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1. RESUMEN

Entre los vertebrados, el género Pristimantis es el mas diverso del planeta. Su gran
variedad fenotipica intra e inter poblacional y la escasa diferenciacion morfolégica entre
especies los han hecho notorios por la complejidad de sus problemas taxondmicos. A esto se
suman las incompletas e imprecisas descripciones de los taxa. En este trabajo se estudi6 la
taxonomia y las relaciones evolutivas de las ranas del grupo de especies P. conspicillatus y P.
peruvianus desde el punto de vista de la taxonomia integrativa. El objetivo final fue explorar
los factores que han promovido su especiacion. Para esto, se realizaron Analisis Filogenéticos
(Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud) basados en tres genes mitocondriales (128,
16S, COI) y un gen nuclear (RAG1) para 267 terminales. Adicionalmente se analizaron
cantos de anuncio de cinco poblaciones del grupo de especies P. conspicillatus. Tiempos de
divergencia fueron estimados y se llevd a cabo un analisis de distincion evolutiva para
determinar las especies con mayor prioridad de conservacion. Sinopsis informativas de las

especies ecuatorianas fueron publicadas en el portal AmphibiaWebEcuador.

Los analisis de Inferencia Bayesiana y Mdxima Verosimilitud mostraron topologias
similares en las cuales los grupos de especies P. conspicillatus y P. peruvianus tuvieron gran
diversidad criptica. Se encontraron cuatro nuevas especies confirmadas y 22 especies
candidatas no confirmadas en el grupo interno. El clado que incluye a P. conspicillatus sensu
lato es un complejo con cuatro especies candidatas confirmadas y tres especies candidatas no
confirmadas en el grupo interno. La filogenia muestra que el grupo de especies P. peruvianus
ha sido incorrectamente definido ya que su designacion se basé en una identificacion
incorrecta. El grupo de especies P. conspicillatus y P. peruvianus divergen durante el

Oligoceno, en ambos grupos la mayor diversificacion ocurrié en el Mioceno y los eventos de



especiacion mas recientes sucedieron en el grupo de especies P. conspicillatus durante el
Plioceno y Pleistoceno. El analisis de Distincion evolutiva muestra que una especie ain no
descrita de Brasil y P. caprifer de Ecuador y Colombia fueron las de mayor prioridad de

conservacion.

Palabras clave: Andes, cantos de anuncio, distincion evolutiva, filogenética,

Pristimantis conspicillatus, Pristimantis peruvianus, taxonomia integrativa.



2. ABSTRACT

Among vertebrates, the genus Pristimantis is the most diverse of the planet. The great
phenotypic variation within and between populations and the low morphological
differentiation between species have made them notorious by the complexity of their
taxonomic problems. In addition, taxa descriptions are incomplete and imprecise. In this
work, I studied the taxonomy and evolutionary relationships of frogs of the P. conspicillatus
and P. peruvianus species groups using integrative taxonomy. The final aim was to explore
the factors that may have promoted their speciation. Phylogenetic analyses (Bayesian
Inference and Maximum Likelihood) based on three mitochondrial genes (125, 16S, COI) and
one nuclear gene (RAG1) for 267 terminals were made. I also analyzed advertisement calls
from five populations of the P. conspicillatus species group. Times of divergence were
estimated and an analysis of evolutionary distinction was carried out to determine the species
with more conservation priority. Species accounts for the Ecuadorian species were published

in the website AmphibiaWebEcuador.

The Bayesian Inference and Maximum Likelihood analyses showed trees with similar
topologies where the species groups P. conspicillatus and P. peruvianus had high cryptic
diversity. I found four confirmed and 22 unconfirmed candidate species in the ingroup. The
phylogeny indicates that the name of the group of species P. peruvianus has been incorrectly
applied since its assignment was based on an incorrect identification. The groups P.
conspicillatus and P. peruvianus diverged during the Oligocene, in both groups the greatest
diversification occurred during the Miocene and the most recent speciation events in the P.

conspicillatus group took place during the Pliocene and Pleistocene. The evolutionary



distinctiveness analysis showed that an undescribed species from Brazil and P. caprifer from

Ecuador and Colombia have the highest conservation priority.

Key words: Andes, evolutionary distinctiveness, integrative taxonomic, phylogenetics

Pristimantis conspicillatus, Pristimantis peruvianus.



