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Abstract: Intra- and inter-specific morphometric variation between Odontophrynus populations (Anura:
Cycloramphidae) of central Argentina. Morphometric analyses are particularly important, and for many
years they have supported evolutionary and ecological phenomena, and have been useful for the classification
of new species, mainly to the lowest taxonomic levels. In order to assess the degree of sexual dimorphism, the
intra-specific morphometric variation and the inter-specific morphological differences, we performed morpho-
metric analyses of two morphologically cryptic species, Odontophrynus cordobae (diploid) and O. americanus
(tetraploid). For this, we measured 15 morphometric variables on 211 individuals from 18 localities of Cérdoba
province. We found sexual dimorphism in six and three parameters in O. cordobae and O. americanus, respec-
tively. Diploid and tetraploid males significantly differed in six morphometric variables. Discriminant Function
Analysis (DFA) including all populations correctly classified a 76.37% of individuals within their respective
species. DFA based on four groups (1- allopatric O. cordobae, 2-syntopic O. cordobae; 3- allopatric O. ameri-
canus; 4- syntopic O. americanus) accurately classified a 73.45% of individuals within their respective groups.
Allopatric individuals of each species and, allopatric and syntopic individuals within each species were clearly
segregated. Syntopic individuals of O. cordobae and O. americanus showed the lowest percentages of correct
classification. Morphometric differences between sympatric diploids and tetraploids were not greater than
those observed in allopatry. These findings deviate from the expected results under the hypothesis of character
displacement, and they suggest that external morphological characters would not have a major influence on
the recognition and choice of conspecific males by females. Rev. Biol. Trop. 60 (4): 1589-1601. Epub 2012

December 01.
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Las especies cripticas, dos 0 mas especies
distintas clasificadas erroneamente como una
Unica especie, son aquellas que son extrema-
damente similares en apariencia (morfologia,
fisiologia y comportamiento) pero se hallan
reproductivamente aisladas entre si (Bickford
et al. 2007). Se considera a menudo que las
especies cripticas podrian ser el resultado de un
proceso reciente de diferenciacion (Beherega-
ray & Caccone 2007). Sin embargo, la hipote-
sis de que las especies cripticas son recientes es
cuestionada por varios estudios (Bickford ef al.
2007), que reportan divergencia aparentemente
antigua entre especies cripticas en macabies

(Colborn et al. 2001), anfipodos (Lefébure
et al. 2006) y copépodos (Rocha-Olivares
et al. 2001).

El género Odontophrynus, que es endé-
mico de América del Sur, actualmente esta
compuesto por diez taxones distribuidos al sur
y este del continente (Frost 2011), reunidos en
tres grupos fenéticos de especies: americanus,
cultripes 'y occidentalis (Savage & Cei 1965,
Cei 1987, Rosset 2008). El grupo americanus
esta representado por cuatro especies: O. ame-
ricanus, O. lavillai, O. cordobae y O. maisuma.
El tetraploide O. americanus (4n=44) de Brasil
ha sido el primer caso citado de un poliploide
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natural en especies bisexuales (Sdaez & Brum
1959, Begak et al. 1966). Posteriormente,
Begak et al. (1970), destacan el hallazgo de una
poblacion diploide criptica de O. americanus
del Brasil. Barrio & Pistol de Rubel (1972),
analizan diferentes poblaciones diplo/tetraploi-
des de O. americanus de Argentina y Uruguay,
determinando la presencia de la forma diploide
en la provincia de Cordoba. La condicion tetra-
ploide de O. americanus en dicha provincia fue
registrada por Barale er al. (1981). Martino &
Sinsch (2002) analizaron poblaciones diploides
y tetraploides de O. americanus en la zona
central de Argentina con el objeto de evaluar
si ellas representaban un par de especies crip-
ticas o si todas las poblaciones pertenecian a
la misma especie. Dichos autores, al trabajar
con variables morfométricas, bioactsticas y
moleculares, determinaron que se trataba de
dos especies diferentes, nominando la nueva
especie (diploide) como O. cordobae.

La especie tetraploide O. americanus
muestra la mayor distribucion geografica den-
tro del género encontrandose presentes en los
paises de Brasil, Paraguay, Uruguay y Argen-
tina (Begak & Begak 1974, Cei 1980, Rosset
et al. 2006). En Argentina O. americanus, esta
presente en varias provincias del centro, este y
norte del pais (Barrio & Pistol de Rubel 1972,
Lavilla et al. 2000, Martino & Sinsch 2002,
Rosset et al. 2006) y en la provincia de Cor-
doba es citado por Martino & Sinsch (2002)
hacia el sur de la misma. La distribucion de la
especie diploide O. cordobae esta restringida
al centro y noroeste de la provincia de Cordoba
y un sitio identificado en Villa Ojo de Agua, al
sur de Santiago del Estero, Argentina (Martino
& Sinsch 2002, Rosset et al. 2006). El par de
especies cripticas O. cordobae 'y O. americanus
coexisten en sintopia en el centro de Argentina
(Grenat et al. 2009b), pero hasta el presente no
han sido encontrados hibridos naturales entre
estas dos especies.

