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Resumen

Los sesgos taxondmicos y espaciales limitan la comprensiéon de los patrones de biodiversidad,
especialmente en el Neotrdpico, con consecuencias en la sistematica, la biogeografia y la
conservacién. Aqui abordamos el impacto de estos sesgos centrandonos en la especie de amplia
distribucién Trachycephalus typhonius. A pesar de su presencia comun en toda su drea de distribucién,
las identificaciones erréneas y la diversidad criptica han oscurecido su verdadera historia filogenética
y biogeografica. Mediante un extenso muestreo de campo y el andlisis molecular de localidades cis y
transandinas, hemos revelado una divergencia genética sustancial dentro de T. typhonius, lo que
sugiere la presencia de multiples especies cripticas. Las muestras de Orinoquia (cis-Andinos) y el valle
de Magldalena (trans-Andinos) difieren de T. typhonius sensu stricto de Guyana, y se observaron al
menos tres linajes para T. typhonius a lo largo del continente. Nuestros resultados muestran el efecto
tanto de los Andes como de la Amazonia-Orinoquia en la estructura filogeografica y dan una idea de
la historia biogeografica de T. typhonius sensu lato. Nuestros resultados demuestran la importancia
de abordar los sesgos taxonémicos y espaciales, como la “brecha colombiana”, para evaluar con
precision la biodiversidad e informar las estrategias de conservacion. Nuestros hallazgos ilustran la
necesidad de muestreos exhaustivos y estudios moleculares para especies “comunes”, con el fin de
desentrafiar la diversidad oculta relevante para nuestra comprension de los procesos evolutivos en el
Neotrdpico.
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Introduccién

Las barreras ecoldgicas y de comportamiento a la dispersion de especies causan patrones de
diferenciacién genética de linajes a través del proceso de vicarianza (Guevara-Andino et al. 2024),
como resultado de las historias geoldgicas y climaticas de los Ultimos millones de afios (Gutiérrez-
Garcia y Vazquez-Dominguez 2013). El impacto de la estructura geografica tiene un amplio espectro
de respuestas en los patrones de dispersion y aislamiento en especies de tierras bajas muy extendidas.
La fuerza de la barrera varia con el modo de dispersion y el rango elevacional de las especies (Smith
et al. 2014, Salgado-Roa et al. 2024). Por ejemplo, la cordillera de los Andes es una de las barreras mas
conocidas para la dispersién de especies en el Neotrdpico, dividiendo los linajes de tierras bajas en lo
gue se conoce como biotas cis- y trans-andinas (en relacidn con el Amazonas) (Gregory-Wodzick 2000,
Hoorn et al. 2010). Del mismo modo, los analisis de los anfibios amazdnicos revelan profundas
divergencias entre varios linajes a pesar de que tienen distribuciones extensas (Rojas et al. 2018,
Jaramillo et al. 2020, Vacher et al. 2020). Existe un desafio, por ejemplo, con grupos que exhiben una
alta diversidad de especies cripticas cuya distribucidn e identidad aln no estdn bien establecidas, al
menos con base en su morfologia indistinguible (Fouquet 2021).

La comprensidn de los patrones de biodiversidad en el Neotrdpico se enfrenta a multiples desafios,
incluyendo el sesgo taxondmico y espacial (Gotelli et al. 2023), conocidos como déficit Linneano y
Wallaceano, respectivamente (Whittaker et al. 2005; Riddle et al. 2008; Vasconcelos et al. 2019). En
cuanto al déficit Linneano, las especies que rara vez se encuentran en el campo tienden a ser buscadas
y, por lo tanto, estdn sobrerrepresentadas en las colecciones de los museos en relaciéon con su
abundancia real (Kruckeberg y Rabinowitz, 1985), mientras que las especies comunes tienden a estar
infrarrepresentadas. Las consecuencias de este sesgo pueden ocultar tendencias criticas dentro de
complejos de especies que se perciben como comunes (Troudet et al. 2017).

