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Resumen: Se estudio la variacion geografica del canto de advertencia de Physalaemus biligonigerus. Se
analizaron las propiedades espectrales y temporales de cantos registrados en cinco poblaciones de la
provincia de Cérdoba (Argentina), dos ubicadas en una region montafiosa y tres en llanura. Se observaron
diferencias significativas entre poblaciones en todas las variables acusticas. Ademas, el analisis
discriminante indic6 que mas del 97% de las sefiales analizadas fueron clasificadas correctamente. Por
tanto, todos los analisis confirman la existencia de variacion geografica en el canto. Esta evidencia
deberia ser complementada con analisis morfologicos y moleculares de las poblaciones.

Palabras clave: bioacustica, Physalaemus biligonigerus, variacion geografica.

Abstract: Bioacoustic variation in populations of Physalaemus biligonigerus (Anura:
Leptodactylidae) from Cordoba, Argentina. — Geographic variation in the advertisement call of
Physalaemus biligonigerus was studied. The spectral and temporal properties of calls recorded from five
populations in the province of Cérdoba (Argentina) were analysed. Two populations were located in the
mountains and three in the plain. Significant differences among populations were observed for every
acoustic variable. In addition, discriminant analysis indicates that more than 97% of the analysed calls
were classified correctly. Therefore, all the analyses confirm the presence of geographic variation in the
call. This evidence should be supplemented with morphological and molecular analyses of the different
populations.
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INTRODUCCION temperatura ambiente (DUELLMAN & TRUEB,

1994; WiLczyNskI & RyaN, 1999). Ademas,

Las emisiones acusticas producidas por los
anuros machos son fundamentales para la
atraccion de la pareja, ya que transmiten
informacion especifica a las hembras
receptivas (BLAIR, 1964; LITTLEJOHN, 1965;
WELLS, 1977; RyaN, 1985; DUELLMAN &
TRUEB, 1994; CocrOFT & RyaN, 1995). Los
cantos son en general estereotipados
(CoCROFT & RYAN, 1995), pero su estructura
varia dependiendo del ambiente social en que
son emitidos y de factores abidticos como la

existe variacion geografica del canto entre
poblaciones de una especie que puede estar
asociada a adaptaciones a diferentes
condiciones ecologicas (GERHARDT, 1991;
RyaN & WiLczyNski, 1991). Varios trabajos
han atribuido la divergencia acustica entre
poblaciones a la variacion clinal por efecto
del ambiente, por ejemplo en Rana rugosa
(HASEGAWA et al., 1999), Litoria verreauxii
(SMrITH et al., 2003) y Colostethus palmatus
(BERNAL et al., 2005). Otros estudios han
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sugerido que las diferencias entre las sefiales
acusticas de distintas especies o poblaciones
de una misma especie estan relacionadas con
un aislamiento por distancia y consecuen-
temente con presiones selectivas diferentes
(GERHARDT, 1975, 1994; RYAN et al., 1990,
1996; HASEGAWA et al., 1999; CASTELLANO et
al., 2003; MARQUEZ et al., 2004). En
Physalaemus pustulosus parte de la variacion
acustica encontrada depende de la locali-
zaciéon geografica de las poblaciones,
mientras que parte es atribuible a diferencias
aloenzimaticas que incluso podrian indicar el
grado de divergencia genética (RYAN et al.,
1996). HEYER & REID (2003) consideran
que las diferencias entre poblaciones
de Leptodactylus fuscus responderian a un
patréon en el cual unidades genéticamente
diferenciadas poseen diferentes cantos de
advertencia. No obstante, la informacion
disponible sobre la variacion geografica del
canto en muchos anuros es escasa. El
propdsito del presente estudio es conocer la
posible divergencia acustica entre los cantos
de cinco poblaciones de P biligonigerus con
distinta ubicacion geografica en la provincia
de Cérdoba (Argentina).

