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RESUMEN GENERAL

Dentro del orden Araneae, la familia Salticidae, con mas de 6,800 especies descritas, representa el
grupo mas diverso a nivel mundial. Dentro de esta familia, la tribu Euophryini destaca como uno
de los linajes mas diversos, con mas de 1,000 especies. EI género Naphrys es un representante
destacado de dicha tribu, reportado principalmente en el centro y noreste de Estados Unidos,
Canadd y el noreste de México. No obstante, existen registros adicionales en regiones mas al sur
del territorio mexicano. Mediante el uso de taxonomia integradora, que combina datos
morfologicos, ultramorfoldgicos, genéticos y ecologicos, se identificaron y describieron tres
nuevas especies distribuidas en el centro-occidente de México: Naphrys echeri, Naphrys tecoxquin
y Naphrys tuuca. Ademas, se realizé un andlisis integral de observaciones de laboratorio y campo
que permitieron documentar aspectos clave de la historia natural de estas especies. Aunque las tres
especies muestran un pico en la abundancia de adultos durante los meses lluviosos, dicha
abundancia no parece estar directamente relacionada con las precipitaciones; sin embargo, en
algunos casos, la temperatura si mostré influencia significativa. Bajo condiciones controladas de
laboratorio, se documento por primera vez que las especies del género Naphrys construyen refugios
para realizar el proceso de muda, el cual ocurre en promedio cada dos meses, siendo necesarias
cinco mudas para alcanzar la etapa adulta. Como un hallazgo adicional, se reporta la presencia de
un nematodo endoparasito de la familia Mermithidae parasitando a la especie N. tecoxquin, lo que
constituye el primer registro de interaccion de este tipo para una arafia en México. Los resultados
de este estudio resaltan la relevancia de México como el pais con el mayor nimero de especies
endémicas del género Naphrys y lo posicionan, junto con Estados Unidos, como uno de los paises

con la mayor riqueza de especies de este género.

Palabras clave: Taxonomia integradora; Nuevas especies; Historia de vida; Arafias Saltarinas;

Factor de crecimiento



ABSTRACT

Within the order Araneae, the family Salticidae, with over 6,800 described species, represents the
most diverse group worldwide. Within this family, the tribe Euophryini stands out as one of the
most diverse lineages, with more than 1,000 species. The genus Naphrys is a notable representative
of this tribe, primarily reported in the central and northeastern Estados Unidos, Canada, and
northeastern Mexico. However, additional records exist in regions further south within Mexico.
Through the use of integrative taxonomy, combining morphological, ultramorphological, genetic,
and ecological data, three new species distributed in central-western Mexico were identified and
described: Naphrys echeri, Naphrys tecoxquin, and Naphrys tuuca. Additionally, a comprehensive
analysis of laboratory and field observations was conducted, documenting key aspects of the
natural history of these species. Although the three species exhibit a peak in adult abundance during
the rainy months, this abundance does not appear to be directly related to precipitation; however,
in some cases, temperature showed a significant influence. Under controlled laboratory conditions,
it was documented for the first time that species of the genus Naphrys build shelters for molting, a
process that occurs approximately every two months, requiring five molts to reach adulthood. As
an additional finding, the presence of an endoparasitic nematode from the family Mermithidae was
reported parasitizing the species N. tecoxquin, constituting the first record of this type of interaction
for a spider in Mexico. The results of this study highlight Mexico’s importance as the country with
the highest number of endemic species of the genus Naphrys and position it, alongside the Estados

Unidos, as one of the countries with the greatest species richness within this genus.

Keywords: Integrative taxonomy; New species; History life; Jumping spiders; Growth factor.



l. INTRODUCCION GENERAL

El orden Araneae, cominmente conocido como arafias es considerado como uno de los grupos
megadiversos con mas de 52,000 especies descritas (World Spider Catalog, 2025). Estas arafias
han colonizado una amplia variedad de nichos ecoldgicos, desde las regiones articas hasta los
desiertos, y algunas especies han logrado desarrollar su ciclo de vida en habitats acuéticos de agua
dulce (Rash y Hodgson, 2002; Seyyar y Demir, 2009; Foelix, 2011; Ubick et al., 2017). A
diferencia de otros taxa megadiversos, cuya evolucion esta marcada por diversas estrategias
troficas. ElI orden Araneae se caracteriza por su composicion exclusiva de depredadores
(Coddington y Levi, 1991), lo que podria explicar en parte su éxito evolutivo, asociado con la
utilizacion de la seda y el veneno como herramientas para cazar (Li et al., 2022).

Una de las familias mas destacadas dentro del orden es la familia Salticidae, que agrupa a mas de
6,800 especies distribuidas en 689 géneros (World Spider Catalog, 2025). Las arafias saltarinas se
distinguen por sus grandes ojos medios anteriores, ubicados en la parte frontal del prosoma, lo que
les otorga una vision de alta resolucion (Blest et al., 1984; Cerveira et al., 2019). Estas arafias
exhiben una notable diversidad morfoldgica y de colores, algunas incluso imitan especies de
pseudoescorpiones, hormigas o escarabajos y presentan una amplia gama de coloracién, que va
desde tonalidades pardas hasta colores metélicos, derivados de pigmentos o escamas en su
tegumento (Reiskind, 1977; Platnick, 1984; Richman, 2008). Ademas, las arafias saltarinas son
conocidas por sus complejos cortejos previos a la copulacion (Jackson, 1977; Richman y Jackson,
1992; Maddison y Hedin, 2003; Hill y Richman, 2009).

Dentro de esta familia, la tribu Euophryini, con mas de 1,000 especies distribuidas en 116 géneros
(Edwards, 2003; Maddison, 2015; Zhang y Maddison, 2015), se encuentra ampliamente
representada, con una mayor diversidad en las zonas tropicales (Zhang y Maddison, 2015;
Maddison, 2015). El género Naphrys Edwards, 2003, uno de los representantes de esta tribu, agrupa
cuatro especies: Naphrys acerba (Peckham y Peckham, 1909), Naphrys bufoides (Chamberlin e
Ivie, 1944), Naphrys pulex (Hentz, 1846) y Naphrys xerophila (Richman, 1981) (Edwards, 2003;
World Spider Catalog, 2025). Estas especies se distribuyen en diversas regiones de Norteamerica,
como el noreste de México, sur de los Estados Unidos, Canada y la peninsula de Florida (Richman,
1981; Edwards, 2002; Richman et al., 2011).



Las arafias de este géenero son de tamafio pequefio, generalmente menores a 5 mm, de coloracion
oscura y capacidad para tolerar temperaturas frias; se asocian principalmente al suelo, aunque
algunas especies también se encuentran en hojarasca con una humedad moderada (Richman, 1981;
Zhang y Maddison, 2013). Recientemente, diversos estudios han reportado la presencia del género
Naphrys en varias regiones de México, como Chiapas, Jalisco y Michoacén (Ibarra-NuUfiez et al.,
2011; Maddison, 2015; Maldonado-Carrizales y Ponce-Saavedra, 2017), aunque no se ha logrado

asignar las especies a un nombre especifico.

En relacién con la evolucion de la tribu Euophryini, Zhang y Maddison (2013) han propuesto que
el género Naphrys podria estar estrechamente relacionado con el género Corticattus Zhang y
Maddison, 2012, que se encuentra en Puerto Rico, aunque sin profundizar sobre la presencia de
este género en Norteamérica. Las caracteristicas de las arafias del género Naphrys, como su
tolerancia a bajas temperaturas y su tamafio pequefio, sugieren que podrian disponer de estrategias

para la dispersion y supervivencia en una amplia gama de habitats.

La identificacion y clasificacion de especies son fundamentales en la biologia, ya que muchas
preguntas sobre evolucidn, ecologia, biologia de la conservacion y biogeografia dependen del

conocimiento preciso de las especies (Dayrat, 2005).

La taxonomia, la ciencia encargada de clasificar y nombrar a las especies, también involucra la
definicién de conceptos tedricos de especie (Schlick-Steiner et al., 2010). Dado que se han
propuesto mas de 20 conceptos de especie (Mayden et al., 1997; Mayden, 1999; de Queiroz, 2007),
es necesario establecer criterios apropiados para su identificacion, ya que el concepto de especie
utilizado influye en el andlisis y la interpretacion de los datos (Laamanen et al., 2003; Agapow et
al., 2004).

Aunqgue no existe un concepto universal de especie, la mayoria de los bidlogos coinciden en que
las especies son linajes de poblaciones que evolucionan de forma independiente (de Queiroz, 2007;
Padial et al., 2010). En este contexto, la taxonomia integradora se presenta como un enfoque que
utiliza multiples fuentes de datos, como la morfologia, ecologia, geografia y ADN, para delimitar
las unidades bésicas de la biodiversidad (Dayrat, 2005; DeSalle et al., 2005; Padial et al., 2010).
Esta metodologia no reemplaza a la taxonomia tradicional, sino que la complementa al aportar un
mayor rigor en la delimitacion de especies (Padial et al., 2010). DeSalle et al. (2005) proponen el

modelo del “circulo taxonémico”, que ilustra como el uso conjunto de diversas lineas de evidencia



puede corroborar las hipotesis taxonémicas y facilitar el reconocimiento de nuevas especies. Solo
cuando varias rutas de evidencia son congruentes, se puede salir del circulo y confirmar la

existencia de un nuevo taxén (DeSalle et al., 2005).

Dado que las arafias del género Naphrys pertenecen a la tribu Euophryini, conocida por su
tolerancia a las bajas temperaturas, y considerando su tamafio pequefio y amplia distribucion
geogréfica, asi como la falta de una identificacion especifica en México, es relevante aplicar la
taxonomia integradora para describir posibles nuevas especies presentes en el pais. Este enfoque,
junto con el andlisis de su historia de vida, permitira inferir sobre su capacidad de dispersion y

proporcionar una mejor comprension de la distribucion de este género en Norteamérica.



1)

2)

HIPOTESIS

La riqueza de especies del género Naphrys en México esta subestimada, y los individuos
reportados en las regiones del centro-occidente del pais corresponden a especies ain no

descritas.

Las especies del género Naphrys en el centro-occidente de México presentan una
distribucion y abundancia estacional influenciada por las variaciones climaticas,
especialmente la precipitacion. Se espera que los periodos de mayor precipitacion estén
asociados con un incremento en la actividad reproductiva, por ende, en la abundancia de
ejemplares, debido a una mayor disponibilidad de recursos y condiciones ambientales

favorables.
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I,  OBJETIVOS
Objetivo General

Analizar la identidad especifica y la historia de vida de las especies del genero Naphrys

Edwards, 2003 presentes en el centro-occidente de México.

Objetivos Especificos
1) Delimitar e identificar las posibles nuevas especies con base a evidencia morfoldgica,
genética y ecoldgica (enfoque integrador).
2) Estimar la abundancia relativa y estacionalidad de las poblaciones de especies del género
Naphrys del centro-occidente de México.
3) Describir la fenologia, duracion y parte de la historia de vida de las especies del género

Naphrys en el centro-occidente de México.

11



V. CAPITULO |

Objetivo que abarca

- Delimitar e identificar las posibles nuevas especies con base a evidencia morfoldgica, genética

y ecoldgica (enfoque integrador).

12
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Resumen

En este trabajo, describimos tres nuevas especies del género de arafias Naphrys Edwards, 2003
de México: Naphrys echeri sp. nov., Naphrys tecoxquin sp. nov. y Naphrys tuuca sp. nov. Se
aplico un enfoque taxondémico integrador, utilizando datos de morfologia, ultramorfologia, el
gen mitocondrial COI y registros de distribucion. Se implementaron cuatro métodos
moleculares para la delimitacion de especies bajo los criterios de union de vecinos (NJ) con p-
distancia corregida: 1) Ensamblaje de especies por particion automatica (ASAP); 2) Coalescente
general mixto de Yule (GMYC); 3) Proceso de arbol de Poisson bayesiano (bPTP); y 4) Proceso
de arbol de Poisson de multiples tasas (mPTP). Tanto los datos morfologicos como los
moleculares apoyaron la delimitacion y el reconocimiento de las tres nuevas especies. La
distancia genética interespecifica promedio (p-distancia) dentro del género Naphrys es del 14%,
mientras que la distancia genética intraespecifica (p-distancia) es < 2% para la mayoria de las
especies. Demostramos que la distribucion natural de Naphrys no se limita a la region Neartica.
Ademés, las localidades reportadas en este estudio representan las primeras con ubicaciones
precisas en el pais para Naphrys acerba. Ademas, se proporciona una clave de identificacion
taxonOmica para las especies del género.

Introduccion

La familia de arafas Salticidae, compuesta por mas de 6700 especies descritas,
representa la familia de arafias mas diversa del mundo (WSC, 2024). Uno de los grupos mas
grandes dentro de esta familia es la tribu Euophryini, que contiene mas de 1000 especies dentro
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de 116 géneros (Edwards, 2003; Maddison, 2015; Zhang y Maddison, 2015). Las especies de
Euophryine tienen una distribucion global, encontrandose principalmente en regiones tropicales
(Zhang y Maddison, 2015; Maddison, 2015). Presentan una notable uniformidad en la forma del
cuerpo, siendo poco comunes las formas alargadas o similares a las de las hormigas, sus
genitales también comparten algunas caracteristicas particulares: el palpo masculino
tipicamente tiene un émbolo espiral simple, y el epigynum tiene ventanas enmarcadas por
pliegues circulares, presumiblemente guiando el émbolo durante el apareamiento (Maddison,
2015).

La taxonomia de la tribu se ve obstaculizada por convergencias e inversiones morfoldgicas
comunes, a pesar de los intentos de delimitacion de especies utilizando datos morfologicos y
moleculares. Esta confusion taxondmica se ve agravada por la relativa simplicidad de la
genitalia de Euophryini, que presenta una variacion interespecifica limitada y dificulta incluso
la identificacion a nivel de género (Zhang y Maddison, 2015).

Segiin Edwards (2003), la mayoria de las especies de Euophryine en la region Neartica son
pequefias (menos de 5 mm de largo) con cuerpos compactos. Estas especies a menudo presentan
una coloracidn criptica (marrones o grises) y poseen un numero moderado de setas en sus
cuerpos. El género Naphrys Edwards, 2003 es un claro representante de este grupo. Naphrys
actualmente incluye cuatro especies descritas restringidas a Norteamérica: Naphrys acerba (G.
W. Peckham y E. G. Peckham, 1909), Naphrys bufoides (Chamberlin e Ivie, 1944), Naphrys
pulex (Hentz, 1846) y Naphrys xerophila (Richman, 1981), todas presentes en Estados Unidos.
Ademas, N. pulex se extiende hasta Canad4, y se ha reportado N. acerba en México (Richman,
1981; Edwards, 2003; WSC, 2024).

En México, la distribucion de N. acerba se reporta en la region noreste, pero su ubicacion precisa
aun no esta clara (Richman, 1981). Sin embargo, diversas fuentes (Ibarra-Nufiez et al., 2011;
Maddison, 2015; Maldonado-Carrizales y Ponce-Saavedra, 2017) mencionan la presencia del
género en diferentes partes de México sin asignar especies conocidas. Esto pone de relieve el
limitado conocimiento taxondmico sobre este género en el pais. La taxonomia moderna emplea
una amplia variedad de métodos y diferentes lineas de evidencia para analizar y delimitar linajes,
ya que, en algunos casos, la evidencia morfoldgica por si sola puede dificultar o incluso
imposibilitar la delimitacién de especies (Hebert et al., 2003; Carstens et al., 2013, Luo et al.,
2018; Nolasco y Valdez-Mondragén, 2022; Hedin y Milne, 2023). Este enfoque reconoce las
limitaciones de basarse unicamente en la morfologia.

El anélisis de ADN se ha convertido en una herramienta crucial para la delimitacion de especies
debido a su objetividad. A diferencia de la morfologia, que puede ser subjetiva e influenciada
por el entorno, el ADN ofrece una medida estandarizada y cuantificable de la divergencia
evolutiva (Fujita et al., 2012). Sin embargo, delinear o delimitar las especies de arafias basandose
unicamente en datos moleculares es insuficiente e incorrecto (Hamilton et al., 2011).

El uso combinado de datos morfoldgicos y moleculares cobra cada vez mayor importancia para
la delimitacion de especies de arafas. Este enfoque es especialmente valioso en familias como
Salticidae, donde la similitud en la apariencia y las caracteristicas sexuales dificulta los métodos
de clasificacion tradicionales (Trebicki et al., 2021; Cala-Riquelme et al., 2022; Maddison et al.,
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2022; Courtial et al., 2023; Kumar et al., 2024; Lin et al., 2024; Phung et al., 2024). Se han
logrado éxitos similares en otros grupos de arainas como Mygalomorphae (Hamilton et al., 2014;
Ortiz y Francke, 2016; Candia-Ramirez y Francke 2021; Ferretti et al., 2024), Synspermiata
(Valdez-Mondragén et al., 2019; Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragén, 2020; Navarro-
Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2024) y Araneoidea (Hedin y Milne, 2023). El uso combinado
de métodos ha dado como resultado caracterizaciones sélidas de los limites de las especies.

El enfoque de la taxonomia integradora ha surgido para abordar las deficiencias de cada método
individualmente, utilizando multiples fuentes de datos y disciplinas de forma complementaria
para identificar y delimitar especies o linajes. En otras palabras, la taxonomia integrativa es el
método que busca delimitar las especies, las unidades fundamentales de la biodiversidad, desde
perspectivas diferentes y complementarias (Dayrat, 2005; DeSalle et al., 2005; Padial et al.,
2010; Padial y de la Riva, 2010).

Si bien la taxonomia integradora se ha aplicado en diversos grupos biologicos, su uso en la
investigacion de arafias sigue siendo limitado (Bond et al., 2021). Esto resalta el potencial para
una mayor exploracion de la taxonomia integradora dentro de la sistemdtica de arafias.

