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Resumen.— Hyloscirtus colymba es una especie de rana de rio con distribucion en Costa
Rica y Panama y con algunos registros de la Cordillera Occidental de Colombia. Las
poblaciones colombianas no han sido incluidas en estudios comparativos con las
poblaciones centroamericanas, por lo que su taxonomia no ha sido puesta a prueba.
Adicionalmente algunas poblaciones del norte de la Cordillera Central han sido
descubiertas en expediciones recientes y las cuales de acuerdo a la descripcion original,
podrian estar relacionadas con H. colymba. Desde un enfoque fenotipico evaluamos
dichas poblaciones empleando evidencia bioacustica y morfométrica. Nuestros resultados
indican que los individuos de los Andes de Colombia difieren notablemente de las
poblaciones centroamericanas, logrando distinguir cuatro poblaciones diferentes desde
nuestra perspectiva integradora con relacion a H. colymba. Describimos los cantos de
anuncio y encontramos que las cuatro poblaciones andinas presentan diferencias
marcadas entre ellas en algunos de sus parametros temporales, espectrales y estructurales.
Adicionalmente comparamos nuestras vocalizaciones con algunas de las especies del
grupo: H. alytolylax, H. mashpi, H. conscientia, H. palmeri, y H. simmonsi, evidenciando
que con estas tampoco existen similitudes. Los resultados morfométricos respaldan los
grupos encontrados en el analisis acustico, presentando una diferenciacion marcada de
las poblaciones panamefias respecto a las andinas y presentando diferencias significativas
en el tamafio corporal para casi todas las poblaciones, aunque son casi indistinguibles por
medio de su coloracion. Dada la importancia de los cantos de anuncio en el aislamiento
reproductivo y la utilidad de estos y del tamafio corporal para diagnosticar las especies,
las diferencias encontradas indican que posiblemente estamos ante un caso de diversidad
criptica, lo que podria significar un aumento de casi el 11% en la diversidad de especies

para el género.
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Palabras clave.— Taxonomia, Bioacustica, Morfometria, Cantos de anuncio, Andes,

Centroamérica.

Introduccion

Los anfibios emplean mdltiples mecanismos para su comunicacion, siendo las
vocalizaciones el principal método de transmision de sefiales entre los anuros (Vitt &
Caldwell, 2014). En los anfibios anuros, dichas vocalizaciones se clasifican de acuerdo a
sus funciones o al contexto en el que son producidas, suelen ser emitidas durante
interacciones intraespecificaes, interespecificas y en encuentros con depredadores
(Duellman & Trueb, 1994). Entre los tipos de sefiales acUsticas el mas estudiado ha sido
el canto de anuncio, el cual se emplea principalmente para el dominio territorial, atraccion
hembras y desencadenar en ocasiones un evento reproductivo (Littlejohn 1977; Cocroft
& Ryan, 1995, Duellman y Trueb 1994). Dado su rol en la reproduccion el canto de
anuncio se desempefia como un mecanismo de aislamiento reproductivo pre-cigotico
(Littlejohn, 1969), por consiguiente, esta sujeto a seleccion sexual, influenciando el
fitness de los individuos (Vitt & caldwell, 2014) y adquiriendo asi un papel importante

en procesos evolutivos y de especiacion (Vences & Wake, 2007).

El canto de anuncio usualmente se considera especie-especifico, presentado
diferencias en sus parametros cuantitativos y cualitativos, incluso entre especies
estrechamente relacionadas (Littlejohn, 1969; Vences & Wake, 2007; Guayasamin et al.,
2015: Rivera-Correa et al.,, 2017; Rada et al., 2019; Rojas-Runjaic et al., 2018;
Almendariz et al., 2014; Péez & Ron, 2019; Caminer & Ron, 2020; Kohler et al., 2017,
Yanez-Mufioz et al., 2021), convirtiéndose en una fuente valiosa de informacién para la
identificacion y como criterio para la delimitacion de especies. Dado esto el canto de

anuncio es especialmente relevante para diagnosticar linajes hermanos o aquellos que
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presentan una morfologia criptica, que bajo el enfoque de la taxonomia netamente
morfologica presentan limitaciones al momento de su identificacion (Dayrat, 2005;

Bickford et al., 2007; Padial & De la Riva, 2009).

Por su parte, la morfometria interpreta la forma desde una perspectiva cuantitativa
a partir de las mediciones de las estructuras corporales. La morfometria entonces
involucra la descripcion y el analisis de la variacion de la forma en y entre los organismos,
asimismo los cambios en la forma por efectos de crecimiento, tratamientos
experimentales, efectos ecoldgicos o influencia de las fuerzas evolutivas (Rohlf &
Marcus, 1993; Vieira et al., 2008; Borzée et al., 2013), y usualmente evaluada desde un
enfoque analitico usando estadistica multivariada. Las mediciones corporales son utiles
para la cuantificacion de la formay para la interpretacion de rasgos morfoldgicos, incluso
aquellos que contienen sefial filogenética (Wiens, 2001). La morfometria incluso puede
revelar diferencias significativas entre especies consideradas cripticas (Caminer & Ron,
2020), lo que la convierte en una herramienta que puede ser de gran ayuda al momento

de identificar especies.

Hyloscirtus Peters, 1882 es un género Neotropical perteneciente a la familia
Hylidae que se reproduce en ecosistemas l6ticos (i.e. quebradas y riachuelos), esta
conformado actualmente por 38 especies descritas (Frost, 2021) divididas en 4 grupos
taxonomicos: Hyloscirtus armatus, H. bogotensis, H. larinopygion, H. jahni, (Faivovich
et al., 2005; Guayasamin et al., 2015; Rojas-Runjaic et al., 2018; Ron et al., 2018). Su
distribucion comprende desde el centro de Costa Rica, en bosques humedos en ambos
flancos de los Andes en Colombia y Ecuador, en los valles interandinos y la Amazonia
de Per0, Colombia, Ecuador, Venezuela y Bolivia (Frost, 2021), siendo los Andes la

region donde se encuentra mayor riqueza de especies. A pesar de la relativa amplia



Botero-Alvarez, 2021 — Diversidad criptica en H. colymba

distribucion del género algunas especies presentan distribuciones muy restringidas

(IUCN, 2021).

El grupo Hyloscirtus bogotensis es un clado monofilético (Rojas-Runjaic et al.,
2018; Yanez-Mufoz et al., 2021), con distribucion en Costa Rica, Panama, en ambos
flancos de los Andes de Colombia, Venezuela y Ecuador, en la Amazonia de Colombia,
Ecuador y Pert y también en el choco biogeografico de Colombia y Ecuador. Esta
conformado por 17 especies: H. albopunctulatus (Boulenger, 1882), H. alytolylax
(Duellman, 1972), H. bogotensis Peters, 1882, H. callipeza (Duellman, 1989), H. colymba
(Dunn, 1931), H. conscientia Yanez-Mufoz et al., 2021, H. denticulentus (Duellman,
1972), H. japreria Rojas-Runjaic et al., 2018, H. lascinius (Rivero, 1970 “1969”), H.
lynchi (Ruiz-Carranza & Ardila-Robayo, 1991), H. mashpi Guayasamin et al., 2015, H.
palmeri (Boulenger, 1908), H. phyllognathus (Melin, 1941), H. piceigularis (Ruiz-
Carranza & Lynch, 1982), H. platydactylus (Boulenger, 1905), H. simmonsi (Duellman,
1989), y H. torrenticola (Duellman & Altig, 1978). Se ha considerado la presencia de una
glandula en el menton de los machos y visible externamente (excepto en H. lynchi), como
una sinapomorfia morfolégica del grupo y caracter diagnostico (Duellman, 1972;
Duellman, et al., 2016; Faivovich et al., 2005), sin embargo, H. janhi, especie hermana
de todas las especies de Hyloscirtus también posee esta estructura (Rojas-Runjaic et al.,
2018), sugiriendo un origen independiente del caracter. Posteriormente, Brunetti et al.
(2015) reafirmd que este caracter no es unico del grupo H. bogotensis sino que se ha

originado multiples veces en algunos géneros de la tribu Cophomantini (Hylidae).