Existe un claro sesgo en la biodiversidad hacia las especies raras, ignorando a las comunes por
considerarlas no carismaticas (Magurran y Henderson 2003, Monsarrat y Kerley 2018). Por ejemplo,
el caso del complejo Atelopus ignescens, abundante en su area de distribucion, con cinco especies
diferentes ahora reconocidas y posiblemente extintas como Atelopus pastuso (Cepeda-Quilindo y
Rueda-Almonacid 2005, Coloma et al. 2010, Coloma y Carvajal-Endara 2020). La diversidad criptica se
oculta en casos como Boana platanera con B. xerophylla (Escalona et al. 2021), Hyalinobatrachium
tatayoi con H. fleischmanni (Mendoza-Henao et al. 2020), Rhinella bella con Rhinella marina
(Menéndez-Guerrero et al. 2024), cinco linajes ocultos dentro de Ischnocnema guentheri (Gehara et
al. 2013), y cuatro linajes ocultos dentro de Centrolene buckleyi (Amador et al. 2018, Franco-Mena et
al. 2024). La identificacién de esos casos aumentaria la diversidad de especies de anfibios en el
Neotrépico en al menos un 25 % respecto a la actualmente reconocida (Lyra et al. 2017).

En relacion con el déficit de Wallaceano (sesgo espacial), la disponibilidad de informacidn se distribuye
de forma desigual en todo el mundo, destacando en particular la falta de datos en los trdpicos, ricos
en especies (Boitani et al. 2011). Los esfuerzos de muestreo suelen estar sesgados por multiples
barreras que incluyen la ubicacién geogréfica, la accesibilidad (Oliveira et al. 2016) y la riqueza del pais
(Amano y Sutherland 2013). Los estudios herpetoldgicos en Suramérica muestran esta tendencia:
usualmente faltan datos de Colombia en estudios de taxonomia y sistematica (Vasquez-Restrepo
2021). Esta falta de representatividad de los datos colombianos, denominada «brecha colombiana»,
estd asociada a la «brecha de datos sobre biodiversidad» en las regiones tropicales (Collen et al. 2008).



El submuestreo actual, la falta de datos genéticos completos, la burocracia, la invisibilidad de los datos,
la accesibilidad a los sitios (Vasquez-Restrepo 2021), ademas de las barreras lingtisticas en la
investigacion del sur global (Arenas-Castro et al. 2024), aspectos de diversidad, equidad e inclusion
(DEI) (Ocampo-Ariza et al. 2023), pueden explicar esta ausencia en el uso de datos colombianos.

Los conocimientos actuales sobre la rana lechosa, Trachycephalus typhonius (Anura: Hylidae) ilustran
el sesgo taxondmico y espacial con el que se encuentran los anfibios muy extendidos. Segun Frost
(2024), esta especie de amplia distribucion se distribuye en sabanas naturales y en general en tierras
bajas desde el nivel del mar hasta los 800 m s.n.m. desde el sur de México hasta el norte de Argentina;
y fue descrita por Linneo (1758) basandose en especimenes de Paranamaribo, Surinam (Lavilla et al.
2010). Dada su tolerancia a la transformacién humana (La Marca et al. 2010, Castellanos-Duran y
Giraldo-Palacio 2022), la especie es cominmente reportada en inventarios rapidos, pero no se
considera el detalle de los caracteres diagndsticos para la determinacién individual, resultando en
errores en la determinacion de la especie, con profundas consecuencias en la distribucidon de Ia
especie. A pesar de la posible o confirmada presencia de multiples especies de Trachycephalus en
Colombia (T. coriaceus, T. jordani, T. resinifictrix, T. typhonius, T. venezolanus y T. cunauaru) (Lynch
2005, Frost 2024), una rapida comparacion de especimenes de museo asignados a T. typhonius de la
Amazonia colombiana muestra varios errores de identificacion, incluso considerando las notorias
diferencias en morfologia externa (Figura 1).

La condicidn parafilética de T. typhonius también fue revelada en un estudio molecular realizado con
muestras de Ecuador (Ron et al. 2016). Las secuencias ecuatorianas del Chocd estan relacionadas con
Trachycephalus cisandinos, mientras que T. typhonius amazénicos (Peru y Ecuador) estan relacionados
con T. resinifictrix y T. typhonius venezolanos. En este estudio, Ron et al. (2016) asignaron el nombre
T. macrotis a las poblaciones cisandinas ecuatorianas y peruanas, basandose en las fronteras politicas
y no en criterios bioldgicos y geograficos pertinentes para la delimitacién de especies. El estudio no
incluyé muestras de América Central y el noroeste de América del Sur, por lo tanto, no se aplica un
nombre definitivo para las poblaciones cis- y transandinas y mesoamericanas (véase también Lavilla
et al. 2010 para una historia nomenclatural). En una accién informal, Frost (2024) utilizé el nombre
disponible T. “vermiculatus” (Cope 1866) para poblaciones desde México y hacia el sur sin un limite
bien definido en Sudamérica transandina. La inclusién de nuevos datos moleculares a lo largo del
rango de distribucion de la especie permite clarificar el estatus taxondémico y las poblaciones
(Faivovich et al. 2005, Castellanos-Duran y Giraldo-Palacio 2022). Un estudio cuidadoso de todas estas
poblaciones no sélo es taxondmicamente relevante sino que también podria ayudar a dilucidar la
historia filogenética y biogeografica de este clado (Blotto et al. 2020).