El tamafio corporal y el canto de adver-
tencia son reconocidos como los principales
mecanismos que pueden causar aislamiento
pre-reproductivo en anuros (Salas 2004). Varios
autores han estudiado el canto de advertencia

de O. cordobae y O. americanus (Bogart &
Wasserman 1972, Barrio & Pistol de Rubel
1972, Martino & Sinsch 2002), pero los tra-
bajos morfométricos en este complejo criptico
de especies son escasos. En este sentido, la
morfometria representa un area fundamental
de la investigacion biologica, particularmente
en aquellos estudios relacionados con descrip-
ciones cuantitativas, analisis e interpretacion de
forma o variacion de formas (Rohlf 1990). Los
datos utilizados en analisis morfométricos son
particularmente importantes y durante muchos
aflos han servido como soporte para explicar
fenémenos ecoldgicos y evolutivos y para la
clasificacion de nuevas especies, principalmen-
te en los niveles taxonémicos mas bajos (Lee
1982, Bernal & Clavijo 2009). La morfometria
ha sido util en la diferenciacion de algunas
especies morfologicamente cripticas (Laurent
1969, 1975).

Si bien Martino & Sinsch (2002) evalua-
ron las diferencias en los caracteres morfologi-
cos entre poblaciones diploides y tetraploides
del género Odontophrynus en el area central
de Argentina, estos autores analizaron solo
dos poblaciones de cada especie. De esta
manera los posibles patrones de variacion
morfologica intraespecifica no fueron estu-
diados en estas especies ni en otras especies
del género. En el presente estudio se evalua
el grado de diferenciacion morfologica entre
estas dos especies cripticas en base a un mayor
nimero de individuos por especie y conside-
rando poblaciones pertenecientes a 18 sitios
de muestreo. Ademas, se compara la variacion
morfologica dentro de cada una de las especies,
evaluando los posibles patrones de variacion
geografica. Debido a que dentro de la muestra
analizada se encuentran poblaciones alopatri-
cas y sintopicas de ambas especies, se analizan
las diferencias intra e interespecificas desde
la hipotesis del desplazamiento de caracteres
reproductivos. En este sentido, de acuerdo a la
teoria de desplazamientos de caracteres (Brown
& Wilson 1956), se esperaria una acentuacion
de las diferencias morfologicas entre pobla-
ciones simpatricas de especies cercanamente
relacionadas, debido a una presion selectiva,
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en relacion a las diferencias encontradas entre
poblaciones alopatricas.

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos para el relevamiento de
individuos de Odontophrynus fueron realizados
entre los afios 2005-2010, durante el periodo
de actividad reproductiva de las especies que
ocurre entre los meses de Septiembre y Marzo.
Debido a que estas especies presentan habitos
principalmente crepusculares y nocturnos, los
muestreos fueron realizados entre el atarde-
cer y la madrugada (8pm-4am). Los sitios de
reproduccion fueron identificados mediante
el reconocimiento del canto de las especies
en estudio. Se recorrieron los bordes de los
cuerpos de agua y se localizo a los individuos
mediante btisqueda activa utilizando linternas
frontales (Toledo er al. 2011, Tonini et al.
2011). En cada uno de los sitios se capturaron
8-20 individuos adultos, mediante recoleccion
manual, y se registr6 las medidas morfométri-
cas in situ. Las mediciones fueron realizadas
sobre los organismos vivos, los cuales fueron
liberados inmediatamente después de ser medi-
dos (Bosch & Marquez 1996).

Los individuos pertenecientes a nueve
poblaciones de O. cordobae fueron obtenidos
cubriendo gran parte de su restringida distri-
bucion en el centro-norte de la porcion occi-
dental de la provincia de Cérdoba, Argentina.
Los sitios mas distantes estuvieron separados
aproximadamente por 250km en linea recta
y la altitud fluctu6é desde 450 a 1 450msnm.
Los sitios de muestreo fueron: Villa General
Belgrano (31°59’ S - 64°34” W), Santa Rosa de
Calamuchita (32°04° S - 64°33° W), Los Gigan-
tes (31°23” S - 64°21° W), Tegua (32°39° S -
64°18’ W), Berrotaran (32°28’ S - 64° 23° W),
Rio de los Sauces (32°32° S - 64°36° W), A° San
Francisco-Camino Oeste (32°35° S - 64°29’
W), Paraje El Cano (32°37° S - 64°35” W),
Paraje La Escondida (32°40° S - 64°31° W).