Algunas especies pertenecientes al grupo Hyloscirtus bogotensis han sido
previamente evaluadas bajo el enfoque morfométrico y bioacustico (Duellman, 1972).
Dicho andlisis incluyo tres caracteres morfométricos, ocho morfolégicos y tres de

coloracion con poblaciones de H. alytolylax, H. colymba, H. phyllognatus, H.
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denticulentus, H. bogotensis y H. platydactylus, ademas comparo siete pardmetros de los
cantos para H. colymba, H. phyllognatus e H. platydactylus. Los resultados sugieren que
los datos obtenidos de los cantos son altamente discriminantes para las especies (ver
Duellman, 1972). De igual manera, estudios recientes en el grupo H. bogotensis han
mostrado que la evidencia molecular, las medidas de tamafio corporal y las vocalizaciones
son caracteres importantes para diferenciar entre especies estrechamente relacionadas o

morfolégicamente cripticas (Guayasamin et al., 2015; Rojas-Runjaic et al., 2018)

Hyloscirtus colymba (Dunn, 1931) es una especie moderadamente pequefia, la
longitud rostro-cloaca promedio para machos es 34.7 (31.9-37.9) mm, y 36.2 (31.4-39.1)
mm en hembras, presenta un color verde palido a marrén en el dorso, los machos
presentan una glandula en el mentén (Duellman, 1970; Duellman, 1972). Es una especie
amenazada (EN) segun la lista roja de la IUCN, actualmente se distribuye en las vertientes
caribefias de Costa Rica y el occidente de Panama y las vertientes del pacifico de centro
y oriente de Panama, entre el nivel del mar y 1410 msnm, y posiblemente se extienda
hasta el noroccidente de Colombia, pero de acuerdo a Frost, (2021) sin registros
confirmados. Pese a lo sugerido, algunos reportes se han referido para la Cordillera
Occidental en los departamentos de Antioquia, Valle del Cauca y Risaralda entre los
1400-2250 metros de altitud (Bernal & Lynch, 2008; Sanchez, 2010; Acosta, 2021), no
obstante, no han sido evaluados desde ninguna perspectiva comparativa respecto a las
poblaciones centroamericanas. Dado lo anterior, y reconociendo la incertidumbre en el
estatus taxondémico para las poblaciones colombianas, el objetivo de este estudio es
evaluar desde un enfoque acustico y morfométrico algunas de las poblaciones asignadas
a H. colymba reportadas para la Cordillera Occidental, sumado a poblaciones descubiertas

recientemente en expediciones llevadas a cabo en la Cordillera Central.

Materiales y métodos
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Fase de campo

Los muestreos se llevaron a cabo en noviembre de 2017, marzo, abril y octubre 2018 y
julio y noviembre 2020 en diferentes localidades al norte de la Cordillera Central en
Antioquia (Fig. 1). Se realizaron jornadas de muestreo nocturno entre las 18:00 y las
01:00 horas aproximadamente, en areas con un gradiente altitudinal entre los 1550 a 2100
msnm, en las cuales predomina el bosque de niebla. Se aplic6 un muestreo de inventario
completo de especies (Rueda et al., 2006), en el cual se realizaron trayectos a lo largo de
las quebradas con el objetivo de ubicar a los machos por medio de su actividad acustica.
Adicionalmente se hizo blasqueda activa de individuos no vocalizantes, renacuajos y
juveniles. Para los individuos encontrados se caracterizaron las condiciones de
microhabitat de percha y comportamiento, asi mismo se registraron variables ambientales

como temperatura, condiciones del clima, coordenadas y altitud.

Analisis acustico

Las vocalizaciones de algunos machos fueron grabadas lo méas cerca posible a los
individuos emisores (entre 0.5 a 4.0 m) para evitar el enmascaramiento de sus cantos por
el ruido ambiental y en lo posible colectados posteriormente. Los registros de sonido se
realizaron con una grabadora TASCAM DR40 y TASCAM DR-22WL conectada a un
microfono unidireccional Sennheiser K6/MEG6. Se obtuvieron archivos de Panam4, uno
de ellos obtenido de Macaulay Library (MC194078: http://macaulaylibrary.org). Los
sonidos se grabaron en formato WAB a una tasa de muestreo de 44.1kHz y precision de
16 bits. Se hace el analisis mediante Raven Pro 1.6 (Center for Conservation Bioacoustics,
2019), con una FFT de 256 puntos, solapamiento 50% y una ventana de muestreo de Hann
de 90%. Se analizaron un total de 1153 cantos de 38 machos diferentes. La definicion de
los parametros acusticos se realizd siguiendo Kohler et al. (2017). Los parametros

cuantitativos temporales se obtuvieron de los oscilogramas y los espectrales de los
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espectrogramas, estos se expresan en segundos (s) y Hertz (Hz) respectivamente. Las
variables temporales fueron: duracion del canto, intervalo silencioso entre cantos,
duracion de nota, intervalo entre notas, tasa de canto (cantos por minuto), y una variable
estructural (nmero de notas por canto). Las variables espectrales fueron: ancho de banda,
frecuencia pico (= frecuencia dominante), se usé la configuracién de frecuencia 5% y
frecuencia 95% en Raven para medir la frecuencia inferior y superior, ademas se obtiene
la pendiente promedio de la curva de la frecuencia pico (Hz/ms) para comprobar
cuantitativamente la modulacion de las vocalizaciones segin Emmrich et al. (2020). Las
figuras de los sonidos se obtuvieron por medio del paquete seewave v2.1.6 (Sueur et al.,
2008) y tuneR v1.3.3 (Ligges et al., 2018) para R v4.0.4 (R Development Core Team,

2021).

Analisis morfométrico y morfoldgico

El analisis morfométrico se llevé a cabo con especimenes colectados al norte de las
Cordilleras Occidental y Central, en los departamentos de Antioquia y Caldas junto con
material colectado en el Cerro Tacarcuna, region del Darién cerca de la frontera con
Panaméa (Apéndice 1). Los individuos fueron sacrificados con lidocaina 2%, fijados con
formalina 10% y almacenados en etanol al 70%. Antes de la fijacién, se extrajo tejido
muscular de algunos individuos y se almacend en etanol al 95% para estudios genéticos.
Se determind el sexo y madurez sexual, en los machos por medio de la presencia de la
glandula en el mentdn, saco vocal expandido y si estos eran vouchers de canto y las
hembras carecen de la glandula y de saco vocal, pero tiene un mayor tamafio corporal y
huevos visibles a través de la piel, si se encontraba en actividad reproductiva. En total se
obtuvieron 53 individuos (48 machos y 5 hembras). Para la toma de mediciones se empled
un calibrador digital de 0.1mm de precision para tomar las siguientes medidas: longitud

rostro-cloaca (LRC, desde la punta del rostro a la cloaca), longitud de la cabeza (LC,
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desde la comisura de la mandibula a la punta del rostro), ancho de la cabeza (AC, entre
ambas comisuras de la mandibula), diametro del ojo (DO, horizontalmente desde el
angulo anterior al posterior del 0jo), distancia ojo-narina (DON, desde el margen anterior
del ojo al margen posterior del orificio nasal), distancia narina-rostro (DNR, del margen
anterior del orificio nasal a la punta del rostro), distancia entre narinas (DIN, entre los
margenes interiores de los orificios nasales), distancia interorbital (D1O, entre margenes
anteriores de los ojos), diametro del timpano (DT, seccion horizontal del timpano),
longitud de antebrazo (LA, desde el codo a la base de la mano), ancho del antebrazo (AA,
seccion transversal del antebrazo), longitud de la mano (LM, de la base del tubérculo
palmar exterior a la punta del dedo Ill), longitud del muslo (LF, desde la cloaca a la
rodilla), longitud de la tibia (LT, de la rodilla al talén), longitud del tarso (LTA, del talén
a la base del tubérculo metatarsiano interno del pie), longitud del pie (LP, del tubérculo
metatarsiano interno a la punta del dedo V), didmetro del disco del dedo I1I de la mano
(DTD, seccion transversal del disco del dedo I11), didmetro del disco del dedo IV del pie
(DCD, seccion transversal del disco del dedo 1V), de acuerdo a Watters et al. (2016). Para
la descripcion de la coloracion en vida se implementaron las fotografias digitales. Los
individuos utilizados estan depositados en la coleccion del Museo de Herpetologia
Universidad de Antioquia (MHUA) y en series de campo de Mauricio Rivera-Correa
(MRC), Marco Rada (MAR), Juan Manuel Renjifo (JMR) y Vicente Rueda (VR), ver

Apeéndice 1.