En este estudio, empleamos la taxonomia integradora para describir tres nuevas especies del
género Naphrys. Este enfoque utiliza caracteres morfologicos, ultramorfologia y datos
moleculares analizados mediante métodos de distancia genética y basados en arboles para la
delimitacion de especies. Dado que no existe un concepto Unico de especie, en este trabajo
empleamos el concepto unificado de especie, que es un marco flexible que incorpora elementos
de diversos conceptos de especie, como los biologicos, ecoldgicos, evolutivos y filogenéticos,
para delimitar las especies con base en su estatus como linajes metapoblacionales que
evolucionan por separado (De Queiroz, 2007; Schlick-Steiner et al., 2010). También
consideramos los registros de distribucion biogeografica de la nueva especie. Finalmente,
proporcionamos una clave de identificacion taxonomica para las especies del género y datos
precisos de distribucion para N. acerba en el noreste de México.

Materiales y métodos

Las muestras fueron recolectadas y conservadas tanto en etanol al 96% para analisis
moleculares como en etanol al 80% con etiquetas de datos de campo completas para estudios
morfolégicos. Los especimenes tipo estan depositados en dos colecciones biologicas: Coleccion
de Aracnidos e Insectos, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CARCIB),
La Paz, Baja California Sur, México, y Coleccion Aracnoldgica de la Facultad de Biologia de
la Universidad Michoacana (CAFBUM), Morelia, Michoacan, México. Los especimenes fueron
recolectados bajo el documento SPARN/DGVS/074492/24, Permiso de Colector Cientifico de
la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), México, otorgado a
Margarita Vargas Sandoval (Directora y Curadora Principal del CAFBUM, Facultad de
Biologia, Laboratorio de Entomologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo).
Para las descripciones morfoldgicas, los especimenes se observaron utilizando un
estereomicroscopio Amscope SM1TZ-RL-10MA. Todas las medidas estdn en milimetros (mm).
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Los epigineos fueron disecadas, limpiados manualmente y aclarados temporalmente con aceite
de clavo siguiendo el método descrito por Levi (1965), después de digerir los tejidos blandos
epiginales internos con KOH al 10%. Los pedipalpos izquierdos de los machos fueron disecados
y limpiados manualmente usando agujas hipodérmicas y un cepillo pequenio. Ambos genitales
fueron observados bajo un microscopio de luz transmitida Axiostar Plus Carl Zeiss. Las
fotografias del habitus y los genitales fueron obtenidas usando configuraciones separadas, una
camara Amscope MU1000 conectada a un estereomicroscopio Amscope SMI1TZ-RL-10MA
para imagenes del habitus, y un microscopio de luz transmitida (Axiostar Plus Carl Zeiss) para
genitales. Las fotografias fueron procesadas con el programa Helicon focus v8.2.2 y editadas
usando Adobe Photoshop CS6. El mapa de distribucion fue creado usando QGIS v3.32 ‘Lima’.
Los datos de las provincias biogeograficas (.shp) se obtuvieron de los limites propuestos por
Morrone et al (2017) y Escalante et al (2021). Los datos de los limites (archivos .shp) se
obtuvieron del USGS (2021). Finalmente, se utiliz6 la capa base topografica «kESRI Topo» a
través del subprograma XYZ Tiles de QGIS. Para la microscopia electrénica de barrido (MEB),
las estructuras morfologicas se diseccionaron, se limpiaron manualmente, se deshidrataron en
etanol absoluto, se secaron a punto critico con el equipo samdri-PVT-3B y luego se cubrieron
con oro:paladio en una proporcion 60:40. Las estructuras se examinaron al vacio en un MEB
Hitachi S-3000N. Las mediciones en las micrografias electronicas se expresan en micrémetros
(um). La nomenclatura morfologica sigue principalmente a Ramirez (2014) y Zhang y
Maddison (2015), con abreviaturas utilizadas en la descripcion y figuras de la siguiente manera:
AER, fila de ojos anterior; PER, fila de ojos posterior; ALE, ojo lateral anterior; AME, ojo
medio anterior; PLE, ojo lateral posterior; PME, ojo medio posterior; OQ, cuadrangulo ocular;
S, espermateca; CD, conducto copulador; W, ventana del epigineo; CQO, aberturas copuladoras;
FD, conducto de fertilizacion; MS, septo medio; RTA, apofisis tibial retrolateral; E, émbolo;
ED, disco embdlico; SP, poro espermatico; T, tegulum; TL, l6bulo tegular; RSDL, conducto
espermatico retrolateral; VTA, apofisis tibial ventral; PED, proceso en el disco embolico (por
sus siglas en ingles).

Muestreo de taxones

Los analisis moleculares se realizaron con un total de 110 especimenes, incluyendo una especie
no descrita de Naphrys y tres nuevas especies descritas en este estudio. Dado que este estudio
no es un andlisis filogenético, utilizamos Unicamente un taxén de exogrupo para enraizar los
arboles, Corticattus latus (Zhang & Maddison), que representa el género mas estrechamente
relacionado con Naphrys segun Zhang & Maddison (2015) (Tabla 1).
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Tabla 1. Especimenes utilizados en los andlisis moleculares bajo COI, nimeros de comprobante de ADN,
localidades y nimeros de acceso GenBank/BOLD.

Especie Numeros de Localidad Numero de Fuente
vouchers de ADN acceso a
GenBank/BO
LD
Naphrys pulex Npulex_CAN1 Canada: Ontario HM880192 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN2 Canada: Wellintong GU682819 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN3 Canada: Wellintong GU682817 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN4 Canada: Wellintong GU682816 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CANb5 Canada: Wellintong GU682814 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CANG6 Canada: Wellintong GU682836 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN7 Canada: Wellintong ARONT843- Blagoev et al
18 (2016)
Npulex_CAN8 Canada: Wellintong ~ARONT876  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN9 Canada: Ontario ARONT917  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex CAN10  Canada: Wellintong ARONT947  Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN11 Canada: Ontario KP646979 Blagoev et al
(2016)
Npulex_ CAN12 Canada: Ontario KP656563 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN13 Canada: Ontario MGO049224  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN14 Canada: Ontario ARONZ306 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN15 Canada: Ontario ARONZ331  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex CAN16 Canada: Ontario ARONZ571  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN17 Canada: Ontario HQ924681 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN18 Canadé: Ontario HQ924683 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN19 Canada: Nova GU683271 Blagoev et al
Scotia (2016)
Npulex_CANZ20 Canada: Nova GU683271 Blagoev et al
Scotia (2016)
Npulex_CAN21 Canada: Ontario MF816087 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN22 Canada: Nova KP652066 Blagoev et al
Scotia (2016)
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Npulex_CAN23 Canada: Quebec KP646121 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN24 Canada: Ontario MF808927 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN25 Canada: Ontario MF816952 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN26 Canada: Ontario KP651428 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN27 Canadé: Ontario KP648109 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN28 Canada: Ontario MF810509 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN29 Canada: Ontario ELPCG2846  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_ CAN30 Canada: Ontario ELPCG2847 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN31 Canada: Ontario ELPCG3050 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex CAN32 Canada: Ontario ELPCG3523 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN33 Canada: Ontario ELPCG3524  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN34 Canada: Ontario ELPCG3525 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN35 Canada: Ontario ELPCG3599 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex CAN36 Canada: Ontario ELPCG5003 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN37 Canada: Ontario ELPCG5472  Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex CAN38 Canada: Ontario ELPCG6449 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN39 Canada: Ontario ELPCG7399 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN40 Canada: Ontario ELPCG7401 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN41 Canada: Ontario ELPCG8416  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN42 Canada: Ontario ELPCG8449 Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN43 Canada: Ontario ELPCG8644  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN44 Canadé: Ontario ELPCH2306 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN45 Canada: Ontario MG048013 deWaard et al
(2019)
Npulex_CANA47 Canada: Nova KP649884 Blagoev et al
Scotia (2016)
Npulex_CAN48 Canada: Nova KP654153 Blagoev et al
Scotia (2016)
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Npulex_CAN49 Canadé: Ontario KP652349 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN50 Canada: Nova MF809281 deWaard et al
Scotia (2019)
Npulex_CAN51 Canada: Nova MF813033 deWaard et al
Scotia (2019)
Npulex_CAN52 Canada: Ontario OPPKG2671  Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN53 Canada: Ontario OPPOG1872  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN54 Canada: Ontario OPPZE1286  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN55 Canada: Wellintong KP647608 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN56 Canada: Ontario KM839902 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN57 Canada: Ontario JN308610 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN58 Canada: Ontario JN308622 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN59 Canada: Ontario JN308631 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CANG60 Canada: Ontario JN308807 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CANG61 Canada: Ontario JN308822 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CANG62 Canada: Ontario RARBB197  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CANG63 Canada: Ontario RARBB202  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CAN64 Canada: Ontario DQ127443 Barrett y Hebert
(2005)
Npulex_CANG65 Canada: Ontario DQ127431 Barrett y Hebert
(2005)
Npulex_CANG66 Canada: Ontario RBGBB303  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_CANG67 Canada: Ontario ROUGE2474  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex_ CANG68 Canada: Ontario KT707577 Telfer et al
(2015)
Npulex_CANG69 Canada: Ontario KT707910 Telfer et al
(2015)
Npulex_CAN70 Canadé: Ontario KT706489 Telfer et al
(2015)
Npulex_CAN71 Canada: Ontario KT619474 Telfer et al
(2015)
Npulex_CAN72 Canadé: Ontario MGO048049  Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN73 Canada: Ontario MG046695  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
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Npulex_CAN74 Canadé: Ontario MG044990 Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN75 Canada: Ontario HQ977049 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN76 Canadé: Ontario KP650393 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN77 Canada: Ontario KP656197 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN78 Canadé: Ontario KP646924 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN79 Canada: Ontario KP656484 Blagoev et al
(2016)
Npulex_CAN8O0 Canadé: Ontario KP649929 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN81 Canada: Ontario MGO046512  Ratnasingham y
Hebert (2013)
Npulex_CAN82 Canada: Ontario MG043132  Ratnasinghamy
Hebert (2013)
Npulex CAN83 Canada: Ontario MF815739 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN84 Canada: Ontario MG509225 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN85 Canada: Ontario MG509777 deWaard et al
(2019)
Npulex_CAN86 Canada: Ontario KP656878 Blagoev et al
(2016)
Npulex CAN87 Canada: Ontario KP656232 Blagoev et al
(2016)
Npulex_USA2 Estados Unidos: BBUSE1504 Ratnasinghamy
Texas (BIOUG0187  Hebert (2013)
7-H01)
Npulex_USA3 Estados Unidos: GMGSQ008  Ratnasinghamy
Tennessee (BIOUG0345  Hebert (2013)
3-H09)
Npulex_USA4 Estados Unidos: GMGST563  Ratnasingham 'y
Tennessee (BIOUG0493  Hebert (2013)
8-E01)
Npulex_USA5 Estados Unidos: GMNCF099 Ratnasinghamy
Washington Hebert (2013)
Npulex_USA6 Estados Unidos: OR235169 Ratnasingham y
Desconocido Hebert (2013)
Naphrys xerophila  Nxerophila_USA1 Estados Unidos: BBUSE1415 Ratnasinghamy
Texas (BIOUG0163  Hebert (2013)
7-HO7)
Naphrys sp. Nsp_USA10 Estados Unidos: OR174102 Caterino 'y
High Appalachian Recuero (2023)
Mountains
Nsp_USA11 Estados Unidos: OR173350 Caterinoy

High Appalachian

Mountains

Recuero (2023)
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Nsp_USAS8 Estados Unidos: OR174487 Caterinoy

High Appalachian Recuero (2023)
Mountains
Nsp_USA9 Estados Unidos: OR174414 Caterinoy
High Appalachian Recuero (2023)
Mountains
Naphrys echeri sp.  Necheri MEX11  México: Michoacan PP123908 Presente estudio
nov.
Necheri MEX58  México: Michoacéan PP123905 Presente estudio
Necheri MEX71  México: Michoacan PP123902 Presente estudio
Necheri MEX73  México: Michoacan PP123909 Presente estudio
Necheri MEX74  México: Michoacéan PP123903 Presente estudio
Necheri_MEX8 México: Michoacéan PP123900 Presente estudio
Necheri_MEX9 México: Michoacéan PP123901 Presente estudio
Naphrys tecoxquin  Ntecoxquin_ MEX México: Jalisco PP123899 Presente estudio
Sp. nov. 109
Ntecoxquin_MEX Meéxico: Jalisco PP123898 Presente estudio
54
Ntecoxquin_ MEX México: Jalisco PP123906 Presente estudio
56
Naphrys tuuca sp.  Ntuuca_ MEX 52 Meéxico: Nayarit PP123904 Presente estudio
nov.
Ntuuca_  MEX 76 México: Nayarit PP123910 Presente estudio
Ntuuca  MEX 98 México: Nayarit PP123907 Presente estudio
Corticattus latus Clatus_DomRep Dominican KC615698 Zhang y
Republic: Maddison
Pedernales (2015)

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

El ADN se aislo por separado de las ocho patas de 13 especimenes individuales, utilizando
proteinasa K/fenol/cloroformo, siguiendo el protocolo de Hillis et al. (1996). Brevemente, las
ocho patas de una arafia se incubaron a 60 °C durante 24 horas con un tampo6n de digestion que
contenia 400 pL de solucion salina, 45 pL de solucion de SDS al 1% y 5 pL de proteinasa K.
Tras la digestion, se afiadieron 200 pL de fenol y 200 pL de cloroformo isoamilico y se agito
vigorosamente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 minutos.
Una vez finalizado el proceso, se recuperaron 400 pL de la fase acuosa superior, repitiendo los
lavados con fenol/cloroformo. Una vez realizados los lavados con fenol/cloroformo, se
anadieron 200 pL de fenol a la mezcla, se agitdé suavemente y se centrifugd inmediatamente a
12.000 rpm durante 10 minutos. Se recuperaron 300 pL de la fase acuosa superior y se afiadieron
750 uL de etanol absoluto frio (-20 °C). A continuacion, se agitd suavemente la mezcla y se
incubd durante 12 horas a -20 °C. Una vez incubada, se centrifugé a 13.000 rpm durante 20
minutos y se decant6 el etanol por inversion, evitando perder el pellet del fondo. A continuacion,
se anadieron 600 puL de etanol al 70% frio (-20 °C) y se centrifug6 a 13.000 rpm durante 20
minutos, decantando el etanol por inversion, evitando perder el pellet del fondo. Finalmente, se
realizd un secado en centrifuga de vacio a 60 °C durante 10 minutos. Una vez seco el vial, el
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ADN se suspende en 50 puL. de agua destilada y se almacena a -20 °C. Tras la extraccion del
ADN, se amplifico el gen mitocondrial Subunidad 1 del Citocromo Oxidasa (COI), propuesto
por Folmer et al. (1994), (LCO1498 y HCO2198). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
termociclador GeneAmp PCR System 2700, en un volumen total de 25,9 uL: 1,66 puL de tampon
(5X), 1,5 L de MgCl12 (50 mM), 1,25 pL de LCOI1498 (10 uM), 1,25 pL. de HCOI2198 (10
uM), 0,23 puL de Taq (5U/uL), 0,875 uL de ANTP (10 mM), 1 uLL de BSA (1,25 mg/uL), 16,135
uL de H20, 2 uLL. de ADN. El PCR se configur6 de la siguiente manera: un paso inicial durante
1 min 30 s a 95 °C; 35 ciclos de amplificacion de 30 segundos a 94 °C (desnaturalizacion), 30
segundos a 50 °C (recocido), 45 segundos a 72 °C (elongacidn) y elongacion final de 10 minutos
a 72 °C. Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel para analizar la
longitud y la pureza en geles de agarosa al 1% con un marcador molecular de 1000 pb.

Las extracciones de ADN se realizaron en el Laboratorio de Biologia Acuatica “J. Javier
Alvarado Diaz”, mientras que las amplificaciones por PCR se realizaron en el Centro
Multidiciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB), ambos de la Universidad Michoacana
de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) en Morelia, Michoacén, México. La purificacion y
secuenciacion de sanger en ambas direcciones se llevaron a cabo en Psomagen, Maryland,
Estados Unidos.

Edicion y alineacion de secuencias

Las secuencias se visualizaron en Geneious Prime v.2023.2.1 (Geneious Prime, 2023) y
posteriormente se editaron manualmente con el programa BioEdit v. 7.7.1 (Hall, 1999). Tras
guardarlas en formato FASTA (.fas), se alinearon con MAFFT v. 7 (Katoh y Toh 2008) con los
parametros predeterminados en el servidor en linea de MAFFT
(https://maftt.cbrc.jp/alignment/server/).

Analisis molecular y delimitacion de especies

Se emplearon cuatro métodos de delimitacion molecular diferentes utilizando las distancias p
corregidas Neighbor-Joining (NJ) como criterio inicial: 1) ASAP (Assemble Species by
Automatic Partitioning) (Puillandre, Brouillet y Achaz, 2021), 2) GMYC (General Mixed
Yule Coalescente) (Pons et al., 2006), 3) bPTP (Bayesian Poisson Tree Process) (Zhang et al.,
2013), y 4) mPTP (multi-rate Poisson tree process) (Kapli et al., 2017).

Criterio de p-distances Neighbor-Joining (NJ)

Se utilizo MEGA v.10.0.5 (Kumar et al., 2018) para construir el arbol de distancia genética,
utilizando los siguientes parametros: nimero de réplicas = 1000, valores de soporte de
bootstrap = 1000 (valores significativos > 50%), tipo de sustitucion = nucledtido, modelo = p-
distancia, sustituciones a incluir = d: transiciones + transversiones, tasas entre sitios = gamma
distribuida con sitios invariantes (G+I), tratamiento de datos faltantes = eliminacion por pares.