Los individuos de O. americanus fueron
relevados en nueve localidades del Sur de
Cordoba y noreste de San Luis, Argentina.
Los sitios mas distantes estuvieron separados

aproximadamente por 145km en linea recta y
la altitud fluctu6 desde 450 a 1 350msnm. Los
sitios de muestreo fueron: Sampacho (33°23°
S - 64°44> W), Los Membrillos (32°98° S -
65°83” W), Rio Cuarto (33°08’ S - 64°21° W),
Baigorria (32°51° S - 64°20° W), Alcira Gigena
(32°46° S - 64°21° W), Camino A. Corral-La
Escondida (32°40° S - 64°35° W), Camino
Gigena-El Cano (32°42° S - 64°25° W), Para-
je El Cano (32°37’ S - 64°35° W), Paraje La
Escondida (32°40° S - 64°31° W).

La morfologia de las especies de Odonto-
phrynus se analizd con base en 15 variables
morfométricas, las cuales fueron obtenidas
mediante el uso de un calibrador digital Mahr
16 ES con precision 0.0lmm: 1) longitud
rostro-cloacal (SVL); 2) ancho méaximo de la
cabeza (HW); 3) largo de la cabeza (LC); 4)
distancia hocico-ojo (HO); 5) distancia inter-
narinas (IN); 6) distancia interocular (10); 7)
distancia ojo-narina (ON); 8) distancia rostro-
narina (RN); 9) diametro del ojo (DO); 10)
largo del brazo (LB); 11) largo del tercer dedo
(TF); 12) largo del fémur (LF); 13) largo de la
tibia (LT); 14) largo de la pata (LP) y 15) largo
del cuarto dedo del pie (CT) (Martino & Sinsch
2002). Se probd la normalidad de los datos para
cada variable mediante Shapiro-Wilks y se rea-
lizaron comparaciones usando ANDEVA para
datos con distribucion normal o test de Kruskal
Wallis para aquellas variables que no presen-
taron esta distribucion. Se calcularon ademas
cinco indices morfométricos en base a los para-
metros medidos: 1) relacion entre ancho y largo
de la cabeza (HW/LC); 2) relacion entre las
distancias interocular e internarinas (IO/IN); 3)
relacion entre los miembros anteriores y pos-
teriores (LB/ (LT+LF+LP)); 4) relacion entre
los dedos de mayor longitud en los miembros
anterior y posterior (TF/CT); 5) relaciéon entre
el largo de la tibia y del fémur (LT/LF).

Con el objeto de examinar el patron de
variacion morfologica dentro de cada espe-
cie se realizaron regresiones entre los valo-
res poblacionales promedio de cada variable
morfométrica y las coordenadas latitudinales
correspondientes a cada sitio. Para la compara-
cion entre poblaciones alopatricas y sintopicas
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de las especies O. cordobae y O. americanus,
se utilizaron: a) poblaciones alopatricas de la
especie O. cordobae correspondientes a los
sitios de Villa General Belgrano, Santa Rosa
de Calamuchita, Los Gigantes y Berrotaran;
b) poblaciones alopatricas de la especie O.
americanus correspondientes a los sitios de
Sampacho, Los Membrillos y Rio Cuarto y
¢) poblaciones sintdpicas correspondientes a
los sitios de El Cano y La Escondida. El ana-
lisis discriminante con validacion cruzada fue
aplicado para obtener una medida adicional
de la diferenciacion morfologica inter e intra-
especifica (Sinsch & Schneider 1999). Todos
los analisis estadisticos se realizaron utilizando
los programas STATGRAPHICS® Plus 5.0 y
SPSS para Windows, version 11.5.1.

RESULTADOS

Las medidas morfométricas promedio obte-
nidas sobre un total de 211 individuos (Odonto-
phrynus cordobae n=793/142; O. americanus
n=1033/152) pertenecientes a 18 localidades

se muestran en el cuadro 1 (por especie y
sexo). La especie O. cordobae mostré diferen-
cias significativas entre machos y hembras en
seis variables morfométricas mientras que O.
americanus presentd diferencias entre sexo en
tres parametros (Cuadro 1). Las hembras de las
dos especies se diferenciaron significativamente
en la Distancia Interocular (Cuadro 2).

Debido al bajo nimero de hembras cap-
turadas y a las diferencias encontradas entre
sexos en ambas especies, los posteriores anali-
sis se realizaron so6lo teniendo en cuenta a los
machos de O. cordobae y O. americanus. Las
variables DO (W=0.95, p=0.00), TF (#=0.92,
p=0.00) y CT (W=0.95, p=0.00) en O. cordobae
y ON (W=0.95, p=0.01), IN (W=0.87, p=0.00)
y RN (W=0.96, p=0.01) en O. americanus no
mostraron una distribucion normal. De las 15
variables morfométricas comparadas mediante
ANDEVA o Kruskal-Wallis, seis mostraron
diferencias significativas entre los machos de
O. cordobae y O. americanus cuando los indi-
viduos de todas la poblaciones fueron incluidos
en el analisis (Cuadro 3). Estos parametros

