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Resumen:
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conoce en la literatura como Bufo occidentails. Los datos que se han generado muestran que esta
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trabajo se estudiara diferentes poblaciones de B. occidentails, con la finalidad de definir cuantas y
cuales especies conforman dicho grupo. Para determinar cudles son los limites taxonémicos entre
estas poblaciones se propone analizar diferentes caracteres de morfologia externa, en estas
poblaciones, tales como los tipos de granulacion y la coloracién de las superficies dorsales y
ventrales, arreglo de las crestas cefalicas y talla corporal, principalmente. Adicionalmente. se
espera completar el trabajo con el andlisis de electroféresis de proteinas (enzimas) en ejemplares
pertenecientes a las diferentes poblaciones de B. occidentails. La segunda parte de este trabajo
pretende definir cuales son las relaciones filogenéticas entre las especies que conforman este
grupo, y cuales son sus grupos mas cercanamente relacionados. La técnica de analisis de estos es
el de sistematica filogenética para el cual se empleara el programa computacional PAUP.
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SISTEMATICA DE Bufo occidentalis Cangan,

1879 (Anura: Bufonidae) EN MEXICO

M. en C. Georgina Santos Barrera
Museo de Zoologia, Facultad de Ciencias, UNAM
A. P. 70-399, C. P. 04510, México, ). F.

INTRODUCCION

El género Bufo es un grupo de sapos muy diverso y habita en gran parte de las tierras
conocidas en d mundo (Zug, 1993). En México la diversidad que acanza es notable, hadael
momento se han registrado 28 especies, nueve de | as cuales son endémicas de México. Dos
de las 28 especies conocidas fueron descritas recientemente (Mendelson 111, 19973,
1997b), lo que habla de un interés importante en d estudio de estos anuros. Sin
embargo, existen algunas especies cuya taxonomia esta incompleta y con frecuencia
resulta dificil identificarlas. Un claro g emplo de esta situacién es sin duda Bufo occidentalis
Camerano, 1879, especie que se conoce desde 1878, aungue no £ sabe con exactitud la
fecha ni el lugar de recolecta de los primeros ejemplares, con los cudes se redizo la
descripcion. B. occidentalis habia persistido en México sin cambios taxondémicos
notables, fuera de la delimitacion de su area de distribucion, 1o que condujo a definirla
como una especie endémica de México con una distribucion muy amplia en diversas y
variadas localidades de nuestro pais. Hace varios afos se inicio el estudio sstemético de
esta especie de sapos verdaderos en el Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias con
lafinalidad de aclarar si existian mas de una especie involucradas en 1o que se conoce desde
hace més de un siglo como Bufo occidentalis Los principales problemas taxonomicos, la
historia de laddimitacion de su distribucidn geogréfica, asi como la historia nomenclatura)

tan interesante de estaespecie sehan descrito con detalle enSantos Barrera (1995).

Para facilitar el estudio taxondmico se identificaron 22 poblaciones de B.



occidentalis utilizando los registros procedentes de las principales colecciones
herpetol 6gicas de México, Estados Unidos de Américay una en Itdia, completandose con las
recol ectas en d campo realizadas en |os Ultimos cuatro afios. Los registros para esta egpecie de
sapo provienen de mas de 220 localidades pertenecientes a 20 de los 31 estados de la
Republica Mexicana y abarcan diferentes ambientes como € bosque de encino, € bosgue de
pino y € matorra xerdfilo. Una distribucion geogréfica tan amplia y la ausencia de
subespecies descritas dentro de una Unica especie en donde se observan gran variedad de
formas, fueron la clave para iniciar un estudio taxonémico de esta especie. Debe destacarse
ademas, que no existen gemplares tipo (holotipo y paratipos) designados para B.
occidentales, y por lo tanto, esindispensable redescribir estaespecie, designando el lectotipo
y los paral ectotipos correspondientes (Santos-Barreray Flores-Villela, en prep).

La manera en la que se ha abordado € estudio de esta especie ha sdo
fundamentalmente la comparacion de caracteres morfol 6gicos externos entre los gjemplares
disponibles pertenecientes a diferentes poblaciones a lo largo de la distribucion de B.
occidentales. Este primer andlisis condujo a reconocer cuatro diferentes morfotipos dentro
de la especie, es decir, cuatro diferentes grupos de organismos con una Unica combinacién de
caracteres cada una. A pesar de reconocer es55grupos, existen otras poblaciones que no fueron
asignadas a alguno de los morfotipos antes mencionados quedando como un conjunto grande
con una identidad taxondémica incierta (Santos Barrera, 1995). El uso de la estadigtica
multivariada, para comparar la morfologia de los adultos de diferentes poblaciones es la
primera aproximacion para definir los limites taxondmicos de las unidades (posibles
especies), a lo que se ha sumado €l uso de marcadores genéticos, como la electroforesis de
enzimas, que ha sdo la herramienta clave para definir la situacion de las diferentes
poblaciones que en su conjunto conforman laespecie B. occidentales

En este trabajo spretende dilucidar cuantas y cuéles especies conforman lo que
desde hace un par de afos propuse debe ser considerado como el grupo B.
Occidentalis (Santos-Barrera, 1995). Los grupos o compleos de especies son conjuntos de
especies 0 poblaciones que se agrupan tomando en cuenta la similitud morfologica y/o

ecol 6gica que guardan las epecies, Sin que dlo sgnifique necesariamente que existen relaciones de



parentesco entre las mismas. Con frecuencia esa similitud general observada no nos dice mucho
sobre la historia evolutiva de las unidades en cuestion, dejandolas como especies de
posicion taxonémica incierta o de dificil identificacion y por lo tanto, clasificadas
artificialmente por conveniencia. Hasta hace un par de décadas, esto era el resultado de
la aplicacion de conceptos bioldgico y politipico de especie que no toman en cuenta la historia
evolutiva de las unidades que clasifican, sno € grado de aidamiento reproductivo y lasimilitud
fenotipica que existe entre las unidades a clasificar. En ete trabgo se asume € uso del
concepto evolutivo de especie propuesto por Simpson en1969 y retomado por Wiley en1978,
que congderaalas especies como las entidades mas grandes que han evolucionado y cuyas partes, si
se distinguen, probablemente no estdn en trayectorias filogenéticas diferentes (Frost y
Hillis, 1990). Como todos los conceptos de especie propuestos, este concepto tiene algunos
inconvenientes operacionales para su aplicacion, como lo es el descubrimiento de las
evidencias o caracteres que permiten recuperar la historia de esas entidades y definirlas
como linges independientes. El andlisis filogenético de diferentes conjuntos de
caracteres puede ayudar aresolver esta situacion y es aparentemente congruente con la
naturaleza misma de | os organismos.