Figure 1. Variabilidad morfolégica en especimenes de museo de la Amazonia colombiana

anteriormente asignados erréneamente a Trachycephalus typhonius. (A) IAvH-Am-02308 corresponde
a T. cf. coriaceus, (B) IAVvH-Am-04632 corresponde a T. cf. cunauaru y (C) IAvH-Am-04916 no coincide
con la combinacién de caracteres de ninguna de las especies presentes en Colombia. (A) y (B) fueron
colectadas en el Parque Nacional Natural Amacayacu y (C) en el municipio de Leticia. Las barras
blancas indican 1 cm.



La identificacion molecular de especies mediante el uso de ADNmt ayuda a resolver casos
relacionados con la estructura poblacional, las barreras biogeograficas histéricas y la diversidad
criptica (Gehara et al. 2014, Guarnizo et al. 2015, Dudoit et al. 2018). Los marcadores de ADN
mitocondrial se han utilizado sistematicamente para descifrar la estructuracion genética en linajes
de anfibios (Garcia-R et al. 2012; Crawford et al. 2013; Franco-Mena et al. 2023). Aqui usamos el
caso de T. typhonius sensu lato para probar el papel del muestreo colombiano en desentrafiar la
estructura genética y la importancia de profundizar en la investigacidn de especies ampliamente
distribuidas.

Métodos

Muestreo en campo

Las muestras de tejido se obtuvieron durante exploraciones de inventario de biodiversidad en nueve
localidades en Colombia (Tabla S1), incluyendo sitios en el Caribe (una muestra) y el Valle Medio del
Magdalena (siete muestras, localidades transandinas) y la region del del Orinoco (seis muestras,
localidades cisandinas). Los individuos fueron censados visual y auditivamente (Angulo et al. 2006) en
cada sitio durante busquedas libres y transectos entre las 18:00 y 23:00 horas, identificando
microhdbitats como arroyos, acequias, lagunas y areas inundadas. Cada transecto tenia una longitud
variable entre 600 m y 2 km. Se recogié una submuestra del total de individuos encontrados en el
campo y se tomaron fotografias en vivo de al menos un ejemplar por especie para obtener datos de
coloracidn, atributos que se pierden en los ejemplares conservados en etanol. Posteriormente, los
individuos fueron sacrificados mediante la aplicacion de benzocaina tépica al 20% siguiendo el
protocolo de Chen y Combs (1999). Una muestra de higado o musculo por espécimen fue almacenada
en solucidn de etanol al 96% y criopreservada en la coleccién de tejidos del Instituto Humboldt (IAvH-
CT) (Gonzalez y Arenas-Castro 2017). Los especimenes correspondientes fueron fijados con formalina
analitica al 10%, conservados en etanol al 70% (Cortez et al. 2006) y depositados en las colecciones de
anfibios del Instituto Humboldt (IAvH-Am).

Andlisis moleculares:

La extraccion de ADN del tejido se realizé siguiendo la metodologia descrita por lvanova et al. (2006).
La cuantificacidn de la concentracion de ADN en las muestras se estimd utilizando el instrumento
NanoDrop One de Thermo Fisher Scientific. Tras la extraccion, la amplificacién de las regiones
genéticas mitocondriales citocromo c oxidasa subunidad 1 (COIl) y 16S rRNA, se realizé utilizando un
conjunto de cebadores especificos. Para la region COI, se utilizé un céctel de cebadores con LCO1490
5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3', HCO2198 5'- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3', Lep-F1
5'- ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3'y Lep-R1 5'- TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3' (Folmer et
al. 1994; Hebert et al. 2004). Por su parte, para la regidon 16S se emplearon los cebadores 16SA-L 5'-
CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3'y 16SB-H 5'-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3' (Palumbi et al. 1991).