Andlisis estadistico

Las bases de datos morfométricos y bioacusticos se trataron independientemente y se
sometieron a las mismas pruebas estadisticas. Los datos son tratados y analizados
siguiendo las recomendaciones de Palacio et al. (2020). Todos los andlisis se realizaron

en R v4.0.4 (R Development Core Team, 2021). Primero se realizd un anélisis de
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componentes principales (ACP) con el fin de reducir la redundancia de los datos y
apreciar segregacion entre las diferentes poblaciones estudiadas. Posteriormente se
realiz6 un analisis de funcion discriminante (AFD) para determinar que variables son las
que permiten una mayor discriminacion entre los grupos. Para obtener los estadisticos se
llevé a cabo una prueba Shapiro-Wilks de normalidad para confirmar la distribucion
normal de los datos a los cuales posteriormente se les aplic6 ANOVA de una via para
verificar diferencias significativas de las variables entre las poblaciones estudiadas, una
vez se obtuvieron diferencias significativas se realiz6 una prueba post-hoc de Tukey para

conocer entre cuales de las poblaciones se presentaron estas diferencias.

Resultados

Comparacion bioacustica

Las poblaciones que presentaron cantos estructuralmente disimiles se tomaron como
grupos de estudio diferentes, a la vez dentro de estas poblaciones se evidenciaron
diferencias en algunos de los pardmetros espectrales, por lo que estas también son
consideradas grupos diferentes. Se obtuvieron cinco grupos de estudio conformados por
ocho localidades (Apéndice 1). En el analisis de componentes principales el CP1 explico
principalmente la variacion en las variables espectrales, es decir, frecuencia minima,
frecuencia pico y frecuencia maxima y la temporal duracién del canto; mientras el CP2
se relacion6 con el ancho de banda, las notas por canto y el intervalo entre cantos (Tabla
1). El espacio acustico representado por CP1 y CP2 rescatd una segregacion acustica
notable entre las cinco poblaciones propuestas, mostrando una diferenciacion de las
centroamericanas con las colombianas (Fig. 2). La variacion acustica entre las
poblaciones estudiadas se plasma en tabla 2. La prueba de Tuckey reveld diferencias
significativas en la duracién del canto, el intervalo entre cantos y las frecuencias pico,

minima y maxima de Hyloscirtus colymba con todas las poblaciones de Colombia (P<
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0.001, Fig. 3, Apéndice 2). En las poblaciones colombianas la duracion del canto también
mostrd diferencias significativas entre Frontino y Valdivia mientras que Anori difiri6 de
Florencia y Valdivia. El intervalo entre cantos en cambio solo varid entre Anori y
Florencia. La frecuencia minima mostrd diferencias para Florencia con Anori y Valdivia.
La frecuencia pico presento diferencias de Valdivia con Frontino y Florencia y entre las
poblaciones Anori y Florencia. Mientras que la frecuencia méxima presenté diferencias
significativas para Valdivia con todas las otras poblaciones colombianas y entre Florencia

y Anori (Apéndice 2)

Descripcidn de los cantos

Para mejorar la interpretacion, a las poblaciones previamente asociadas con Hyloscirtus
colymba las hemos llamado con el nombre de algunas localidades para facilitar su
identificacion y posterior interpretacion, estas son: Hyloscirtus colymba (poblaciones del
Darién y Panama), Anori (incluye las poblaciones de Anori, Guatapé y Yarumal),
Florencia (poblaciones de Samana, Caldas), Frontino (poblaciones de Frontino y Urrao),

Valdivia (solo de esta localidad).

Hyloscirtus colymba. Duellman (1970, 1972) describi6 el canto con base en tres
individuos y nueve notas, definido como series de chirridos, cortos y agudos, similares a
los de un grillo, notas producidas rapidamente (123-236/min), con 12 a 104 notas por
cada grupo de cantos, cada nota con una duracion promedio de 0.05 s y los grupos de
cantos separados por 2-3 s. La frecuencia fundamental de 1800 Hz mientras que la
frecuencia pico la ubica en el segundo arménico a 3600 Hz y usualmente con otros dos
armonicos evidentes sobre esta. En el presente estudio se analizan 394 cantos de nueve
individuos en los cuales encontramos que el canto de anuncio de Hyloscirtus colymba
estd compuesto por una sola nota que presenta modulacién de amplitud con un solo pico.

Muestra modulacion en la frecuencia pico notable visualmente (Fig. 4) con un cambio

12
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promedio de 4.271 Hz/ms. La duracion promedio de cada canto es 0.03+£0.004 (0.03-0.04)
s, los intervalos de silencio entre cantos duran en promedio 0.34+0.008 (0.23-0.46) sy la
tasa de canto promedio es 167.9+40.1 (124.7-132.6) cantos por minuto. Los cantos se
estructuran en grupos que suelen ser irregulares, pueden estar compuestos por un solo
canto aislado o hasta por 253 cantos, la duracion promedio de cada grupo de cantos es de
13.7£16.41 (2.6-55.2) s, los intervalos entre cada grupo de cantos duran en promedio
1.99+0.99 (0.94-3.64) s. La frecuencia fundamental y la frecuencia pico se encuentran en
un mismo armonico con un promedio de 2899+148.96 (2656-3053) Hz, el primer
arménico sobre la frecuencia pico se sitla en 5964+7.48 (5958-5969) Hz. El ancho de

banda promedio del canto es 234.2+78.54 (158.4-364.6) Hz.

Hyloscirtus “Anori” (N=16, cantos: 488). El canto de anuncio en estas
poblaciones esta conformado usualmente por dos notas tonales, en muy pocas ocasiones
por una o tres notas, ambas notas presentan modulacion en su amplitud evidenciandose
un solo pico. El canto completo no muestra modulacién significativa en su frecuencia
pico 0.688 Hz/ms, mientras que la primera nota muestra un cambio significativo de 2.529
Hz/ms y la segunda nota no lo presenta 0 Hz/ms (Fig. 4). La duracion promedio del canto
es 0.25+0.029 (0.18-0.28) s, los intervalos silenciosos entre cantos tienen una duracién
promedio de 3.95+£1.92 (0.88-8.93) s, la tasa de canto promedio es de 20.2+13.81 (6.9-
56.9) cantos por minuto. La duracién promedio de la primera nota es 0.07+0.02 (0.04-
0.15) s mientras que la segunda nota dura 0.09£0.03 (0.05-0.15) s, el intervalo de silencio
promedio entre las notas es de 0.09+0.03 (0.03-0.13) s. La frecuencia pico promedio a lo
largo del canto es de 2344+81.8 (2237-2498) Hz, para la primera nota es 2342480 (2230-
2487) Hz mientras que para la segunda esta es 2350+88 (2235-2498) Hz, el canto no
presentd frecuencia fundamental, la frecuencia promedio del primer arménico sobre la

frecuencia pico es de 4714+1166 (3488-7343) Hz, estos armonicos se pueden encontrar
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sobre ambas notas o solo en una, para la primera se encuentra en 4685+1149 (3488-7283)
Hz y un poco més alto para la segunda 5112+1166 (4467-7457) Hz. El ancho de banda
para todo el canto es de 166+10.96 (140-183) Hz, para la primera nota es de 171+32.24

(143-278) Hz y para la segunda es 159+14.09 (129-172) Hz.

Hyloscirtus “Florencia” (N=5, cantos: 81). Su canto de anuncio esta conformado
por dos notas tonales, la primera no presenta una modulacién de amplitud marcada
mientras que la segunda presenta amplitud modulada sin un pico muy notable. El canto
completo presenta modulacion en su frecuencia pico notable con un cambio de 0.93
Hz/ms, cercano al valor limite sugerido para considerarse un canto de frecuencia
modulada (>1/-1 Hz/ms) segin Emmrich et al. (2020), la primera nota presenta una
modulacion significativa en su frecuencia pico de 1.32 Hz/ms mientras que la segunda no
exhibe una modulacion marcada 0.321 Hz/ms (Fig. 4). El canto tiene una duracién
promedio de 0.21+0.01 (0.19-0.23) s, el intervalo de silencio entre cada canto es
7.55£3.91 (1.45-13.26) s, la tasa de canto promedio es 10.9+£3.4 (6.9-14.1) cantos por
minuto. La duracion promedio de la primera nota es 0.07+0.01 (0.06-0.08) s y de la
segunda nota 0.08+0.02 (0.07-0.11) s, el promedio del intervalo silencioso entre las notas
es 0.05+0.01 (0.04-0.07) s. La frecuencia pico promedio del canto es 2098+81.75 (1993-
2182) Hz, para la primera nota es de 2094+83.83 (1993-2182) Hz y para la segunda es
2131+47.5 (2049-2167) Hz, no se evidencid frecuencia fundamental. La frecuencia del
primer arménico sobre la frecuencia pico a lo largo del canto es 4134 Hz, mismo valor
para los armoénicos de ambas notas. El canto tiene un ancho de banda promedio de
200+28.7 (172-248) Hz, para la primera nota es 201+ 12.3 (168-215) Hz y para la segunda

158+11.5 (141-172) Hz.