Bufo occidentalis ha sido considerada como una especie monotipica por Blair
(1963), mientras que Frost (en Menddson 111, 1997) laincluye dentro del grupo B. valliceps
Como en otros herpetozoos, la mayoria de los grupos de especies dentro del género Bufo
se han formado por similitud en los caracteres de morfologia externa y/u osteologia,
aungue no expresen las relaciones filogenéticas entre las especies (Mendelson [11, 1997).
En egte trabgo propongo que se reconozcan tres nuevas especies dentro del grupo B.
occidentales, las cuales, ademas de presentar una combinacién Unica de caracteres
(discontinuidades) son alopétridas con respecto a resto de las poblaciones de B.
occidentalis

Cuando seinici6 el estudio taxonémico de Bufo occidentalis se penso en definir
con claridad los limites de las especies que conforman este taxon, y de ser posible,
proponer una hipotesis de las relaciones filogeneticas entre las especies descubiertas

y sus especies cercanas al respecto, Blair (1963) pensaba que B. occidentalis podria estar



cercanamente emparentado con B. bocaurti por considerar que ambos habitaban en
tierras atas y eran de algin modo, equivalentes ecol6gicos. Mendelson I11 (1997), rediz6 un
estudio taxondmico basado en 45 caracteres de morfologia general externay osteologia
para definir la monof i lea de las especies pertenecientes al grupo B. valliceps, y
conocer la relacion de este grupo con €l resto de los Bufo de Norteamérica. Sus
resultados muestran que B. occidentalis ese grupo hermano de B, americanus, especie
que se distribuye en @ sureste de Canada y hacia @ sur en € centro y este de Estados
Unidos de América. Mendelson 111 (1997) sospecha entonces que B. occidentalis puede estar
més relacionado con las epecies norteamericanas que con las de sur de México. En un segundo
grupo de especies relacionadas con € ciado americanus-occidentdis, Se encuentran varias especies
que habitan en € sureste de México y Centroamérica, como 9. marmoreus, B, bocourti,
BR canaliferusy B. ibarrai,.

Algunos intentos por probar la monofilia de ciertos grupos de especies de
Bufo han sido infructuosos. La mayor parte de estos estudios incluyen a uno o dos
representantes de los diferentes grupos (Graybeal, 1993; Maxson, 1984; Mendelson 111,
1997a) y no a latotalidad de |as especies que conforman al grupo. Actualmente se
acepta de manera general que la familia Bufonidae es un grupo monofilético apoyandose en
los caracteres singpomorf los que a continuacion se mencionan (resumidos por Ford y
Cannatella, 1993): presencia del 6rgano de Bidder, la ausencia de dientes, € patron de
insercion particular del musculo hiogloso, la ausencia del musculo constrictor posterior, d
origen del musculo depresor solo del escuamoso y d &gulo de orientacion asociado del
escuamoso y presencia del elemento atico. El género Bufo, d més diverso de esta
familia, estambién un enigma para los sistematas. Los datos moleculares provistos por
Maxson (1984) y Graybeal (1993) no han podido demostrar que € género Bufo es un
grupo monof U tico y seespeculaque su origen puede ser polifileético.

El adveniento de las técnicas moleculares ha permitido dilucidar la taxonomia y las
relaciones filogenéticas en un sinlmero de especies'y otros toxones. En este trabagjo se selecciond
la técnica de eectroforesis de enzimas utilizando € acetato de celulosa como sustrato. Esta

técnica ha sido poco utilizada en herpetologia y se piensa que puede presentar agunas



dificultades cuando se compara con la electroforesis en dmidon de papa(Murphy, et a., 1996).
Sin embargo, la técnica en acetato de celulosa es relativamente fécil de realizarse,
ofrece resultados en un tiempo mas corto y ha permitido resolver la identidad
taxondmica de algunas poblaciones de anfibios (p. €. Odendal, et al., 1983, ver

Richardson, et al., 1986).

METODOS

Para el estudio morfolégico se contd con una muestra de 731 ejemplares de Bufo
occidentalis que incluian crias, jovenes 'y adultos, procedentes de las diferentes poblaciones a
lo largo de su distribucién. Estos gemplares estén depositados en 26 diferentes colecciones
herpeto |6gicas de México, Estados Unidos de América e Italia. Estos ejemplares, de
acuerdo con su localidad de recolecta se agruparon en poblaciones delimitadas
geografjcomente a las cuales se les asigné un ndimero progresivo siguiendo unadireccion
norte-sur y nombrandose entonces como unidades geogréficas operativas (UGQO's),
designadas asi para fines del andlisis morfométrico multivariado (Figura 1). Se definieron
22 UGQ's alas que s les adiciono la UGO 23 que corresponde a g emplares de B. valliceps
introducido a andisis solo para fines de comparacion de las UGO's definidas (1 y 10) no se
tienen representantes, sSin embargo existen los registros herpetol gicos en colecciones, por 1o

gue setomé la decision de numerarlas



Figura 1.- Localizacion geogréfica de las 21 poblaciones (UGOs) definidas en este

estudio en ladistribucion de Bufa occdentalis.