Assemble Species by Automatic Partitioning (ASAP)
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Este método es un algoritmo de agrupamiento jerarquico ascendente que analiza conjuntos de
datos de codigos de barras de ADN de un solo locus. Fusiona iterativamente las secuencias
con la mayor similitud por pares en grupos progresivamente mas grandes. Ademas, ASAP
conserva informacion sobre todos los posibles pasos de agrupamiento, lo que resulta en una
serie completa de particiones que representan posibles agrupaciones de especies dentro de los
datos. Posteriormente, ASAP calcula una puntuacion de probabilidad para cada particion
basandose en la similitud de secuencias dentro del grupo en comparacion con la similitud
intergrupos. Finalmente, el método identifica las particiones con las puntuaciones de
probabilidad mas altas como las agrupaciones a nivel de especie mas probables y construye un
arbol de particion de especies que refleja las relaciones jerarquicas entre estas posibles
especies (Puillandre et al., 2021). Los analisis ASAP se ejecutaron en la plataforma en linea
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/) utilizando matrices de distancia Kimura (K80) y se
configuraron bajo los siguientes pardmetros: modelo de sustitucion = p-distancias,
probabilidad = 0,01, mejores puntuaciones = 10, valor de semilla fijo = -1.

General Mixed Yule Coalescent (GMYC)

El método GMYC (Fujisawa y Barraclough, 2013) es un marco estadistico empleado para la
delimitacion de especies mediante datos de codigos de barras de ADN de un solo locus. Este
enfoque utiliza umbrales temporales unicos para definir los limites de las especies en un
contexto de Maxima Verosimilitud, basandose en arboles ultramétricos como entrada (Ortiz y
Francke, 2016; Nolasco y Valdez-Mondragdn, 2022). En este estudio, los arboles ultramétricos
se generaron mediante andlisis filogenéticos realizados con los programas BEAUti y BEAST
v.2.7.6 (Bouckaert et al., 2019). Durante el andlisis, se implementd una priorizacion del arbol
del Proceso de Yule para considerar los patrones de diversificacion de linajes. Ademas, se aplico
un modelo de reloj molecular relajado optimizado, que incorpora el modelo evolutivo estimado
para el gen COI (GTR + I + G). Para garantizar la robustez de la inferencia filogenética, se
ejecutaron cinco analisis BEAST independientes, cada uno con 80 millones de iteraciones. La
convergencia de estos andlisis se evalud posteriormente con Tracer v1.6 (Rambaut y
Drummond, 2003-2013), con un umbral minimo de 200 para el Tamafio Eficaz de Muestra
(ESS). Posteriormente, se emple6 Tree Annotator 2.6.0 (parte del paquete BEAST) para generar
arboles de maxima verosimilitud que representan las historias evolutivas mas probables. El
primer 25 % de cada ejecucion independiente se descartd como prueba de quemado para
considerar posibles sesgos iniciales en las cadenas MCMC. Finalmente, se implement6 el
método GMYC a través de la plataforma en linea (https://species.h-its.org/gmyc/) (Fujisawa y
Barraclough, 2013).

Bayesian Poisson Tree Processes (bPTP)

bTPT opera dentro de un marco bayesiano, considerando las incertidumbres tanto en la longitud
de las ramas del arbol filogenético como en las posibles asignaciones de especies. Este método
asume un proceso de Poisson para los eventos de especiacion a lo largo de las ramas del arbol e
incorpora longitudes de rama que reflejan divergencias en la secuencia. Considerando esta
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informacién y sus incertidumbres inherentes, bPTP estima probabilidades posteriores para
diversas particiones de especies candidatas dentro de los datos, que representan la probabilidad
de que cada particion refleje con precision los verdaderos limites de las especies (Zhang et al.,
2013). En este trabajo, se realizaron variantes bayesianas y de maxima verosimilitud en la
plataforma en linea (https://species.h-its.org/ptp/), utilizando las siguientes opciones: arbol
enraizado, MCMC = 1000000, aclareo = 100, burn-in = 0.1, semilla = 123. Los arboles
resultantes se editaron en FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2018). Se emplearon criterios de integracion
de congruencia para delimitar las diferentes especies. Este enfoque compara evidencia a través
de multiples métodos, lo que da como resultado delimitaciones de especies mas sélidas e
hipdtesis de especies mejor respaldadas (por ejemplo, DeSalle et al., 2005; Pons et al., 2006;
Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Valdez-Mondragén, 2020; Nolasco y Valdez-
Mondragon, 2022).

Multi-rate Poisson Tree Processes (mPTP)

mPTP utiliza un modelo de proceso de Poisson no homogéneo. Este enfoque permite estimar
multiplicadores de tasa distintos para cada rama del arbol filogenético, reconociendo asi la
posible heterogeneidad en las tasas evolutivas entre linajes. Se empled la estimacion del arbol
ML para identificar multiplicadores de tasa especificos de cada rama, y se emplearon
simulaciones de Monte Carlo de Cadenas de Markov (MCMC) para integrar la incertidumbre
asociada a estas estimaciones (Kapli et al., 2017). Al identificar cambios estadisticamente
significativos en las tasas de diversificacion a lo largo del arbol generado a partir de nuestro
analisis ML, mPTP identifica los posibles limites de las especies, considerando especificamente
los linajes que han evolucionado a ritmos dispares. Este andlisis se realiz6 en la plataforma en
linea (http://mptp.h-its.org/).

Zoobank

La version electronica de este articulo en formato de documento portatil (PDF) representard una
obra publicada segin la Comision Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN). Por lo
tanto, los nuevos nombres contenidos en la version electronica se publican efectivamente bajo
dicho codigo, Gnicamente a partir de la edicion electronica. Esta obra publicada y las actas
nomenclaturales que contiene se han registrado en ZooBank, el sistema de registro en linea de
la ICZN. Los LSID (identificadores de ciencias de la vida) de ZooBank se pueden resolver y la
informacion asociada se puede visualizar a través de cualquier navegador web estandar
anadiendo los LSID al prefijo http://zoobank.org/. Los LSID de esta publicacion son: urn:
Isid:zoobank.org:act:6CFF43A9-8C98-4027-A1DA-2838FE4D79F8; urn:
Isid:zoobank.org:act:D67CCC72-E17D-450C-9193-231120527FDE; y urn:
Isid:zoobank.org:act:3129A3DE-57E8-46CC-8036-86DC467EB056. La version en linea de
esta obra estd archivada y disponible en los siguientes repositorios digitales: Peer], PubMed
Central, SCIE y CLOCKSS.
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Resultados

Analisis molecular de distancias genéticas

Las p-distancias corregidas bajo NJ de COI recuperaron seis especies putativas (Fig. 1). Los
analisis de distancia genética recuperaron grupos correspondientes a una nueva especie putativa
(con valor de soporte bootstrap por debajo del 50%), las dos especies previamente descritas N.
pulex 'y N. xerophila (con alto valor de soporte bootstrap, 89%), y tres nuevas especies descritas
aqui (con alto valor de soporte bootstrap, 98%). Los valores de soporte bootstrap para todas las
especies fueron altos (>89%) (Fig. 1). Las p-distancias interespecificas genéticas promedio de
las especies de Naphrys fue del 14% (min.: 11%, méx.: 18,1%) (Tabla 2). La p-distancia
interespecifica promedio entre especies previamente conocidas (N. pulex y N. xerophila) fue del
11,8%. Entre las especies nuevas (N. echeri sp. nov., N. tecoxquin sp. nov. y N. tuuca sp. nov.)
y las ya conocidas, se observaron distancias p interespecificas promedio mas altas, entre 12.9%
y 14%. Con valores promedio superiores a 15.1%, Naphrys sp. presentd la distancia p
interespecifica promedio més alta. Para la mayoria de las especies, las distancias intraespecificas
fueron inferiores a 1.61%, excepto para Naphrys sp., que mostro un valor mas alto (Tabla 3).
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Genetic scale: 2%

Figura 1. Arbol de Neighbor-Joining (NJ) con distancias p corregidas, construido con secuencias COI
de diferentes especies de Naphrys. Los colores indican las posibles especies. Los niimeros rojos sobre
las ramas representan valores significativos de soporte Bootstrap (<50%).
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Tabla 2. Distancias genéticas promedio (p-distancias) de COI entre especies de Naphrys.

1 2 3 4 5
1. Naphrys pulex USA -
2. Naphrys xerophila USA 11.8 -
3. Naphrys sp. USA 15.1 16.4 -
4. Naphrys tecoxquin sp. nov. MEX 14.0 12.9 18.1 -
5. Naphrys echeri sp. nov. MEX 13.4 13.4 17.8 11.2 -
6. Naphrys tuuca sp. nov. MEX 13.0 13.6 17.2 11.0 11.1

Tabla 3. Distancia genética promedio (p-distancias) de COI dentro de las especies de Naphrys.

Specie Distance Standard
Error

Naphrys pulex USA 1.61 0.26
Naphrys xerophila USA - -
Naphrys sp. USA 10.94 1.18
Naphrys tecoxquin sp. nov. MEX 0 0
Naphrys echeri sp. nov. MEX 0.32 0.15
Naphrys tuuca sp. nov. MEX 0.34 0.19

Métodos moleculares para la delimitacion de especies

El andlisis de delimitacion ASAP recupero las seis especies (N. echeri sp. nov., N. tecoxquin
Sp. nov., N. tuuca sp. nov., Naphrys sp., Naphrys pulex y Naphrys xerophila) con un alto valor
de soporte de bootstrap (>93%) (Fig. 2) del arbol NJ. Los métodos GMYC y mPTP recuperaron
las tres nuevas especies descritas aqui y una nueva especie putativa, mientras que N. pulex no
se recuperd como una sola especie (Fig. 2). El resultado mas incongruente se observo en bPTP,
que delimit6 42 y 50 especies putativas bajo las variantes ML e IB, respectivamente. Solo N.
tecoxquin sp. nov. y N. xerophila fueron recuperadas por la variante ML de bPTP. Solo N.
xerophila fue recuperada bajo todos los métodos y respaldada por un alto valor de bootstrap
(93%). Naphrys pulex muestra los resultados mas incongruentes en todos los métodos de
delimitacion de especies, recuperando 10 especies en mPTP, 16 en GMYC, y 42 y 50 especies
en las variantes ML y BI del método bPTP, respectivamente (Fig. 2). Sin embargo, N. pulex
presenta una baja distancia genética intraespecifica (<2%) y un alto valor de soporte bootstrap
(100%) (Tabla 3; Fig. 2).
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numeros sobre las ramas representan los valores de compatibilidad de Bootstrap para ML (>50%).
Abreviaturas de las columnas: Neighbor-Joining(NJ); General Mixed Yule Coalescent (GMYC);
Bayesian Poisson Tree Processes (bPTP) con variantes de Méaxima Verosimilitud (ML) e Inferencia
Bayesiana (IB); Multi-rate Poisson Tree Processes (mPTP). Los nimeros rojos sobre las ramas
representan los valores de compatibilidad de Bootstrap para ML (>50%).

Taxonomia

Familia: Salticidae Blackwall, 1841

Género: Naphrys Edwards, 2003

Tribu: Euophryini Simon, 1901

Especies tipo: Habrocestum acerbum G. W. Peckham & E. G. Peckham, 1909, por
designacion original (=Naphrys acerba).

Diagnosis enmendada. Segiin Richman (1981) y Edwards (2003). Las especies de Naphrys se
caracterizan por su pequefio tamafio (2—6,1 mm) y coloracioén opaca y criptica (negra y marron)
(Figs. 3C-D). Queliceros con un diente promarginal bictspide. Caparazon alto. La primera tibia
no tiene mas de dos pares de macrosetas ventrales y la pata III es mas larga que la pata IV
(Tibia+Patela III > Tibia+ Patela IV). El bulbo del palpo del macho suele ser grande con una
TL proximal. Presentan RTA y RSDL simples con forma de dedo. Ademds, la tibia del
pedipalpo tiene apofisis ventral (VTA). El disco embolar (ED) tiene una proyeccién conica
ventral. El émbolo (E) posee una configuracion en forma de J, con una curvatura prolateral en
su parte distal y una proyeccion emergente en su parte proximal (Figs. 4C-H). El epigineo tiene
una estructura tipica de ventana con un septo medio (Figs. 5C-F). Las aberturas copuladoras
(OC) se ubican a lo largo de los bordes posterior, medio (Figs. 5SC-F) o anteromediano del
epigineo, con rebordes que las intersecan posteriormente. Los rebordes no llegan a rodear
completamente el epigineo. Las espermatecas (S) son casi esféricas, mas o menos contiguas
medialmente y miden la mitad o mas del didmetro del epigineo. Se ubican aproximadamente a
la mitad o completamente dentro de la parte posterior del epigineo, como se observa en la vista
ventral (Figs. 5C-F).

Composicion actual. Naphrys se compone de siete especies: Naphrys acerba (Peckham y
Peckham, 1909); Naphrys bufoides (Chamberlin e Ivie, 1944); Naphrys echeri sp. nov.;
Naphrys pulex (Hentz, 1846); Naphrys tecoxquin sp. nov.; Naphrys tuuca sp. nov., Naphrys
xerophila (Richman, 1981).

Distribuciéon. Canadé, México, y los Estados Unidos.

Observaciones. Modificamos el diagndstico genérico basado en los o6rganos copuladores del
macho y la hembra.

Clave para las especies de Naphrys

29



| LY 10 s Lo I 2

S HEMDIA ..o 8
2. Dorso del opistosoma con dos manchas blancas brillantes y redondas. (Fig. 4A) ............ 3
-. Dorso del opistosoma con marcas diStintas .............coouieiuiiiieiiniereiieiieaieannaanns 5

3. Embolo delgado y recto, mas grande que el ED (Richman, 1981; Fig. 5). Setas blancas que
cubren toda la cara lateral del prosoma. (Edwards y Hill 2008; Fig. 7)
................................................................ N. bufoides (Chamberlin & Ivie, 1944)
-. Embolo grueso y curvo, mas corto que el ED (Richman 1981; Figs. 8, 16) ..................... 4
4. Dorso del opistosoma con una franja blanca longitudinal medial que cubre la porcion
anterior. La parte anterior del prosoma presenta setas de color bronce cobrizo brillante en toda
la superficie (Metzner 2024; Fig. 293) .....c.ooiiiiiiiiniiinn, N. xerophila (Richman, 1981)
-. Dorso del opistosoma sin franja blanca longitudinal medial. La parte anterior del prosoma
estd densamente cubierta por una mezcla de setas blancas, bronceadas y negras (Fig. 4A)
............................................................... N. acerba (Peckham & Peckham, 1909)
5. Dorso del opistosoma con una banda longitudinal blanca medial extendida que se extiende a
traveés de todo €] OPISTOSOMA. .. ..iineiiit it e e 6
-. Dorso del opistosoma con una marca distinta ...............coiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaeann.s 7
6. El disco embolar (DE) presenta un proceso triangular bien desarrollado, junto al émbolo,
claramente visible en la vista retrolateral y de menor tamafio que este. El émbolo es grueso y
mas corto que el DE. El prosoma, en vista dorsal, presenta setas blancas que forman una
marca en V, extendiéndose desde los lados del PLE hacia el pedicelo ..........................eei
........................................................................................... N. echeri sp. nov.
-. El disco embolar (ED) carece de proceso. El émbolo delgado, de mayor tamafio que el ED,
se pliega en su punto medio, formando una suave curva. El prosoma, en vista dorsal, presenta
setas blancas que forman una marca en forma de “Y”, extendiéndose hacia afuera desde los
lados dEl PLE ... e N. tuuca sp. nov.
7. Embolo grueso y curvado, mas corto que el ED (Zhang y Maddison, 2015; Fig. 140). La
parte anterior del prosoma esta densamente cubierta por una mezcla de setas blancas y negras.
(Edwards y Hill 2008; Fig. 8) ...voiviiiiiiii e, N. pulex (Hentz, 1846)
-. Embolo grueso y recto. La parte anterior del prosoma presenta setas brillantes de color
bronce cobrizo. Patas I-III de color marrén oscuro ...................oe..e. N. tecoxquin sp. nov.
8. Las aberturas copuladoras (CO) se encuentran en el lado lateral externo del S ............... 9
-. Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en diferente lugar ....................cooiiii.. 10
9. S piriforme. Opistosoma claro con cuatro manchas negras en vista dorsal, junto con marcas
chevron de color marrén oscuro hacia arriba en el Gltimo tercio posterior. .........................
....................................................................................... N. tecoxquin sp. nov.
-. S circular. Opistosoma oscuro cubierto con setas de color bronce cobrizo en toda la
superficie y que muestra un patrén moteado de tenues marcas translicidas (Fig. 6C) ............
........................................................................................... N. echeri sp. nov.
10. Los conductos copuladores (CD) se abren hacia el epigino formando ventanas
transparentes (W), con aberturas de més de un tercio de la longitud de S (Figs. 5C-F) ........ 11



-. Los conductos copuladores (CD) tienen una abertura circular, de menos de un tercio de la
longitud de la S. Las aberturas copuladoras (CO) se ubican anteriormente a S (Richman 1981;
Fig. 18). El opistosoma oscuro esta cubierto de setas marrones y negras en toda la superficie,
con una franja blanca longitudinal en el centro del primer tercio y un patrén de chevrones
negros en los dos tercios restantes. (Metzner 2024; Fig. 294) ...,
............................................................................ N. xerophila (Richman, 1981)
11. Dorso del opistosoma con dos manchas blancas brillantes y redondas (Figs. 3C, D, 5A) ....

-. Dorso del opistosoma con marcas diStintas ............ceeeeeiuiiienninnieieinieaieenieneenanin 13
12.- Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en el centro del epigino, tocando el borde anterior
de S. Los conductos copuladores (CD) tienen un bucle tinico, parecido a una forma de G (Figs.
SC E) i N. acerba (Peckham & Peckham, 1909)
-. Aberturas copuladoras (CO) que no tocan el borde anterior de S (Richman 1981; Fig. 22) ...
................................................................. N. bufoides (Chamberlin & Ivie, 1944)
13. Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en la mitad del epigineo (Richman 1981; Fig. 10) ...
..................................................................................... N. pulex (Hentz, 1846)
-. Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en la parte basal media del epigineo ......................
weveeeeneee. IN. tumca sp. nov.