Hyloscirtus “Frontino” (N=3, cantos: 111). Su canto de anuncio esta compuesto

por una sola nota tonal con modulacion en su amplitud sin pulsos marcados. No presenta
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una modulacion marcada en la frecuencia pico 0.747 Hz/ms (Fig. 4). La duracion
promedio del canto es de 0.25+0.2 (0.23-0.26) s, el intervalo silencioso entre cantos es
7.81+£3.63 (4.1-11.34) s, la tasa de canto promedio es 7.9+5.8 (2.9-14.3) cantos por
minuto. La frecuencia pico promedio es 2213+83.0 (2156-2308) Hz, no se evidencid
frecuencia fundamental. La frecuencia del primer arménico sobre la frecuencia pico es

3478 Hz. El ancho de banda promedio para este canto es de 212+25.6 (188-239) Hz.

Hyloscirtus “Valdivia” (N=5, cantos: 79). Su canto de anuncio consiste en una
sola nota tonal que presenta modulacion en su amplitud. Modulacion evidente en su
frecuencia pico con un cambio de 1.451 Hz/ms (Fig. 4). La duracién promedio del canto
es 0.19+0.006 (0.19-0.20) s, el intervalo entre cantos es 5.74+2.6 (3.6-9.34) s y la tasa de
canto es 12.2+4.5 (7.07-16.9) cantos por minuto. La frecuencia pico promedio es
2467+42.3 (2412-2511) Hz, no se detectd frecuencia fundamental. La frecuencia del
primer armonico sobre la frecuencia pico es de 3628 Hz. El ancho de banda promedio del

canto es 296+46.3 (236-358) Hz.

Comparacion morfométrica

Debido a la poca disponibilidad de especimenes hembras (5) estas se excluyeron del
analisis estadistico. Los especimenes de Hyloscirtus colymba de la poblacion del Darién
se distinguen casi por completo de las poblaciones colombianas mediante el ACP (Fig.
5). El primer componente explicé un 54.1% de la variabilidad y el segundo 11.5%. El
ACP hace distinguibles las poblaciones de Anori de la poblacion de Frontino y en menos
magnitud con Valdivia, mientras que con H. colymba y Florencia se superpone
parcialmente. Florencia permanecié indistinguible de las otras poblaciones colombianas,
mientras que Valdivia solo se diferencia de H. colymba y Anori. Debido a poca cantidad
de especimenes por localidad no fue posible realizar el analisis de funcion discriminante

con todo el set de variables. Dado lo anterior el analisis se redujo a solo tres, teniendo
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esto en cuenta, se seleccionaron aquellas variables que aportaron mayor informacién en
el ACP (Tabla 3) y que a su vez cumplian con los parametros requeridos de normalidad
multivariada y homocedasticidad, las variables fueron: LRC (P < 0.001), LT (P< 0.001)
y LM (P< 0.001). EI AFD arrojo ocho clasificaciones erréneas (16.6%, n=48), dos para
cada uno de los pares H. colymba-Anori y Florencia-Frontino, tres para Anori-Vadivia, y
una para Florencia-Valdivia. EI AFD identificé correctamente 40 individuos (83.3%,
n=48), revelando una segregacion notable entre todas las poblaciones estudiadas (Fig. 6).
La variacion morfométrica a lo largo de las poblaciones se recopila en la Tabla 4. El
ANOVA mostré que los individuos de Frontino tienen una mayor LRC comparada con
las otras poblaciones (P<0.05, n=48, Fig. 7A), en cambio, se obtuvo que H. colymba, en
promedio presenta el menor tamafio corporal indiferenciada Unicamente con Anori.
Asimismo, Valdivia permanece diferenciada de manera significativa de H. colymba,
Florencia y Frontino (P< 0.01). Resultados similares fueron encontrados en las otras

medidas (i.e. longitud de la tibia, Fig. 7B).

Comparacion de la coloracion en vida

La coloracion en vida de Hyloscirtus colymba va de amarillo cremoso a verde parduzco
o verde brillante con pequefios puntos oscuros dispersos en el dorso, una linea blanca
amarillenta en el canto rostral pasando por el parpado superior y sobre el pliegue
supratimpanico hasta el hombro, manos y pies amarillentos, piernas amarillentas con un
ligero tono verdoso en las almohadillas de los dedos del pie pero no por debajo de estos,
vientre crema o verde azuloso, la superficie inferior de las piernas brilla con un ligero
tinte amarillo o verde palido, garganta de color verde azuloso, glandula en el mentén
blancuzca, laterales de color amarillo crema casi uniforme con un tono pardusco
dorsolateralmente, una linea amarilla rodea el pliegue anal, algunos individuos tienen una

tenue linea amarilla en el borde exterior del antebrazo y del pie, el iris es marrén palido
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(Dunn, 1931; Taylor, 1952; Duellman, 1970). Las poblaciones comparten casi todas estas
caracteristicas de coloracion, por lo que son casi indistinguibles. H. colymba se distingue
de las poblaciones colombianas por tener una linea amarilla que pasa por encima del
parpado y el pliegue supratimpéanico que se extiende por una parte del torso lateral,
ademaés de que presenta puntos de color negro bien definidos. Las poblaciones Andinas
también pueden presentar esta linea pero no tan marcada, ademas no excede el pliegue
supratimpanico ni empieza desde el rostro como en H. colymba (Fig. 8). Las poblaciones
colombianas presentan gran similitud entre ellas, ademas de una marcada variacion
intrapoblacional que dificulta su identificacion, ya que no es posible encontrar
caracteristicas de coloracion que sean diagndsticas, en consecuencia son practicamente
indistinguibles (Fig. 8, Fig. 9).

Discusion

Desde que el género Hyloscirtus fue resucitado por Faivovich et al. (2005), algunas
inferencias filogenéticas, contribuciones taxonémicas y nuevas especies se han descrito
formalmente (Mueses-Cisneros & Anganoy-Criollo, 2008; Coloma et al., 2012; Rivera-
Correa & Faivovich, 2013; Almendariz et al., 2014; Guayasamin et al., 2015; Rivera-
Correa et al., 2016; Ron et al., 2018; Rojas-Runjaic et al., 2018; Yanez-Mufioz et al.,
2021). Dichos autores concuerdan en la morfologia muy conservada en el género, en
particular de las especies que constituyen el grupo H. bogotensis, constituyéndolo un buen

ejemplo de biodiversidad criptica de acuerdo al concepto propuesto por Bickford et al.

(2007).

No obstante, los resultados morfométricos y bioacusticos de este estudio revelan
una variedad fenotipica mas diversa de lo previamente sospechado para Hyloscirtus
colymba sensu lato. Mediante el analisis acustico logramos evidenciar una segregacion

de las poblaciones panamefias de H. colymba respecto a las poblaciones colombianas (fig.
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2), con diferencias mas notorias en cuanto a la frecuencia pico y la duracion del canto (p
<0.001, Fig. 3), variables ampliamente usadas y recomendadas como evidencia
informativa y discriminatoria entre especies (Padial & De la Riva, 2009; Villanueva-
Rivera, 2014; Kohler et al., 2017; Pédez & Ron, 2019). Estas variables, son seleccionadas
de manera estabilizadora por las hembras durante los eventos reproductivos, presentando
asi poca variacion intraespecifica, por lo tanto, constituye atributos que facilitan el
reconocimiento de especies (Gerhardt, 1991; Padial et al., 2010). Otro aspecto de las
vocalizaciones que permite distinguir a H. colymba de las poblaciones andinas es la
estructura del canto, H. colymba exhibe un canto de una sola nota que conforma grupos
conformados por gran ndmero de cantos (Duellman, 1970, 1972; este estudio). Dada la
importancia de los cantos de anuncio en la reproduccion como uno de los principales
medios de aislamiento previo al apareamiento (Heyer et al., 1990), la bioacustica se ha
constituido en taxonomia como un criterio de suma utilidad, ya que las diferencias en las
vocalizaciones contribuyen a la delimitacion e identificacion de especies (Kohler et al.,
2017; Escalona et al., 2021), por tanto las diferencias que encontramos entre las
poblaciones de los Andes colombianos sugieren desde una perspectiva acustica que no

deben ser atribuidas a la especie H. colymba.