CUADRO 1
Valores promedio de las variables morfométricas por sexo y ANDEVA para O. cordobae (793/149)
y O. americanus (1033/159)

TABLE 1
Mean values of morphometric variables by sex and ANOVAs for O. cordobae (793/14%9) and O. americanus (1033/159)

. O. cordobae O. americanus
Variables

Machos Hembras 2 Machos Hembras P
Largo hocico-cloaca (SVL) 46.48 48.54 0.07 45.57 46.58 0.34
Ancho de la cabeza (HW) 19.32 21.03 0.003 19.21 20.22 0.009
Largo de la cabeza (LC) 14.85 15.55 0.06 15.68 15.74 0.90
Dist. hocico-ojo (HO) 7.27 7.53 0.16 7.52 7.50 0.90
Dist. internarinas (IN) 293 3.31 0.010 3.01 3.26 0.13
Dist. interocular (10) 3.65 3.60 0.72 3.96 3.99 0.89
Dist. ojo-narina (ON) 3.18 3.67 0.0004 3.30 3.47 0.14
Dist. rostro-narina (RN) 4.32 4.51 0.24 4.32 4.72 0.018
Diametro del ojo (DO) 6.18 6.41 0.21 6.41 6.34 0.67
Largo del brazo (LB) 19.87 21.88 0.0003 20.12 20.85 0.09
Largo del 3¢ dedo (TF) 6.29 6.60 0.19 6.37 6.19 0.3
Largo del fémur (LF) 16.79 17.56 0.09 16.45 16.99 0.21
Largo de la tibia (LT) 15.14 16.11 0.003 15.40 15.50 0.71
Largo de la pata (LP) 24.38 26.28 0.006 24.22 25.40 0.049
Largo del 4 dedo del pie (CT) 8.89 9.22 0.31 9.03 9.29 0.27
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CUADRO 2
ANDEVA entre hembras de O. cordobae (n=14)
y O. americanus (n=15)

TABLE 2
ANOVA among females of O. cordobae (n=14)
and O. americanus (n=15)

Variables P
Largo hocico-cloaca (SVL) 0.30
Ancho de la cabeza (HW) 0.16
Largo de la cabeza (LC) 0.77
Dist. hocico-ojo (HO) 0.89
Dist. internarinas (IN) 0.79
Dist. interocular (I0) 0.04
Dist. ojo-narina (ON) 0.19
Dist. rostro-narina (RN) 0.37
Diametro del ojo (DO) 0.74
Largo del brazo (LB) 0.14
Largo del 3¢" dedo (TF) 0.15
Largo del fémur (LF) 0.36
Largo de la tibia (LT) 0.15
Largo de la pata (LP) 0.14
Largo del 4 dedo del pie (CT) 0.86

Variable

Largo hocico-cloaca (SVL)
Ancho de la cabeza (HW)
Largo de la cabeza (LC)
Dist. hocico-ojo (HO)

Dist. internarinas (IN)
Dist. interocular (I0)

Dist. ojo-narina (ON)

Dist. rostro-narina (RN)
Diametro del ojo (DO)
Largo del brazo (LB)
Largo del 3°" dedo (TF)
Largo del Fémur (LF)
Largo de la tibia (LT)
Largo de la pata (LP)
Largo del 4° dedo del pie (CT)

estan asociados con las mediciones realiza-
das sobre la region cefalica de los individuos
y en todos los casos se encontraron valores
mayores en O. americanus. De los cinco indi-
ces calculados solamente HW/LC (ANDEVA,
F| 15=16.78, p<0.001) y LT/LF (ANDEVA,
F 14=10.47, p<0.01) mostraron diferencias
significativas entre especies.

Las regresiones realizadas entre cada
parametro morfologico de O. cordobae y las
coordenadas latitudinales mostraron una leve
tendencia clinal en las variables LC (=-0.25,
R?=0.061, p<0.05), HO (r=-0.32, R>=0.105,
p<0.01), 10 (+=-0.23, R*=0.055, p<0.05), LB
(r=-0.23, R*=0.052, p<0.05). Los valores en
estas variables aumentaron en direccion nor-
te-sur. En cambio, la variable DO (+=0.23,
R?=0.055, p<0.05) evidenci6 un decrecimiento
en la misma direccion. Las restantes variables
no mostraron relacion directa con las coordena-
das latitudinales.