Naphrys acerba (Peckham & Peckham, 1909)

Figs. 3-5.

Habrocestum acerbum Peckham & Peckham, 1909, p. 522, pl. 44, figs. 1-1c. Holotipo: Holotipo
no designado por el autor. Sintipos: varios machos y una hembra de Travis County, Austin,
Texas, USA, y un macho de Georgia, USA. NO EXAMINADOS.

Naphrys acerba Edwards, 2003 p. 69, figs. 5-8 (Transferido de Habrocestum)

Otro material examinado. MEXICO: Nuevo Leén: 6 hembras (CAFBUMS8003,
CAFBUMS88004, CABUMS84234, CAFBUMS84242, CAFBUM®84256, CAFBUMS84257), along
Camino al teleférico, Cerro de la Silla, mpio. Guadalupe (lat. 25.655501, long. -100.254415,
587 m), bosque de encino, colecta directa del suelo, J. Maldonado Carrizales, F. Morales
Martinez, E. G. Fuentes Ortiz cols., 21/X/2023. Tamaulipas: 3 machos (CAFBUMS88005) and
3 inmaduros (CAFBUMS880040), Rancho del Sr. Sabino, carretera Ciudad Victoria-Tula km 28
(lat. 23.606512, long. 99.229572, 1473 m), bosque de encino, colecta directa del suelo, J.
Maldonado Carrizales, F. Morales Martinez, E. G. Fuentes Ortiz cols., 20/X/2023.

Diagnosis enmendada. Segiin Peckham y Peckham (1909) y Richman (1981). Naphrys acerba
se asemeja a N. bufoides y N. xerophila por poseer manchas blancas y redondas en el abdomen
dorsal (Figs. 3C, 4A, 5A). Sin embargo, difiere de N. xerophila por carecer de una franja blanca
longitudinal medial que cubra la porcion anterior. Ademas, N. acerba se puede distinguir de N.
bufoides por su émbolo mas grueso, que es mas corto que ED (Figs. 4C, E, F, H). En las hembras,
los CO de N. acerba se localizan centralmente dentro del epigineo, tocando el borde anterior de
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S (Figs. 5C, E). Esto contrasta con N. bufoides, donde los CO no alcanzan el borde anterior de
S, y N. tuuca, donde los CO se posicionan en la parte basal media del epigineo.

Distribucion. ESTADOS UNIDOS: Texas; MEXICO: Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas
[Richman, 1981; WSC, 2024], Jalisco, Michoacan y Nayarit [presente trabajo].

Historia natural. Segiin Richman (1981), esta especie parece estar asociada con bosques de
encino y enebro. Los especimenes utilizados en este estudio se recolectaron de la capa superior
de hojarasca del bosque de encinos (Quercus sp.) a 1,473 m en Tamaulipas, México, dentro del
area de distribucion conocida de la especie. Esto también incluy¢ areas perturbadas en la ciudad
de Monterrey (Figs. 3A-D).

T -

vi ;:&éc.n 4 4 - v
Figura 3. Naphrys acerba (Peckham y Peckham, 1909) desde el camino al teleférico, Cerro de la Silla,
Guadalupe, Nuevo Ledn, México. La flecha roja indica (A) Habitat, (B) Microhéabitat. (C) y (D) Hembra

viva sobre hojarasca. Fotos de Juan Maldonado-Carrizales.
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Figura 4. Naphrys acerba (Peckham y Peckham, 1909). Habito macho (A) vistas dorsal y (B) ventral.
Palpo izquierdo (C) vistas ventral, (D) retrolateral y (E) prolateral. Dibujos del palpo izquierdo (F) vistas
ventral, (G) retrolateral y (H) prolateral.
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Figura 5. Naphrys acerba (Peckham y Peckham, 1909). Habito de la hembra (A) vistas dorsal y (B)
ventral. Epigino (C) vistas dorsal y (D) ventral. Dibujos del epigino (E) vistas ventral y (F) dorsal.

Naphrys echeri sp. nov.
Figs. 6-10.
LSID: urn:1sid:zoobank.org:act: FFCFC48A-1827-4DCF-9096-DE8504E63251

Material tipo: Macho holotipo, MEXICO: Michoacéan, Cerro El Gigante, Jests del Monte,
Morelia (lat. 19.636605, long. -101.146877, 2192 m), bosque de encino (Quercus sp.), colecta
directa del suelo, J. Maldonado Carrizales, F. Morales Martinez, R. Cortés Santillan cols.,
31/111/2023. (CARCIB-AR-047). Paratipos: 1 hembra (CARCIB-Ar-008), 1 macho (CARCIB-
Ar-0327) y 1 hembra (CARCIB-Ar-0328) mismos datos de colecta que el hholotipo. Jalisco:
1 macho, 1 inmaduros (CAFBUM84264) Piedras Bolas, Ahualulco de Mercado (lat. 20.653021,
long. -104.057697, 1907 m), bosque de encino (Quercus sp.), colecta directa del suelo, J.
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Maldonado Carrizales, G. L. Lopez Solis, S. Montafiez Herndndez, N. Ruiz Hern&ndez cols.,
8/1V/2022. 1 hembra (CAFBUM88012) UMA Potrero de Mulas, San Sebastian del Oeste (lat.
20.749852, long. -104.976763, 797 m) bosque de niebla, colecta directa del suelo, J. Maldonado
Carrizales, E. G. Fuentes Ortiz cols., 13/X11/2022.

Otro material examinado. MEXICO: Jalisco: 1 hembra (CNAN-Ar011468) y 1 macho
(CNAN-Ar011467), inicio del camino hacia el Cerro La Bufa, San Sebastian del Oeste (lat.
20.758, long. -104.8438, 1460 m), bosque de pinos jovenes, D. Guerrero, G. Contreras, C.
Hutton, G.B. Edwards cols., 14/V1/2018. 3 machos, 3 inmaduros (CNAN-Ar011464), y 1
hembra (CNAN-Ar011462), Piedras Bolas, Ahualulco de Mercado (lat. 20.64945, long. -
104.05592, 1863 m), bosque de encino (Quercus sp.), D. Guerrero, G. Contreras, C. Hutton y
G.B. Edwards cols., 17/V1/2018.

Etimologia. El nombre “echeri” (/eﬂ“' eri/ pronunicacion nativa) es un sustantivo en aposicion
que significa “tierra o suelo” en lengua p'urépecha, en referencia al microhébitat donde habita.
El estado p'urépecha, que alcanzé su méaximo auge en los siglos XIV y XV antes de la llegada
de los espafioles, se conoce hoy como Michoacén y representa la localidad tipo de esta especie.

Diagnosis. Naphrys echeri sp. nov. se parece a N. tuuca sp. nov. ya que los machos tienen una
linea longitudinal blanca medial extendida en la parte dorsal del opistosoma, que se extiende a
través de todo el opistosoma (Fig. 7A). Sin embargo, N. echeri sp. nov. difiere en poseer un ED
que lleva un proceso triangular bien desarrollado (PED) junto al émbolo, claramente visible en
vista retrolateral (Figs. 7D, G). Naphrys echeri sp. nov. tiene una E gruesa y recta mas corta
que el ED (Figs. 7C, E, F, H), mientras que en N. pulex este es grueso pero curvado, y en N.
tuuca sp. nov. la E es delgada y se pliega en el punto medio formando una curva suave,
finalmente mas grande que el ED. Naphrys echeri sp. nov. difiere de N. tecoxquin sp. nov. y N.
tuuca sp. nov. en la morfologia del &pice de su émbolo, con N. echeri sp. nov. Posee una fina
proyeccidn que se estrecha abruptamente hasta formar una estructura similar a una espina y se
orienta hacia el interior del palpo. Las hembras de N. echeri sp. nov. comparten con N. tecoxquin
sp. nov. la ubicacion de CO en la cara lateral externa de S, pero difieren en forma; en N. echeri
sp. nov., las S son circulares (Figs. 8C-F), mientras que en N. tecoxquin sp. nov. son piriformes.

Descripcion del macho holotipo (CARCIB-AR-047). Longitud total: 2.60. Prosoma 1.57 de
largo y 1.22 de ancho. Marr6n oscuro, con setas blancas formando una marca en forma de “V”,
que se extiende hacia afuera desde los lados del PLE hacia el pedicelo en la region cefalica (Fig.
7A). Borde inferior cubierto con seta blanca formando una banda. Cuadrangulo ocular (OQ)
0.30 de largo. Fila de ojos anterior (AER) 1.46 veces mas ancha que PER, AER 1,10 de ancho,
PER 0.75 de ancho. Esternon marrén rojizo, 0.65 de largo, 0.50 de ancho. Labium marrén rojizo,
tan largo como ancho, 0.30 de largo, 0.30 de ancho. Endito 0.42 de largo, 0.17 de ancho, marrén
rojizo, blanquecino anteriormente y de forma cuadrada (Fig. 7B). Opistosoma 1.03 de largo y
0.95 de ancho; Exhibe una banda longitudinal con setas blancas en vista dorsal, cubriendo mas
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de la mitad de su ancho (Fig. 7A). Palpo cubierto por setas blancas en vista dorsal; en vista
ventral posee una E recta, corta y ancha que cubre hasta la mitad de la parte distal del cymbium
(Figs. 7C, F, 9A, 10A). Vista ventral de la E con escamas (Figs. 10A, C). Un PED esta presente,
facilmente visible en vista retrolateral, triangular con una fina proyeccion en la punta que se
estrecha abruptamente formando dos estructuras similares a espinas (Figs. 7D, G, 9B, 10A-C).
El 4pice del émbolo y la SP estan orientados hacia el interior del palpo (Figs. 9A, 10A-B). El
apice del émbolo presenta una fina proyeccion que se estrecha abruptamente a una estructura
similar a una espina, mientras que la SP presenta un borde multiconvexo formando crestas lisas
(Fig. 10D). Disco embolar (ED) completamente rugoso y plegado en su porcién anterior (Figs.
9A, 10A). Tégulo (T) amarillo con marcas oscuras y una RSDL ancha que ocupa mas de la
mitad, facilmente visible en la vista retrolateral (Figs. 7D, G). Ademas, la RSDL esta dividida
en dos: el asa anterior es extremadamente curvada formando una “C” invertida que se extiende
desde el centro de la T hasta su borde retrolateral. El asa posterior es curvada anteriormente y
recta en su parte mas posterior, formando una “L” invertida que no toca el borde retrolateral
(Figs. 7D, G). Apofisis tibial retrolateral (RTA) ancha en la base, reduciéndose en la parte distal
y ligeramente orientada anteriormente (Figs. 7D, G, 9B, D). Apofisis tibial ventral (VTA)
redondeada con una gran fosita en la punta. Presenta lineas tenues que recorren su superficie
(Figs. 9A, C). Patas de color marrén rojizo con bandas negras. Las patas I y II son palidas con
marcas intersegmentarias oscuras, excepto la articulacion entre el metatarso y el tarso. Las patas
III y IV presentan marcas intersegmentarias oscuras en toda su extension. Férmula de patas:
3412. Pata I: 2.84 (0.90, 0.45, 0.60, 0.46, 0.42); Pata II: 2.72 (0.92, 0.45, 0.52, 0.45, 0.38); Pata
I11: 3.90 (1.20, 0.55, 0.82, 0.77, 0.47); Pata IV: 3.80 (1.30, 0.50, 0.72, 0.82, 0.45).

Hembra (CARCIB-Ar-008). Coloracion mas palida, menos pronunciada que la del macho.
Longitud total: 5.10. Prosoma 2.50 de largo y 1.90 de ancho. Marrén oscuro, con setas blancas
y naranjas anteriormente (Fig. 8A). Borde inferior cubierto de setas blancas formando una
banda. Cuadrangulo ocular (OQ) 0.60 de largo. Fila de ojos anterior (AER) 1.27 veces mas
ancha que PER, AER 1.40 de ancho, PER 1.10 de ancho. Esternon marrdn rojizo con marcas
oscuras, 1.67 de largo, 0.87 de ancho. Labio negro ligeramente mas largo que ancho, 0.37 de
largo, 0.32 de ancho. Endite 0.25 de largo, 0.65 de ancho, marrén rojizo, blanquecino
anteriormente y de forma ovoide (Fig. 8B). Opistosoma 2.60 de largo y 2.50 de ancho; Cubierto
con setas de color bronce cobrizo en toda la superficie y exhibiendo un patrén moteado de tenues
marcas translicidas (Fig. 8A). Epigino ligeramente mas ancho que largo, 0.40 de largo, 0.34 de
ancho. Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en los lados laterales externos de S. S circular y
un asa unica en CD forman una D en cada lado del epigino (Figs. 8C-F). El tabique medio (MS)
y los lados son lisos, en forma de tridente, con surcos o crestas en la parte anterior (Fig. 10E).
Ventanas del epigino (W) mayormente lisas, pero estriadas centralmente (Fig. 10E). Patas
marron rojizas con marcas negras. Féormula de patas 3412. Pata I 3,72 (1,12, 0,70, 0,85, 0,65,
0,40), Pata II 3,67 (1,30, 0,62, 0,67, 0,62, 0,45), Pata III 5,52 (1,85, 0,80, 1,25, 1,00, 0,62), Pata
IV 4,40 (1,57, 0,67, 1,12, 0,52, 0,50).
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Distribucion. MEXICO: Michoacdn y Jalisco.

Historia natural. Los especimenes se recolectaron de la hojarasca del bosque de encino

(Quercus sp.) y del bosque de niebla. Los adultos se encontraron principalmente de marzo a
noviembre. (Figs. 6A-C).

< . 4 7 7

Figure 6. Localidad tipo de Naphrys echeri sp. nov. del Cerro El Gigante, Jesus del Monte, Morelia,
Michoacan, México. La flecha roja indica (A) habitat y (B) microhabitat. (C) ejemplar hembra vivo en
bosque de encino.
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Figure 7. Naphrys echeri sp. nov. holotipo macho (CARCIB-AR-047). Habitus (A) vistas
dorsal y (B) ventral. Palpo izquierdo vistas (C) ventral, (D) retrolateral y (E) prolateral.
Dibujos del palpo izquierdo vistas (F) ventral, (G) retrolateral y (H) prolateral.
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Figure 8. Naphrys echeri sp. nov. paratipo hembra (CARCIB-Ar-008). Habitus (A) vistas
dorsal y (B) ventral. Epigineo (C) vistas dorsal y (D) ventral. Dibujos del epigineo (E) vistas
ventral y (F) dorsal.
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Figure 9. Naphrys echeri sp. nov. Genitalia del macho: Micrografias SEM Pedipalpo: (A) prolateral y
(B) retrolateral. (C) Apofisis tibial ventral (VAT). (D) Apofisis tibial retrolateral (RTA).
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Figure 10. Naphrys echeri sp. nov. Genitalia del macho micrografias SEM: Embolo (A) vista ventral y
(B) vista dorsal. (C) Proceso en el disco embdlico (PED). (D) Poro espermatico (SP) en el apice del

émbolo. (E) genitalia de la hembra micrografia SEM: epigineo, vista ventral.
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Naphrys tecoxquin sp. nov.
Figs. 11-15.
urn:lsid:zoobank.org:act:D67CCC72-E17D-450C-9193-231120527FDE

Material tipo: Holotipo macho, MEXICO: Jalisco, Boca de Tomatlan, Cabo Corrientes (lat.
20.511861, long. -105.318, 36 m), bosque tropical, colecta directa del suelo, J. Maldonado
Carrizales, R. Cortés Santillan, E. G. Fuentes Ortiz cols., 13/1V/2023 (CARCIB-Ar-048).
Paratipos: 1 hembra (CARCIB-Ar-009), 1 macho (CARCIB-Ar-0329) y 1 hembra (CARCIB-
Ar-0330) mismos datos de colecta que el holotipo; 2 machos (CAFBUMS84260-
CAFBUMS84261) y 1 hembra (CAFBUMS84238) mismos datos que el holotipo.

Otro material examinado. MEXICO. Jalisco: 1 macho (CAFBUM84232) y 12 inmaduros
(CAFBUMS84221), mismos datos de colecta que el holotipo. 1 inmaduro (CNAN-Ar011469),
mismos datos de colecta que el paratipo. 1 hembra (CNAN-Ar011471), Las Animas mismo
municipio que el holotipo (lat. 20.50002, long. -105.33869, 39m), bosque tropical, colecta
directa del suelo, G. Contreras col., 6/1X/2018.

Etimologia. El nombre de la especie “tecoxquin” (/tek'ofkin/ pronunciacidon nativa) es un
sustantivo en aposicion en referencia al grupo nativo original que habitd una extensa region que
abarca toda la costa sur de Nayarit y la vecina costa de Jalisco donde se encuentra la localidad
tipo.