. MORFOLOGIA EXTERNA.
Para el andlisis de caracteres de morfologia externa se estudiaron 431 ejemplares
adultos de 8. occidentales, de los cuales 235 son machos y 196 hembras, ademas de
300 jovenes y crias. La taxonomia de este grupo se basa en la comparacion de los
caracteres morfologicos de los adultos, Sn embargo los jovenesy las crias se emplearon para
describir la variacion ontogenética de estos caracteres en |las poblaciones de los 431
adultos examinados, 98 ejemplares fueron recientemente recolectados en € campo a lo
largo de cinco diferentes salidas a los estados de Chihuahua, Durango, Zacatecss,
Aguascdientes, San Luis Potosi, Puebla, Tlaxcaay Oaxaca, en donde se visitaron mas de
veinte localidades encontrando organismos solo en once deesaslocdidades.

Para el examen de la morfologia externa se consideraron cuatro caracteres principales
en los cuales se observd variacién entre las poblaciones. Los caracteres

morfol bgicos, con sus respectivos estados de caracter se listan a continuacion:

1) Desarrollo y arreglo de las crestas cefalicas (ver Figura 2a).
a) Supraocular (SO), postocular (PO), y parietal (PR) conspicuas b)
Solo 50 y PO evidentes, PR insinuada.
¢) Solo 50 conspicua
2) Patron de color en el dorso.
a) Numerosas manchas de tamafio pequefiay uniforme distribuidas en casi todalasuperficie
dorsal incluyendo los costados.
b) Manchas pequefias y medianas oscuras sobre un fondo gris oscuro sobre el que
se observan también numerosos puntos entre las manchas,
€) Manchas grandes oscuras llegando o no aformar unalineamedia clara, esta

linea con frecuencia esta interrumpida.



3) Patron de color en el vientre.

a) Inmaculado
b) Algunos puntos o0 pecas grises separados
¢) Manchas oscuras queen ocasonesefusionan
4) Desarrollo y abundancia de los granulos en el dorso
a) Granos pequefios distribuidos uniformemente y enabundancia
b) Granos casi todos del mismo tamarfio de forma redonda poco abundantes c)
Granos grandes de punta achatada, distribucion escasa.
d) Granos pequefios y medianos con punta casi redonday una hilera costal en cada

lado de granos medianos con terminacion afilada.

Otros caracteres examinados en los cuales no se observé variacion, comprenden el
arreglo de la membrana interdigital enlas extremidades posteriores y el patron de
manchas y granulacion en las extremidades. La coloracion de las superficies dorsales y
ventrales se registré en las crias, los jévenes y los adultos, utilizando codigos para cada

color siguiendo la carta de colores de Smithe (1974).

ANALISIS DE LOS CARACTERES DE MORFOLOGIA EXTERNA
Cada uno de los caracteres de morfologia externa se codificd de acuerdo al estado de
carécter que presenta en los eemplares adultos examinados (Codigos arriba
mencionados). Estos datos se guardaron en una base de datos con la que se construyeron
histogramas de frecuencia de cada uno de | os estados de caracter enlaspoblaciones.

Este estudio se restringié a ejemplares adultos que se suponian sexual mente maduros.
L os machos sexualmente maduros en esta epecie de sapos muestran, como otras especies de
anuros excrecencias nupciales en los dos o tres primeros dedos de las manos las cuales
suelen tefiirse de color café oscuro. Si existia duda sobre € sexo, se examinaba la boca

en busca de las aberturas de |os sacos guiares, ubicados a uno u otro lado del piso bucal,



junto a la lengua. Las hembras pueden distinguirse porque son generamente muy
corpulentas, son de talla més grande que los machos. Solamente en |os casos en |os que estos

caracteres no eran claros se empleaba el examen delas gonadas.

MORFOMETRIA:
Las variables morfométricas consideradas aqui son las frecuentemente empleadas en

sistemética de Bufénidos (ver Figura2ay 2b, Morrison, 1991; Mendelson 111, 1997a, 1997b,
1997¢). Todas|as variables se obtuvieron utilizando un vernier eectronico (MITUTOY O- Serie 300)

con una precision de 0.1 mm.

1) Longitud hocico-cloaca (LHC). Es la medida comprendida entre la punta del hocico y el

borde externo del orificio anal.

2) Largo de la cabeza (LC). Medido desde el extremo posterior de la cabeza en

diagona hacialapuntadel hocico.

3) Ancho de la cabeza (AC). Medida entre los extremos laterales de la cabeza por

detrés de lamandibula.

4) Largo de la tibia (LT). Medida entre la rodilla 'y el borde anterior del tarso. 5)
Diametro méximo del timpano (TIMP). Diametro mas largo del timpano, s es
ovaado.

b) Largo del parpado (PAPP). Distancia entre uno y otro extremos internos del

parpado.

7) Largo de la parotoide (PAROT),
8) Distancia interorbital (DI10O). Distancia entre los dos extremos interiores de |0s 0jos.

9) Distancia nostrilo-hocico (DHN). Distancia entre la punta del hocico y d nostrilo 10)
Distancia nostrilo-o0jo (DNQ). Distancia entre el nostrilo derecho y el borde interno del

0jo derecho.