CUADRO 3
ANDEVA/Kruskal-Wallis de 15 variables morfométricas entre las especies: O. cordobae (n=7973)
y O. americanus (n=1037)

TABLE 3
ANOVA/Kruskal-Wallis of 15 morphometric variables between O. cordobae (n=797)
and O. americanus (n=1037)

ANDEVA Kruskal-Wallis test

F p H p
2.80 0.09 - -
0.19 0.66 - -
14.60 0.00 - -
7.62 0.01 - -

- - 4.58 0.03
14.63 0.00 - -

- - 431 0.03

- - 0.079 0.78

- - 7.18 0.007
1.02 0.31 - -

- - 1.81 0.17
2.05 0.15 - -
2.73 0.10 - -
0.17 0.68 - -

- - 1.90 0.16
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En la especie O. americanus, los parame-
tros IN (r=-0.24, R?*=0.058, p<0.05) e IO (r=-
0.21, R?=0.046, p<0.05) mostraron un ligero
aumento clinal de norte a sur, mientras que las
restantes variables no mostraron estar correla-
cionadas con la latitud.

Los individuos sintdpicos mostraron dife-
rencias significativas entre especies solamente
en la variable longitud rostro-cloacal (SVL),
mientras que los individuos alopatricos mostra-
ron diferencias entre especies en las variables
largo de la cabeza (LC), distancia internarinas
(IN), distancia interocular (I0) y Largo del 4%
dedo de la pata (Cuadro 4).

En la comparacion dentro de cada especie
se encontraron diferencias significativas en
seis variables morfométricas entre individuos
sintdpicos y alopatricos dentro de O. ameri-
canus, mientras que dentro de O. cordobae solo
dos variables mostraron diferencias estadisti-
cas. Ambas especies mostraron diferencias en

sintopia y alopatria en el ancho de la cabeza y
la distancia hocico-ojo (Cuadro 5).

El analisis discriminante incluyendo
los datos morfométricos de los individuos
(machos) de todas las poblaciones obtenidas
para O. cordobae y O. americanus, mostro
una clasificacion positiva de los individuos
dentro de su respectiva especie del 76.37%. El
analisis de validacion cruzada muestra una cla-
sificacion del 70.3% de los individuos dentro
de sus respectivos grupos. La funcion discri-
minante obtenida fue altamente significativa
(Correlacion Canodnica=0.57, A de Wilks=0.67,
p<0.0001). Las variables de mayor importancia
en la funcion discriminante obtenida corres-
pondieron a: longitud rostro-cloacal (SVL),
largo de la cabeza, largo del fémur y distancia
interocular (Fig. 1). De los 26 individuos de O.
americanus reclasificados como O. cordobae,
13 pertenecen a areas de sintopia, mientras
que de los 17 individuos de O. cordobae

CUADRO 4
ANDEVA/Kruskal-Wallis de 15 variables morfométricas entre las especies en sintopia (O. cordobae=153;
O. americanus=333) y alopatria (O. cordobae=3073; O. americanus=357)

TABLE 4
ANOVA/Kruskal-Wallis of 15 morphometric variables between species in syntopy (O. cordobae=157;
O. americanus=333") and allopatry (O. cordobae=303; O. americanus=353)

O. cordobae vs O. americanus

O. cordobae vs O. americanus

) (sintopia) (alopatria)
Variable ANDEVA Kruskal-Wallis ANDEVA Kruskal-Wallis
F P H P F P H P
Largo hocico-cloaca (SVL) 4.28 0.04 - - 0.55 0.46 - -
Ancho de la cabeza (HW) 0.04 0.85 - - 0.72 0.40 - -
Largo de la cabeza (LC) 0.87 0.35 - - 8.72 0.00 - -
Distancia hocico-ojo (HO) 0.57 0.45 - - 2.27 0.14 - -
Distancia internarinas (IN) - - 0.309 0.578 7.05 0.01 - -
Distancia interocular (I0) 0.83 0.37 - - - - 16.66 0.0000
Distancia ojo-narina (ON) 0.09 0.76 - - 2.09 0.15 - -
Distancia rostro-narina (RN) 2.97 0.09 - - 0.53 0.47 - -
Diametro del ojo (DO) - - 2.29 0.13 0.43 0.51 - -
Largo del brazo (LB) 2.35 0.13 - - 3.14 0.08 - -
Largo del 3¢ dedo (TF) - - 1.117 0.291 - - 0.59 0.44
Largo del fémur (LF) 0.29 0.59 - - 2.43 0.12 - -
Largo de la tibia (LT) 0.96 0.33 - - 0.81 0.37 - -
Largo de la pata (LP) 2.35 0.13 - - 0.62 0.43 - -
Largo del 4 dedo del pie (CT) 3.41 0.07 - - - - 8.28 0.004
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CUADRO 5

ANDEVA/Kruskal-Wallis de 15 variables morfométricas entre individuos sintdpicos y alopatricos

dentro de cada una de las especies

TABLE 5

ANOVA/Kruskal-Wallis of 15 morphometric variables between syntopic and allopatric individuals within each species

Variable

Largo hocico-cloaca (SVL)
Ancho de la cabeza (HW)
Largo de la cabeza (LC)
Dist. hocico-ojo (HO)
Dist. internarinas (IN)
Dist. interocular (I0)
Dist. ojo-narina (ON)
Dist. rostro-narina (RN)
Diametro del ojo (DO)
Largo del brazo (LB)
Largo del 3°" dedo (TF)
Largo del fémur (LF)
Largo de la tibia (LT)