3. INTRODUCCION

La filogenética y la biologia de la conservacion son dos ramas de la biologia que han
tenido un rapido crecimiento en las tltimas dos décadas (Purvis et al., 2005). La introduccién
de una nueva gama de herramientas como el secuenciamiento de ADN y los nuevos métodos
para su analisis han llevado a la descripcion de nuevas especies (e.g. Kohler, 2000; Padial y
De la Riva, 2009), la revision de hipdétesis filogenéticas (e.g. Frost et al., 2006; Hedges et al.,
2008; Pyron y Wiens, 2011, Canedo et al., 2012) o reconstruccion de tiempos de divergencia
evolutiva y sus relaciones filogenéticas (Heinike ez al., 2007; Roelants et al., 2007; Wiens,

2007; Wiens et al., 2011; Pinto-Sanchez et al., 2012).

En muchos casos el desarrollo de la filogenética no ha estado acompafiado de un
desarrollo similar de la taxonomia descriptiva bdsica (Wheeler, 2004; Wheeler et al., 2004),
en ocasiones la posicion de un organismo en una filogenia es una de las pocas cosas que se
sabe con precision acerca de las especies (Mace et al. 2003); sin embargo esto estd cambiando
ya que cada vez son mas las descripciones de especies que incluyen marcadores genéticos e

incluso propuestas de relaciones filogenéticas (e.g. Ron et al., 2006; Funk et al., 2011).

A medida que las amenazas para la biodiversidad aumentan, la biologia de la
conservacion se ha enfocado en un planeamiento sistematico como el establecimiento de
prioridades, monitoreos de las tendencias poblacionales y evaluacion de la biodiversidad.
Cada vez es mds frecuente que los bidlogos de la conservacién se ocupen de taxones cuya
historia natural o incluso su identidad taxondémica es poco conocida (Purvis et al., 2005).
Tener claro los limites de una especie es primordial para poder tomar decisiones acertadas en

el momento de priorizar y conservar especies.



Las ranas de desarrollo directo de la familia Craugastoridae contienen
aproximadamente 601 especies (Amphibiaweb, 2013) de las cuales el género Pristimantis
(Jiménez de la espada, 1870) es el mas diverso con alrededor de 455 especies (Duellman y
Lehr, 2009), lo que lo convierte en el género de vertebrados mds especioso del planeta
(Young et al., 2004). Este género presenta abundantes problemas taxonoémicos debido a su
dificultad de identificacion, tanto en el campo como en el laboratorio. Esto parece deberse a la
alta variabilidad fenotipica intra e interpoblacional y a la escasa diferenciacion morfoldgica
entre especies (Padial et al., 2009; Crawford y Smith, 2005). A esto se suman las incompletas

y/o imprecisas descripciones de las especies (Duellman y Lehr, 2009).

Las ranas Pristimantis han sido agrupados en unidades Infragenéricas y grupos de
especies. En 1976, Lynch unifica las clasificaciones de estudios previos y en base a caracteres
principalmente morfoldgicos describe 10 grupos principalmente sudamericanos que en
algunos casos llegaban hasta Centroamérica como en el caso del grupo fitzingeri con 22
especies. Estos grupos de especies se hicieron cada vez mas grandes al pasar del tiempo, en
algunos casos llegaron a ser demasiado numerosos (Lynch y Duellman, 1997). Lynch y
Duellman (1980) sugirieron usar subdivisiones dentro de los grupos, los cuales fueron

reconocidos finalmente como grupos de especies.

Hedges (2008) propone una filogenia molecular de las ranas de desarrollo directo del
nuevo mundo (Anura, Terrarana), realiza una clasificaciéon y menciona datos de biogeografia
y conservacion. En el caso del género Pristimantis propone 16 grupos de especies divididos
en tres subgéneros (Pristimantis, Hypodyctyon y Yunganastes). Los grupos de especies son
vistos como unidades tentativas entre subgénero y especie hasta que su monofilia se pueda
probar. El presente estudio pretende identificar las relaciones evolutivas de las ranas

Pristimantis del grupo conspicillatus y del grupo P. peruvianus.



3.1 GRUPO DE ESTUDIO

El presente trabajo se centra en las especies de dos grupos de especies cercanamente
relacionados, Pristimantis conspicillatus y Pristimantis peruvianus. 1.os siguientes recuentos

se basan en Hedges et al. (2008) a no ser que se especifique lo contrario.