Diagnosis. Los machos de Naphrys tecoxquin sp. nov. posee setas de color bronce cobrizo
brillante en la parte anterior del prosoma (Figs. 11E, 12A), un opistosoma claro con cuatro
manchas negras en vista dorsal y marcas de color marrdén oscuro que apuntan hacia arriba en el
tercio posterior (Fig. 12A). En contraste, N. echeri sp. nov. exhibe un opistosoma oscuro
cubierto con setas de color bronce cobrizo en toda su superficie y muestra un patron moteado
de marcas translucidas tenues (Fig. 7A). Naphrys tecoxquin sp. nov. exhibe patas marron oscuro
I-1II (Fig. 11E), que contrastan con el resto de las especies. Naphrys tecoxquin sp. nov. es similar
a N. xerophila, pero difiere en tener un émbolo grueso y recto (Figs. 12C-H), en contraste con
el émbolo curvado observado en N. xerophila 'y N. pulex. Naphrys tecoxquin sp. nov. difiere de
N. echeri sp. nov. y N. tuuca sp. nov. en la morfologia del &pice de su émbolo, que es
ventralmente plano y dorsalmente convexo, orientado hacia el exterior del pedipalpo. La
superficie del apice del émbolo en N. tecoxquin sp. nov. es sinuosa con pequefias proyecciones.
Ademas, N. tecoxquin sp. nov. carece de PED junto al émbolo, una caracteristica de N. echeri
sp. nov. (Figs. 7D, G, 9B, 10A-C). En las hembras de N. tecoxquin sp. nov., CO se encuentran
en el lado lateral externo de S (Figs. 13C, E). Naphrys tecoxquin sp. nov. difiere de N. echeri
sp. nov. en la forma de S, que es piriforme en N. fecoxquin sp. nov. (Figs. 13C-F), pero redonda
en N. echeri sp. nov. (Figs. 8C-F).
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Descripcion. Macho holotipo (CARCIB-Ar-048). Longitud total: 2.90. Prosoma de 1.74 de
largo y 1.26 de ancho. Marrén oscuro, con setas blancas formando una marca en forma de “U”,
que se extiende desde los lados del PLE hacia el pedicelo. La parte anterior esta cubierta por
setas bronceadas (Fig. 12A). Borde inferior cubierto por setas blancas formando una banda.
Cuadrangulo ocular (OQ), de 0.60 de largo. Fila ocular anterior (AER) 1.31 veces mas ancha
que PER, AER 1.18 de ancho, PER 0.90 de ancho. Esternén oscuro con tenues marcas amarillas,
de 0.62 de largo, 0.46 de ancho. Labium oscuro, mas ancho que largo, de 0.15 de largo, 0.22 de
ancho. Endito de 0.27 de largo, 0.25 de ancho, marrén rojizo, blanquecino anteriormente y
cuadrado (Fig. 12B). Opistosoma de 1.16 de largo y 0.92 de ancho, con dos bandas
longitudinales rectas en forma de “V”’ que cubren casi la mitad del opistosoma anterior. En la
parte central, se observa una marca negra con forma de tres tridngulos unidos en la base.
Ademas, se observa una marca blanca en forma de diamante en la parte distal (Fig. 12A).
Pedipalpo cubierto por setas blancas en vista dorsal; en vista ventral, una E gruesa y recta cubre
hasta la mitad de la parte distal del cimbium (Figs. 12C, F). El 4pice del émbolo y la SP estan
orientados hacia el exterior del palpo (Figs. 14A, 15A). El apice del émbolo es plano
ventralmente y convexo dorsalmente, orientado hacia el exterior del pedipalpo. La superficie
del apice del émbolo es sinuosa con pequeiias proyecciones (Figs. 15A-B). El disco embolar
(ED) presenta un ligero pliegue anterior, con estrias en el centro (Figs. 14A, 15A). El tegulum
(T) es oscuro con tenues marcas amarillas y naranjas. La RSDL es ancha y facilmente visible
en la vista retrolateral (Figs. 12D, G). Ademas, la RSDL esta dividida en dos, el asa anterior
presenta una ligera curvatura similar a un paréntesis cerrado “)”, extendida en el borde
retrolateral. Adyacente, el asa posterior comparte la misma forma, pero no toca el borde
retrolateral (Figs. 12D, G). La apofisis tibial retrolateral (RTA) exhibe una superficie
densamente estriada en toda su longitud. Esta apofisis se proyecta en una orientacion recta,
atenuandose gradualmente distalmente. Cabe destacar que la RTA muestra una ligera
orientacion dorsal en relacion con el palpo (Figs. 14B, D). La apdfisis tibial ventral (VTA) es
redondeada y lisa (Figs. 14A, C). Pata I, fémur, patela, tibia y metatarso son de color marron
oscuro con tenues marcas de color marron rojizo. Patas II-1I1, fémur, patela y tibia son de color
marrdn oscuro con tenues marcas de color marron rojizo, metatarso ambar y tarso amarillo. Pata
IV, fémur, metatarso y tarso amarillos, patela y tibia marrén oscuro con tenues marcas de color
marron negruzco. Formula de patas 3412. Pata 12.81 (0.82, 0.48, 0.62, 0.45, 0.42); pata II 2.86
(0.85, 0.47, 0.60, 0.52, 0.41); pata III 3.83 (1.25, 0.47, 0.77, 0.81, 0.52); pata IV 3,75 (1,27,
0,58, 0,78, 0,57, 0,52).

Hembra (CARCIB-Ar-009). Coloracion mas palida, menos pronunciada que la del macho,
particularmente en el prosoma. Longitud total: 2.68. Prosoma 1.50 de largo y 1.10 de ancho,
marron oscuro, con la parte anterior cubierta de setas negras y naranjas (Fig. 13A); borde inferior
cubierto de setas blancas formando una banda. Cuadrangulo ocular (OQ), 0.70 de largo. Fila de
ojos anterior (AER) 1.50 veces mas ancha que PER, AER 1.08 de ancho, PER 0.72 de ancho.
Esternon marrdn rojizo con marcas oscuras, 0.62 de largo, 0.46 de ancho. Labium negro, mas
ancho que largo, 0.22 de largo, 0.46 de ancho. Endito 0.28 de largo, 0.24 de ancho, marron
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rojizo y ovoide (Fig. 13B). Opistosoma 1.18 de largo y 0.92 de ancho; claro con cuatro manchas
negras en vista dorsal, junto con marcas de chevron ascendentes de color marrén oscuro en el
ultimo tercio posterior (Fig. 13A). Epigineo mas largo que ancho, 0.82 de largo, 0.46 de ancho.
Las aberturas copuladoras (CO) se encuentran en los lados laterales externos de S. Espermateca
(S) piriforme y un bucle unico en CD forman una forma de D en cada lado del epigineo (Figs.
13C-F). Septo medio (MS) y lados lisos, en forma de tridente, con ranuras en los bordes
anteriores de W (Fig. 15C). Ventanas del epigineo (W) mas largas que anchas, mayormente
lisas, pero estriadas en el centro (Fig. 15C). Patas de color marron rojizo con marcas negras.
Formula de las patas 3412. Pata 1 2.25 (0.67, 0.45, 0.47, 0.37, 0.27); pata II: 2.12 (0.55, 0.40,
0.50, 0.35, 0.32); pata III: 3.27 (1.05, 0.45, 0.70, 0.60, 0.47); pata IV: 3.10 (1.00, 0.40, 0.67,
0.65, 0.37).

Distribucién. MEXICO: Jalisco.
Historia natural. Los especimenes se recolectaron de la hojarasca de bosques tropicales secos

con arboles latifolios. Los adultos se encontraron principalmente de abril a julio y de septiembre
a noviembre (Fig. 11).
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Figure 11. Localidad tipo de Naphrys tecoxquin sp. nov. de Boca de Tomatlan, Cabo Corrientes, Jalisco,
Meéxico. La flecha roja indica (A) habitat y (B) microhébitat. (C) La flecha roja indica ejemplar vivo en

el suelo. (D) Ejemplar vivo de Hembra y (E) Ejemplar vivo de macho.
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Figure 12. Naphrys tecoxquin sp. nov. macho holotipo (CARCIB-Ar-048). Habitus (A) vistas dorsal y
(B) ventral. Palpo izquierdo (C) vistas ventral, (D) retrolateral y (E) prolateral. Dibujos del palpo
izquierdo (F) vistas ventral, (G) retrolateral y (H) prolateral.
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Figure 13. Naphrys tecoxquin sp. nov. hembra paratipo (CARCIB-Ar-009). Habitus (A) vistas dorsal y
(B) ventral. Epigineo (C) vistas dorsal y (D) ventral. Dibujos del epigineo (E) vistas ventral y (F) dorsal.
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Figure 14 Naphrys tecoxquin sp. nov. genitalia de macho: Micrografias SEM. Pedialpo: (A) prolateral y
(B) retrolateral. (C) Apofisis tibial ventral (VTA). (D) Apofisis tibial retrolateral (RTA).




Figure 15. Naphrys tecoxquin sp. nov. genitalia del macho: micrografias de SEM. Embolo (A) vista
ventral. (B) Poro espermatico (SP) en el apice del émbolo. (C) genitalia de la hembra: micrografia de
SEM, epigineo vista ventral.
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Naphrys tuuca sp. nov.
Figs. 16-22.
LSID: urn:lIsid:zoobank.org:act:3129A3DE-57E8-46CC-8036-86DC467EB056

Material tipo: Macho holotipo, MEXICO: Nayarit, macho del Cerro San Juan, Tepic (lat.
21.505877, long. -104.924464, 1121m), bosque de encino (Quercus sp.), colecta directa del
suelo, J. Maldonado Carrizales, R. Cortés Santillan col., 24/V/2023 (CARCIB-Ar-049).
Paratipos: 1 hembra (CARCIB-Ar-010), 2 machos (CARCIB-Ar-0331; CAFBUM®880039) y 2
hembras (CARCIB-Ar-0332; CAFBUM®880021) mismos datos de colecta que el holotipo.

Outro material examinado. MEXICO. Nayarit: 2 machos (CAFBUMS880001;
CAFBUMS880002), 1 hembra (CAFBUMS880075), mismos datos que el holotipo. 1 macho
(CNAN-Ar011460), mismos datos que el holotipo (CNAN-Ar011461). 3 machos y 3 hembras
(CNAN-Ar011461), Volcan Ceboruco, Jala (lat. 21.1149, long. -104.5014, 1916m), cafiada
hameda, D. Guerrero, G. Contreras, C. Hutton, and G.B. Edwards col., 16/\V//2018.

Etimologia. El nombre de la especie “tuuca” (/t,uuk’a/ pronunciacion nativa) es un sustantivo
en aposicion que significa “arafia” en la lengua wixarika. El pueblo wixarika es originario de la
Sierra Madre Occidental en el estado de Nayarit, donde se encuentra la localidad tipo.

Diagnosis. El prosoma en vista dorsal de N. fuuca sp. nov. presenta una seta blanca
caracteristica unica que forma una marca en forma de “Y”, extendiéndose hacia afuera desde
los lados del PLE (Figs. 16C, 17A). En contraste, N. echeri sp. nov. exhibe setas blancas que
forman una marca en forma de “V” en esta region (Fig. 7A). Naphrys tuuca sp. nov. tiene un
opistosoma oscuro cubierto con setas de color bronce cobrizo en toda la superficie (Figs. 16C,
17A), similar a N. echeri sp. nov.; sin embargo, N. tuuca sp. nov. presenta un patrén moteado
distintivo de marcas blancas y una franja blanca lisa longitudinal medial que cubre la porcion
anterior del opistosoma (Figs. 16C, 17A). Los machos de N. fuuca sp. nov. poseen un émbolo
delgado (Figs. 17C-H). El émbolo es més grande que el ED y se pliega en su punto medio,
formando una curva suave (Figs. 17E, H), a diferencia del émbolo delgado y recto observado
en N. bufoides. Al igual que en Naphrys tecoxquin sp. nov., el apice del émbolo de N. tuuca sp.
nov. es curvo y esté orientado hacia el exterior del palpo. La superficie del 4pice del émbolo en
N. tuuca sp. nov. es lisa. Ademas, N. tuuca sp. nov. carece de PED, presente en N. echeri sp.
nov. Las hembras de N. tuuca sp. nov. presentan CO ubicado en la parte basal media del
epigineo (Figs. 18C, E), a diferencia de la ubicacion central del CO observado en N. acerba, N.
bufoides y N. pulex.

Descripciéon. Macho holotipo (CARCIB-Ar-049). Longitud total: 2.48. Prosoma de 1.42 de
largo y 1.10 de ancho, oscuro con setas blancas que forman una marca en forma de “Y”,
extendiéndose desde los lados del PLE hacia el pedicelo (Figs. 16C, 17A). Borde inferior
cubierto de setas blancas que forman una banda. Cuadrangulo ocular (OQ), de 0.74 de largo.
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Linea ocular anterior (AER) 1.53 veces mas ancha que PER, AER de 0.98 de ancho, PER de
0.64 de ancho. Esternon oscuro con tenues marcas ambar, de 0.72 de largo y 0.50 de ancho.
Labium oscuro, mas ancho que largo, de 0.17 de largo y 0.25 de ancho. Endite de 0.35 de largo
y 0.27 de ancho, ambar y cuadrado (Fig. 17B). Opistosoma de 1.06 de largo y 0.88 de ancho,
que presenta una banda longitudinal con setas blancas en vista dorsal, que cubre un tercio de su
anchura (Figs. 16C, 17A). Pedipalpo cubierto de setas blancas en vista dorsal, con un émbolo
delgado en vista ventral, mayor que el ED, que se pliega en su punto medio formando una suave
curva (Figs. 17C, E, F, H, 19A, 20A). El 4pice del émbolo presenta un aplanamiento lateral, lo
que le confiere una forma dorsalmente convexa; esta orientado hacia afuera del cuerpo principal
del palpo. La superficie del apice del émbolo presenta contornos lisos (Figs. 20A-B). El disco
embolar (ED) presenta un margen anterior desplegado, y la region central presenta una mayor
concentracion de estrias (Figs. 19A, 20A). Tegulum (T) oscuro con tenues marcas amarillas y
anaranjadas, RLSD ancha, facilmente visible en la vista retrolateral (Figs. 17D, G). Ademas, la
RLSD esta dividida en dos, con el asa anterior extremadamente curvada, formando una “C”
invertida que se extiende desde la mitad del T hasta su borde retrolateral. El asa posterior es
curvada anteriormente y recta en su parte mas posterior, formando un gancho que no toca el
borde retrolateral (Figs. 17D, G). La apofisis tibial retrolateral (RTA) presenta escasas estrias a
lo largo de toda su longitud. Esta estructura se proyecta en una orientacion recta, atenuandose
gradualmente distalmente y mostrando una ligera orientacion anterior (Figs. 17D, G, 19B, D).
La apofisis tibial ventral (VTA) presenta una estructura conica con una textura superficial
rugosa y una pequefia muesca distal (Figs. 19A, C). Las patas [ y II son palidas con marcas
intersegmentarias oscuras, excepto por la articulacion entre el metatarso y el tarso. Las patas I1I-
IV presentan marcas intersegmentarias oscuras en toda su extension (Figs. 21D, H, L, P).
Formula de las patas 3412. Pata I: 2.71 (0.78, 0.47, 0.50, 0.49, 0.45); pata II: 2.68 (0.96, 0.45,
0.51, 0.50, 0.24); pata III: 3.91 (1.26, 0.65, 0.78, 0.74, 0.47); pata IV: 3.60 (1.10, 0.45, 0.76,
0.87, 0.49).

Hembra paratipo (CARCIB-r-010). Coloracion mas palida, menos pronunciada que la del
macho. Longitud total: 3.64. Prosoma de 1.64 de largo y 1.34 de ancho, marrén oscuro, parte
anterior cubierta de setas blancas y anaranjadas (Figs. 16D, E, 18A). Borde inferior cubierto de
setas blancas formando una banda. Cuadrangulo ocular (OQ) de 0.68 de largo. Linea de ojos
anterior (AER) 1.47 veces mas ancha que PER, AER de 1.18 de ancho, PER de 0.80 de ancho.
Esternén marrdn rojizo con marcas oscuras, 0.67 de largo, 0.57 de ancho. Labium oscuro con
tenues marcas ambar, mas ancho que largo, 0.20 de largo, 0.27 de ancho. Endite de 0.37 de
largo, 0.25 de ancho, marron rojizo y de forma ovoide (Fig. 18B). Opistosoma de 2.00 de largo
y 1.80 de ancho, oscuro, cubierto con setas de color bronce cobrizo en toda la superficie, con un
patron moteado de marcas blancas y una franja blanca lisa longitudinal medial que cubre la
porcion anterior (Fig. 18A). Epigineo ligeramente mas ancho que largo, 0.30 de largo, 0.34 de
ancho. Aberturas copuladoras (CO) ubicadas en la parte basal media del epigineo. S circular y
un bucle tnico en CD forman una “D” en cada lado del epigineo (Figs. 18C-F). El septo medio
(MS) exhibe una textura superficial lisa, mientras que los bordes anteriores de W presentan
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surcos (Fig. 20C). La superficie general de W exhibe una textura ligeramente rugosa. Ventanas
del epigino (W) tan largas como anchas (Fig. 20C). Patas amarillas con marcas oscuras,
metatarso ambar y tarso amarillo. Patas IIl y IV amarillas con bandas oscuras cerca de las
uniones de los segmentos. Formula de las patas 3412. Pata I: 2.82 (0.88, 0.52, 0.56, 0.50, 0.36);
pata II: 2.86 (0.92, 0.44, 0.58, 0.58, 0.34); pata I1I: 4.14 (1.34, 0.58, 0.82, 0.90, 0.50); pata IV:
4.06 (1.30, 0.56, 0.80, 0.82, 0.58).

Distribucion. MEXICO: Nayarit.
Historia natural. Los especimenes se recolectaron de la hojarasca del bosque de encinos

(Quercus sp.). Los adultos se encontraron principalmente de mayo a septiembre. Se observo que
esta especie depreda colémbolos (Fig. 16D).
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Figure 16. Localidad tipo de Naphrys tuuca sp. nov. de Cerro San Juan, Tepic, Nayarit, México. La
flecha roja indica (A) habitat y (B) microhabitat. (C) ejemplar macho vivo. (D) hembra viva comiendo

un colémbolo en campo. (E) Hembra viva comiendo una larva de Drosophila melanogaster Meigen,
1830 en cautiverio.