En la regidn de las Cordilleras Central y Occidental, el Valle del rio Cauca y en
las vertientes del pacifico se distribuyen otras cinco especies del grupo H. bogotensis: H.
alytolylax, H. mashpi, H. conscientia, H. palmeri, y H. simmonsi, (Frost, 2021). Las
poblaciones ecuatorianas previamente asignadas a H. colymba fueron posteriormente
descritas como H. alytolylax Duellman (1972). Esta Gltima se distribuye desde el sur de
Colombia hasta el sur de Ecuador y su canto consiste en series largas de fuertes silbidos,
con una duracion promedio de 0.529 + 0.187 (0.264-0.811) s, contiene de cinco a ocho

notas y una frecuencia de 2728 + 248 (2239-3188) Hz (Guayasamin et al., 2015). Ninguna
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de las poblaciones andinas en estudio pertenece acusticamente a H. alytolylax, puesto que
presenta una duracion y frecuencia pico mayores, ademas de una estructura notablemente
diferente con muchas mas notas por canto, mientras que las poblaciones en estudio
presentan cantos con una o dos notas. Por otra parte, H. mashpi es una especie endémica
de la vertiente occidental de los Andes de Ecuador, su canto varia de las poblaciones
colombianas al tener una duracion de canto de 0.353 *+ 0.011 (0.330-0.380) s, una
frecuencia pico de 2907 + 37 (2842-2929) Hz y tres notas por canto (Guayasamin et al.,
2015), mas notas por canto y valores para la frecuencia pico y la duracion notablemente
mayores. Por otra parte, el canto de H. conscentia la especie méas recientemente descrita
del Ecuador y la cual es hermana de H. mashpi presenta un canto que tiene una duracién
de 0.47 a 0.65 s, una frecuencia pico que va de 2930 a 3100 Hz y conformado por series
de cinco o seis notas (Yanez-Mufioz et al., 2021), diferencidndose de todas las
poblaciones estudiadas por el nimero de notas y valores de duracion y frecuencia

mayores.

Por otra parte el canto de anuncio de H. palmeri consiste de una a cuatro notas,
cada nota con una duracién promedio 0.067 segundos, la frecuencia pico cercana a 2580
Hz ademas de presentar frecuencia fundamental de 1200 Hz (Rivera-Correa & Faivovich,
2014), se diferencia de las otras poblaciones colombianas estudiadas por el nimero mayor
de notas, mayor frecuencia pico y ademas por tener un armoénico de frecuencia
fundamental, no evidenciada en las poblaciones estudiadas. Por dltimo, H. simmonsi
presenta un canto con una duracion de 0.517 + 13 (0.515-0.542) s, tiene una frecuencia
pico de 3000 Hz y estd conformado por cuatro notas, (Guayasamin et al., 2015), se
diferencia de las poblaciones de este estudio por presentar mas notas por canto, una
duracién mayor y una frecuencia pico mas altas. Dado el amplio conocimiento acustico

en el grupo H. bogotensis, lo anterior sugiere que ninguna de nuestras poblaciones
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acusticas pertenecen a algunas de las especies formalmente descritas que a su vez tienen
sus cantos de anuncio documentados. Adicionalmente, dadas las diferencias respecto a
H. colymba, nuestra evidencia sugiere que estamos frente a un escenario de diversidad
criptica, aspecto previamente notado en los ultimos trabajos realizados en el grupo

(Guayasamin et al., 2015; Yéanez-Mufoz et al., 2021).

Las vocalizaciones de las poblaciones colombianas de Hyloscirtus aqui evaluadas
son relativamente simples. En Hyloscirtus “valdivia” y H. “frontino” estan compuestos
por una sola mientras que en H. “anori” y H. “florencia” se componen de dos notas. Otras
diferencias estan dadas por las frecuencias pico y la duracién del canto (Tabla 2, Apéndice
2) y por la modulacién en las frecuencias para algunos de sus componentes (Fig. 4). Pese
a que las vocalizaciones de H. “anori” y H. “florencia” parecen en primera instancia
indistinguibles, el pardmetro espectral frecuencia pico de la poblacion H. “anori” exhibe
una frecuencia pico significativamente mas alta (p=0.0002) y una menor duracion del
canto, por su parte H. “florencia” presenta una modulacion marcada de la frecuencia pico
en su primera nota (1.32 Hz/ms), mientras que H. “anori” no presenta modulacién a lo
largo de su canto (0.688 Hz/ms). Por otra parte, Hyloscirtus “frontino” y H. “valdivia”
también presentan cantos muy similares, estos se diferencian en que el primero presenta
una duracion de canto mayor y una frecuencia pico menor (Tabla 2. Apéndice 2) y por la

modulacion marcada en el canto de H. “valdivia” (1.451 Hz/ms, Fig. 4).

Previamente se han reportado estructuras del canto similares para algunas especies
de Hyloscirtus, en particular en aquellas estrechamente relacionadas (Colomaetal., 2012;
Rivera-Correa et al., 2017). Se ha sugerido que las similitudes se presentan en aquellas
especies con distribucion alopatrica (Rivera-Correa et al., 2017; Duellman & Pyles 1983;
Pereyra et al., 2012; Dufresnes et al., 2018), y que podria estar explicado por la ausencia

de las presiones selectivas que generan cambios en las vocalizaciones, pues no son
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necesarias al habitar diferentes localidades (Blair 1958). Teniendo en cuenta nuestros
datos no se han evidenciado distribucién simpatrica entre las entidades con los diferentes
tipos de canto incluso las poblaciones de Valdivia y Yarumal, que se encuentran
relativamente cerca separadas tan solo por 9.4 Km (Fig. 1) pero de vertientes diferentes
en la Cordillera. Esto parece indicar segregacién espacial a nivel geogréfico en el grupo
H. bogotensis, ya que no se ha reportado hasta ahora simpatria o sintopia entre las

especies, ni entre poblaciones acusticamente divergentes.

En el norte del departamento de Caldas, especificamente el PNN Selva de
Florencia y en el norte del departamento de Antioquia se distribuyen varias especies de
anuros compartidas entre ambas regiones (i.e. Nymphargus grandisonae, N. rosada,
Pristimantis erythropleura, P. taeniatus, P. carylae) (Duarte-Marin et al., 2018; Rivera-
Correa et al., 2021a). De manera similar en cuanto a los anuros, las cordilleras Central y
Occidental presentan afinidad biogeografica (Kattan et al., 2004), compartiendo varias
especies (i.e. Pristimantis erythropleura, Nymphargus grandisonae, Espadarana
prosoblepon, Andinobates cassidyhornae) y algunas especies hermanas (i.e. Rhinella
macrorhina - R. tenrec) (Acosta, 2021; Pereyra et al., 2021). Este patron y las similitudes
encontradas en nuestras poblaciones, estas diferencias acusticas en Hyloscirtus podrian
estar sugiriendo un parentesco, en otras palabras, las especies que cantan con una sola
nota estén mas estrechamente relacionadas entre ellas, al igual que los individuos de las
poblaciones que presentaran dos notas. O por el contrario, que dicha similitud sea
producto de convergencia evolutiva en estos atributos fenotipicos. No obstante, futuros
trabajos incorporando las poblaciones acusticas en una hipotesis filogenética son muy
necesarios para comprender si las similitudes acusticas son asociadas a historias
evolutivas estrechamente relacionadas, ademas, muy importantes para comprender si la

geografia puede ser un factor modelador de los patrones acusticos encontrados.
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Las poblaciones de la frontera con Panamd, dentro de nuestro anlisis
morfométrico son las mas cercanas geograficamente a la localidad tipo (286 Km lineales,
fig. 1), reconociendo que no pudimos obtener mediciones de especimenes topotipo. Sin
embargo, estas presentaron un tamafio corporal en promedio mas pequefio,
significativamente diferente a todas las poblaciones andinas excepto H. “anori”, no
obstante (p = 0.05) (Apéndice 3). Aunque el andlisis de componentes principales revel6
poca separacion entre las diferentes poblaciones andinas, si evidencia la separacion de
éstas respecto a H. colymba (Fig. 5), y a pesar de ello, los valores p obtenidos en el
ANOVA sefialan que entre todos los grupos andinos se presentan diferencias
significativas en cuanto el tamafio corporal, excepto para el par H. “anori” H. “valdivia”
(Apéndice 3). Por otro lado, el analisis discriminante revela una distincién més evidente
entre todas las poblaciones (Fig. 6). Con nuestros resultados y la evidencia encontrada
por otros estudios (Guayasamin et al., 2015; Caminer & Ron, 2020; Padial & De la Riva,
2009) se resalta el tamafio corporal como un caracter importante para la diagnosis de
especies, en particular en aquellas consideradas con escasos atributos diagnosticos a nivel

morfolégico como en este caso (Fig. 8, Fig. 9).