3.1.1 GRUPO DE ESPECIES Pristimantis conspicillatus

Las ranas de este grupo son de tamafio moderado a grande con un rango de longitud
rostro-cloaca (LRC) de 19 mm en machos de P. skydmainos hasta 72.9 mm en machos de P.
lymani. Sus patas traseras son proporcionalmente largas. El ancho de la cabeza es 30-43% de
la LRC y la longitud de la pierna 45-64% de la LRC. Las crestas craneales estin ausentes y la
membrana timpénica y el anillo timpénico son evidentes. El dorso puede ser liso o rugoso,
con pliegues dorsolaterales que pueden estar presentes o ausentes. El vientre por lo general es
liso, pero excepcionalmente puede ser ligeramente granular (areolado). Los dedos de los pies
en la mayoria de los casos presentan membrana basal, el dedo V es ligeramente mas largo que
el III y el pliegue tarsal interno puede estar presente o ausente. Rebordes cutdneos en los
dedos de las extremidades anteriores y posteriores pueden estar presentes o ausentes, en los
machos las hendiduras vocales por lo general estan presentes. Los patrones de coloracion son
variables pero una mascara oscura en el rostro y un patrén dorsal con dos a tres manchas en
forma de V invertida son comunes. En general son especies terrestres pero pueden ascender a

vegetacion baja durante la noche.

Se distribuyen en el norte de Sudamérica y la Amazonia, desde Colombia hacia las

Guayanas Francesas y la Isla de Taboga; una especie llega al norte en Costa Rica y algunas



especies llegan al sur hasta Bolivia. Este grupo se encuentra restringido a tierras bajas y

estribaciones en los Andes.

Hedges et al. (2008) incluy6 37 especies en el grupo, sin embargo durante los ultimos
afios se han descrito o reasignado nuevas especies para el grupo (e.g. Padial et al., 2009;

Canedo y Haddad, 2012) por lo que en la actualidad cuenta con 44 especies.

3.1.2 GRUPO DE ESPECIES Pristimantis peruvianus

Las especies del grupo Pristimantis peruvianus se caracterizan por tener un tamaflo
pequefio a moderado, LRC de 15.7 mm en machos de P. peruvianus a 48.5 mm en machos de
P. danae. Extremidades posteriores y brazos proporcionalmente largos, el ancho de la cabeza
es 39.44% del LRC y el largo del muslo de 49 a 70% de la LRC. Crestas craneales ausentes,
la membrana y el anillo timpénico son evidentes y una mascara facial oscura esta presente en
algunas especies. El dorso es liso o rugoso, con pliegues dorsolaterales que pueden estar
presentes o ausentes; el vientre es generalmente liso pero especies como P. danae. P.
pharangobates, P. rhabdolaemus, P. sagittulus, P. stictogaster y P. toftae tienen el vientre
areolado, los machos presentan sacos vocales evidentes. Las patas traseras generalmente no
presentan membrana entre los dedos, incluso basalmente, el dedo V del pie es ligeramente
mas largo que el dedo III y el pliegue tarsal interno que puede estar presente o ausente.
Pueden presentar o no rebordes cutdneos tanto en las extremidades anteriores como en las
posteriores. El patrén dorsal es variable, pero dos o tres marcas en forma de V invertida se
han reconocido en varias especies. Son terrestres aunque algunas de ellas se encuentran en

vegetacion baja.



Se distribuyen en bosques humedos de la vertiente amazdnica de los Andes y en la
Cuenca del Amazonas en Ecuador, Peru y Bolivia; dos especies (P. crepitans y P. dundeei)

habitan en los bosques y matorral seco en el Mato Grosso al suroeste Brasil.

Hedges et al. (2008) incluy6 15 especies en la descripcion del grupo; a la fecha se ha
adicionado una especie P. reichlei (Padial et al., 2009), que en su descripcion fue asignada al
grupo P. unistrigatus pero a partir de la filogenia presentada por Pyron y Wiens (2011) se

muestra la cercana relacién con el grupo P. peruvianus.