Figura 2c.- Caracteres de morfologia externa edudiados en 10 poblaciones de Bufo

occidentales
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Figura 2b.- Caracteres de morfometria externa estudiados en 10 poblaciones de

Bufo accidentales. Ver texto para explicacion de las abreviaturas.
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ANALISISDE LOS CARACTERES MORFOMETRICOS:

Cada uno de los vdores v+ se dmacend en una matriz de datos mediante & programa
computacional EXCEL (version 7.0). Todos los andlisis estadisticos se hicieron utilizando €
programa computacional IMP Version 3.1.6.2 (Salj y Lehmann, 1991). Unavez demostrado que
las diez variables tienen un comportamiento normal (prueba de normalidad), se reaizd una
regresion linea en cada una de las variables por separado para obtener los valores conocidos
como residuales, que son los valores de guste de cada variable alarecta en laregresion. Esta
prueba se hizo para corregir e error introducido al considerar en el estudio gemplares
adultos de distintas edades, ya que € crecimiento en las especies dd género Bufo es
indeterminado. Con los residuales se realizd una prueba de componentes principaes (ACP) para
conocer s las muestras se agrupaban geogréficamente. Los vaores de las tres primeros
componentes se graficaron 1 vs. 2y 1 vs. 3, respectivamente utilizando el programa Cricket

Graph Version 1.3 paraMacintosh.

Il. ELECTROFORESIS DE ENZIMAS.

Se utilizaron 191 muestras de tejidos de ejemplares de sapos pertenecientes a ocho
especies del género Bufo y que fueron recolectados en diferentes salidas al campo. De estos,
94 fueron recolectadas ex profeso para este estudio. Los gemplares adultos de sapos se
identificaban en e campo y disecaban para extraer muestras de tejidos de los érganos higado,
estbmago-intestino y musculo esquelético. Estas muestras se colocaron en criotubos rotulados
con el nimero de recolectay laespeciey se guardaron en un tanque de nitrégeno liquido para
transportarlos a laboratorio. Una vez en € laboratorio, las muestras se guardaron en un
ultracongelador (REVCO) a -72 C. Se obtuvieran muestras frescas de 9 de las 21
poblaciones de B. occidentalis y 41 muestras de las Siete especies utilizadas como grupos
externos. En total se analizaron 162 individuos ya que en nueve de los tejidos con que se
contaba al inicio las enzimas no mostraron actividad y se tuvieron que deshechar, Todos los

gjemplares recolectados
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se depositaron en la coleccion herpetoldgica del Museo de Zoologia, Facultad de Ciencias,
UNAM (MZFC). Latécnicaempleada parael andisis de enzimas eslaelectroforesis en geles
de acetato de celulosa, siguiendo los protocolos de Herbert y Beaton (1993) y Richardson
etal., (1986).

De cada una de las muestras de tejidos se separd6 un fragmento de musculo
esquelético e higado y se depositaron en morteros de porcelana limpios, a esta muestra se
adicion6 un volumen aproximado de 50 ml de nitrégeno liquido moliéndose € fragmento
inmediatamente con & mango de porcelana para pulverizarlo, cuando € nitrégeno se evaporo
se adicionaron 200 ul del buffer de extraccion Tris EDTAMercaptoetanol pH: 7.0. Este
producto se vacié en tubos eppendorf limpiosy se centrifugd por 5 minutos a 1500 PV P.
Los tubos con el sobrenadante de cada muestra se congelaron nuevamente a -71 C. Para
realizar la electroforesis se tomo una fraccion de aproximadamente 8 | de cada muestra con
la micropipeta 'y se depositd en los pozos especiales dentro de la placa de carga del equipo
para electroforesis en acetato de celulosa (Helena Laboratories, 1993). Cuando se completo
el llenado de los 12 u 11 pozos se redlizo la aplicacion de la muestra en lalamina de acetato
de celulosa utilizando el aplacador o peine pararecoger larnuestra provisto en el equipo. En
cada gel se gplicaron normamente 11 muestras numeradas. Enloscarriles1y 116 1y 12 secargo
una muestra de la cual se conocia € patron de bandas para que funcionara como marcador.
Cada gd con las muestras cargadas se coloco en la camara de electroforesis para acetatos de
celulosa (Modelo 4063, Helena Laboratories), la cud contenia ya la solucién amortiguadora
para la corrida. Para permitir el paso de la corriente se utilizaba papel filtro absorbente
como enlace entre la solucion amortiguadora y la lamina de acetato de celulosa. Las
muestras se corrieron durante 60 6 90 minutos a 120-140 Volts y 10 mA, Después de ese
tiempo se los geles e tifieron utilizando los protocolos especiales por a cada una de las
enzimas a evidenciar (Herbert y Beaton, 1993). Las condiciones e ectroforéticas para cada
unade las enzimas seresumen en e Cuadro 1. Una vez terminada la reaccion se lavaron los

geles en agua corriente para eliminar la capa de agar.
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Cada uno de los geles se fotografi6 y archivé utilizando el programa
computacional QVLink versiéon 1.2.3 para Macintosh. Los datos de la electroforesis se
leyeron siguiendo € criterio de movilidad de las bandas para definir los diferentes
electromorfos. Estos se designaron con nlimeros en secuencia progresiva 1, 2, 3,etc. de
acuerdo ala movilidad cat6do-anodo. La ultima banda o la més movil se design6 como 1,
la siguiente 2, y asi sucesivamente, La movilidad de las bandas se registré6 ademéas
midiendo la distancia alcanzada en milimetros a partir del origen, es decir en donde se

coloco la carga de proteinas.
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Cuadro 1. Enzimas ensayadas en10 poblaciones de S occidentalisy seis especies mas de
Bufo y condiciones electroforéticos. Amortiguadores: J pH 8.2 ; CA APM: Acido
citrico aminopropil morfolina pH: 8.5; Tejidos. a: higado, b: misculo esquelético.
CE, NUumero de la Comision Internacional de Enzimas