Nuestros resultados muestran un patron en el que posiblemente el tamafio corporal
tenga un efecto en las frecuencias pico de los cantos, ya que se presenta una relacién
inversa entre ambas (Fig. 3B, 7A), similar a lo encontrado por otros estudios donde
tamafios corporales mayores se asocian con frecuencias mas bajas (Narins & Smith, 1986;
Vargas-Salinas & Amézquita, 2014), aunque se han encontrado excepciones en especies
del género (Rivera-Correa et al., 2017). Sin embargo en nuestro estudio no fue posible
corroborar ni corregir estadisticamente las posibles influencias del tamafio corporal dado
la poca cantidad de individuos disponibles y ausencia de datos de temperatura en algunas

de las grabaciones. En consecuencia, existe la necesidad de contar con bibliotecas de
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sonidos que incluyan informacién detallada asociada a los individuos, especialmente en
Colombia, donde se han descrito los cantos Gnicamente para 39.1% del total de las
especies con distribucion en el territorio nacional, y solo el 16.6% se han realizado a partir
de poblaciones colombianas (Martinez-Medina et al., 2021; Rivera-Correa et al., 2021b).
Por ello un esfuerzo conjunto es clave para promover el desarrollo y fortalecimiento del

estudio de los sonidos en el pais, tanto de los anuros como otros modelos de estudio.

Las colecciones cientificas son de gran importancia porque nos permiten registrar
y documentar nuestra biodiversidad, son el principal recurso para la practica de la
taxonomia y permiten conocer los cambios de la biodiversidad a través del tiempo, por lo
que dadas las tasas de extincion actuales las colectas cientificas son de gran importancia,
pues son el testimonio de la biodiversidad que se ha perdido (Engel et al., 2021). Las
colecciones del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia
(ICN) albergan la mayoria de los registros de las poblaciones de la Cordillera Occidental
bajo el estatus taxondmico de Hyloscirtus colymba. Es asi como, Bernal & Lynch (2008)
revisaron la riqueza y distribucion altitudinal de las especies andinas de Colombia
enfatizando en los patrones de distribucion, mientras que Sanchez (2010) estudid el
desarrollo y variacion de los renacuajos en el género Hyloscirtus, en ambos estudios
consideraron a H. colymba como especie con distribucion en el pais, basados en los
registros del ICN. Lo anterior sugiere lo importante del constante andlisis con diferentes
lineas de evidencia, que puede dar lugar a cambios en las identificaciones y por lo tanto

impacto en las inferencias taxondmicas previas.

Nuestro estudio es un ejemplo del como los registros en colecciones bioldgicas
sirvieron como fuente de informacion para el planteamiento de preguntas de
investigacion, dando como resultado la clarificacion parcial de incertidumbres

taxondmicas y las cuales acarrean consigo un incremento significativo el conocimiento
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de la diversidad del grupo H. bogotensis, especialmente para el norte de la Cordillera

Central.

Finalmente, estos hallazgos también implican nuevas consideraciones en cuanto a
la conservacion de H. colymba pues se confirma que no esta presente en la Cordillera
Occidental, manteniendo su rango de distribucion solo para Centroamérica. Es esencial
la inclusion de los individuos de las poblaciones estudiadas en proximos analisis
filogenéticos para evaluar sus relaciones evolutivas, como estas se asocian a las
caracteristicas de sus cantos y comprender los procesos geograficos que han influenciado
su diversificacion, también se requiere la revision exhaustiva del material preservado en
busqueda de potenciales caracteres morfoldgicos que nos permitan identificar las

especies.

Conclusiones

Dado lo anterior desde una perspectiva acustica las poblaciones evaluadas en este estudio
tanto de la Cordillera Occidental como Central, indican que sus cantos son notablemente
diferentes a los de Hyloscirtus colymba sensu stricto, pues no han sido reportados para
ninguna de las especies formalmente descritas. Siendo asi, estos resultados sugieren que
podriamos estar ante al menos cuatro especies candidatas ha ser descritas, y lo que podria
estar representado un incremento en la riqueza de especies de casi el 11% para el genero.
Por su parte, la morfometria también permitio una diferenciacion entre todas las
poblaciones definidas en este estudio. Estos hallazgos van en la misma direccion de otros
estudios en el género que sugieren especies candidatas aun no descritas formalmente (ver
Guayasamin et al., 2015; Almendariz et al., 2014; Yanez-Mufioz et al., 2021). Se requiere
la incorporacion de estas poblaciones andinas en andlisis filogenéticos que incluyan a
todas las especies del grupo con secuencias disponibles para verificar si soportan nuestros

resultados. Ademas, conocer la posicion filogenética de las poblaciones permitiria inferir
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cuales y como los procesos geogréficos intervinieron en su diversificacion. También es
necesaria una revision detallada de la morfologia de los individuos de estas poblaciones,
tanto adultos como en renacuajos en busca de posibles caracteres diagnosticos. Este
estudio resalta la importancia de los Andes como la region biogeografica con mas riqueza
en especies de anfibios, pues es un ejemplo de como un incremento de investigacion en
localidades poco estudiadas a las cuales no teniamos acceso permite conocer mas la
diversidad de nuestro territorio y eventualmente el descubrimiento de potenciales

especies no descritas.
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Tabla 1. Resultados del analisis de componentes principales resumiendo la variacién en

los cantos de anuncio de las poblaciones de Hyloscirtus colymba.

Variables del canto CP1 CP2
Duracién del canto 0.41 0.003
Intervalo entre cantos 0.30 0.41

Ancho de banda -0.18 0.73
Frecuencia minima -043 | -0.21
Frecuencia pico -0.44 | -0.12
Frecuencia maxima -0.44 | -0.04
Notas por canto 0.33 -0.47

Tabla 2. Comparacion de los valores de los pardmetros acusticos para H. colymba y las
poblaciones colombianas. Los datos son el rango y entre paréntesis el promedio * la
desviacién estandar. MHUA = Museo Herpetoldgico Universidad de Antioquia, AB =
Abel Baptista; MAR = Marco Rada; MRC = Mauricio Rivera-Correa; STE = Gustavo

Gonzalez; NC = No colectados.

Parametro H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino” H. “Valdivia”

Vouchers AB132, AB135, 7 NC MHUA5042, MAR2843, MAR3327, 2 NC MRC1450,
MRC1603-4, STE052-3, 2 NC MRC1520,

MRC1888-9, 11 NC MRC1936, 2 NC

n individuos 9 16 5 3 5

n cantos 394 488 81 111 79

n notas 394 965 162 111 79

Notas/canto 1 1-3 2 1 1

Tasa de canto 124.7-232.6 6.95-56.98 6.9-14.1 2.86-14.27 7.07-16.98

(cantos/min) (167.9+40.1) (20.21+13.8) (10.9+3.4) (7.9615.8) (12.2+4.5)
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Intervalo entre 0.233-0.458 0.878-8.925 444713263 4.097-11.341 3.607-9.335
cantos (s) (0.348+0.087) (3.950+1.919) (7.547+3.913) (7.813+3.626) (5.744+2.600)
Duracion de canto 0.033-0.043 0.182-0.283 0.189-0.229 0.230-0.262 0.188-0.203
) (0.037+0.004) (0.245+0.029) (0.208+0.015) (0.249+0.017) (0.199:+0.006)
Ancho de banda 158.4-364.6 140.1-183 172-248.1 188-239 236.5-358.1
90% (Hz) (234.2+78.54) (165.9+11) (200+28.7) (212+25.65) (296.4+46.3)
Frecuencia pico 2656-3053 2237-2498 1993-2182 2156-2308 2412-2511
(Hz) (2899+148.9) (2344281.8) (2098+81.75) (2213+83) (2467+42.31)
Limite superior de la 2756-3170 2321-2595 2110-2239 2250-2410 2557-2657
frecuencia pico (Hz) (3021+135.2) (243184) (2200+53.14) (2331£79.9) (2617+37.85)
Limite inferior de la 2515-2976 2153-2412 1913-2067 2062-2170 2280-2354
frecuencia pico (Hz) (2787+155.1) (2265+84.7) (2000+63.15) (2118+54) (2320+30.84)
Primer harmdnico 5958-5969 3488-7343 4134 3478 3628
(Hz) (5964+7.481) (4714+1166)

Tabla 3. Resultados del anélisis de componentes principales resumiendo la variacion

morfomeétrica de las poblaciones de Hyloscirtus colymba. Abreviaciones definidas en la

seccion de métodos.