O. cordobae
(sintopicos vs alopatricos)

O. americanus
(sintopicos vs alopatricos)

Largo de la pata (LP)
Largo del 4 dedo del pie (CT) - -

ANDEVA Kruskal-Wallis ANDEVA Kruskal-Wallis
F p H D F D H P
1.90 0.17 - - 0.71 0.40 - -
4.59 0.03 - - 4.25 0.04 - -
0.19 0.66 - - 2.53 0.11 - -
4.60 0.03 - - 5.73 0.02 - -

0.02 0.90 - - - - 7.30 0.01

0.65 0.42 - - - - 8.09 0.00
0.24 0.62 - - 7.40 0.01 - -
0.15 0.70 - - 5.15 0.03 - -
- - 2.96 0.08 0.02 0.89 - -
0.39 0.54 - - 0.05 0.82 - -
- - 2.76 0.09 0.00 0.96 - -
0.67 0.42 - - 0.20 0.66 - -
0.45 0.51 - - 1.25 0.27 - -
2.89 0.10 - - 0.17 0.68 - -
0.77 0.38 0.00 0.97 - -

Largo de la cabeza (mm)

SVL

Fig. 1. Segregacion morfologica de individuos de las
especies O. cordobae (triangulos) y O. americanus
(circulos).

Fig. 1. Morphological segregation of individuals of O.
cordobae (triangles) and O. americanus (circles).

reclasificados como O. americanus, cuatro
corresponden a individuos sintopicos.

A partir del analisis discriminante reali-
zado en base a cuatro grupos (1-O. cordobae
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alopatrico, 2-O. cordobae sintopico; 3-O. ame-
ricanus alopatrico; 4-O. americanus sintopico)
se obtuvieron tres funciones discriminantes, de
las cuales las dos primeras explican un 94% de
la variacion (Cuadro 6). La reclasificacion de
los individuos dentro de cada grupo respectivo
fue del 73.45% (Cuadro 6). Los individuos
alopatricos de cada especie se segregan visi-
blemente, al igual que los individuos alopatri-
cos y sintopicos, dentro de su correspondiente
especie. Ademas, se observa un solapamiento
notorio entre los individuos sintopicos de O.
americanus 'y O. cordobae. Es importante des-
tacar que corresponde a estos grupos un menor
porcentaje de clasificacion correcta (Cuadro 6,
Fig. 2). La Funcion 1 segreg6 a los individuos
alopatricos de O. cordobae de sus coespecificos
sintdpicos y de todos los individuos de O. ame-
ricanus, mientras que la Funcion 2 separa a los
individuos sintopicos y alopatricos de O. ame-
ricanus. Las variables de mayor aporte fueron,
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diferencias significativas (Gallardo 1966,
Becak et al. 1966, 1970, Barrio & Pistol de
Rubel 1972, Cei 1980, Cei 1985). Martino &
Sinsch (2002), utilizaron mediciones morfo-
métricas como uno de los grupos de caracte-
res independientes que permitieron diferenciar
poblaciones diplo/tetraploides de Odontophry-
nus, definiendo asi la nueva especie O. cor-
dobae. Nuestro estudio refuerza el analisis de
las diferencias entre las especies O. cordobae
y O. americanus realizado por estos autores
e incluye una amplia revision de especimenes
examinados pertenecientes a 18 localidades.
Ademas el amplio &mbito de poblaciones con-
sideradas en este trabajo nos permitié examinar
las diferencias morfométricas intraespecificas
dentro de cada especie, un analisis que no habia
sido abordado hasta este momento. En este
sentido, examinar un conjunto de poblaciones
a través de la distribucion de cada especie, y
no solamente poblaciones distantes, permite
identificar posibles patrones de variacion geo-
grafica que pueden generar confusiones en la
interpretacion de estudios relacionados con el
desplazamiento de caracteres.

Varios autores han realizado estudios com-
parando la eficiencia de las mediciones mor-
fométricas bajo diferentes condiciones (Lee
1982, Bailey & Byrnes 1990, Hayek et al.
2001, Schauble 2004, Bernal & Clavijo 2009).
En estos estudios se reporta que existen dife-
rencias significativas en las mediciones mor-
fométricas dependiendo si son tomadas sobre
organismos vivos o preservados, y que las
diferencias inter-observador serian mayores
que las encontradas en mediciones realizadas
por un unico observador. En nuestro trabajo,
las mediciones fueron realizadas sobre espe-
cimenes en condiciones similares y por un
unico observador.