3.1.3 HISTORIA TAXONOMICA

La primera clasificacion de los Pristimantis sudamericanos fue propuesta por Cochran
y Goin (1970); quienes dividen a los en ese entonces Eleutherodactylus en cuatro grupos
presentes en Colombia; los miembros del actual grupo P. conspicillatus se encontraban en el
grupo I por presentar el vientre y la cabeza lisas, la ausencia de crestas craneales, patas largas

y un considerable tamafio.

Lynch (1976) al comparar datos de las descripciones originales y examinar el material
tipo de una gran cantidad de especies de Pristimantis, notd una coincidencia general en
ciertos estados de caracteres. Gran parte de las especies sudamericanas del género
presentaban el primer dedo de la mano mas corto que el segundo y la piel del vientre
areolada; por lo que en funcion a estas caracteristicas (primer dedo mas largo que el segundo /
primer dedo mds corto que el segundo y la textura de la piel del vientre lisa, débilmente
areolada o fuertemente areolada) propuso cuatro combinaciones de estos caracteres: (1A)
Primer dedo de la mano mas largo que el segundo, piel del vientre lisa o ligeramente granular;

(1B) Primer dedo de la manos mas largo que el segundo, piel del vientre areolada; (2A)
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Primer dedo de la mano mas corto que el segundo, piel del vientre lisa; (2B) Primer dedo de

la mano mas corto que el segundo, piel del vientre areolada.

Se nombraron 10 grupos de especies dentro de las cuatro unidades infragenéricas; sin
embargo las cuatro combinaciones de caracteres (1A, 1B, 2A, 2B) son consideradas solo
como subdivisiones convenientes y no necesariamente los grupos dentro de ellas estdn mds
relacionadas entre si que con otros grupos (Lynch, 1976). Dentro del grupo 1A se encuentra el
grupo de especies P. fitzingeri definido por presentar la cabeza estrecha, ausencia de crestas
craneales, digitos con discos evidentes, membrana entre los dedos de los pies, que puede ser
basal completa o estar ausente. Entre las 21 especies que conformaron este grupo, se incluian

especies del los actuales grupo P. conspicillatus 'y P. peruvianus.

El grupo de especies P. fitzingeri fue creciendo, Lynch y Myers (1983) realizan una
revision del grupo, adicionan 40 especies mas y ponen en duda la monofilia del grupo debido
a que comparaciones con grupos externos muestran que los caracteres que lo definen son

plesiomorficos.

Lynch y Duellman (1997) crean siete series de especies, las cuales son consideradas
como una categoria entre subgénero y grupo de especies, y son utilizadas como un arreglo
temporal hasta que los subgéneros puedan ser diagnosticados eficientemente. En este estudio
dividen al grupo de especies Pristimantis fitzingeri, crean el grupo de especies
“Eleutherodactylus” conspicillatus dentro de la serie de especies Pristimantis conspicillatus.
Para esto se basan principalmente en las siguientes caracteristicas morfoldgicas: ranas
pequefias a grandes (en hembras de 25-75 mm de longitud rostro-cloaca), cabeza estrecha,
hocico largo, crestas craneales ausentes; parpado superior estrecho, cuerpo esbelto, piernas

relativamente largas, vientre liso (areolado en P. caprifer); odont6foros vomerinos grandes y
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triangulares; hendiduras vocales generalmente presentes, almohadillas nupciales generalmente
presentes; membrana timpanica y anillo timpdnico presentes, relativamente grandes; sin
dimorfismo sexual en el tamafio, discos de los dedos expandidos; primer dedo de la mano mds
largo que el segundo; tubérculos subarticulares; borde interior del tarso con un pliegue corto
en muchas especies; dedo V del pie ligeramente mas largo que el dedo III y sin membrana

entre los dedos de los pies (basal en algunas especies).

Para Lynch y Duellman, (1997) el grupo no parecia ser monofilético ya que entre las
29 especies asignadas, P. Caprifer, al contrario de los otros miembros, presenta vientre
areolado y el primer dedo de la mano mas corto que el segundo. Ademas, la aparente poca

relacion de P. gaigei al grupo hacia que la monofilia esté en duda.