Variable morfométrica | CP1 CP1
LRC 0.29 | -0.08
LC 0.28 0.14
AC 0.28 0.14
DO 0.14 | -0.19
DON 0.15 0.26
DNR 0.11 0.48
DIN 0.15 0.41
DIO 0.23 0.23
DT -0.05 | 0.49
LA 0.24 | -0.28
AA 0.24 | -0.18
LM 0.27 0.03
LF 0.29 | -0.10
LT 0.31 | -0.09
LTA 0.26 -0.17
LP 0.29 | -0.09
DTD 0.26 0.02
DCD 0.22 0.07

Tabla 4. Morfometria de los especimenes adultos de las poblaciones de H. colymba,

paréntesis indican los individuos por cada sexo. Abreviaciones definidas en la seccion de

métodos.
Variable H. colymba H. “Anori” H. H. “Frontino” | H. “Valdivia”
morfométrica n=12 n=24 “Florencia” n=4 n=4
(mm) n=9
Sexo Machos (10) Hembras (2) Machos (21) Hembras (3) Machos Machos Machos
LRC 32.3-35.3 39.4-39.8 33-37.9 40.6-43.2 37.8-42.3 39.7-46.1 36.1-37.1
(33.840.8) (39.610.3) (35.4+1.4) (41.5+1.5) (39.3£1.5) (42.2+2.8) (36.5+0.4)
LC 10.1-12.9 12-12.5 10.8-12.8 13-14 11.2-13.1 13.3-15.3 11.7-12.8
(11.4£1.0) (12.310.4) (11.7+0.6) (13.4£0.5) (12.3+0.6) (14+0.9) (12.1+0.5)
AC 10.5-12.6 12.6-12.7 11.4-13.7 13.5-14 12.1-13 13.6-15.8 12.5-13.2
(11.740.8) (12.7£0.1) (12.440.5) (13.8+0.3) (12.6+0.3) (14.31.0) (12.8+0.3)
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DO 34-44 42-49 3.2-45 41-48 34-47 36-45 38-41
(3.8+0.3) (4.6+0.5) (3.8+0.4) (4.5:0.3) (3.9+0.4) (4.1+0.4) (3.9+0.2)

DON 2.1-3.2 2.7-3.3 25-3.8 2.9-34 2.8-34 2.8-36 25-2.9
(2.7:0.4) (3.0+0.4) (3.0+0.3) (3.2+0.3) (3.0+0.2) (3.2+0.4) (2.7+0.2)

DNR 1325 11-1.3 1319 1517 1.1-2.0 15-2.0 1619
(1.7+0.4) (1.2+0.1) (1.6£0.1) (1.6+0.1) (1.6+0.2) (1.8+0.2) (1.8+0.1)

DIN 25-34 2.9 1833 3.0-33 25-35 34-38 3.0-33
(2.9:0.3) (2.8+0.3) (3.1x0.2) (3.0+0.2) (3.6+0.2) (3.1+0.1)

DIO 54-75 6.2-7.6 56-7.7 7.9-8.2 54-78 7.7-85 7175
(6.3+0.7) (6.9+1.0) (7.0:0.5) (8.1x0.2) (7.1+0.7) (8.1+0.3) (7.3+0.2)

DT 1317 13 0.9-1.7 1.7-2.0 13-18 12-15 1317
(1.5%0.1) (1.420.2) (1.9x0.2) (1.4+0.1) (1.3+0.1) (1.5+0.2)

LA 58-7.2 7176 58-8.7 9.1-95 75-8.9 8.1-9.1 7.1-8.2
(6.4+0.4) (7.4+0.4) (7.4£0.9) (9.3+0.2) (8.1+0.5) (8.7+0.5) (7.6+0.5)

AA 2.3-35 25-2.9 25-43 38-42 31-38 35-3.9 34-39
(2.8+0.3) (2.7+0.3) (3.3+0.5) (4.0£0.2) (3.5+0.2) (3.8+0.2) (3.6+0.2)

LM 9.4-10.9 9.9-11.0 9.3-115 11514 10.9-126 123138 11512
(9.9x0.5) (10.50.8) (10.7+0.6) (13£1.3) (11.5+0.6) (13.1+0.6) (11.7+0.2)
LF 15.8-17.8 19.2-19.7 16.9-205 21.8-23.6 18-21.8 19-22.9 18.9-20.8
(16.8+0.7) (19.5+0.4) (18.3+0.9) (22.7+0.9) (19.3+1.1) (20.9+1.8) (19.8+0.8)
LT 15.1-175 18.9-19.4 16.8-20.1 21.7-225 19-20.7 20.1-23.6 18.9-20.2
(16.5+0.7) (19.2+0.4) (18.2+0.8) (22.1+0.4) (19.5+0.7) (21.5+1.5) (19.5+0.7)
LTA 8.7-105 11-125 9.0-11.3 11.9-13.4 10.3-125 11.9-13.7 10.4-115
(9.6+0.6) (11.8+1.1) (10.2+0.6) (12.4+0.8) (11.2+0.7) (12.7+0.8) (10.9+0.4)
LP 11-146 14.7-14.9 14.3-165 17.9-19 16-18.1 17.7-19.9 16.3-17.4
(13.2+0.9) (14.8+0.1) (15.4+0.7) (18.6+0.6) (16.6+0.7) (18.5+1.0) (16.9+0.5)

DTD 1421 14-18 1422 2.1-2.6 19-2.3 19-2.6 1923
(1.7+0.2) (1.6+0.3) (1.8+0.2) (2.2+0.3) (2.0+0.1) (2.2+0.3) (2.1+0.2)

DCD 1218 11-15 1120 1823 16-2.1 15-2.0 1.7-19
(1.5£0.2) (1.3+0.3) (1.5£0.2) (2.0£0.3) (1.8+0.2) (1.8+0.2) (1.8+0.1)
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Figura 1. Mapa mostrando

la distribucion de Hyloscirtus colymba (figuras

azules=registros GBIF, estrella=localidad tipo, cuadrados=localidades estudiadas) y de
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las diferentes localidades andinas estudiadas. Poligono — distribucion sugerida por [IUCN

(naranja=presente, rojo=posiblemente extinta).
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Figura 2. Analisis de componentes principales basado en siete variables de los cantos de

anuncio de 38 machos de las poblaciones asignadas a H. colymba.

B 3000

..
.
.
I. .
025
J 2875
.
. . .
.
.
. 2750
.
| (|
. .

o 02

b )

- < 2625
E 2

= &

T oas -2 2500
] g

5
a = 2375

.
.
0.1
o
2250 g *
o

2125
0.05

H. colymba H. “Anori™ H. “Florencia™ H. “Frontino™ H. “Valdivia" H. colymba H. “Anori” H. “Florencia”™ H. “Frontino™ H. “Valdivia”

2000

39



Botero-Alvarez, 2021 — Diversidad criptica en H. colymba

Figura 3. Graficos de violin de la variacion del canto entre las poblaciones estudiadas

para los parametros acusticos (A) duracion del canto y (B) la frecuencia pico.