Las condiciones de los ciclos térmicos para la amplificacion de la COI incluian un paso inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 3 minutos, seguido de 5 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante
30 segundos, recocido a 45 °C durante 40 segundos y extensién a 72 °C durante 1 minuto.



Posteriormente, se realizaron 35 ciclos de desnaturalizacidn a 94 °C durante 30 segundos, hibidracion
a 51 °C durante 40 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto, seguidos de un paso final de
extensién a 72 °C durante 5 minutos. Por otro lado, para la region 16S, las condiciones de los ciclos de
PCR incluyeron una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacidn a 94 °C durante 30 segundos, hibridacién a 55 °C durante 40 segundos y extensién
a 72 °C durante 2 minutos, con un paso final de extensién a 72 °C durante 5 minutos.

La verificacion de la amplificacién se llevé a cabo visualizando los productos de la PCR mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v) tefiidos con GelRed® de Biotium. Los amplicones
obtenidos se purificaron enzimdaticamente utilizando el protocolo Exo-SAP. Los productos de PCR
purificados se sometieron a secuenciacién Sanger en el laboratorio Gencore de la Universidad de los
Andes, utilizando un analizador genético ABI 3500 XL de Applied Biosystem. Los cromatogramas de
secuenciacién de ADN obtenidos fueron ensamblados y editados manualmente utilizando el software
Geneious v10.2 (Kearse et al. 2012). Las secuencias de nucleétidos, los archivos de trazas y las
imagenes se cargaron en BOLD Systems (www.boldsystems.org/) y estan disponibles en el conjunto
de datos DS-TRCIH24 (Tabla S1, el DOI se incluird una vez que el manuscrito sea aceptado para su
publicacién).

Se realizaron busquedas de datos disponibles en las bases de datos BOLD y GenBank para T. typhonius
y otras especies de Trachycephalus. La divergencia de secuencias se estimd con el modelo de evolucidn
de nucledtidos de Kimura de 2 parametros (K2P) implementado por BOLD. Para representar
graficamente la divergencia entre especies, se generd un arbol Neighbour-Joining (NJ) basado en la
divergencia de secuencias K2P. El soporte de los nodos se calculé con 1000 réplicas bootstrap.
Comparamos las distancias genéticas de los linajes obtenidas en el analisis de delimitacién (basado en
consenso estricto) a partir del cédigo de barras de ADN en anuros (Lyra et al. 2017, Amador et al.
2018). Para ello, calculamos las distancias K2P para los genes 16S y COl en MEGA versiéon 11 (Tamura
et al. 2021).

Se realizaron analisis de agrupamiento para el conjunto de datos de especies. Automatic Barcode Gap
Discovery (ABGD, Puillandre et al. 2012), que divide los agrupamientos en especies candidatas
basandose en un umbral obtenido a partir de la distribucidn de distancias genéticas por pares dentro
del mismo conjunto de datos (Paz y Crawford 2012, Guarnizo et al. 2015). Este andlisis se realizd con
parametros predeterminados utilizando el modelo K2P. Ademas, utilizamos el nimero de indice de
codigo de barras (BIN) proporcionado por BOLD Systems, que implementa RESL (Refined Single
Linkage; Ratnasingham y Hebert 2013) para asignar cédigos de barras de ADN a probables entidades
taxondmicas disponibles en la base de datos. El algoritmo BIN se disefié para proporcionar una
estimacion conservadora del recuento real de especies (Floren et al. 2020).

Utilizamos el modelo PTP de proceso de arbol multitasa (mPTP) (Kapli et al. 2017) en el servidor web
https://mptp.h-its.org sobre el arbol multilocus inferido por Maxima Verosimilitud. Este andlisis
incorpora diferentes tasas de coalescencia entre clados, lo que permite diferentes niveles de
diversidad genética intraespecifica (Kapli et al. 2017). Ademds, utiliza el nimero de sustituciones para
identificar cambios significativos en las tasas de ramificacidn en una filogenia, por lo que no dependen
de la precisiéon de las estimaciones ultramétricas del arbol. Ademas, puede superar a otros métodos
de delimitacidn de especies cuando las distancias evolutivas son pequefias (Pons et al. 2006).