Hedges et al. (2008) apoyado en su filogenia molecular dividi6 a las mas de 50
especies del grupo P. conspicillatus (sensu Lynch y Duellman, 1997) en dos: el grupo de
especies P. conspicillatus con 37 especies y el grupo de especies P. peruvianus con 14
especies. Ambos grupos se encuentran cercanamente relacionados. Los resultados de la
filogenia de Hedges et al. (2008) no fueron concluyentes debido al soporte obtenido entre los
dos clados era bajo; por lo que deciden no crear un taxén mas alto (serie o subgénero) a pesar
de que ambos grupos de especies por separado son los que presentan mejor soporte dentro del

subgénero Pristimantis.

Estudios posteriores como el de Pyron y Wiens (2011), Pinto-Sanchez et al. (2012) y
Canedo y Haddad (2012) muestran como hermanos a los grupos P. peruvianus y P.
conspicillatus aunque con un bajo soporte; coinciden en la monofilia con alto soporte del
grupo P. peruvianus y al grupo P. conspicillatus como parafilético ya que P. caprifer y P.

savagei de este grupo, forman un clado separado con especies del grupo P. unistrigatus como
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P. shreveiy P. euphronides.

3.2 IMPORTANCIA PARA LA CONSERVACION

Tradicionalmente, la unidades de conservacion en biologia han sido las especies
(Agapow et al., 2004). Tener claro la identidad taxondmica de estas es el primer paso para
poder conservarlas, mas atin tomando en cuenta que los planes de manejo se suelen enfocar en
especies en particular y en el momento de comparar biodiversidad las unidades son las
especies (e.g. numero de especies en un drea, cantidad de especies amenazadas, etc.). En
anfibios entre el 86 y 89% de las declinaciones son causadas por la perdida del habitat
(Young et al., 2004; Stuart et al., 2008). Especies que contienen diversidad criptica pueden
contener linajes de distribucion limitada y por lo tanto propensos a la extincién (Bickford,

2007). Por ello, es preciso determinar adecuadamente los limites entre las especies.

Para conservar la biodiversidad, es necesario no sélo identificar especies y maximizar
el numero de taxones que se salven hoy en dia sino también garantizar el mantenimiento de
altos niveles de diversidad bioldgica en el futuro (Véazquez y Gittleman, 1998). La
filogenética no solo ayuda a resolver problemas taxondmicos sino que también es una
herramienta muy importante en términos de conservacion, ya que permite aclarar las
delimitaciones de especie, presenta nuevas unidades de conservacion como unidades
evolutivas significativas (Avise, 2000), o distinciones filogenéticas de conservacion en el caso
de clados tunicos (Faith, 1992). Es por esto que los andlisis filogenéticos proporcionan
informacién evolutiva importante (Fouquet et al., 2012), comprender los mecanismos que
generan diversidad es esencial si se quiere salvaguardar su futuro, a través de la conservacion

de los procesos evolutivos, asi como el patrén que los ha producido (Avise, 2000).
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Por la cercana relacion filogenética que presentan el grupo de especies P.
conspicillatus y P. peruvianus (Heinike et al., 2007; Hedges et al., 2008; Pinto-Sanchez et al.,
2012; Canedo y Haddad, 2012) hemos decidido estudiar a ambos en el presente trabajo,
inferir sus relaciones evolutivas, explorar los factores y procesos que han podido influenciar
en su especiacion y estimar las prioridades de conservacién en relacién a su distincion

evolutiva.

3.3 OBJETIVOS

3.3.1 OBJETIVOS GENERALES

- Inferir las relaciones evolutivas de ranas Pristimantis de los grupos Pristimantis

conspicillatus y Pristimantis peruvianus.

- Explorar los factores y procesos que han podido influenciar en la especiacion de las

ranas del grupo P. conspicillatus y P. peruvianus.

332 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar los limites entre especies y determinar la identidad taxondmica de los
linajes evolutivos del grupo Pristimantis conspicillatus y P. peruvianus desde el punto de

vista de taxonomia integrativa.

- Proponer una filogenia del grupo P. conspicillatus y P. peruvianus.

- Estimar el tiempo de divergencia evolutivo para el grupo de especies P.
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conspicillatus 'y P. peruvianus.

- Calcular las prioridades de conservacion de las especies estudiadas en funcion

de su distincion evolutiva.

- Elaborar fichas informativas de las especies de ambos grupos presentes en

Ecuador.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 ESPECIES ESTUDIADAS

Se incluyeron en los andlisis especies de los grupos Pristimantis conspicillatus (21
especies), P. peruvianus (9 especies) y especies del grupo unistrigatus (cuatro especies)
cercanamente relacionadas (Tabla 1), para un total de 226 individuos, ademdas de 41
individuos como grupo externo. Por otro lado se realizaron andlisis de cantos de anuncio de

las especies con grabaciones disponibles o que se pudieron obtener en campo.