. Florencia . Frontino Valdivia
A g coneosmnonsadito s ot A58 AR

(98]
(]

3.0

Frecuencia (kHz)

2.5

2.0

2

Amplitud dB

1.5

Amplitud

Tiempo (s)

Figura 4. Diversidad de los cantos de anuncio en Hyloscirtus colymba y las poblaciones
colombianas asociadas a esta especie. (1) Espectrograma, (2) espectro de poder y (3)
oscilograma mostrando sus aspectos generales. H. colymba (AB132), Anori (MRC1889),

Florencia, Caldas (MAR2843), Frontino (MAR3327), Valdivia (MRC1550).
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Figura 5. Analisis de componentes principales (ACP) de los caracteres morfométricos

para las poblaciones de Hyloscirtus colymba y las poblaciones colombianas.
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Figura 6. Andlisis de funcion discriminante (AFD) de los caracteres morfométricos
longitud rostro-cloaca (LRC), longitud de la tibia (LT) y longitud de la Mano (LM) para

las poblaciones Hyloscirtus colymba.
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Figura 7. Graficos de violines de las medidas morfométricas (A) longitud rostro cloaca

y (B) la longitud de la tibia para los machos de las diferentes localidades estudiadas.
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Figura 8. Especimenes en vida de las diferentes poblaciones estudiadas. (A y B)
Hyloscirtus colymba, no colectados, de Panama. (C) H. “Anori”, MRC1604, de Yarumal,
Reserva Natural Los Magnolios. (D) H. “Anori”, MRC1603, de Yarumal, Reserva

Natural Los Magnolios. (E) H. “Florencia”, MAR2844, de Samana, Caldas, PNN Selva
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de Florencia. (F) H. “Florencia”, MAR2842, de Samana, Caldas, PNN Selva de Florencia.
(G) H. “Frontino”, MAR3475, de Urrao, PNN Las Orquideas. (H) H. “Frontino”,
MAR3328, de Urrao, PNN Las Orquideas. (1) H. “Valdivia”, MRC1936, de Valdivia,
Reserva Natural La Selva. (J) H. “Valdivia”, MRC1520, de Valdivia, Reserva Natural La
Selva. No se muestran a la misma escala. Fotos: Brian Gratwickc, Mauricio Rivera-

Correa, Marco Rada, Giovanni Chavez.

Figura 9. Variacion en la coloracién ventral entre y dentro de las poblaciones estudiadas.
(A) H. colymba, no colectado, de Panama. (B) H. “Anori”, MRC1603, de Yarumal,
Reserva Natural Los Magnolios. (C) H. “Florencia”, MAR2842, de Sanan4, Caldas, PNN
Selva de Florencia. (D) H. “Florencia”, MAR2884, de Samana, Caldas, PNN Selva de
Florencia. (E) H. “Frontino”, MAR3327, de Urrao, PNN Las Orquideas. (F) H.

“Frontino”, no colectado, de Frontino. (G) H. “Valdivia”, MRC1520, de Valdivia,
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Reserva Natural La Selva. No se muestran a la misma escala. Fotos: Don Filipiak,

Mauricio Rivera-Correa, Marco Rada, Giovanni Chavez, Victor Quiroz.

Apéndice 1. Especimenes examinados

Hyloscirtus colymba
Colombia
Departamento de Chocd: Darién, frontera con Panam@, Cerro Tacarcuna (N8.1671028

W-77.2480638), MAR 1417, 1466-8, 1470-2, 1529-30, 1629, 1676, 1697.

Hpyloscirtus “Anori”

Colombia

Departamento de Antioquia: Anori, El Retiro, EI Chaquiral (N6.983333 W-75134722),
MHUA 4096-8, 4786, 5041-2. Anori, Cafiada Honda, Quebrada El Claro (N7.0049 W-
75.1457), MHUA 5025, 5032. Anori, ElI Roble, Bosque la Forzosa (N6.987777 W-
75.143333), MHUA 5039-40. Anori, El Nevado, Reserva Natural EIl Arrierito
Antioquefio (N6.978301 W-75111101), MHUA 5360. Guatapé, Calderita, Cafiada Fea
(N6.2372444 W-75.1430297), MRC 1360-2, 1364. Yarumal, El Rosario, Reserva Natural

Los Magnolios (N7.0614667 W-75.40415), MRC 1603-8, 1630, 1888-9.

Hpyloscirtus “Florencia”
Colombia
Departamento de Caldas: Samana/Pensilvania, Parque Nacional Natural Selva de

Florencia (N5.4850889 W-75.0692722), JMR 2815, 2822-4, 2881, 2884-6, VR 4826.

Hyloscirtus “Frontino”

Colombia
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Departamento de Antioquia: Frontino, via Alto de Cuevas-Murri (N6.760 W-76.308) VR
3266, 3268, 3292. Urrao, Parque Nacional Natural Las Orquideas (N6.5373 W-

76.24466138) MAR 3328.

Hpyloscirtus “Valdivia”
Colombia
Departamento de Antioquia: Valdivia, San Fermin, Reserva La Selva (N7.094899 W-

75.482269), MRC 1449-50, 1520, 1936.

Apéndice 2. Valores P obtenidos en la prueba de Tuckey para los pardmetros acusticos.

Duracion del canto H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -
H. “Anor{” <0.001 -

H. “Florencia” <0.001 0.013 -

H. “Frontino” <0.001 0.997 0.0761 -

H. “Valdivia” <0.001 0.0005 0.871 0.010

Intervalo entre cantos H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -
H. “Anori” 0.004 -

H. “Florencia” 0.00002 0.029 -

H. “Frontino” 0.0001 0.073 0.999 -

H. “Valdivia” 0.001 0.509 0.739 0.740

Ancho de banda H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -
H. “Anor{” 0.006 -

H. “Florencia” 0.640 0.566 -

H. “Frontino” 0.942 0.473 0.995 -

H. “Valdivia” 0.095 0.00001 0.010 0.081
Frec. Min. H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -

H. “Anori” <0.001 -

H. “Florencia” <0.001 <0.001 -

H. “Frontino” <0.001 0.156 0.486 -

H. “Valdivia” <0.001 0.788 0.0001 0.058
Frec. Pico H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -

H. “Anor{” <0.001 -

H. “Florencia” <0.001 0.0002 -

H. “Frontino” <0.001 0.245 0.517 -

H. “Valdivia” <0.001 0.124 0.00001 0.010
Frec. Max. H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -

H. “Anori” <0.001 -

H. “Florencia” <0.001 0.0002 -

H. “Frontino” <0.001 0.432 0.316 -

H. “Valdivia” <0.001 0.002 0.0000003 0.001

Notas por canto H. colymba H. “Anori” H. “Florencia” H. “Frontino”
H. colymba -
H. “Anori” <0.001 -

H. “Florencia” <0.001 1.0 -

H. “Frontino” 0.981 <0.001 <0.001 -

H. “Valdivia” 0.963 <0.001 <0.001 1.0
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Apéndice 3. Valores P obtenidos en la prueba de Tuckey para las variables

morfomeétricas.

2 a o 2 o o P P T
- T B T B O UV I T~ B -
St |£% |82 |28f |ef |gd e |28 |22 %%
E o E 3 E = E =T S 3 e = S = S = s = | = 2=
22 |25 |32 |25 |5 |F2 |F5 |52 |53 |8
8 = 8 g 8 & 8 » S EA S > = & E 7 S =
T |zl |TE |z |TE ||y |DE LT
Variable T T I
LRC 0.050 <0.001 <0.001 0.017 <0.001 <0.001 0.553 0.014 0.018 <0.001
LC 0.763 0.038 <0.001 0.368 0.181 <0.001 0.780 0.002 0.990 0.005
AC 0.015 0.008 <0.001 0.015 0.908 <0.001 0.731 <0.001 0.981 0.003
DO 0.997 0.997 0.706 0.966 0.964 0.503 0.888 0.844 0.994 0.983

DON 0.010 0.066 0.049 0.982 0.961 0.701 0.746 0.950 0.536 0.317

DNR 0.588 0.858 0.934 0.994 0.998 0.343 0.583 0.551 0.774 0.997

DIN 0.792 0.990 <0.001 0.822 0.498 <0.001 0.309 0.003 0.955 0.081
DIO 0.038 0.032 <0.001 0.058 0.971 0.014 0.889 0.081 0.993 0.341
DT 0.849 0.985 0.544 0.997 0.995 0.873 0.825 0.793 0.953 0.533
LA 0.011 <0.001 <0.001 0.051 0.110 0.016 0.964 0.669 0.819 0.261
AA 0.056 0.108 0.004 0.022 0.726 0.235 0.607 0.809 0.988 0.984
LM 0.254 <0.001 <0.001 0.001 0.010 <0.001 0.034 0.005 0.992 0.062
LF 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 0.100 <0.001 0.068 0.089 0.935 0.541
LT <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.003 <0.001 0.047 0.003 0.999 0.020
LTA 0.101 <0.001 <0.001 0.008 0.001 <0.001 0.267 0.002 0.905 0.001
LP <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.003 <0.001 0.005 0.001 0.937 0.051

DTD 0.295 0.001 <0.001 0.005 0.044 0.066 0.089 0.650 0.992 0.930

DCD 0.996 0.029 0.109 0.114 0.022 0.123 0.129 0.999 0.999 1.000
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