MATERIAL Y METODOS

Areas de estudio

Los registros analizados de las distintas
poblaciones pertenecen a las localidades de
San Clemente (31° 43 S, 64° 38° W, 1050 m
s.n.m.), Cafiada del Sauce (32° 22’ S, 64° 39’
W, 920 m s.n.m.), Rio Cuarto (33° 08’ S, 64°
22> W, 434 m s.n.m.), Alejandro (33° 22’ S,
63°40° W, 210 m s.n.m.), y La Carlota (33°
26’ S, 63° 18 W, 141 m s.n.m.). Desde el
punto de vista fisionomico fueron agrupadas
en dos unidades: a) poblaciones de montafia
(San Clemente y Cafiada del Sauce) ubicadas
al noroeste de la provincia, y b) poblaciones
de llanura (Rio Cuarto, Alejandro y La

Carlota) al sureste. Estas dos unidades
presentan diferencias evidentes de clima,
geomorfologia y fitogeografia. En cuanto a la
distribucion de las aguas superficiales, en los
ambientes serranos se favorece el encauza-
miento lineal de las aguas corrientes, siendo
rara la presencia de pantanos naturales. En
contraste, la presencia de una suave pendiente
en la llanura hace que sus rios y arroyos sean
en general de reducidos cauces, mientras que
las aguas estancadas (lagunas, pantanos y
cafadas) alcanzan gran desarrollo debido en
parte a la impermeabilidad del subsuelo y al
aporte de aguas subterraneas aflorantes.

La especie

La ranita llorona, Physalaemus
biligonigerus, es de pequefio tamafio (35-40
mm), sin dimorfismo sexual para el tamafio
(CEr, 1980; GALLARDO, 1987; STRANECK et
al., 1993). Presenta una amplia distribucién
en Argentina (BARRIO, 1965). En la provincia
de Cordoba es considerada una especie
comun, distribuida en casi toda su extension a
excepcion de las zonas salinas y serranas de
mayor altura (DI TADA et al., 1996). Inicia su
actividad a principios de noviembre con
valores altos de abundancia, y puede durar
hasta abril dependiendo estrictamente de la
precipitacion (Cer, 1980). El canto de
apareamiento es producido por una notable
dilatacién del saco vocal de los machos,
teniendo un sonido dominante durante la
noche (CE1, 1980).

Metodologia de trabajo

Los cantos de los machos fueron grabados
en el campo mediante un grabador de cinta
cerrada AIWA HS-JS-315, cintas TDK A-60,
y micréfono AIWA. Las grabaciones se
realizaron aproximadamente a 1 m de
distancia del macho cantor. Los machos no
fueron capturados después de ser grabados en
el campo. La temperatura del agua fue
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medida en el sitio de canto inmediatamente
después del registro con un termometro
digital Tes-1300 (precision: 0.1°C).

Los cantos fueron analizados por medio
de oscilogramas, sonogramas (FFT size:
1.024 points) y espectros (FFT size: 512
points) elaborados por el programa de analisis
digital de sonido Canary V.1.2. para Apple
Macintosh en un equipo PC Power 7200/120.
Las variables medidas en el oscilograma son
(Fig. 1): duracion total del canto (DTC) en
milisegundos, nimero total de pulsos del
canto [N°TPC = (DTC x 10)/DPS-10] y tasa
de pulso total del canto [TPTC = (1000 x
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FIGURA 1. Canto de P, biligonigerus indicando las variables
medidas. Arriba: espectro. Centro: sonograma. Abajo:
oscilograma.

FIGURE 1. Call of P, biligonigerus indicating the measured
variables. Top: spectrum., Center: sonogram. Down:
oscillogram.

N°TPC)/ DTC] medida como pulsos por
segundo. En el sonograma se midieron la
frecuencia alta (FA) y la frecuencia baja (FB)
en los cinco primeros armonicos, en Hz.
Ademas, en el espectro se midio la frecuencia
dominante del canto (FD) en Hz (average
spectrum).

Dada la complejidad del canto de esta
especie, se obtuvieron medidas adicionales a
partir del oscilograma. En la imagen
oscilografica de la sefial (Fig. 1) se aprecian
un inicio de sefial abrupto, que denominamos
Sector 1, y el resto de la sefial, de menor
amplitud, que denominamos Sector 2. En
ambos sectores se midieron las siguientes
variables: duracion de cada sector (DS),
duraciéon de 10 pulsos del Sector 1 (DPS1-10)
en milisegundos, y numero de pulsos del
Sector 1 [N°PS1 = (DS x 10)/ DPS1-10].

Los datos obtenidos fueron analizados
mediante los programas Microsoft Excel
2000, Statistica *99, v. 5.5 y Systat v. 6.0. El
nivel de significacion utilizado para todos los
analisis estadisticos fue de x = 0.05. Para
todas las variables acusticas se calcularon la
media y la desviacion tipica y se aplico el test
no paramétrico de Kruskall-Wallis para
probar si existian diferencias significativas
entre las distintas poblaciones.