Enzima

1) Aconitato hidratasa

2) Alanin am inotranferasa
3) Esterasa
4) Fosfoglutamato deshidrogenasa

5) Fumarato hidratasa
6) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

7) Glucoseofosfeto isomerasa

8) Isoditrato deshidrogenasa

9) Lactato deshidrogenasa
10) Malato deshidrogenasa NADP

Locus

ACON 1
ACON 2
AAT
EST
6PGDH1
6PGDH2
FUMH
G6PDH1
G6PDH2
PGI1
PGI2
IDH 1
IDH 2
LDH
ME1
ME2
MES

No. CE
4213

3111

11,144

4212
1.1.1.49

5319

11142

1.1.1.27
1.1.1.40

Buffer
CAAPM

CAAPM
CAAPM

CAAPM

EZapm
J

Tejido
A

ab

ab
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RESULTADOS

l. MORFOLOGIA EXTERNA

La distribucion de los cuatro caracteres de morfologia externa dentro de las diferentes
poblaciones de Bufo occidentales se ha resumido en los histogramas de frecuencias
para cada carécter en cada poblacion, (Figs. 3-17). Puede notarse que la especie g
occidentalis, en conjunto es muy variable morfolégicamente entre poblaciones y
también entre los dos sexos. En lo que respecto a desarrollo de las crestas cefélicas
podemos decir que existen pocas diferencias. En los machos de las poblaciones
estudiadas es mas frecuente encontrar el arreglo de las crestas donde la 50, la Pr y la PO
son conspicuas, aungque si existen individuos en donde solo la Pr y la PO son evidentes.
En lo que respecto alas hembras, es més frecuente encontrar organismos en donde las
tres crestas, So, PO y Pr son evidentes, el segundo y tercer arreglos frecuentes son el de
la50 sola ylaSoy laPr conspicuas.

En lo que respecto a patron de manchas en el dorso, podemos decir que este
caracter varia relativamente poco dentro de las poblaciones y mas entre las
poblaciones. El arreglo de las manchas grandes y medianas que pueden llegar aformar dos
bandas paravertebrales es e mas comun en ambos sexos, salvo por la poblacion 12, en
donde las manchas dorsales son pequefias, cas redondos y distribuidas de manera
uniforme en la superficie dorsal,

El vientre en casi todos los organismos esta inmaculado, a excepcion de la
poblacion 18, donde la condicion que prevalece es el vientre con manchas o puntos de
color negro o gris, a menos en el primer tercia de la superficie ventral, Puede
distinguirse agui las poblacion 16, constituida exclusivamente por machos, en donde es
evidente que €l vientre esta fuertemente manchado de negro o café oscuro en el 100 %
d,e/la muestra examinada. Esta caracteristica es exclusiva de esta poblacion que habita en
laporcién norte del estado de Puebla, cerca de Huauchinango.

Finalmente, en lo que respecto a la granulacion en las superficies dorsales, es

claro que la presencia de granos grandes y medianos poco abundantes es la condicién mas

1D



frecuente, sin embargo, debe distinguirse la poblacion 2, constituida exclusivamente
por machos posee predominantemente granos de pequefio tamario en formaabundantey un
informe, ademas de presentar manchas dorsales redondas y pequefias. La combinacion
de estos dos caracteres ha permitido diferenciarla del resto de las poblaciones y
proponerla como un candidato a ser una nueva especie, por 10 menos en lo que a
morfologia externa se refiere. Asimismo, la poblacién 18 muestra un arreglo de granos
grandes y espinosos con una hilera costal de granos medianos a cada lado del cuerpo en
ambos sexos. La presencia de este carécter, aunado ala coloracion y aspecto general del

cuerpo ha permitido separar también esta poblacion del resto.

MORFOMETRIA.

El estudio de las diferentes variables morfométricas de a occidentalis siguiendo un
método de estadistica multivariada revela que no existen diferencias intrasexuales de
tamafia y forma en los organismos medidos. El andlisis de componentes principales revela
gue no pueden distinguirse las poblaciones utilizando el tamafio y la forma de las
diferentes partes del cuerpo. Cuando se grafican los valores del componente 1 contra el
componente 2 de cada uno de los dos sexos, se observa que forman una nube Unica en
donde todos los organismos de |as diferentes poblaciones se mezclan entre si (ver Figura
18ay b). Esto significa de manera general que no existen d i f diferencias en formay
tamafio del cuerpo en los individuos de las diferentes poblaciones, aln cuando se

consideran gjemplares jOvenesy vigjos alavez
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Figura. 3. Digtribucion delos caracteres: Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacién dor sal
en la pablacion de machos nimer o 2 de Bufo accidentales
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Figura4.- Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion dorsal
en la poblacion de machos nimero 5 de Bufo occidentales
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Figura5.- Distribucion de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacion
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Figura 6.- Distribucion de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacion dorsal
en la poblacién de machos nimero 11 de Bufo occidentalis
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Figura7.- Distribucion delos caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacion dorsal
en la poblacién de machos nimero 12 de Bufo occidentales
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figura8.- Digtribucion delos caracteres Crestas, Color del dorso, Color ddl vientrey Granulacion dors
en lapoblacion de machos nimero 16 de Bufo occidentales

Crestas Color del dorse
7
6 12
5
& 5 n
2 -
§ 4 2 8
z 3 5
E 2 g 4 _
1 . I
] . t 0
2 3 299 3
Caracteristica Caractoristica
Wz B3 0999 (@3]
Crestas Dorgo
Caracteristica Frecuencla Caracteristica Frecuencia
2 6 3 12
3 4
089 2
Total 12
Vientre Granos
16
m 15
o 12 o
5 8 ] § 10 4
=
2 a4 g 51— - -
0 w
3 0- )
Caracteristica Caracteriat
rac! ca
(@3]
Vientre Granos
Caracteristica 3 Caracteristica Frecuencia
Frecuencia 12 2 12
Total 15 Total 12




Figura 9.- Distribucion de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacién
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Figura 10.- Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientrey Granulacion
dorsa en la poblacién de machos nimero 18 de Bufo occidentalis
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Figura11.- Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion
dorsal en la poblacién de machos nimero 21 de Bufo accidentales