En la mayoria de las especies de animales
dioicos, los machos y las hembras difieren
en el tamafio corporal, pero la extension y la
direccion de esta diferencia varia ampliamen-
te dentro y entre especies (Arak 1988). En la
mayoria de las especies animales las hembras
son mas grandes que los machos (Ghiselin
1974). El dimorfismo sexual morfoldogico es

reportado en numerosas especies de anuros
en las cuales las hembras (Bosch & Marquez
1996) o los machos (Taborsky et al. 2009)
presentan un mayor tamafio corporal. Martino
& Sinsch (2002), no encontraron diferencias
estadisticas entre sexos en O. cordobae ni en
O. americanus, aunque observaron valores
morfométricos mas altos en las hembras de las
dos especies. Estos autores, asumen que esta
tendencia observada en los individuos utiliza-
dos en su trabajo podria ser efecto del sesgo
de la muestra.

En el presente estudio se encontraron
diferencias significativas en seis variables mor-
fométricas entre sexos para O. cordobae y tres
variables para O. americanus, resultando mayo-
res los valores de las hembras con respecto al
de los machos en todos los casos. En ambas
especies, las hembras exhibieron cabezas mas
anchas que las de los machos. En O. cordo-
bae, las hembras presentaron las extremidades
anteriores y posteriores significativamente mas
largas que las de los machos coespecificos.
Ademas, la mayoria de las variables que no
mostraron diferencias significativas, entre ellas
el SVL, también presentaron valores promedio
mas altos en las hembras de ambas especies.
En términos generales, un mayor tamafio por
parte de los machos seria esperado si existiera
una competencia activa (seleccion intrasexual)
entre machos con encuentros agresivos (Shine
1979, Woolbright 1983, Duellman & Trueb
1986). En todos los sitios relevados para ambas
especies en este estudio no fueron observados
encuentros agresivos o competencia fisica entre
machos. Por otra parte, un mayor tamaiio de las
hembras confiere una ventaja reproductiva en
muchos anuros debido a una relacion positiva
entre el volumen de huevos y el tamafio corpo-
ral (Crump 1974).

En el analisis univariado llevado a cabo
solamente con los machos de O. cordobae
y O. americanus se encontraron diferencias
significativas en las variables morfométricas,
relacionadas con la morfologia de la cabeza.
En estas variables, O. americanus mostro los
mayores valores, lo cual podria indicar no solo
un mayor tamafio de la cabeza sino también
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una morfologia mas alargada en un plano lon-
gitudinal. Sin embargo no fueron observadas
diferencias significativas en el SVL como
las obtenidas por Martino & Sinsch (2002),
aunque el valor promedio en esta variable fue
levemente mayor en la especie diploide tal
como reportaron estos autores. En este senti-
do, aunque algunos efectos en el tamafio total
han sido observados, se describe que muchos
poliploides se encuentran dentro de la varia-
cion morfoldgica observada en sus ancestros
diploides (Otto & Whitton 2000). En vertebra-
dos, la poliploidia tiende a tener poco o ningun
efecto en el tamaio corporal (Fankhauser 1945;
Mahony & Robinson 1980). Este hecho puede
deberse a que, al contrario de lo que ocurre en
plantas, en animales poliploides el aumento
en el tamafio celular debido al incremento del
contenido de DNA suele acompafiarse por
una disminucion en el numero total de células
manteniendo un tamafio corporal similar al de
los progenitores diploides (Fankhauser 1945,
Bogart 1980, Mable 2004).

Sinsch et al. (1995), enfatiza la necesidad
del uso del analisis multivariado para resolver
grupos con similar forma y tamafio. Martino
& Sinsch (2002), usando analisis multivariado
reportaron una reclasificacion correcta del 75%
de los individuos de O. cordobae (n total=24;
pertenecientes a las localidades de Villa Gral.
Belgrano y Santa Rosa de Calamuchita) y del
81.2% para individuos de O. americanus (n
total=33; pertenecientes a las localidades de
Rio Cuarto y Barreto). Estos autores utilizaron
ademas ejemplares de O. occidentalis en el
analisis. En el presente estudio, considerando
solamente individuos de O. cordobae 'y O. ame-
ricanus pertenecientes a 18 sitios de muestreo,
se obtuvo una clasificacion positiva del 78.5 %
en la especie diploide (# total=79) y del 74.8%
en la especie tetraploide (n total=103). En este
sentido, Martino & Sinsch (2002), consideran
que una clasificacion inequivoca de los indi-
viduos de O. cordobae y O. americanus no es
posible y sefialan que la distincion morfologica
mejora si la edad del individuo es tomada en
cuenta, debido a que los diploides tienden a ser

mas grandes, en promedio, que los tetraploides
de la misma edad.

Diferencias en la morfologia de los indi-
viduos son reportadas también en el complejo
diplo/poliploide Bufo viridis (Castellano et al.
1998, Castellano et al. 2000). Las diferencias
encontradas entre las entidades diploides y
tetraploides fueron asociadas por los autores
a la diferenciacion de habitats evidenciada por
las poblaciones de una y otra ploidia. Castella-
no et al. (1998), sugieren que el mayor tamafio
corporal y las patas proporcionalmente mas
cortas de los diploides respecto a los tetra-
ploides podrian ser el resultado de presiones
selectivas que favorecen una reduccion de los
riesgos de desecacion.