Resultados

Generamos un alineamiento final de 1232 pares de bases (pb) para 70 muestras de diez especies:
Trachycephalus typhonius, T. coriaceus, T. nigromaculatus, T. imitatrix, T. mesophaeus, T. venulosus,
T. quadrangulum, T. cunauaru, T. resinifictrix y T. macrotis, incluidas muestras de Bolivia (3), Brasil
(23), Colombia (14), Costa Rica (1), Ecuador (13), Guayana Francesa (10), Guayana (2), Peru (1),
Venezuela (2) y una muestra de una localidad desconocida. Se utilizaron en total 95 secuencias: 42 del
GenBank del NCBI, 27 secuencias de los sistemas BOLD y 26 secuencias generadas por nosotros para
los genes 16S y COI (Tabla S1). Las secuencias obtenidas representan haplotipos Unicos de los genes
individuales. No detectamos ninguin codon de parada en el gen codificador de proteinas (COl).

El ABGD para las secuencias COIl devuelve 11 especies candidatas con divergencias intraespecificas
previas entre 0,0017 y 0,0077. Bajo este escenario, las muestras cis- y transandinas se dividieron en
dos linajes aislados (Figura 2). EI ABGD recupera sélo cuatro especies para divergencias
intraespecificas entre 0,0129 y 0,035, fusionando todas las muestras de T. macrotis, T. typhonius, T.
cunauaru, T. quadrangulum y T. resinifictrix en un Unico linaje.

El anadlisis BIN para COl arroja nueve especies candidatas (Figura 2). Las secuencias COl en BOLD de T.
coriaceus y T. imitatrix, no se asignaron a ningun BIN. En algunos casos, un solo BIN agrupaba mas de
una especie. Por ejemplo, el BIN BOLD:ACA4687 incluye T. cunauaru (Ecuador), T. resinifictrix (Brasil)
y T. typhonius (Brasil). Ademas, las secuencias de una especie se dividieron en diferentes BIN, por
ejemplo T. resinifictrix de Brasil (BOLD:ACA4687) se agrupd en un BIN diferente de la secuencia
venezolana (BOLD:ACA5927) de la misma especie. Las muestras colombianas se dividieron en
diferentes BIN en funcidn de su distribucion cis- o transandina. La muestra de Costa Rica se agrupd en
el mismo BIN que las muestras transandinas de Colombia. Cinco BIN se agruparon como casos
coincidentes: T. macrotis (BOLD:ADK1552), T. mesophaeus (BOLD:ACA3812), T. nigromaculatus
(BOLD:ACF9093), T. quadrangulum (BOLD:ADJ5861), y la muestra tipo de T. typhonius de Guyana
(BOLD:ACH6375).

Las distancias K2P entre todas las OTU sugeridas por BOLD y ABGD fueron relativamente bajas (Figura
3), oscilando entre 2,5 % y 7,8 % para COIl y entre 0,3 % y 3,0 % para 16S. Las muestras cis- y
transandinas mostraron las distancias mds cortas entre ellas (2,5 % para COl y 0,6 % para 16S),
seguidas por T. macrotis y T. resinifictrix venezolana (3,2 % para COl y 0,7 % para 16S).

Con base en los resultados del arbol de Maxima Verosimilitud para COl y 16S, las secuencias asignadas
a T. typhonius caen en tres ramas diferentes en el arbol (Figura 4). El andlisis fusiond las secuencias
colombianas asignadas a T. typhonius en un solo clado, con una clara divisidn de las secuencias cis-
andinas y transandinas en dos linajes independientes. Estos dos clados se anidaron en un clado
compuesto por el T. macrotis ecuatoriano y el T. resinifictrix de Venezuela. El clado completo de las
primeras secuencias se anido en un clado que abarca el T. typhonius de la localidad tipo, Guayana,
Guayana Francesa, y el estado de Rorarima en Brasil. Todas estas muestras son hermanas de un clado
compuesto por T. typhonius y T. resinifictrix de los estados de Bolivia, Pard, Mato Grosso y Amazonas
en Brasil, ademas de T. cunauaru de Ecuador.



La implementacion ML de PTP aplicada al arbol ML delimito las muestras de T. typhonius en tres linajes

con altos valores de soporte (0,99 - 1): el primer linaje incluye T. macrotis, todas las muestras
colombianas y T. resinifictrix de Venezuela (AMNH-131201). El segundo linaje incluye muestras
asignadas a T. cunauaru, T. resinifictrix (excluyendo la muestra de Venezuela), T. typhonius de Bolivia
y Brasil (excluyendo muestras del estado de Roraima). El tercer linaje incluye T. typhonius de Guayana,
Guayana Francesa y el estado de Roraima en Brasil.
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Figura 2. Agrupamiento de descubrimiento automatico de brechas de cddigo de barras (ABGD) y

numero de indice de cddigo de barras (BIN) con COl para las especies de Trachycephalus utilizadas en

el estudio. La estrella indica T. typhonius sensu stricto de Guyana. Consulte la Tabla S1 para conocer

las localidades.
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Figura 3. Distancias K2P media entre OTUs para los genes mitocondriales 16S (arriba) y COI (abajo).