53



— -

Figure 17 Naphrys tuuca sp. nov. Macho holétipo (CARCIB-Ar-049). Habitus (A) vistas dorsal y (B)
ventral. Pedipalpo izquierdo (C) vistas ventral, (D) retrolateral y (E) prolateral. Dibujos del palpo
izquierdo (F) vistas ventral, (G) retrolateral y (H) prolateral.
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Figure 18. Naphrys tuuca sp. nov. Hembra paratipo (CARCIB-Ar-010). Habitus (A) vistas dorsal y (B)
ventral. Epigineo (C) vistas dorsal y (D) ventral. Dibujos del epigineo (E) vistas ventral y (F) dorsal.
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Figure 19. Naphrys tuuca sp. nov. genitalia de macho micrografias SE: pedipalpo (A) prolateral y (B)
retrolateral. (C) Apofisis tibial ventral (VTA). (D) Apofisis tibial retrolateral (RTA).




Figure 20. Naphrys tuuca sp. nov. genitalia de macho micrografias SEM. Embolo (A) vista ventral. (B)
Poro espermatico (SP) en el apice del émbolo. (C) Genitalia de hembra micrografia SEM, epigineo, vista
ventral.
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Naphrys acerba Naphrys echeri sp. nov.  Naphrys tecoxquin sp. nov.  Naphrys tuuca sp. nov.

Figure 21. Vista retrolateral de las patas de Naphrys macho. La columna izquierda indica el nimero de
pata. La fila superior indica la especie. (A, E, I y M) patas I, II, Ill y IV de Naphrys acerba,
respectivamente; (B, F, J y N) patas I, II, IIl y IV de Naphrys echeri sp. nov., respectivamente; (C, G, K
y O) patas I, II, Il y IV de Naphrys tecoxquin sp. nov., respectivamente; (D, H, L y P) patas I, I, Il y
IV de Naphrys tuuca sp. nov., respectivamente.
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Figure 22. Registros de distribucion conocidos de las especies mexicanas de Naphrys. Estrella: N.
acerba. Diamante: N. echeri sp. nov. Circulo: N. tecoxquin sp. nov. Cruz: N. tuuca sp. nov. Los colores
representan las provincias biogeograficas siguiendo a Escalante, Rodriguez-Tapia & Morrone (2021).
Azul: provincia del Cinturén Volcanico Transmexicano. Verde: Provincia Sierra Madre del Sur. Rosa:
Sierra Madre Oriental. Amarillo: tierras bajas del Pacifico.

Discusion

La delimitacion de especies dentro de la familia Salticidae se ha basado cada vez més en
una combinacion de datos moleculares y morfologicos. Esta tendencia es evidente en estudios
que emplean una perspectiva filogenética (Maddison, 2016a, 2016b; Cala-Riquelme, et al.,
2022; Maddison et al., 2022). Si bien los datos gendmicos también pueden ser un enfoque fiable
(Girard et al., 2021; Lin, Yang y Zhang, 2024), suelen requerir mayor inversion de recursos y
tiempo de analisis. Por el contrario, los estudios que integran diversas fuentes de datos para la
delimitacion de especies dentro de Salticidae siguen siendo relativamente escasos.
Un ejemplo notable es el trabajo de Trebicki et al. (2021), quienes abordaron ambigiiedades
taxonomicas dentro del género Cytaea Keyserling, 1882 y especies relacionadas. Los autores
atribuyeron esta confusion taxondmica a diagndsticos y descripciones originales deficientes
dentro del género. Para resolver este problema, Trebicki et al. (2021) emplearon un enfoque
combinado, analizando tanto la morfologia de los especimenes holotipo como el método de
Deteccion Automatica de Brechas en Codigos de Barras (ABGD) basado en un arbol NJ
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construido con secuencias de genes COI. Sus resultados revelaron que las “especies similares”
previamente reconocidas eran sinénimas del holotipo Cytaea, lo que impulsé a los autores a
sinonimizar formalmente estos taxones.

Si bien los autores emplearon un método de delimitacion basado en la distancia (arbol de NJ)
para aclarar la identidad de especies ambiguas, en nuestro trabajo adoptamos un enfoque mas
integral, incorporando andlisis moleculares basados en arboles. Para evitar futuras confusiones,
también presentamos un diagnostico corregido del género Naphrys. Estos recursos integrales
buscan facilitar la determinacion precisa de especies y géneros.

Boperachchi et al. (2022) ejemplifican aun mas la aplicacion de métodos moleculares para la
delimitacion de especies dentro de Salticidae. Su estudio tuvo como objetivo aclarar la
diversidad de especies dentro del género Ballus C. L. Koch, 1850 en Sri Lanka. Tres especies
se habian reportado previamente para esta region, descritas a finales del siglo XIX y principios
del XX. Para abordar esta incertidumbre taxondmica, Boperachchi et al. (2022) emplearon un
enfoque multifacético, integrando datos morfoldgicos con datos de secuencia de tres genes
(COI, H3, 288S). Utilizaron multiples métodos de delimitacion de especies, incluyendo ABGD,
mPTP y Delimitacion Bayesiana de Especies Multilocus (BPP). Cabe destacar que todos los
métodos aplicados arrojaron resultados congruentes, lo que indica que las tres especies de Ballus
previamente reconocidas representaban una sola especie con caracteristicas morfologicas
consistentes y sin diferenciacion genética significativa.

Al igual que en nuestro trabajo, los autores emplearon multiples métodos moleculares para
investigar la diversidad de especies dentro de un género que contenia especies previamente
descritas. En nuestro estudio, el método mPTP, también utilizado por Boperachchi et al. (2022),
no solo confirmo la identidad de la especie previamente conocida, N. xeophila, sino que también
respaldo la designacion de tres nuevas especies.

Finalmente, Phung et al. (2024) emplearon un enfoque combinado para la delimitacion de
especies dentro del género Phintella Strand, 1906 y arafias similares a Phintella. Su enfoque
empled tres métodos distintos: un método basado en la distancia (ASAP) y dos métodos basados
en arboles (version bayesiana de GMYC y BPP). Estos métodos se emplearon para delinear
nuevas especies potenciales basandose en los datos genéticos disponibles. Ademas, los autores
reconocieron el desafio del fuerte dimorfismo sexual dentro de Phintella. Abordaron esta
limitacion incorporando los mismos métodos para asignar combinaciones macho-hembra para
aproximadamente un tercio de las especies donde se desconocian dichos emparejamientos. Los
analisis de Phung et al. (2024) result6 en la identificacion de 22 especies distintas, de las cuales
11 podrian representar taxones no descritos. Sin embargo, es importante sefialar que el estudio
no estableci6 formalmente nuevas especies mediante la ley de nomenclatura.

En concordancia con nuestros hallazgos, Phung et al. (2024) aplicaron diversos métodos para la
delimitacion de especies. El método ASAP basado en la distancia arroj6 un recuento de especies
menor, similar a nuestros resultados. Por el contrario, los métodos basados en arboles (hGMYC
y BPP) dieron lugar a sobreestimaciones, como también observamos. Ambos estudios respaldan
la utilidad del gen COI para la deteccion preliminar de especies potencialmente no descritas,
que posteriormente deben describirse, como se realiz6 en este trabajo.
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Al igual que los desafios encontrados en los estudios previos, la tribu Euophryini presenta
numerosas incertidumbres taxondmicas. Estas dificultades suelen deberse a descripciones
originales deficientes de las especies, un conocimiento limitado del dimorfismo sexual (p. ¢j.,
solo se conoce un sexo en algunas especies) y una alta similitud morfologica entre ellas. Para
superar estas limitaciones, los investigadores han empleado cada vez mas una combinacion de
multiples métodos (p. ej., datos morfologicos y moleculares) para la delimitacion de especies
(Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Candia-Ramirez y Francke, 2021; Cala-
Riquelme et al., 2022).

Los caracteres morfologicos, en particular las caracteristicas sexuales, siguen siendo
indispensables para un diagnostico, identificacion y delimitacion robustos de las especies
(Valdez-Mondragon, 2020). Esto se debe, en parte, al bajo nivel de variacion intraespecifica y
al alto nivel de variacion interespecifica observados en la genitalia de las arafias (Eberhard,
1985; Eberhard et al., 1998), lo que convierte a esta caracteristica en una valiosa herramienta de
diagnostico (Valdez-Mondragon, 2013; 2020; Valdez-Mondragon y Francke, 2015). En nuestro
estudio, delimitamos diferentes especies mediante caracteres morfoldgicos, algunos de los
cuales fueron particularmente diagndsticos. Por ejemplo, la presencia de un PED claramente
visible en N. echeri sp. nov. y la forma distintiva de la S permitieron distinguir facilmente a esta
especie de sus congéneres.

Las practicas taxondmicas modernas priorizan cada vez mas la integracion de multiples fuentes
de datos para la validacion y delimitacion de especies. Este enfoque combinado refuerza la
evidencia de los limites entre especies y proporciona una comprension mas completa de los
taxones recién descritos. De esta manera, este estudio representa el primero en el que se
describen nuevas especies dentro de la familia Salticidae mediante métodos de delimitacion de
especies basados en datos moleculares (tanto de distancia como arbdreos).

En comparacidn con otros genes, el uso del gen COI ha demostrado ser una herramienta eficaz
para la delimitacion de especies en aranas (Tregbicki et al., 2021; Valdez-Mondragoén et al., 2019;
Navarro-Rodriguez y Valdez-Mondragon, 2020; Nolasco y Valdez-Mondragon, 2022; Phung et
al., 2024). Naseem y Muhamman (2016) identificaron Salticidae en huertos de citricos
utilizando el gen COI con valores interespecificos de divergencia de nucleotidos entre 9.96 y
11.91 %. Yamasaki et al. (2018) encontraron valores interespecificos mas altos de divergencia
de nucledtidos (14.1-18.2%) en su redescripcion del género Chrysilla, basandose en la
morfologia y el codigo de barras del ADN. Estos estudios sirven como referencia para la
variacion entre diferentes especies. Las divergencias genéticas interespecificas encontradas en
este trabajo fueron mayores al 11% (media: 14%, min.: 11%, méx.: 18,1%), ajustandose al rango
previamente reportado para Salticidae.

Para muchos grupos taxondmicos, se suele utilizar un umbral de divergencia genética del 3%
para definir los limites entre especies (Sbordoni, 2010). Sin embargo, este valor puede variar
entre grupos animales e incluso entre especies estrechamente relacionadas debido a diferencias
en las tasas evolutivas (Trebicki et al., 2021). Estudios previos (Vink etal., 2011; Richardson y
Gunter, 2012; Blagoev et al., 2016; Trebicki et al., 2021) han reportado una amplia gama de
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divergencias genéticas intraespecificas dentro de la familia Salticidae, que van desde menos del
0.5% hasta el 7.57%.

Nuestros resultados (Tabla 3) se ajustan a este rango establecido para Salticidae, excepto para
Naphrys sp., que presentd un valor de divergencia mayor, del 10.94 %. Lamentablemente, no
pudimos examinar morfologicamente los especimenes. Nuestra identificacion de este taxon se
basd unicamente en datos genéticos obtenidos de GenBank. Para determinar de forma
concluyente los caracteres diagnosticos de esta especie, el analisis morfologico es indispensable.
Cabe destacar que Naphrys pulex, a pesar de las inconsistencias en algunos métodos de
delimitacion de especies, mostrd una variacion intraespecifica observada inferior al 2 %, lo cual
se encuentra dentro del rango esperado para las especies de Salticidae.

Entre los métodos probados en este trabajo, ASAP recuper6 el menor nimero de especies,
similar a los hallazgos de Phung et al. (2024) con Salticidae. Guo y Kong (2022) sugirieron que
el enfoque basado en la distancia es generalmente superior al enfoque basado en arboles, siendo
el método ASAP el mas eficiente. Al igual que en Phung et al. (2024), nuestro uso de los
métodos GMYC, bPTP y mPTP resulté en un numero significativamente mayor de especies
delineadas. Esto contrasta con estudios previos con otros grupos de arafias (Mygalomorphae y
Araneomorphae) (Ortiz y Francke, 2016; Valdez-Mondragoén et al., 2019; Navarro-Rodriguez y
Valdez-Mondragon, 2020), en los que tipicamente se identifico un menor niimero de especies
utilizando métodos similares. Esta discrepancia podria atribuirse a las limitaciones de los
métodos GMYC y PTP. Como lo discutieron Luo et al. (2018) y Guo y Kong (2022), estos
métodos pueden ser particularmente sensibles al flujo génico, lo que puede alterar la clara
correlacion entre el tamafio de la poblacion y el tiempo de divergencia, lo que podria llevar a
una sobreestimacion de los limites de las especies. Este problema de sobreestimacion podria
explicar las diferencias encontradas en los métodos basados en arboles para el analisis molecular
de N. pulex, a pesar de las bajas distancias intraespecificas genéticas observadas (<2%).
Hamilton et al (2011) enfatizaron la utilidad de los datos geograficos en la delimitacion de
especies. En nuestro estudio se pueden separar las diferentes especies de Naphrys presentes en
México por su distribucion. Naphrys pulex esta distribuida por toda la subregion biogeografica
de Alleghany correspondiente al este de Canadad y Estados Unidos (Escalante et al., 2021).
Naphrys xerophila se distribuye unicamente en las llanuras costeras del sureste de los Estados
Unidos a través de la provincia biogeografica austroriparia dentro de la subregion de Alleghany
(Richman et al., 2012; Escalante et al., 2021). Su distribucion esta limitada por el aumento de
la aridez en los limites occidental y sur de la subregion de Alleghany (Takhtajan, 1986;
Escalante et al., 2021).

Antes de este estudio, la tinica especie conocida presente en México era N. acerba, distribuida
en la parte norte de la provincia biogeografica Sierra Madre Oriental, en el noreste del pais.
Naphrys tecoxquin sp. nov. habita una provincia biogeografica distinta, las Tierras Bajas del
Pacifico. Esta provincia corresponde a una franja estrecha e ininterrumpida a lo largo de la costa
del Pacifico (Morrone, 2019). Naphrys tuuca sp. nov.y N. echeri sp. nov. se distribuyen dentro
de la provincia del Cinturén Volcanico Transmexicano (TVB). Esta provincia corresponde al
conjunto de cordilleras volcanicas que atraviesa el pais de oeste a este (Morrone, 2019).
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Dentro de la Cuenca del TVB, N. tuuca sp. nov. habita la zona montanosa occidental. En
contraste, N. echeri sp. nov. ocupa las montafias centrales de la TVB (Fig. 22). Naphrys echeri
sp. nov. también se encuentra en las montafias orientales de México, especificamente en la parte
norte de la provincia Sierra Madre del Sur (SMS), un sistema montafioso que corre paralelo a la
costa del Océano Pacifico en direccion noroeste-sureste. Sin embargo, su continuidad se ve
interrumpida por una serie de valles, con rios que tipicamente fluyen por encima de los 1000 m
(Hernéndez-Cerda et al., 2016; Morrone, 2019). Las provincias SMS y TVB forman parte de la
Zona de Transicion Mexicana (TMZ). La TMZ exhibe una combinacion tunica de caracteristicas
que la distinguen de otras zonas de transicion. Cabe destacar que alberga una notable mezcla de
taxones nearticos y neotropicales.

Las barreras geograficas desempefian un papel fundamental en la distribucion diferencial de V.
echeri sp.nov. y N. tuuca sp. nov. La Cordillera del SMS atraviesa un foso tectonico de mesetas
volcénicas, con estratovolcanes desarrolldndose a lo largo de sus margenes, como el Volcan
Ceboruco (Blanco y Correa et al., 2021). La localidad mas oriental de N. tuuca sp. nov. esta
separada de las localidades occidentales de N. echeri sp. nov. (Piedras Bolas en la Cuenca del
Volcan Temblor y Potrero de Mulas en el SMS) por extensas llanuras aluviales (de hasta 25 km
de ancho) y profundas hendiduras formadas por el rio Ameca (Valdivia-Ornelas y Castillo-Aja,
2001; Blanco y Correa et al., 2021; Valero-Padilla et al., 2017).

Las especies descritas aqui son las representantes mas meridionales del género. Contrariamente
a las suposiciones previas de Edwards (2003) de que el género tiene una distribucion neartica,
nuestros hallazgos revelan la presencia de estas especies en la region neotropical, lo que sugiere
una distribucion geografica mas amplia. Si bien el presente trabajo se centrd en el oeste de
México, es probable que una mayor exploracion, particularmente en el sur, proporcione especies
adicionales no descritas. Este estudio también proporciona los primeros datos precisos de la
localidad de N. acerba en México, previamente conocidos solo a partir de registros historicos.
Nuestro estudio demuestra la utilidad del gen COI para una delimitacion robusta a nivel de
especie dentro del género Naphrys. Este hallazgo se sustenta en la alta congruencia observada
entre la mayoria de los métodos empleados. Ademas, los caracteres morfologicos, en particular
los pedipalpos del macho y los epigineos de la hembra, resultaron ser caracteristicas fiables para
la identificacion y el diagnostico de las especies de Naphrys.
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V. CAPITULO 11

Objetivos:
- Estimar la abundancia relativa y estacionalidad de las poblaciones de especies del género
Naphrys del centro-occidente de México.
- Describir la fenologia, duracion y parte de la historia de vida de las especies del género

Naphrys en el centro-occidente de México.

75



Natural history of three jumping spider species of the genus Naphrys Edwards (Araneae:
Salticidae) from central-western of Mexico

Juan Maldonado-Carrizales!, Maria Luisa Jiménez-Jiménez?, Alejandro Valdez-Mondragon?,
Javier Ponce-Saavedra'

! Faculty of Biology, Entomology Laboratory, Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH), Morelia, Michoacén, Mexico

2 Arachnological Collection (CARCIB), Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste
(CIBNOR), La Paz, Baja California Sur, Mexico

Abstract. Naphrys echeri, N. tuuca, and N. tecoxquin (Salticidae) are common spider species
inhabiting leaf litter in tropical environments of the highlands of Michoacan, Nayarit, and the coasts of
Jalisco, respectively. This study provides a comprehensive summary of laboratory and field
observations on their natural history. All three species exhibit a peak in adult abundance during the
rainy months, although adults and juveniles are present throughout the year. For the first time, it was
documented that Naphrys species construct retreats for molting under laboratory conditions.
Laboratory data indicate that these spiders molt on average every two months, with five molts required
to reach the adult stage from the post-embryo. The inter-stage growth factors were estimated to be 1.09
for N. echeri; 1.1 for N. tecoxquin; 1.12 for N. tuuca from Instar | to adult and 1.32 from post-embryo
to Instar | in the last species. Additionally, this study records the parasitism of N. tecoxquin by a
Mermithidae nematode endoparasite, marking the first such report for a spider in Mexico. These
findings contribute valuable insights into the ecological dynamics and life history of Naphrys species

in tropical environments.