En el caso particular de las poblaciones
de O. cordobae y O. americanus considera-
mos que sus distribuciones no muestran una
marcada amplitud y diferenciacion de habitats
ni variaciones climaticas significativas. Ade-
mas, del porcentaje de individuos clasificados
incorrectamente, especialmente de O. ameri-
canus, el 50% correspondio a ejemplares per-
tenecientes a zonas de sintopia. Esta diferencia
entre individuos tetraploides sintdpicos y alo-
patricos se corresponde con lo obtenido en el
analisis univariado.

En el analisis discriminante, consideran-
do grupos sintdpicos y alopatricos de cada
especie, se obtuvieron porcentajes mayores de
clasificacion correcta en individuos alopatricos
que en individuos sintopicos en ambas espe-
cies. Graficamente se puede observar la dife-
renciacion entre individuos alopatricos de cada
una de las especies, y de individuos sintopicos
y alopatricos dentro de cada especie. Contraria-
mente, esta diferenciacion no es evidente entre
ejemplares sintoépicos de O. cordobae y O.
americanus. Esta situacion se refleja también
en el analisis univariado, en donde se obser-
varon mayores deferencias morfométricas en
individuos alopatricos.

Debido a que las diferencias observadas
en simpatria entre caracteres morfométricos de
diploides y tetraploides no son mayores a las
observadas en alopatria, nuestros resultados
se alejan de los resultados esperados bajo la
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hipotesis del desplazamiento de caracteres.
Adicionalmente, la ausencia de evidencias de
combate activo entre machos, reforzado por el
menor tamafio de estos en relacion a las hem-
bras en ambas especies, podria sugerir que los
caracteres morfologicos externos no tendrian
una influencia importante en el reconocimiento
y eleccion de machos coespecificos por parte
de las hembras. Bickford et al. (2007), discu-
ten varias razones por las cuales los cambios
morfologicos podrian no estar correlacionados
con el limite entre especies o bien podrian no
ser usados en la discriminacion especifica. Dos
temas parecerian ser generales y recurrentes:
las especies cripticas podrian utilizar sefiales
no visuales para la eleccion de pareja y/o
parecerian estar bajo procesos de seleccion
promoviendo la estasis morfologica. En este
sentido, a menudo las especies cripticas pueden
discriminarse por feromonas o cantos nupcia-
les, y la maquinaria morfologica necesaria para
la produccion de sefiales actsticas u olfatorias,
no necesariamente difiere de forma aprecia-
ble. Las sefiales visuales son preferiblemente
utilizadas por especies de actividad diurna en
sitios con poca obstruccion visual (Duellman
& Trueb 1986, Hodl 1996). Las especies O.
cordobae y O. americanus presentan una acti-
vidad crepuscular-nocturna, y en muchos casos
sus sitios de canto se encuentran protegidos
por la vegetacion riparia. Ademas, las diferen-
cias en las sefales actsticas encontradas entre
estas especies han mostrado ser significativas
(Martino & Sinsch 2002), y podrian estar
fuertemente relacionadas con la seleccion de
pareja y el aislamiento reproductivo entre estos
taxones cripticos.
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RESUMEN

El analisis morfométrico ha servido como apoyo
para explicar fendmenos ecoldgicos y evolutivos y para la
clasificacion de nuevas especies. Nosotros realizamos el
analisis morfométrico de dos especies morfologicamente
cripticas con el objeto de evaluar el grado de diferenciacion
intra e interespecifica. Se midieron 15 variables sobre 211
individuos pertenecientes a 18 localidades del centro de
Argentina. Se encontré dimorfismo sexual en seis varia-
bles morfométricas en Odontophrynus cordobae y en tres
variables en O. americanus. Se encontraron diferencias
significativas entre especies en seis variables. El analisis
discriminante incluyendo los individuos de todas las
poblaciones relevadas para O. cordobae y O. americanus,
mostrd una clasificacion positiva de los individuos dentro
de su respectiva especie del 76.37%. En el analisis discri-
minante realizado con base en cuatro grupos (O. cordobae
alopatrico y sintopico y O. americanus alopatrico y sintd-
pico) se obtuvo una reclasificacion de los individuos dentro
de cada grupo del 73.45%. Las diferencias morfométricas
entre especies fueron mayores en sintopia. Los resultados
se alejan de los resultados esperados bajo la hipotesis del
desplazamiento de caracteres y podrian sugerir que los
caracteres morfologicos externos no tendrian una influen-
cia importante en el reconocimiento y eleccién de machos
coespecificos por parte de las hembras.

Palabras clave: Odontophrynus, medidas morfométricas,
diploide, tetraploide, especies cripticas.
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