Siguiendo la metodologia de SCHNEIDER
& SiNscH (1992) y SINSCH & SCHNEIDER
(1996), se realizd un analisis de componentes
principales para los datos de cada poblacion.
Este andlisis permite identificar aquellas
variables dependientes de la temperatura. A
continuacion se calculd para dichas variables
el tipo de influencia de la temperatura
mediante un andlisis de correlacion lineal y
regresion multiple. Posteriormente se realizo
un analisis discriminante (lineal) con las
variables independientes de la temperatura
para conocer la variacion que existe entre los
cantos de las distintas poblaciones. Debido a
que se realiza un analisis comparativo entre
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TaBLA 1. Localidad, fecha de grabacion, nimero de machos/cantos y temperatura del agua de los registros realizados en

cada poblacion.

TABLE 1. Locality, date, number of male/calls and water temperature of recordings performed in each population.

San Clemente Cafada del Sauce Rio Cuarto Alejandro La Carlota
T.? del agua (°C) 21-22 22-28 18-24 21-21.8 20-25
N.° de machos / cantos 3/22 3/18 4/43 3/22 2/18
Fechas de grabacion 07/01/1997 03/01/1994 10/11/1990 22/11/2002 25/12/1993
03/12/1994 29/10/2002 26/11/2002 26/12/1993
25/11/2004 30/10/2002
03/01/2003

las distintas poblaciones, sélo se utilizaron
aquellas variables del canto comunes entre
poblaciones.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los datos corres-
pondientes a todas las grabaciones realizadas.
En las Tablas 2 y 3 se muestran las medias y
las desviaciones tipicas de las variables
acusticas medidas en los cantos. La variable
FBA1 aumenta desde las localidades del

norte hacia las del sur, siendo la media de la
frecuencia baja de San Clemente la de menor
valor (231 Hz) y la de La Carlota la mas alta
(291.3 Hz) (Tabla 2). Algunas variables
asociadas al Sector 1, como DS1 y N°PSI
(Tabla 2) y variables de frecuencia como
FBA2, FBA4 y FBAS5 (Tabla 3) también
muestran un incremento desde las localidades
del norte hacia las del sur, excepto en el caso
de Alejandro que mostré valores muy por
debajo de Rio Cuarto y La Carlota. En
muchos casos, se observan semejanzas en los

TABLA 2. Media, desviacion tipica y rango (entre paréntesis) de las variables temporales.

TABLE 2. Mean, standard deviation and range (in parentheses) of temporal variables.