Discusion

Nuestro trabajo llena el vacio en el rango de distribucidon para la parte norte de las poblaciones
suramericanas para esta especie al incluir muestras de especimenes identificados como T. typhonius
de poblaciones cisandinas y transandinas en Colombia. Los patrones detectados Unicamente por
ADNmt revelan informacion atil sobre la identidad de especie de las muestras asignadas a T. typhonius
y, ademas, proporcionan ideas sobre los patrones biogeograficos de aislamiento de linajes en su rango
de distribucidn.

¢Qué nos dice la incorporacion de muestras colombianas sobre la identidad de especie del clado de
T. typhonius?

Revelar diversidad criptica en especies «generalizadas» es una tendencia comun en anfibios
neotropicales (Lyra et al. 2017). Con base en el analisis del ADN mitocondrial, nuestros resultados
apoyan que las poblaciones colombianas representan un linaje diferente a T. typhonius sensu stricto,
y las poblaciones colombianas cisandinas y transandinas podrian considerarse OTUs Unicas, diferentes
de T. macrotis. Curiosamente, debido a la baja variacién en las secuencias 16S (Figura 2), no hay
consenso en las pruebas de delimitacion molecular para los linajes de T. macrotis y T. typhonius
colombiano. Mientras que mPTP devuelve un unico linaje, ABGD y BIN sugieren tres linajes para las
mismas muestras. Esta discordancia representa un reto para la delimitacidon de especies basada en
pruebas moleculares.
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Figura 4. Arbol de maxima verosimilitud para 16S y COI y ubicacién de todas las muestras de

de OTU (ABGD y BOLD). Las barras superiores

on
indican la agrupacion generada por mPTP. Véase la tabla S1.
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las localidades mal muestreadas para garantizar que representan lagunas reales en la distribucion de
la especie y no sesgos debidos al esfuerzo de muestreo (Kieswetter y Schneider 2013).

Ademas, nuestros resultados también revelan la importancia del uso de datos publicos disponibles. Al
incluir T. typhonius de varias otras localidades disponibles en repositorios publicos publicados por
Jansen et al. (2011) y Vacher et al. (2020), nuestro analisis recuperd suficientes datos para apoyar un
solo linaje que incluye individuos de Brasil, Bolivia asignados a T. typhonius, T. cunauaru de Ecuadory,
T. resinifictrix de Brasil (incluyendo la localidad tipo). Estos resultados sugieren que los especimenes
identificados como T. typhonius de la Amazonia occidental, central y meridional deben asignarse a T.
cunauaru o T. resinifictrix. En este caso, dado que T. cunauaru y T. macrotis son simpatricas en parte
de la Amazonia occidental (Ron et al. 2016), y dado que estas dos especies pueden diferenciarse
facilmente por su morfologia externa, un examen cuidadoso de los especimenes de museo podria
ayudar en la asignacidn de especies de ambos linajes.

¢Qué nos dice la incorporacion de muestras colombianas sobre los patrones biogeogrdficos andinos
y amazonicos?

La adicion de datos colombianos revela un patrén biogeografico interesante que se alinea con la
regionalizacidn biogeografica actual en la que la Orinoquia y las tierras bajas transandinas constituyen
un dominio biogeografico diferente de la Amazonia (Morrone 2014). Como era de esperarse, cis-Andes
y trans-Andes pueden diferenciarse por COl y existe amplia literatura sobre el efecto vicariante de los
Andes sobre especies tanto de tierras altas como bajas (Bagley y Johnson 2014, Mendoza et al. 2019).
Pero mas alla de eso, las muestras cis-Andes colombianas asignadas a T. typhonius no se fusionaron
con cis-Andes de la regiéon amazdnica (Figura 3). Asi, 1) la mayor similitud genética entre T. typhonius
cis-Andes y trans-Andes y 2) la profunda divergencia entre las muestras cis-Andes del norte y sur
encontradas aqui sugieren un antiguo aislamiento dentro de los linajes cis-Andes y un reciente proceso
de dispersidon-vicarianza a través de los Andes, desafiando el clasico y simple escenario de mera
vicarianza por sistemas montafiosos (Salgado-Roa et al. 2024).



