciones actuales de B. taeniata y B. nibaldoi implican que ocurrié un evento de
especiacion en algun punto dentro de la zona de superposicion y que luego una o ambas
especies expandieron su rango hasta quedar casi completamente solapadas geograficamente.
Aunque se desconoce hasta qué punto ambas especies pueden coexistir en el mismo sitio
(solo hay un caso de sintopia reportado, Diaz-Péaez ef al. 2002) o hay cierta segregacion de
nicho que les permite tener el alto grado de simpatria descrito, en ambos casos tendrian que
haber evolucionado barreras reproductivas para mantener la superposicion de sus rangos. Al
parecer, las vocalizaciones no cumplen ese rol ya que no habria diferencias entre los cantos
de estas especies como mencionan Diaz-Pdez et al. (2002) (aunque el canto de B. nibaldoi
nunca ha sido descrito formalmente). Esto contrasta con las evidentes diferencias
morfologicas y etoldgicas (vocalizaciones) entre B. taeniata y las otras dos especies del
género, B. antartandica y B. leptopus, con las cuales comparte gran parte de su distribucion

y habitats (Penna y Veloso 1990, Rabanal y Nufiez 2008). La evidencia genética y
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morfologica obtenida en este estudio, que sugiere que B. taeniata y B. nibaldoi corresponden
a la misma especie, simplifica el escenario biogeografico y evolutivo antes descrito vy,

ademads, implica una menor diversidad especifica para el género (solo cuatro especies).

En un contexto biogeografico mas amplio, si se acepta la hipotesis de sinonimia entre estas
dos especies, la diversidad del género iria disminuyendo progresivamente hacia el sur, ya que
B. leptopus llega hasta los 48°11°S (Sector rio Bravo, Ortiz & Dominguez 2021), B. taeniata
llegaria hasta los 48°42°S (Fiordo Témpanos, Gonzélez et al. 2015) y B. antartandica alcanza
los 52°40’S (Cabo Ledn en la isla Riesco, Stipicic et al. 2020). Esta disminucion de la riqueza
hacia el extremo sur concuerda con el patron general de distribucion de los anfibios en Chile
(Vidal 2008, Vidal y Diaz-P4ez 2012) y fue recientemente encontrado para el género Alsodes
(San Francisco 2024, tesis de pregrado de Biologia). Por otro lado, la disminucion de la
variacion genética intraespecifica hacia el sur observada en B. taeniata (incluyendo a las
poblaciones de Puente Traihuanca y alrededores dentro de esta especie) concuerda con los
patrones de variacion encontrados en otras especies de anfibios codistribuidos como
Eupsophus calcaratus (Nunez et al. 2011) y B. leptopus (Nufiez et al. 2020). Por lo tanto, la
hipotesis de sinonimia de B. nibaldoi con B. taeniata no solo es soportada por la falta de
diferenciacion genética y morfoldgica entre ambas especies, sino que también tiene sentido
en el contexto de la biogeografia e historia poblacional de los anfibios de los bosques

templados del sur de Chile.
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CONCLUSION

Este estudio proporciona una evaluacion integral de la relacion entre Batrachyla nibaldoi y
Batrachyla taeniata, incorporando por primera vez datos moleculares y morfoldgicos de
ejemplares de la localidad tipo de B. nibaldoi. El analisis filogenético, la red de haplotipos y
las distancias genéticas muestran que las poblaciones asignadas a B. nibaldoi no constituyen
un linaje genético independiente, sino que se encuentran estrechamente relacionadas con las
poblaciones mas australes de B. taeniata, compartiendo incluso haplotipos mitocondriales.
Esta falta de diferenciacion genética, junto con la ausencia de diferencias consistentes en la
mayoria de los caracteres morfoldgicos diagndsticos propuestos originalmente, indican que

ambas entidades corresponderian a una misma especie.

Los resultados de los analisis morfologicos permiten cuestionar la diagnosis de B. nibaldoi,
ya que los caracteres cualitativos y cuantitativos utilizados para separar a esta especie de B.
taeniata (como el tamafo corporal, la longitud de las patas o la forma de los tubérculos)
demostraron ser altamente variables dentro de esta ultima especie. Considerando el alto nivel
de variacion fenotipica de B. taeniata, estos resultados por si solos apoyan la hipdtesis de
sinonimia de B. nibaldoi con B. taeniata, lo cual implica que las poblaciones de B. nibaldoi
pueden considerarse simplemente como poblaciones adicionales del extremo sur de esta
ultima especie. Este resultado es importante, ya que B. nibaldoi se describié solo

considerando caracteres morfologicos externos.

La reinterpretacion taxondmica propuesta aqui no solo reduce la diversidad especifica
reconocida dentro del género Batrachyla, sino que también tiene importantes consecuencias
para la comprension de su biogeografia e historia evolutiva. La distribucion de B. nibaldoi
se encuentra casi completamente contenida dentro del rango de B. taeniata y los patrones
genéticos observados (con una marcada diferenciacion entre clados norte y sur y una
disminucién de la variacién genética hacia el sur) son coherentes con procesos historicos
comunes a otros anfibios del bosque templado austral. Asimismo, el muestreo de B. taeniata
permite cuestionar la rigidez de algunas barreras geograficas propuestas previamente, como
el rio Biobio, cuyo rol como barrera podria ser més permeable de lo que se pensaba.
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En conjunto, estos resultados refuerzan la necesidad de reevaluar especies descritas
unicamente con base en caracteres morfologicos limitados, especialmente en grupos con alta
variabilidad fenotipica y baja diferenciacion genética. Ademas, destacan la importancia de
integrar enfoques filogenéticos, morfologicos y biogeograficos para una delimitacion
taxondmica robusta, que refleje con mayor precision la diversidad evolutiva real de los taxa

involucrados.
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