San Clemente Cafiada del Sauce Rio Cuarto Alejandro La Carlota
DS1 217.1 £44.1 284.4 + 63.2 286 £ 121.1 110.5+£23.5 3114+ 111.4
(154-298.9) (221.7-446.7) (115-574.8) (81.2-147.4) (143.4-4310)
DS2 485.9 + 148.6 586.9 £97.7 421.3 £203.1 1143 £22.8 254.6 £39.3
(225.7-708.3) (444.1-760.1) (78.4-797.1) (77.3-158.4) (210.9-336.9)
DTC 772.1 £98.8 872.2 £142.3 881.4 £149.8 768.8 £93.1 566.1 £91.45
(621.9-919.8) (720.6-1180.1)  (688.9-1173.9) (665.1-929.6) (387-651.4)
DPS1-10 203+£1.6 223+45 20+£2.1 16.2+0.6 19.5 £ 0.95
(17.9-22.3) (18.9-34.4) (16.2-23.1) (15.4-17.3) (17.4-20.7)
N°PS1 107.8 £24.5 128.1 £ 18.4 139.2 £ 50 68.6 +15.2 158.7 £55.5
(71.6-161.2) (103.6-186.4) (66.5-273.9) (49-91.8) (76.9-222.2)
N°PTC 384 + 66.8 3974 £62.5 445.1 +£90.2 4752 +493 289.5 +44.7
(284.9-502.8) (313.1-492.5) (314.6-585.7) (399.4-550.5) (207.6-356.1)
TPTC 495.7 £41.5 461.8 +72.2 505.7 +£ 58.7 619.6 £22.1 512.8 £25.7
(447.4-556.6) (290.8-529.5) (432.9-616.4) (577.8-650.3) (482-573)
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TABLA 3. Media, desviacion tipica y rango de las variables de frecuencia (Hz) independientes de la temperatura.
TABLE 3. Mean, standard deviation and range of frequency variables (Hz) independent of water temperature.
San Clemente Cafiada del Sauce Rio Cuarto Alejandro La Carlota
FBAI 231 +£40.3 2449 £ 107.9 258.6 £52.8 281.5 £56.6 291.3 £65.04
(185-299) (164.8-556.3) (175.1-432.7) (226.6-510.3) (226.6-535.7)
FAA1 716.5 £28.7 771.7 £ 179 736.8 £ 125.7 7523 +£124.3 7543 £122.9
(649-758) (597.5-1257) (257.5-877) (214.3-813.8) (288.4-824.1)
FBA2 531.3+£529 572.7 £128.8 568.8 £ 69.2 821.7 £ 156.9 636.4 £ 69.1
(473.8-608) (432.7-906.5) (453.3-710.8) (607.8-1092) (535.7-844.7)
FAA2 1249 + 39 1257 +£243.2 1291.5+£2103  1712.2+319.6 1348.3 £216.8
(1180-1350) (793.2-1793) (494.5-1472) (1123-2128) (597.5-1545)
FBA3 853.8 £ 66.6 863.3 £ 137.1 840.6 £ 105.2 1188.6 + 138.4 978.7 £ 94.6
(752-1051) (700.5-1236) (669.6-1235) (1010-1428) (885.9-1216)
FAA3 1851.6 £129.7 1753.2 +£346.1 1886.9 £310.3 2093.7 £675.5 1940.2 +£286.1
(1695-2365) (1113-2328) (731.4-2287) (254-2779) (906.5-2143)
FBA4 10454 £312.8 1149.3 £ 1432 1129 £ 98.4 1486.7 £ 155.6 13444 +118.8
(101-1308) (1010-1504) (947.7-1279) (1272-1793) (1195-1607)
FAA4 2384.6 + 142.7 22679 £420.7 2316.7+£621.8 2833.9+4342 2505.5+391.2
(2153-2901) (1380-2884) (256-2802) (1664-3231) (1236-2967)
FBAS 1396.7 + 307 1441 £ 155 1408.3 £ 136.8  1809.7 £ 180.8  1667.6 + 131.2
(137-1700) (1277-1854) (1174-1607) (1245-2132) (1360-1875)
FAAS 2843.7+192.3 2677.6 £5854 27654 +901.2 3038.6 2952 29709 £417.7
(2483-3457) (1700-3400) (274-3422) (1898-3303) (1545-3915)
FD (Hz) 492 £61.1 369 + 79.3 1067 £ 740.2 481 +78.5 517+ 0
(342-517) (255-470) (411-2151) (430-603) (517-517)

valores de estas variables entre Cafiada del
Sauce y Rio Cuarto (Tabla 3). Todas las
variables del canto se diferenciaron significa-
tivamente entre las poblaciones estudiadas
(Kruskall-Wallis: p < 0.05, N = 123).

Analisis de componentes principales

Para este analisis se utilizaron tres
componentes principales que indicaron en
cada poblacion las variables acusticas
dependientes de la temperatura. Dado que los
registros de San Clemente y Alejandro se
encuentran en un rango muy pequefio de
temperaturas, los datos de estas poblaciones
no fueron considerados en este analisis.

La tnica variable que result6 afectada por
la temperatura en todas las poblaciones fue
DS2. En cuanto al resto de las variables
temporales, DS1 y N°PS1 resultaron afec-

tadas por la temperatura en los registros de las
localidades de Rio Cuarto y La Carlota, DTC
y N°PTC para las localidades de Cafiada del
Sauce y La Carlota, y DPS1-10 y TPTC s6lo
para la localidad de Rio Cuarto. Entre las
variables de frecuencia, FD resulté afectada
por la temperatura en las localidades de
Cafiada del Sauce y Rio Cuarto y FBAS para
la localidad de La Carlota. La ligera
influencia de la temperatura en todas estas
variables a excepcion de DS2 puede deberse
al rango de temperatura de muestreo o a la
cantidad de observaciones en cada poblacion.

Anadlisis de correlacion y regresion

La variable DS2 mostré6 una relacion
significativa con la temperatura (p < 0.05),
salvo las correlaciones en la poblacién de La
Carlota. La variable DS2 indica, para todas
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las poblaciones estudiadas, una correlacion
negativa con la temperatura (Cafiada del
Sauce: r = —-0.776991; Rio Cuarto: r =
—0.847364; La Carlota: r = —0.345333), pero
positiva en el analisis de regresion (Canada
del Sauce: r2 = 0.637547; Rio Cuarto: 12 =
0.847596; La Carlota: 12 = 0.0466725).