Figura 5. Variabilidad morfolégica de las poblaciones colombianas de Trachycephalus “typhonius”. A
IAVH-Am-14683 de Puerto Carrefio, Vichada, B. IAvH-Am-16876 de Puerto Wilches, Santander, C IAvH-
Am-11417 de Puerto Narifio, Amazonas. A y C corresponden a poblaciones cisandinas, orinoquias y
amazonicas, respectivamente. B corresponde a una poblacion trasandina. Las barras blancas indican

1cm.



En el primer caso, la probable divergencia reciente entre cis-Andes y trans-Andes sugiere que la
cordillera de los Andes es una barrera parcial a la dispersién para los linajes de tierras bajas, seguida
por una vicarianza reciente (Smith et al. 2014, Bemmels et al. 2018) y probablemente poco tiempo
para la diferenciacién genética, similar a los datos encontrados para Hyalinobatrachium tatayoi
(Mendoza et al. 2019). La elevacidon no homogénea a lo largo de los Andes (Gregory-Wodzicki 2000)
podria actuar como una barrera semipermeable que permitié una reciente dispersién de lado a lado
(Scotti-Saintagne et al. 2013, Smith et al. 2014).De hecho, existen evidencias de continuidad ecoldgica
histérica a través de pasos bajos para otros vertebrados, promoviendo la conectividad poblacional a
través de los Andes (Haffer 1967, Cadena et al. 2016).Los candidatos de este paso bajo (Hazzi et al.
2018), necesitan ser probados con enfoques filogeograficos mas profundos incluyendo filogenias
calibradas en el tiempo para anidar los cambios geoldgicos con la historia evolutiva de las especies.

En el segundo caso, la profunda divergencia entre los linajes cisandinos del norte y del sur es un patrén
gue coincide con las profundas diferencias entre la sabana de la Orinoquia y la selva amazénica. Las
barreras ambientales son importantes para las especies filopatricas y de baja movilidad como los
anfibios (Beebee 2005), que también son muy susceptibles a pequefios cambios en su entorno (Navas
2006). Aqui, la transicion Amazonia/Orinoquia explica la diferenciacidn genética en taxones de tierras
bajas ampliamente distribuidos en el Neotrépico (Arbeldez-Cortés 2020, Vacher et al. 2020) y el
aislamiento de las poblaciones del Orinoco en anuros coincide con el patrén filogeografico encontrado
para Elachistochleis sp. (Jowers et al. 2021), otra “especie ampliamente distribuida” que se revela
parafilética en multiples linajes aislados. Los Llanos de Venezuela y Colombia son uno de los puntos
frios de especies de anfibios recientemente descritas en América del Sur (Vasconcelos et al. 2019).
Nuestros hallazgos pueden ayudar no solo a resolver la historia evolutiva de cierto linaje, sino también
servir como casos de estudio para la comprension de los procesos detras de las pocas sabanas del
Orinoco estudiadas, en términos de procesos evolutivos y biogeograficos (Jaramillo 2023).

Por ultimo, la heterogeneidad de los habitats de las tierras bajas de la Amazonia a veces se subestima
y, debido a que la regién se ha percibido erréneamente como un ecosistema grande y homogéneo,
muchos taxones se han considerado erréneamente como generalistas y de amplia distribucién
(Guayasamin et al. 2024). En este caso, la presencia de multiples linajes asignados a T. typhonius en
rangos superpuestos para algunas partes de la regiéon amazodnica (Figura 3) muestra que estas
poblaciones podrian albergar una diversidad oculta, incluso mas alld de las biorregionalizaciones
sugeridas para aves y anfibios (Silva et al. 2019, Réjaud et al. 2019, Vacher et al. 2020). Los datos a lo
largo de todo el rango de distribucién de los tres linajes asignados a T. typhonius y especies
relacionadas (T. resinifictrix, T. cunauaru y T. macrotis) proporcionan un sistema de estudio
interesante para evaluar el papel de las dreas biogeograficas amazdnicas en la especiacion y
diversificacion de linajes recientes (Guayasamin et al. 2024).