Color del dorso

40
30
20
w
10
ol , ,
2 3 4 _

Caracteristica

W2 W3 04 @ese

Garacteristion

ig&wn-
S &

=i

Vientre
an
25 E
20
15
L
§
0 + " ]
1 2 099 ) 1 2 3 4 909
Caracheristica Caracterietica
(w1 m2 23 =4 mago |
|
Carscleriobon || Frécwencia | Carectorishica | Frocusncia |
1 26 ) 1 1
2 a1 2 23
998 14 3 1
TM] 61 4 4
HU9) 32
Total 81




Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion
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Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion dorsal
en la poblacion de hembras nimero 8 de Bufo occidentales
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Distribucion de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacién dorsal
en la poblacién de hembras nUmero 11 de Bufo occidentalis

Frecuencia

Frecuancia

Crestas Color del dorso
12 12
8- - i — || é '} |
2
| j | | E | _ 0
o 1 cLom . mm [ T
1 2 3 599 t 2 3 4 999
B 82 03 0869 E1 203 04 @999
Crestas Dors¢
Caracteristica Frecuencia Caracteristica Fracusncia
1 6 1 1
2 1 2 1
3 1 3 12
099 " 4 2
Total 19 999 4
Total 19
Vientre Granos
18
L 12
I || -4
ooy
. o ] ] I
1 2 999 1 Zz 4 |98
Caracteristica Caractaristica
01820999 @1 82 04 D969
Vientre Granos
Caracteristica Fracusncia Caracteristica Fracuencia
1 11 1 1
2 P 12
_ 998 [+ 4 2
Total 20 999 5
Total 20

30



Frecuencia

Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion dorsal
en la poblacién de hembras nUmero 12 de Bufo occidentalis
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Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion dorsal
en la poblacion de hembras nimero 18 de Bufo occidentalis

Frecuencia

Frecuancla

Crestas Color del dorso
10
= 8
4} _
o ||
2 3 4 299 2 k]
Camacteristica Caracteriatica
W1 M20304 B899 ILEY
Crestas Dorso
Caracterisfica Fracusncia Caracteristica Fracuencia
1 2 2 1
2 1 3 9
3 2 Total 10
4 3
999 2
Total 10
Vientre Granos
[
| _ 5
£ 4
=
i L
[ JE ] S—
[ . o
. 15 = Rilmw
1 988 1 2 3 999
Caracteristica Caractoristica
[ ] IQQO:? a1 82 nahdbf_g
Vientre Granos
Caracteristica Frecuencia Caracteristica Fracuencia
1 8 1 2
989 2 2 2
Total 10 3 5
_999 1
Total 10

30



Distribucién de los caracteres Crestas, Color del dorso, Color del vientre y Granulacion
dorsal en la poblacion de hembras nimero de 21 de Bufo occidentales
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COMPONENTE 2

[+ o)
COMPONENTE 2

Figura 18. Gréficas de los componentes principales 1 vs. 2 de nueve variables de
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morfometria externa en 15 poblaciones de Bufa accidentales. A) machos, B) hembras. No

se muestra la gréfica duelos componentes 1 vs. 3 por no tener relevancia.
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[I. ELECTROFORESIS DE ENZIMAS

Losresultadosdela eectroforesis de enzimas (genotipos) en laspoblacionesdeBufo occidentales
< han resumido en e Cuadro 2. 5e obtuvieron datos de 17 loci en 10 de poblaciones
diferentes de B. accidentalis y siete especies mas también del género Bufo. En primer

lugar debe destacarse que existe una gran variabilidad genotipica

dentro de B. occidentales La Unica enzima que resultd monomorf ice para todas las
poblaciones de B. accidentalis y para las otras egpedes es ACON-laa. La poblacién més
variable eslague habita en Zacatecas y Aguascalientes en donde aparecen varios

electromorfos exclusivos en las enzimas: Esterasa (EST"), (EST™) que se encontraron
también en B. ccnaliferus y en B. valliceps, respectivamente pero no en alguna otra
poblacion de B. occidentales. Los otros tres electromorfos exclusivos de la poblacionAGS-
ZAC son IDH", GEPDH-2" y FUM". La Gnica poblacion en donde se registré también este
genotipo es B1 punctatus.

Existen otras poblaciones de B. occidentales en donde se registré la presencia de
electromorfos exclusivos, estas son. burango,en donde se encontré IDH-I”" e IDH1c" la
poblacion del centro de México, EMGHQ en donde se registroO ACON-2 ad; S, de Puebla,
registrandose PGI-2ac’; Mchoacan (MICH) en donde se present6 IDH-2cc y las Tierras dtas de
Guerrero en donde se registro PGI-1aa. Debe hacerse notar que en las poblacionesSEMGHQ y
MICH los tamafios de muestra son relativamente pequefios, sin embargo los electromorfos

exclusivos seregistraron aran solo enB.cagnatus (IDH-2").

30



Cuadro 2.- Genotipos presentes en 17 loci de 10 poblaciones de Bufo accidentales, j 9 marmoreus (MARMO), B.
bocourti (BOCUR), B. woodhousel (WOOD) B. canaliferus (CANAL), 9. punctatus (PUNC), i?. valliceps (VALLI), B,

cognatus (COGN) en México. Poblaciones: AGS-ZAC, Aguascalientes y Zacatecas; CHIH, Chihuahua; bGO, Durango; OAX,
Oaxaca; PUE-S, Sur de Puebla; EMGHQ, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo y Querétaro. GRO, tierras altas de Guerrero;
MICH, Michoacan: TLAX, Tlaxcda GROb, Tierras bgas de Guerrero. Losnimeras entre paréntesis indican el nimero de organismos conel
genotipo indicado.