Analisis discriminante

Las variables independientes de la
temperatura fueron sometidas a analisis
discriminante para conocer la variacion del
canto entre las diferentes poblaciones.
Existen dos criterios que pueden ser usados
para estimar el grado de diferenciaciéon entre
las poblaciones: 1) el nivel de significa-
ciéon de las variables canonicas, y 2) la
clasificacion de los distintos grupos de datos.
Las dos variables canonicas generadas por
este analisis resultaron estadisticamente
significativas (p < 0.001). La wvariable
canonica 1 explica el 91.5% de la variacion
total y la 2 el 100% (véase porcentaje
relativo, Tabla 4). También puede observarse
que las wvariables que aportan mayor
proporcién a la variacion de los cantos son
DS1 y DTC para ambas variables canonicas

(Tabla 4).
Los cantos de las poblaciones se
diferencian significativamente (analisis

discriminante: Wilk’s Lambda = 0.026, p <
0.001). La Tabla 5 muestra los resultados de
la clasificacion de los cantos de las distintas
poblaciones mediante el analisis
discriminante. Los cantos en la localidad de
Cafiada del Sauce tuvieron 100% de
coincidencia en la clasificacion discriminante
ya que el total de 18 cantos fueron
correctamente clasificados. Para Rio Cuarto
el porcentaje de coincidencia fue de 95%, ya
que 41 del total de 43 cantos fueron
correctamente clasificados y dos cantos
fueron adjudicados a la localidad de Cafiada
del Sauce. La localidad de La Carlota tuvo
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100% de coincidencias en la clasificacion, ya
que los 18 cantos analizados fueron
clasificados correctamente. El porcentaje de
clasificacion para las respectivas localidades
fue alto, esto se refleja en el valor total de
coincidencias que fue del 97%. Resultados
semejantes se obtuvieron para la clasificacion
Jackknife, todas las localidades tuvieron
valores de clasificacion por encima del 93%,
con un valor total de coincidencias del 95%.

En la Fig. 2 se muestran las variables
canonicas 1 y 2, y puede observarse como las
poblaciones pueden ser distinguidas unas de
otras, y no como una nube de puntos
superpuestos. En el eje candnico 1 los cantos
de las poblaciones Cafiada del Sauce y Rio
Cuarto tienen valores canonicos negativos,
mientras que en La Carlota son positivos.

TaBLA 4. Valores candnicos de las distintas variables utili-
zadas. El asterisco indica las variables de mayor aporte para
la variacion de los cantos entre las poblaciones.

TABLE 4. Canonical values of different variables used. The

asterisk indicates the variables of major contribution for
variation of call among the populations.

CAN'1 CAN 2
DSI 6.263* 10.425%
DTC —6.294* —8.922%
DPS1_10 2.350 —-3.065
N°PS1 —-3.440 6.732
N°PTC 4.056 —6.726
TPTC 2.361 5.459
FBAL1 1.137 1.191
FAA1 —0.494 —2.827
FBA2 —-0.115 —0.490
FAA2 —0.489 —0.475
FBA3 —-1.248 -0.314
FAA3 —0.364 2.739
FBA4 1.455 —0.390
FAA4 0.381 0.060
FBAS 0.227 0.143
FAAS —0.222 0.089
FD —2.278 0.616
Valor Propio 14.863 1.386
Porc. Rel. (%) 91.5 100
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TABLA 5. Clasificacion de los cantos de las poblaciones segun el analisis discriminante. En paréntesis se indican los valo-

res correspondientes a la clasificacion Jackknife.

TABLE 5. Classification of calls from different populations according to discriminant analysis. The values corresponding to

Jackknife classification are indicated in parentheses.

% de coincidencias Cafiada del Sauce Rio Cuarto La Carlota
Cafiada del Sauce 100 (94) 18 (17) 0 (1) 0 (0)
Rio Cuarto 95 (93) 2(3) 41 (40) 0 (0)
La Carlota 100 (100) 0 (0) 0 (0) 18 (18)
Total 97 (95)
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FIGURA 2. Grafico discriminante mostrando las variables
canonicas 1y 2.

FIGURE 2. Discriminant plot showing canonical variables
1 and 2.

En el eje candnico 2 los cantos de las
poblaciones de Rio Cuarto y La Carlota
tienen valores candnicos positivos, mientras
que en Cafiada del Sauce son negativos.