Resumen. Naphrys echeri, N. tuuca y N. tecoxquin (Salticidae) son especies comunes de arafias que
habitan la hojarasca en ambientes tropicales de las tierras altas de Michoacan, Nayarit y las costas de
Jalisco, respectivamente. Este estudio proporciona un resumen integral de las observaciones de
laboratorio y campo sobre su historia natural. Las tres especies presentan un pico en la abundancia de
adultos durante los meses lluviosos sin tener una relacion significativa, aunque los adultos y los
juveniles estan presentes durante todo el afio. Por primera vez, se documenté que las especies de
Naphrys construyen refugios para la muda bajo condiciones de laboratorio. Los datos de laboratorio

indican que estas arafias mudan, en promedio, cada dos meses, siendo necesarias cinco mudas para
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alcanzar la etapa adulta. Los factores de crecimiento entre estadio se estimaron en 1.09 para N. echeri;
1.1 para N. tecoxquin; 1.12 para N. tuuca desde el Instar I hasta el adulto y 1.32 desde el estado
postembrionario hasta el Instar | en esta Ultima especie. Ademas, este estudio registra el parasitismo de
N. tecoxquin por un neméatodo endoparasito de la familia Mermithidae, lo que marca el primer registro
de este tipo para una arafia en México. Estos hallazgos contribuyen a proporcionar valiosos
conocimientos sobre la dindmica ecoldgica y la historia de vida de las especies de Naphrys en
ambientes tropicales.

Key words: Growth factor, Phenology, Parasitism, Nematode.

Running Title: Natural history of three Naphrys species from central-western of Mexico.
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Introduction

A well-established biogeographical pattern reveals that terrestrial biological diversity in
tropical regions significantly surpasses that of temperate and boreal environments (Santos et
al., 2017). This pattern, known as the latitudinal diversity gradient, has been consistently
documented across numerous terrestrial animal lineages (Willing et al., 2003; Hillebrand,
2004). Notably, the Neotropics, or the American tropics, represent some of the most
biodiverse areas worldwide (Rull, 2020). Although comprehensive global data on spider
species richness variation are still needed, spiders conform to this general trend of elevated
biodiversity in tropical zones (Santos et al., 2017). With more than 52,000 accepted species,
spiders represent one of the most diverse groups (World Spiders Catalog, 2025) and constitute
the most diversified group of terrestrial predators (Coddington & Levi, 1991). Due to the
remarkable species richness of spiders, knowledge regarding their biology and life history
remains limited. As with various groups of spiders, most information originates from original
taxonomic descriptions, which generally lack comprehensive natural history data.
Consequently, information about their natural history is sparse and dispersed throughout the
literature. This paucity of knowledge may be attributed to the fact that many spider species are
relatively small and tend to exist at low densities, rendering them less studied or of limited
interest (Wise, 1993). Nonetheless, understanding the general biology of spiders is crucial for
the accurate interpretation of ecological and behavioral data, as it is fundamental to
comprehending the ecological roles they play within terrestrial ecosystems (Bartos, 2005). The
Salticidae family is no exception to the diversity found within the order Araneae; it is the most
diverse family, comprising over 6,800 described species across more than 680 genera (World
Spider Catalog, 2025). Salticids or Jumping Spiders are characterized by having stenochronic
life cycles (Schaefer, 1987). Various studies on species found in temperate climates have
established that they exhibit annual or biennial life cycles (Horner and Starks, 1972; Jackson,
1978; Matsumoto and Chikuni, 1987). Jumping spiders are diurnal, wandering predators that
stalk and hunt their prey using their highly trained visual system (Land, 1972). Accurately
determining the number of individuals in a given area can be difficult, especially if they are
mobile (Jackson, 1978).

The Euophryini tribe is among the most diverse groups within the Salticidae family,
comprising over 1,000 described species across 116 genera (Edwards, 2003; Maddison, 2015;
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Zhang & Maddison, 2015). The genus Naphrys Edwards, 2003 is a notable representative of
this tribe and includes seven species: Naphrys acerba (G. W. Peckham & E. G. Peckham,
1909); Naphrys bufoides (Chamberlin & Ivie, 1944); Naphrys echeri Maldonado-Carrizales et
al., 2025; Naphrys pulex (Hentz, 1846); Naphrys tecoxquin Maldonado-Carrizales et al., 2025;
Naphrys tuuca Maldonado-Carrizales et al., 2025 and, Naphrys xerophila (Richman, 1981)
(Maldonado-Carrizales et al., 2025; World Spider Catalog, 2025). These spiders are
recognized for their small size and ground-dwelling habits, typically inhabiting microhabitats
such as fallen wood and leaf litter (Richman, 1981; Edwards, 2003; Maldonado-Carrizales et
al., 2025). Various studies have reported the prey preference of N. pulex for ants (Cutler, 1980;
Lietal., 1996; Clark et al., 2000), while others have analyzed the courtship behaviors of N.
pulex, N. bufoides y N. xerophila (Richman, 1982). However, there is limited information on
the remaining species, particularly regarding their life history. The species N. echeri, N.
tecoxquin and N. tuuca are small-sized spiders (total lengths of 2.60-2.10, 2.90-2.68 and
2.48-3.64 mm respectively) and are dominant components of soil spider assemblages, with
allopatric geographic distributions (Maldonado-Carrizales et al., 2025). Naphrys echeri and N.
tuuca inhabits leaf litter in bosque de encino (Quercus sp.) and cloud forest, while N.
tecoxquin inhabits leaf litter in tropical dry forests with broad-leaved trees (Maldonado-
Carrizales et al, 2025). This study presents laboratory and field observations on the natural
history of Naphrys species from central-western Mexico, encompassing growth factors,
lifespan, and molting retreats. Additionally, we report an interaction between a Mermithidae
nematode and N. tecoxquin. Furthermore, this research is part of a broader effort to contribute
to the phenology of these species.

Materials and Methods

Study area. The study was conducted at the type localities where the species were originally
described in Mexico: 1) Cerro “El Gigante”, Morelia, Michoacan (EG) for Naphrys echeri; 2)
Boca de Tomatlan, Cabo Corrientes, Jalisco (BT) for Naphrys tecoxquin; and 3) Cerro “San

Juan”, Tepic, Nayarit (SJ) for Naphrys tuuca (Maldonado-Carrizales et al., 2025) (Figure 1).
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Figure 1. Study area where the work was carried out in Mexico. Color Diamond: Black = Cerro “El
Gigante”, Morelia, Michoacan; Red = Boca de Tomatlan, Cabo Corrientes, Jalisco; Green = Cerro
“San Juan”, Tepic, Nayarit.

The SJ locality is situated at N21.506194°, W104.924861°, while the EG locality is at
N19.636611°, W101.146889°. Both localities are located within the biogeographic region of
the Transverse Volcanic Belt, as proposed by Morrone (2019). These localities feature Bosque
de encino vegetation (Quercus spp.) and are situated at elevations ranging from 1,470 meters
above sea level (SJ) to 2,140 meters above sea level (EG). Lastly, the BT locality is located at
N20.511861°, W105.318°, at 20 meters above sea level, and is characterized by tropical dry

forest vegetation (Maldonado-Carrizales et al., 2025).

Phenology. Monthly collections were conducted at these localities over an annual cycle (from
October 2022 to September 2023). Sampling was carried out within a 100 m2 quadrant,
involving three participants and lasting for one day, with two periods: morning (10:00 to
14:00) and afternoon (16:00 to 19:00). Spiders were captured through direct manual

80



collection, involving intensive searches in the leaf litter on the ground, using small glass vials
(6 cm in length) sealed with cork, rubber stoppers, or cotton. At each locality, comprehensive
collection data were recorded, including the site, date, time of collection, and type of
vegetation, with particular emphasis on the microhabitats where the spiders were found (e.g.,
leaf litter, sand, stones). Soil and ambient temperatures were measured using a Steren TER-
150 digital thermometer, additionally, climatological data on average annual precipitation and
temperature were obtained from the meteorological stations of the National Meteorological
Service (SMN, 2023) (Figure 2 — 4).

The phenology of the captured specimens was described by organizing the data according to
developmental stages alongside monthly data collected in the field. This information was
recorded in a matrix using Microsoft Excel ®. Additionally, the captured spiders were
maintained alive and transferred to the “Biol. Socrates Cisneros Paz” Entomology Laboratory
at the Faculty of Biology, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH),
where they were kept in captivity for further observation.
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Figure 2 — 4. Climate graph of the study region including average annual precipitation, temperatures

and soil temperatures from: 2) Cerro “El Gigante™; 3) Boca de Tomatlan; 4) Cerro “San Juan”.
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Terminology. We adopted the combined terminology for development stage proposed by
Jackson (1978) and Alvarado-Castro & Jiménez (2016). The stage commencing with the
rupture of the chorion and concluding with the first true molt was designated as the “post-
embryo”. This stage was attributed to the smallest specimens collected in the field and later
measured in the laboratory, based on the estimation of the growth factor (see Growth factor
estimation section). The stage that follows the first molt is the first instar (Instar I), and so
forth. The stages denominated as “juvenile” were defined as a spider from the first instar up to
the antepenultimate stage. The penultimate instar is denominated as “subadult”, referring to
the stage just before the molt into adulthood. Subadult machos were distinguished by swollen
tarsi lacking sclerotized structures, whereas subadult hembras were identified by the outline
of the epigynum, which is visible beneath the cuticle of the ventral abdomen. An “adult
macho” was characterized by modified pedipalps, including a sclerotized copulatory bulb with
distinct sclerites and a palpal tibia bearing apophyses. An “adult hembra” was identified by
the presence of a distinct epigynum. Developmental stages were determined based on external

morphological traits.

Determination of the developmental stage. To verify the developmental stages of spiders
collected in field, they were kept in captivity under controlled conditionsinal.5mx 1.5m
room with a 12:12 h light-dark photoperiod, maintained using a Steren SHOME-120 smart
LED bulb. The room was kept at a mean temperature of 24 + 1°C with a relative humidity of
60-70%. Individual spiders were housed in 40 ml plastic containers with perforated lids, each
containing a water-saturated cotton swab (approximately 5 mm) to ensure adequate moisture
levels. The cotton swabs were replaced weekly or immediately upon observing dark spots,
which indicated potential fungal growth (Figure 5-7).
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Figure 5—7. 5) Small plastic container; 6) Spider inside plastic container with its water-saturated cotton

swab. 7) Spider eating a fruit fly larva (Drosophila melanogaster Meigen, 1830).

All spiders were fed once a week with three fruit fly larvae (Drosophila melanogaster Meigen,
1830). To ensure the sterility of the flies and prevent the transmission of external pathogens or
parasites to the spiders, the flies were obtained from a culture provided by the Genetics
Laboratory of Faculty of Biology at UMSNH. The culture was maintained by combining 10 g
of yeast (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, 1883), 100 g of corn starch, one
banana (Musa x paradisiaca L.), 5 g of ascorbic acid, and 300 ml of water at 35°C to produce
additional fly larvae for feeding the spiders. Spiders were examined daily and all developmental
stages were recorded until sexual maturity was reached. From the number of exuviae collected,
the stages leading to adulthood were determined, and the duration between molts was also

recorded. Both exuviae and deceased spiders were documented and preserved in 96% ethanol.

Growth factor estimation. The growth factor was estimated based on the molts of the captive
specimens in the laboratory. Measurement of cephalothorax length was taken from the base of
the anterior median eyes to the posterior edge of the cephalothorax (Figure 8) using a
micrometer with 0.01 mm precision. The growth factor was calculated starting with the value
of Przibram (1.29), as cited by Faber (1994) for spiders, and progressively decreasing to the
value of Dyar (1.26) or less if necessary. This calculation was performed using a non-

parametric chi-square goodness of fit test.
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Figure 8. Example of cephalothorax length measurement.




Endoparasitism. A spider belonging to the species N. texoquin was discovered parasitized by a
nematode. Both specimens were preserved in 96% ethyl alcohol and subsequently transferred
to the Parasitology Laboratory of the Faculty of Biology at UMSNH for identification. The
nematode was cleared using lactic acid and dehydrated to facilitate the observation of its

internal structures under an optical microscope for accurate identification.

Results

Phenology and life cycle. A total of 1,364 spiders were collected, of which: 396 specimens
correspond to N. echeri (72 adult machos, 64 adult hembras, 42 subadults, 34 Instar 111, 92
Instar 11 and 92 Instar I); while 565 for N. tecoxquin (101 adult machos, 114 adult hembras,
49 Subadults, 93 Instar 111, 114 Instar Il, 84 Instar | and 10 Post-embryo); finally, 403 for N.
tuuca (82 machos, 77 hembras, 61 subadults, 79 instar 11, 60 instar 11, 32 instar | and 12
post-embryo) (Table 1).

Table 1. Number of Naphrys species collected per month from October 2022 to September 2023,
including their developmental stage (estimated in laboratory once death). Mo = Month, M = Macho, F
= Hembra, SA = Subadult, Instars I-11l, P = Post-embryo.

Naphrys echeri Naphrys tecoxquin Naphrys tuuca
Mo M| F |S I |1l | PI'M | F S i | P M|F | S (I | [
A |1 A | A |
J 0 0| 18| 5|0 1 0 1 2/ 15|/ 5, 0| 0| O 8 9 6 2
F 0 0 0 0| 21| 5|0 0 0 0 0 2 3/ 3, 1| 6 3 8 0| 4 3
M 4 3/ 17/ 00 0 0 0/ 10 24| 5| 1| 1 2| 19 2 3 0
0
A 8 0 1 8 3/ 1|0 8 0 8 10 29| 1, 0| 1 O 7 11 6| 7,0
1
M 2 7 5 2 1/ 00| 35| 39 5 5 3/ 0 0 3| 2| 14 0 0| 0 1
1 0| 2
J 2 1| 12 3 0| 1|0/ 22 27| 11 1 o/ 1, 21| 2 2 8 0/ 0 O
0| 7 8/ 0
J 1] 1 7 8 2/ 00 8| 16 8 | 16 6 4, 0| 9| 1 1119 7 2 1
0| 2 5
A 31 0 3 1/ 20| 10 9 2 1 4 8| 1| 2 1 5 0O 1/ 0 O
1 0
S 31 9 1 41 0|0 15 11 2 9 o/ 2, 0 1|0 0 0 5/ 3 0
(0] 0 1 1 51 24| 3|0 2 9 7124 15| 1| 0| 0 2 0 8 1| 0 5
1 4 7 0
N 0 1 0 0| 12| 1/0 0 3 1 0 9/ 2 2, 0| 0 0/ 12, 2| 0| O
1 0
D 0 0 3 1 9/ 1|0 0 0 4 15 7,1, 1] 0| 0 2112 2| 6| 0
3 8 0
Tota 7 6 42 | 34 11 710 10 11 | 49 | 93 11 8 1 8 761 79 6 3 1
| 2| 4 2| 2 1 4 4| 4| 0| 2 7 0| 2| 2
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In June, 21 adult machos of N. echeri were collected, representing the highest abundance for
this stage. June also marked the peak abundance for adult hembras and subadults, with 17 and
12 specimens collected, respectively. For Instar 11, April and July exhibited the greatest
abundance, with 8 specimens collected during each month. In contrast, for Instar 1l and Instar I,
October was the most abundant month, with 24 and 34 specimens collected, respectively. No

specimens were recorded for the post-embryo stage (Table 1).

For N. tecoxquin, May was the month of highest abundance for both adult hembras and machos,
with 35 and 39 specimens collected, respectively. The subadult stage reached its peak in June,
with 11 specimens recorded. The months of highest abundance for the remaining instars were
as follows: Instar Il in October with 24 specimens, Instar Il in April with 29, Instar | in

November with 20, and the post-embryonic stage in February with 3 specimens (Table 1).

Lastly, for N. tuuca, May was the most abundant month for adult hembras and machos, as well
as subadults, with 30, 22, and 14 specimens collected, respectively. The highest abundance for
Instar 111 was observed in July with 19 specimens, for Instar Il in December with 20, for Instar

I in April with 7, and for the post-embryonic stage in October with 5 specimens (Table 1).

The relative abundance of adult machos, hembras, and subadults of N. echeri throughout the
year demonstrates an apparently unimodal distribution, with the highest abundance recorded
from May to July. In contrast, Instar | and Instar 1l exhibit an apparent bimodal distribution,
with significant peaks occurring from January to March and from October to December (Figure
9).

For Naphrys tecoxquin, the relative abundance of hembras, machos, and subadults also shows
an apparently unimodal distribution, peaking between May and June. The remaining stages
display an apparent bimodal distribution, with the highest abundance observed in March and

April, as well as in October and December (Figure 10).

In the case of N. tuuca, adult machos and hembras reach their peak abundance between May
and July, following an apparently unimodal distribution. Subadults, however, exhibit an
apparently multimodal distribution, with three peaks of abundance observed in March, May,

and August. Similarly, Instar 111 displays three peaks of abundance, occurring from January to

87



February, June to July, and October to December (Figure 11). In general, the highest peak of
adults of the three Naphrys species was found between the months of April to August, this

coincides with the increase in precipitation and the decrease in soil temperature reported for
each location. (Figure 2).