LOCUS |ABS- |CHIH | DGO OAX [PUE-5 |EMGHQ|6RO |MICH {TLAX |GROD |MARMO |BOCUR | WOOD |CANAL [PUNC |VALLT |COGN
ZAC

EST bb (1) 1bd{3) [bb(3) bb{6) tbb (1} bb(2) (bc(l) jab(2) {Cc(l) [ Ab bb (1) bb{3) Aaf{l) 18b(3) 1Ad(l) (Al
cc (2) ec{4) cc{d) (ec(8) |be(2) |ec(l) dd (2) Bh{1) [Ce(3) [Df(1) [Ad(1)
dd (2} be (2} be(2) [be{l) |ac(l} bd (6} Cc(2) (Bd{2) iBc(h)
be (4) bd{t} lad(l) be(l} Ddfi) [(De{l) De(H)
bd (2) Ac (1) bd (1)
ab {1) Be(l) Ce (1)
ad (3) Cf (1) Bb {1}
ac {2)

ACON-1 laa(2) |aa{l} [ca(5) aa(2) {ca{l?2) {oa(4) leafl) joa(2) laa(l) Ac{l) lAa() lAs(?) iAa(l)
bb (1} Bb {1} Bb (1)
ce (1)

dd (1}

ACON-2 laa {11} {aa(1} |oa{(B) aa(l) |0a {10} jee(l) {oa(l) |ea(l) jab(1) oa (1) Aa{l) {Aa(l) (Ab{2) [Ae(2)
bb (2) ab(l) job(2) l|ad{i} [bb(l) |bb(l) Ab(2) [AB(2) (Bb(3)
cc{4) Ce (1)

I0H-1 aa {6} loa(3) |aa{2) caf(i3)laa (12) aa(3) iea(lf)aa(l) jaa{l) {Aa bl (1) aa(4) |aa(3) (Bb(2) |Aa{l) |Aa(4) [Aa(l)
bb (2) be (2) ec (1) bb (1) bb (1} cc{10) Ce{6) {Bb{(3) |Bb(2) DA}
ac (3) cd {1) Ab{2) (Cc{l) i1Bd{1)
bd (3) bd {3)

dd {4) dd (1}

IbH-2 aa (6) jea(3) |aa(3)} aa (7) laa (11} 1aa(3) laa(8) |cc(2) |Aa(l} Bb (3) bb(5) |bb(3) lAa(l) [Aa(2) lAe(l) {Cc(2)

bb (2) bb (B) bb{2) ibb{2) [bb{l) ab{3) Ce (7) Bb(7) [Bb{6) 1Bb{10) ;Ac(l)




ab (4)

AAT ac () |ec(3) |cc{ll) lec(I3)|cc(13) [ac(l) laa(9) [Cc(2) [Ce(l) |Cc(l) {Ae(12) lec(5) |be(3) |[Ac(B) [Cc(B) |[Ac(l0) [Ac(?)
ce (13) ce{d) |ec(?) Ac{6) iCc(3) |Cc()
6PGDH-1 |aa (6) aa {4) aa {3} |aa (i) Aa(3) lca(4) |Aall) Aa (1} |Bh{D) aa(4) lac{l) [8Bb{3) {Aa(l) jAa{3) {Cc(2)
bb (5) bb (3) ce (1) Bb (1) bb{1) iCc(D)
¢¢ (3) ce {1}

GPEDH-2 [bb (1) 1cc(3) [bd(3) lac(l) |Ce(3) |Bd(2) |cc(l} [Ad(1) Bd (1) | Aa(l) ad () [dd (1) jAa(l) {Cc(4) |Aa{4) |Bd(2)
dd (7} dd (%) ad (6) Ce (1) dd (4} | Ce (1) Bb (4) aa (1) ad (1) Ab({B) 1Dd() |[Bb{l) Dd (1)
bd (2) dd (1) DA(1} |ad(#) Ce (1) bd{l) |8b(2) |Ad() |Cc()
ec{l) ac (1) bb (1) Ad (1) Ab (1)
ad {7) Be (3) Dd (1)

G6PDH-1 |aa (1) aa (7) aa(11) |Aa(3) [Ae(l) jea{6) {aa(?) Bb (2} aa(3) lec(3) |Aa(2) 1Aaf(3) [Aa(3) |Bb(1)
bb (6} bb (3) Bb(1) |bb({4) bb (1) Bb(5) |[Bb{l) |Ad(3)

G6PDH-2 | bb (1} ac {3) ab (1) {Ad(2) [Bd(2) |ec(4) jad(1} Ad (4) bc{4) |be(2) |Ad{2) {Ac({l) {Aa{l) |Ac(l)
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La sstemdtica de grupos grandes de especies y de poblaciones que pertenecen a especies
cosmopolitas suele ser complicada. La razén de esta complicacion es que € nimero de
poblaciones a estar es muy grande y los caracteres morfol 6gicos tienden a ser insuficientes,
En el caso de S occidentales, los caracteres de morfologia externa han sido una herramienta
muy Util paradistinguir las poblacionesy definir tres morfotipos diferentes dentro de laespecie. Sn
embargo, la existencia de otras poblaciones que no pertenecen a los tres morfotipos
mencionados en los resultados, obligaron a examinar un mayor niimero de caracteres para
dilucidar su identidad. El arreglo taxondémico ques més adecuado para Bufo occidentales debe
considerar que esta especie tiene una distribucion muy amplia en México, (lacud induye
oeey centro de Zacatecas, oeste de Aguascalientes, hacia el sur por Jalisco hasta Michoacan,
Guerrero, Oaxaca y € centro de México, en € sur de Puebla, Tlaxcala, Morelos, Estado de
Meéxico, Hidalgo, Querétaro y Guanajuato) con tres diferentes morfotipos que provienen del
oeste de Chihuahua, las tierras atas del centro de Guerrero y € norte de Puebla,
respectivamente. Este arreglo, sin embargo, no ha sido corroborado con € andisis de enzimas
en las muestras obtenidas, parte de larazon de esta no corroboracion puede ser e hecho de que
no se obtuvieron muestras completas de los morfotipos. En concreto, no se obtuvieron
muestras del norte de Puebla ya que las localidades en donde se habia registrado esta especie
provienen de un importante rio, actualmente esta zona pertenece a un club de campismo que
ha cerrado €l rio y lo acondiciono para la cria de truchay otros organismos més. Los registros
de Chihuahua provienen de la Sierra Tarahumara, region que ha sido fuertemente castigada
por la sequiay en donde sblo se recolectaron cuatro gjemplares, dos de ellos crias. Del tercer
morfotipo, que proviene de Guerrero si se obtuvieron once ejemplares, los cuales no
muesran una variacion importante con respecto al resto de la muestra, aunque si se
observa la presencia de un electromorf o (PGI-1a°) exclusivo de esta poblacion y que se

encontré también en tres especies més del género (B, marmoreus, 8. punctatusy B. valliceps).