DISCUSION

Muchos de los caracteres del canto de P
biligonigerus mostraron una variacion clinal
latitudinal (eje norte-sur), pero también puede
observarse una variacion altitudinal, diferen-
ciandose las poblaciones segun sean de
montafia o llanura. Existen antecedentes de
este tipo de variacion, por ejemplo en Hyla
chrysoscelis la duracion y la tasa de pulsos
mostraron una variacioén clinal (GERHARDT,
1994). Este mismo patron de variacidon se
observé en el numero de pulsos y la duracion

(DTC) mostraron un mayor peso en la
diferenciacién del canto de las poblaciones en
la variable candnica 1 y 2 (Tabla 4). Para
corroborar la importancia de ambas variables
en la diferenciaciéon de los cantos de las
poblaciones y descartar la posibilidad de que
una variacion intraindividual influya en esta
diferenciacion poblacional realizamos un
grafico con las medias de los coeficientes de
variacion intraindividual (CVI) de todas las
variables. En la Fig. 3 puede observarse que
DS1 posee un CVI alto, mientras que DTC
uno de los mas bajos. Por tanto, DS1 no
puede ser considerada una variable que
diferencie los cantos de las poblaciones ya
que posee una gran variacion individual,
mientras que s6lo DTC nos permitiria
diferenciar los cantos con mayor claridad.

El alto porcentaje de coincidencias en la
clasificacion de los cantos de cada poblacion
segun analisis discriminante refuerza nuestra
hipotesis de una variacion geografica del
canto. Segin SCHNEIDER & SINSCH (1992), los
porcentajes de clasificacion erréonea por
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FIGURA 3. Valores medios de los coeficientes de variacion intraindividual para cada variable acustica.

FIGURE 3. Mean values of the coefficients of intraindividual variation for each acoustic variable.

debajo del 20%, como los obtenidos en este
trabajo, indicarian una baja variabilidad local,
con cantos de estructura homogénea entre los
individuos de una misma poblacién y una alta
variacion en el canto entre localidades. No
obstante estas conclusiones deben interpre-
tarse con precaucion dados los pequefios
tamafios muestrales utilizados (2-4 machos/
poblacion, Tabla 1).

Aunque hay diferencias estadisticamente
significativas entre los cantos de todas las
poblaciones, los valores medios de las
variables acusticas de las poblaciones de Rio
Cuarto y Cafiada del Sauce fueron
semejantes. Esto podria deberse a la cercania
de Rio Cuarto con el piedemonte, area de
transicion entre la montafia y la llanura. Por
otra parte, en el analisis discriminante la
poblacion de Rio Cuarto fue agrupada con la
poblacion de Cafada del Sauce en la variable
candnica 1, mientras que en la variable
candnica 2 lo hizo con La Carlota. Esto nos
llevaria a pensar que el canto de Rio Cuarto es
una seflal con propiedades acusticas
intermedias entre un canto de poblaciones de
montafia y otro de llanura.

El canto de advertencia ha sido frecuente-
mente usado para resolver problemas
taxonomicos (PLATZ, 1988; SCHNEIDER &
SINscH, 1992, 1999). Sin embargo, muchos
autores (PLATZ, 1988; SCHNEIDER & SINSCH,
1992, 1999; RYAN et al., 1996; HASEGAWA et
al.,, 1999) han visto la necesidad de
complementar sus datos de variacion
geografica en el canto con analisis moleculares
de las diferentes poblaciones y han notado una
fuerte relacion entre la variacion del canto y la
variaciéon aloenzimatica y cromosomal.
Restricciones comportamentales, moleculares
o de tipo morfoldgico pueden afectar también
a las propiedades acusticas (DUELLMAN &
PyLEs, 1983; PLATZ, 1988; COCROFT & RYAN,
1995; RYAN et al., 1996; KIME et al., 2000).Ya
BLAIR (1959) y BARRIO (1965) consideraban la
necesidad de contar con diferentes tipos de
evidencias para esclarecer las relaciones
evolutivas, incluyendo caracteres morfolo-
gicos, bioquimicos y del canto, como asi
también la medida de la compatibilidad
genética. CANNATELLA et al. (1998) realizaron
un analisis exhaustivo para esclarecer las
relaciones filogenéticas de las especies del
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grupo pustulosus y concluyeron que las
relaciones filogéneticas que pueden inferirse
por el analisis de los caracteres del canto por si
solos pueden confundir las relaciones
filogenéticas.

El canto en las poblaciones de
P biligonigerus estudiadas en el presente
trabajo muestra diferencias interpobla-
cionales significativas. En futuros estudios,
las evidencias relativas al canto de los machos
deberian ser complementadas con el analisis
de otros caracteres de las poblaciones, tales
como datos morfométricos y moleculares.
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