El impacto y los obstaculos del muestreo colombiano

La inclusién limitada o nula de datos de Colombia, como se destaca con la herpetofauna (Vasquez-
Restrepo 2021), ignora la importancia de la posicién geografica del pais en el continente, que, a través
de estudios que involucren especies ampliamente distribuidas, puede acercarnos a una comprension
fundamental de la historia evolutiva de la diversidad neotropical (Avendafio et al. 2017, Arbeldez-
Cortés 2020, Gonzalez-Orozco 2023). Es importante seguir ampliando el conocimiento y evitar el



déficit Wallaceano, particularmente en estas especies que pueden ser complejas o tener una
diversidad criptica. En este sentido, es importante promover y facilitar la colaboracidn cientifica entre
paises (Avendafio et al. 2017) para la inclusidn de datos de Colombia en estudios amplios.

El retraso de las politicas nacionales de acceso a los recursos genéticos para fines de investigacion
cientifica limité durante afios el muestreo y procesamiento de ADN para estudios moleculares en
Colombia (Arbelaez-Cortés et al. 2015, Saboya-Acosta y Urbina-Cardona 2023). Afortunadamente, en
la ultima década, la extraccién de tejidos se convirtidé en un procedimiento estdndar para la
preparacion de especimenes (Gonzdlez y Arenas-Castro 2017), fortaleciendo el valor y la utilidad de
los especimenes colectados. Actualmente, el material genético proveniente de expediciones de
inventarios de biodiversidad en varias regiones del pais y vinculado a colecciones de especimenes (p.
ej., expediciones Colombia BIO; Ayala Lopez et al. 2018) se almacena en colecciones nacionales de
tejidos disponibles para todos los investigadores (Arbeldez-Cortés et al. 2015). La informacion de las
colecciones biolégicas se pone cada vez mas a disposicion de forma gratuita en bases de datos publicas
globales como GenBank o BOLD, y con el tiempo se comparten mas datos abiertamente. Sin embargo,
las barreras que enfrentan los paises del Sur Global siguen siendo una brecha en la capacidad de
generar informacién en comparacién con los paises del Norte Global (Amano y Sutherland 2013,
Ocampo-Ariza et al. 2023). Esta brecha continta obstaculizando el acceso a la tecnologia y los
suministros necesarios para obtener datos y abordar la necesidad apremiante de los paises
megadiversos de comprender su biodiversidad para protegerla.

Mejor conocimiento, mejores decisiones para la conservacion de la herpetofauna

Ignorar el estudio de especies aparentemente “comunes” y ampliamente distribuidas puede
obstaculizar los esfuerzos de conservacion (Gaston y Fuller 2008). Sin claridad no solo sobre su
taxonomia, sino también sobre sus tendencias poblacionales, distribucién geografica y requisitos de
habitat, estas especies podrian no recibir la atencién necesaria (Stuart et al. 2004). Por ejemplo, las
especies con datos deficientes (DD) o categorizadas como de preocupaciéon menor (LC) pueden
pasarse por alto, cuando existen incertidumbres sobre su verdadero estado de amenaza (Howard y
Bickford 2014, Nori y Loyola 2015). Incluso especies que alguna vez fueron comunes pueden verse
repentinamente desaparecidas, como la rana dorada panameiia (Atelopus zeteki) y la rana de cristal
gigante (Centrolene geckoideum).

La descripcidon formal de las especies es importante como elemento principal de la biologia de la
conservacién (Gehara et al. 2013). El descubrimiento de nuevas especies a partir de una especie
considerada “comun” y “ampliamente distribuida” podria ser un resultado futuro de este estudio.
Seguramente implicard cambios en la categoria de amenaza de las nuevas especies, que podrian tener
una distribucidn restringida y estar sujetas a fuertes presiones. Incluso si las nuevas especies aun no
estan descritas formalmente, los datos moleculares junto con la historia biogeografica pueden guiar
la delimitacién de Unidades Evolutivamente Significativas (UES, Hutama et al. 2017). De esta manera,
aqui proporcionamos recursos para comprender patrones de diversidad y/o estructura genética de
poblaciones en el futuro y complementar la toma de decisiones en estrategias de conservacion (p. ej.,
indice Evolutionary Distinctiveness - ED, Evolutionarily Distinct and Globally Endangered - EDGE) desde
perspectivas de biogeografia o conservacion genética (Whittaker et al. 2005, Caviedes-Solis et al.
2020).
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