No se esperaba una correspondencia uno a uno entre los resultados de morfologia
externay dandlisis de enzimas. De hecho, la morfologia externa en este género aparentemente
estd muy conservada (Maxson, 1984; Maxson et d., 1981) y con frecuencia se observan
confusiones entre algunas especies. Ta vez por esta razon no existe en la actualidad una clave
completa para la identificacion de las especies de Bufo de Norteamérica. En contraste con la
morfologia, Bufa accidentales parece ser muy variable genéticamente, y s se basaran los
resultados de este estudio exclusivamente en |os resultados genéticos, el arreglo taxondmico
seria diferente, separando por un lado a la poblacién que habita en € Altiplano mexicano
(Aguascdientes y Zacatecas) y por € otro a las de Guerrero y Michoacan. La poblacion de
Michoacan debe estudiarse mas afondo puesto que el tamafio de muestra es muy reducido (dos
giemplares), mientras que la de Guerrero es congruente con la separacioén morfol dgica quese
redizd d inido. La presencia de los genotipos exclusivos en algunas poblaciones pueden
interpretarse como autapomorfios del grupo y ental caso son caracteres diagnosticos que
nos permiten separarlas como especies diferentes porque pertenecen a linajes
independientes (Gergus, 1998). El porcentaje de polimorfismo encontrado en las poblaciones
de BR occidentales fue de 30.4 °lo, este porcentaje esta dentro del rango conocido en

anfibios anuros, que esde 33.2 % (Ayalay Kieger, 1984).

Con los datos obtenidos hasta ahora, se refuerzalaidea que ya se venia mangando, que
propone que dentro de lo que se conoce como Bufa occidentalis existen en realidad un grupo
de 3 especies, dos que ya se estan describiendo y B. occidentalis que se esta red escribiendo.
Los tres trabgjos estan ahora en revision. Desafortunadamente, € nimero de caracteres
morfol6gicos es muy pequefio, y los datos enziméticos estdn incompletos, esto impide de
momento estudiar la filogenia del grupo, la cua debe incluir a B. americanus, especie que
habita en Estados Unidos de Américay de la cua existe la promesa de conseguir muestras de

tejidos para completar este trabgjo (J. Campbell, com. pers.).
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APENDICE 1.

Diccionario Colecciones Herpetoldgicas consultadas y  colectores:

COLECCIONES:

AMNH, American Museum of Natural History ANSP,
Academy of Natural Sciences of Philadelphia BCB, Bryce C.
Brown Collection

BY U, Brigham Y oung University

CAS, California Academy of Sciences

CB, Ciencias Bioldgicas, Ingtituto Politécnico Nacional CM,
Carnegie Museum

FMNH, Field Museum of Natural History

IBH, Instituto de Biologia, Univ. Nd. Auton. Méx. INHS,

[llinois Natural History Survey

KU, Kansas University

LACM, Los Angeles County Museum

LNLJ, Laboratorio Natural Las Joyas, Univ. Guadaagara LSUMNS,
Louisiana State University Museum of Natural Siences MCZ, Museum of
Comparative Zoology MV Z, Museum of Vertebrate Zoology MZFC, Museo
de Zoologia, Fac. Ciencias, Univ. Nal. Auton. Méx. TCWC, Texas
Cooperative Wildlife Collection UAA, Universidad Autonoma de
Aguascaientes UAP, Universidad Autonoma de Puebla UCM, University of
Colorado Museum

UIMNH, University of Illinois Museum of Natural History

UMMZ, University of Michigan Museum of Zoology

USNM, United States National Museum

UTACV, University of Texas at Arlington Collection of Vertebrates UTEP,
University of Texasat El Paso

COLECTORES

APN, Alicia Pérez NUfiez, Universidad de Guadalgjara

GSB, Georgina Santos Barrera, Univ. Nal. Auton. Méx.

HRG, Hugo Armando Rivas Gonzalez, Universidad de Guadalgjara



APENDICE 2

Diccionario de autoridades. Especies de Bufo occidentalisgue habitan en la Republica
Mexicana. (Basada en FHores Villela 1993 y con las adiciones de Mendelson 111 1997b y
c);

Bufo alvariusGi rard, 1859

* bocourti Brocchi, 1877

B. boreas Baird & Girard, 1852 B,
canaliferus Cope, 1877 B. cavifrons
Firschein 1950 B, coccifer Cope
1866

e cognatus Say 1823

» compactilis Wiegmann, 1833 B.
cristatus Wiegmann, 1833 B.
debilisGirard, 1854 B. gemmifer
Taylor, 1940

e kellogi Taylor, 1938

o |uetkeni Boulenger, 1891

e macrocristatus (Firschein & Smith, 1957)
e marinusLinnaeus, 1758

B. marmoreus Wiegmann, 1833 B.
mazatlanensis Taylor, 1940 B,
microscaphus Cope, 1867

B. occidentalis Camerano, 1879

e perplexus Taylor, 1943

e punctatus Baird & Girard, 1852

e reti formis Sanders & Smith, 1951
e speciosusGirard, 1854

* gpiculatus Mendelson 111, 1997 B,

tacananesis Smith, 1952

B, tutelarius, Mendelson 111, 1997 B,
valliceps Wiegmann, 1833 B. woodhousd
Girard, 1854