Relative abundance (%)
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Figure 9. Seasonal distribution in relative abundance of developmental stages of Naphrys echeri during
collection months.

w - w

Relative abundance (%)

~

—-

January

February

March April May

Naphrys tecoxquin

June July August  September  October  November December

= Male adult

# Female adult

# Subadult

® Instar 1§

® Instar [l
Instar |

® Post-cmbryo
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Figure 11. Seasonal distribution in relative abundance of developmental stages of Naphrys tuuca

during collection months.

Ambient temperature is positively correlated with the abundance of adult N. echeri (R? =
0.658; p = 0.001) (Figure 13). Conversely, it is negatively correlated with juvenile N. tuuca
(R? = 0.3463; p = 0.042) (Figure 19). For N. tecoxquin, soil temperature exhibits a positive
correlation with adults (R? = 0.678; p = 0.001) (Figure 15). Overall, a weak positive
correlation was observed for adults of other species, while juveniles showed a weak negative
correlation. However, no statistically significant differences were detected in these

relationships (Figures 12-20).
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precipitation and relative abundance of Naphrys tuuca in the field.
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Use of shelter in the field and laboratory. During the collection of Naphrys species, the
spiders were observed to rapidly jump into the leaf litter or onto the ground to evade capture,
or to conceal themselves within small branches, crevices between rocks, or at the interface
between the ground and larger rocks (Fig. 21-26; Supplementary 1). No species were noted to

possess any form of structured refuge for shelter.

Figure 21-26. 21-22) Naphrys echeri; 23-24) Naphrys tecoxquin and 25-26) Naphrys tuuca taking

shelter in their habitats.

In the laboratory, the three species exhibited similar behavior in the use of silk shelters. All
developmental stages constructed silk retreats, typically located at the top of the container, to
shelter from their environment. Additionally, these retreats were used during the molting

process. Juvenile and subadult individuals constructed simple silk retreats for molting (Figure
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27-31), consisting of two loosely woven layers. The basal and upper layers were composed of
visible silk threads. At least two spiders died during or shortly after the molting process,
failing to free their legs from the exuvium, which ultimately led to their death under laboratory
conditions (Figure 31).

O i D
: / . ‘,‘

AN

Figure 27-31. 27) Closed plastic container with the exuvium on top of the lid. 28) Internal view of the
lid with the exuvium. 29) close up to exuvium. 30) Exuvium of Naphrys spp. inside its silk molting
shelter. 31) Naphrys spp. specimen trapped in the exuvium.

Under laboratory conditions, out of the 1,364 spiders collected, 25.7% (350) remained alive,
and of these, 43.7% (153) successfully molted. However, only 34.6% (53) reached the adult
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stage (Figure 32). Four specimens from the three species (one N. echeri, two N. tecoxquin, and
one N. tuuca) have four molts from the time of collection until reaching the adult stage. Under
these conditions, the spiders molted on average every two months (=~ 60 days). By considering
both the number of molts observed in the laboratory and the growth factor values (see below),
it was determined that the Naphrys species undergo five molts from the time the chorion
breaks until they reach adulthood.

Figure 32. Graph illustrating the relative abundance of Naphrys species that survived in captivity (green)

compared to those that died (orange); next spiders that molted (gold) versus those that did not molt
(green) and finally, spiders that reached adulthood in captivity (blue) compared to those that did not
reach adulthood (gold).

Growth factor estimation. Growth factor determined varied by species. For N. echeri,
estimated growth factor is 1.09 (n=64), while for N. tecoxquin, it is 1.1 (n=186). For N. tuuca,
the growth factor from the Instar | to Adult is calculated as 1.12 (n=43), and from Post-embryo
to Instar I as 1.32 (n=12) (Table 2). In the case of N. echeri, specimens from the Post-embryo
were not collected, as the measured specimens did not align with the calculated factor.
However, for N. tuuca, very small specimens were collected that did not correspond to the
factor calculated for the other stages (Adult to Instar I); thus, the corresponding value was
calculated for these specimens (Instar | — Post-embryo).

By considering the number of molts observed in the laboratory and the growth factor values, it
was possible to assign the appropriate developmental stage to spiders that did not molt but
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were measured in the laboratory. This assignment utilized the expected averages and ranges

for the different stages, up to the adult size.

Table 2. Mean cephalothorax length (mm) with corresponding confidence limits for each

developmental stage. Estimated growth factor for N. echeri is 1.09 (n=64); for N. tecoxquin, 1.1

(n=186). Growth factor for N. tuuca from Adult to Instar | is 1.12 (n=43), and from Instar | to Post-

embryo is 1.32 (n=12). Values marked with an asterisk (*) are estimated.

N. echeri N. tecoxquin N. tuuca

Min Mean Max Min Mean Max Min Mean Max
Adult 1695 1767 1838 1738 1795 1851 1.828 1902 1976
Subadult 1663 1704 1745 1620 1661 1702 1.693 1737 1781
Instar 11 1518 1576 1635 1506 1526 1547 1585 1615 1.645
Instar Il 1391 1421 1451 1380 1407 1435 1344 1404 1.463
Instar | 1.220 1278 1336 1229 1273 1320 1170 1213 1.256
Post-embryo 0.949* 1.173* 1.217* 1.093 1161 1.226 0.859 0.882 0.905

Endoparasitism. After completing the collections for September, while transferring the spiders

to their plastic containers, it was observed that one spider was immobile and presumed dead. It

was kept in the original vial in which it was captured while attending to the rest of the spiders.

Approximately three hours later, after finishing the transfer of the live spiders to their plastic

containers, a large white worm was observed emerging from the spider. Upon examination

under a stereoscopic microscope, the larva was found to be alive (Figure 33-34;

Supplementary 2).
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Figure 33-34. Larvae of Mermithidae nematod and its host N. tecoxquin observed in laboratory.

Notably, the spider did not exhibit signs of anorexia or any malformations, appearing healthy
prior to its death. Following the emergence of the nematode from the spider, both specimens
were preserved in 96% ethanol and subsequently transferred to the Parasitology Laboratory of
the Faculty of Biology at UMSNH for identification. The nematode was identified to the
family level, corresponding to Mermithidae (Enoplea: Mermithida). A more specific

taxonomic identification was not feasible, as the specimen was in its larval stage (Figure 35).
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Figure 35. Mermithide nematod from Boca de Tomatlan, Cabo Corrientes, Jalisco, México.

Discussion

Phenology. The results indicate a high abundance of adults during months with increased
rainfall, consistent with previous observations for salticid spiders in Mexico (Castelo-Calvillo,
2000; Sosa-Romero et al., 2016). However, our findings reveal no correlation between adult

abundance and increased precipitation.

In contrast, ambient temperature exhibited a positive relationship with adults of N. echeri but a
negative relationship with juveniles of N. tuuca. Similarly, soil temperature showed a positive
relationship with adults of N. tecoxquin. Brito et al. (2019) reported similar findings,
highlighting the critical role of monthly mean temperature in determining species abundance.
Furthermore, seasonal patterns of spider assemblages may vary even within regions of the

same state if those regions are characterized by distinct environmental conditions (Rodrigues
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et al., 2016). This observation underscores that each biome supports species specifically
adapted to its unique climatic and environmental constraints (Brito et al., 2019).

Plant complexity is one potential factor influencing spider abundance. Increased plant
complexity is thought to sustain a higher diversity of predatory species by providing a wider
range of substrates, prey types, prey densities, and microhabitats (Hatley & MacMahon,
1980). Similarly, Carvalho et al. (2015) observed that spider abundance is influenced by the
availability of potential prey.

Another key factor is the depth and composition of leaf litter. Areas with deeper, more
complex litter may offer a greater diversity of microhabitats, thereby supporting a broader

variety of spider species (Uetz, 1979).

Additionally, increases in temperature and humidity may enhance food availability in the
environment, a critical factor for spider development. Diet (including the quantity, quality, and
availability of food) plays a pivotal role in spider growth. Adequate nutrition accelerates
molting processes (Napidrkowska, 2018), enabling larger spider populations across different

developmental stages.

In this study, we did not analyze the relationships between spider abundance and factors such
as plant complexity, prey availability, or litter depth. Future research should explore these
variables, hypothesizing that they directly affect the abundance of species in the genus

Naphrys in central-western Mexico.

Finally, our findings suggest that reproductive periods are not confined to months with high
temperatures. Various developmental stages, including adults and post-embryos, were
observed during months with lower temperatures. However, further studies are required to
examine additional factors (such as prey availability, litter depth, and vegetation complexity)
to provide a comprehensive understanding of the phenology of Naphrys species, including the

presence of eggs in their natural habitats.

Growth factor estimation. Przibram’s rule asserts that the average ratio of mean weights for
successive instars in hemimetabolous insects is 2.09, while the average ratio of mean lengths
for successive instars is 1.29 (Przibram & MeguGar, 1912). The latter value, as noted by Faber

(1994), approximates 1.28, the cube root of 2.09. This principle was applied to the spider
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Zygoballus rufipes G. W. Peckham & E. G. Peckham, 1885 (Salticidae), where the ratio of
mean body weights was analyzed (Faber, 1994). However, the estimated growth factor
between instars for the different species did not correspond to the values observed by Faber
(1994). Nonetheless, the estimated growth factor (1.31) from Postembryo to Instar I in N.
echeri is consistent with the proposal by Wigglesworth (1972), who suggested that the ratio of
linear dimensions for successive stages in many insect species typically ranges between 1.3
and 1.4. Hallas (1987) notes that various Salticid species allocate energy and nutrients toward
the development of somatic structures, particularly during the transition from subadult to adult
stages. In the case of N. echeri, it is likely that this process occurs, although at earlier
developmental stages.

Use of shelter in laboratory conditions. Jumping spiders construct silken nests that are likely
of significant value, providing shelter during nighttime, inclement weather, molting, mating,
oviposition, and guarding of offspring (Jackson, 1979; Hoefler & Jakob, 2006). At least two
species of salticids, Jacksonoides queenslandicus Wanless, 1988 in the field (Jackson, 1988)
and Phidippus audax (Hentz, 1845) in terraria inside a greenhouse (Popson, 1999), have been
observed leaving their nests during the day and returning to the same nest at night. During
field expeditions, no silk shelters were observed for any of the species, and this behavior was
initially documented in the laboratory. The observed behavior in the laboratory may be
attributed to the limited space available for the spiders to hide. Both Servaea incana (Karsch,
1878) and Phidippus johnsoni (Peckham & Peckham, 1883) are known to construct retreats
for molting, which are also used for courtship and as refuges during breeding (McGinley et al.,
2015; Jackson, 1979). It is unclear whether Naphrys species, under natural conditions, retreat
into their habitats and return to the same location daily. However, under laboratory conditions,
they have been observed exhibiting this behavior. Nevertheless, this behavior may be
influenced by the limited space in the laboratory setting.

Endoparasitism. The vast majority of documented cases of natural nematode infections
involve parasites from the family Mermithidae. Nematodes of this family are significant
endoparasites of arthropods (Camino et al., 2015; Durkin et al., 2021). In this study, we report
the first recorded instance of a Mermithidae nematode parasitizing a spider in Mexico, as

previous records were limited to Brazil and the Estados Unidos (see Kosuli¢ & Masova,
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2019). These findings are generally rare and predominantly involve juvenile specimens, which
are often ineligible for species-level identification due to the nematodes' complex life cycle
and development, typically resulting in only accidental discoveries in natural conditions
(Poinar, 1985; Kosuli¢ & Masova, 2019). Similarly, in our case, a juvenile stage was
observed, preventing identification beyond the family level. According to Poinar & Welch
(1981), juvenile specimens can only be identified to the collective genus Agamomermis;
nevertheless, they established a new genus, Aranimermis, which includes large, robust species
specialized in parasitizing spiders. It is necessary to do a detailed study to accurately

determine the genus of nematode found in this study.
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VI. DISCUSION GENERAL

El conocimiento sobre el ciclo de vida de las arafas, particularmente en la familia
Salticidae, sigue siendo limitado, debido en gran parte a que la mayoria de las especies son
relativamente pequefias y habitan en bajas densidades, lo que reduce su atractivo para los
estudios cientificos (Wise, 1993). No obstante, comprender la biologia general de estas especies
es esencial para una interpretacion adecuada de los datos ecoldgicos y comportamentales, ya
que permite conocer el papel ecoldgico que desempefian en los ecosistemas terrestres (Bartos,
2005). A pesar de ello, persisten numerosas especies cuya delimitacion taxondmica sigue siendo
incompleta, lo que dificulta la determinacién de su manejo y de su papel dentro del medio

ambiente.

La préactica de delimitar especies no ha estado exenta de dificultades, y el debate sobre qué
metodologias generan resultados méas precisos sigue siendo vigente (Marshall et al., 2006; Fujita
& Leaché, 2011; Rannala, 2015). En casos en los que la diversidad morfol6gica no se
corresponde con la diversidad genética, y viceversa, los limites entre las especies no pueden
resolverse mediante enfoques tradicionales (Funk et al., 2012; Wagner et al., 2012; Blair et al.,
2013).

En el presente estudio, se delimitaron tres nuevas especies (Naphrys echeri, Naphrys tecoxquin
y Naphrys tuuca) mediante un enfoque de taxonomia integradora, y se analizé una parte de su

historia de vida.

Diversas fuentes (Taylor & Peck; 1974; Jackson, 1978; Meister & Whitcomb, 1984; Horner &
Starks, 1972) reportan que los salticidos machos de talla pequefia suelen llegar a su madurez
antes que las hembras. Esta relacion entre el nimero de estadios antes de la maduracion y el
tamafo adulto especifico de la especie esta relacionada con el hecho de que las especies mas
grandes requieren mas tiempo para madurar porque tienen que consumir una mayor biomasa de
presas antes de alcanzar el tamafio adulto que las especies pequefias, y que todas las arafias
pueden crecer solo hasta cierto punto por muda, por lo que las especies grandes requieren mas

mudas antes de madurar (Hall, 1987).

En el presente trabajo se observo gque tanto machos y hembras necesitaban el mismo numero de
mudas para llegar a su madurez; sin embargo, existe cierta incertidumbre en los estadios mas

pequefios pues no fue posible recolectar estudiar a las arafias desde su etapa de huevo.
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El nimero de mudas reportadas en este trabajo para que las arafias del género Naphrys lleguen
a su madurez sexual fue de cinco, coincidiendo en el nimero minimo reportado para Pelegrina
galathea (Walckenaer, 1837) (Horner & Starks, 1972) y Portia (Hall, 1987).

A pesar del esfuerzo realizado por conocer la historia de vida de las especies de Naphrys
estudiadas, persisten numerosas interrogantes sobre su funcion ecol6gica. Un aspecto ain no
resuelto es la preferencia tréfica de estas especies, un factor clave para comprender su papel en

las redes alimenticias.

Si bien es conocido que todas las arafias son depredadoras, algunas especies han mostrado una
especializacion hacia determinados tipos de presas. En el caso particular de los salticidos,
especies como Evarcha culicivora Wesotowska & Jackson, 2003, y Paracyrba wanlessi Zabka
& Kovac, 1996, presentan una clara preferencia por los mosquitos (Wesolowska & Jackson,
2003; Jackson & Cross, 2015), mientras que Naphrys pulex muestra una inclinacién por las
hormigas (Cutler, 1980; Li et al., 1996; Clark et al., 2000). Esta informacion resulta de gran
relevancia para aplicaciones practicas, como el manejo de vectores en ambientes urbanos y el

control de plagas agropecuarias.

Sin embargo, en el caso de las especies delimitadas en este estudio, no se llevaron a cabo
experimentos que permitieran determinar sus preferencias alimenticias. Por lo tanto, se
recomienda realizar investigaciones adicionales que puedan proporcionar mas detalles sobre
estos aspectos, los cuales son fundamentales para comprender de manera integral la ecologia de

estas especies.

El presente trabajo representa un avance significativo en el conocimiento de la historia de vida
de las arafias del género Naphrys en la region centro-occidental de México. Seria interesante
comparar nuestros resultados con los de especies previamente descritas, cuya distribucién se

encuentra en latitudes mayores y en climas y entornos notablemente distintos.

Como se ha mencionado, es necesario incrementar los estudios en diversos aspectos para
comprender de manera mas completa la historia de vida de estos salticidos y su entorno. Esta
meta queda pendiente para futuras investigaciones, las cuales seran fundamentales para

profundizar en el conocimiento ecologico y evolutivo de estas especies.
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VII. CONCLUSIONES

El presente estudio ha permitido identificar y describir tres nuevas especies mediante un
enfoque integrador que combina datos morfologicos, moleculares y ecologicos. Este enfoque
no solo ha contribuido a delimitar con precision las especies presentes en la region centro-
occidente, sino que también ha resaltado la importancia de métodos interdisciplinarios para

abordar los retos taxondémicos en grupos complejos como las arafias.

Con los resultados de este trabajo, México se resalta como el pais con el mayor nimero de
endemismos de especies del género Naphrys, y se iguala con Estados Unidos como los paises

con la mayor riqueza de especies.

Los resultados obtenidos muestran que la riqueza de especies del género Naphrys en México ha
sido subestimada y que estas arafias tienen una distribucion geogréafica mas amplia de lo
previamente registrado. Ademas, se destaca que factores como las variaciones climaticas
estacionales influyen en su distribucién y abundancia, lo que sugiere una relacion directa entre

la actividad reproductiva y las condiciones ambientales favorables.

Finalmente, el presente trabajo recalca la relevancia de los estudios taxonémicos en la
conservacion de la biodiversidad, proporcionando datos fundamentales para la gestion y
proteccion de los ecosistemas del centro-occidente de México. La aplicacidn de la taxonomia
integradora no solo ha fortalecido el conocimiento sobre la diversidad bioldgica del pais, sino

que también ha sentado las bases para futuros estudios evolutivos y biogeogréficos en este
grupo.
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