42 ANALISIS FILOGENETICO
42.1 MUESTREO DE TAXA

Se obtuvieron nuevas secuencias de ADN a partir de muestras de tejido depositadas en
el banco de genoma del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador, Centro de Ornitologia y Biodiversidad (CORBIDI) de Peru, del Centro de
Biodiversidad y Genética (CBG) de la Universidad Mayor de San Simén en Bolivia y del
Museo de Historia Natural Alcide d'Orbigny en Bolivia (Fig. 1). También se incluyeron las

secuencias disponibles en el GenBank (Tabla 2).
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422 EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ADN

El ADN fue extraido de musculo o tejido hepatico conservado en alcohol al 95%. El
método usado para la extraccion de ADN fue el protocolo de Tiocinato-Guanidina (Anexo 1)
con modificaciones realizadas en el Laboratorio de biologia molecular de la division de

Herpetologia del QCAZ.

Posteriormente, mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
procedié a la amplificacion de los genes mitocondriales 12S rRNA; 16S rRNA; el gen
intermedio tRNA-Val; un fragmento del gen Citocromo Oxidasa 1 (COI) y un fragmento del
gen nuclear activador de recombinacion (Ragl). Los cebadores (Tabla 3) y protocolos (Anexo
2) para la amplificacion de los genes se basaron en los trabajos de Heinike, et al. (2007);
Hedges et al. (2008), Pinto-Sanchez et al. (2012) y protocolos estandarizados en el

Laboratorio de biologia molecular de la divisién de Herpetologia del QCAZ.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 0,1%. Las muestras
amplificadas fueron purificadas de residuos de cebadores y dNTPs no incorporados con el Kit
ExoSap-IT. Una vez purificados, los productos de PCR fueron enviados al laboratorio

Macrogen (Macrogen Inc., Setl, Corea) para su secuenciamiento.

4.2.3 ENSAMBLE , EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS

DE ADN

Las secuencias obtenidas se ensamblaron para formar una secuencia consenso en el
programa Geneiuos Pro v.5.4.2 (Drummond et al., 2010). Estas y otras secuencias obtenidas

del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) se alinearon con ayuda de la
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herramienta Geneious Aligner el cual tiene implementado un algoritmo de alineamiento

progresivo en pares, exclusivo del Programa Geneious.

Adicionalmente se utilizé el programa Mesquite 2.75 (Maddison y Maddison, 2011)
para revisar las alineaciones, en el caso de ser necesaria la alineacion de algun fragmento de

la matriz, se utiliz6 la extensiéon Muscle Alignment v. 3.8.1 (Edgar, 2004).

424 ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA

La Inferencia Bayesiana (IB) se hizo en el programa MrBayes v.3.2.1 (Huelsenbeck et
al., 2008). Se realizaron dos tipos de particion de las secuencias, una sola particién y nueve
particiones: (1) gen 12S, (2) gen intermedio de transferencia tRNA-val, (3) gen 16S, (4)
primera posicién de los codones del gen COI1, (5) segunda posicién de los codones del gen
COl, (6) tercera posicion de los codones del gen CO1 (7) primera posicion de los codones del
gen RAGI, (8) segunda posicion de los codones del gen RAGI y (9) tercera posicion de los
codones del gen RAGI1. Adicionalmente se realizaron andlisis separados para los genes
mitocondriales (12S, tRNA-val, 16S) y para el gen nuclear (RAG1), utilizando las estrategias

de particidn descritas arriba.

Se selecciond la mejor estrategia de particion mediante el Programa TRACER v1.5.
(Rambaut y Drummond, 2007) utilizando como criterio el Factor de Bayes. Los factores de
Bayes se estimaron a partir de 1000 replicas bootstrap con un limite de 10 a favor de la mejor

estrategia de particion (Brandley et al., 2005).
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Se selecciond el modelo de substituciéon para cada particién y para la matriz sin
particiones con en el programa JModelTest 2.1.1 (Darriba et al., 2012), bajo el criterio de

informacion Akaike (AIC, Akaike, 1974).

Se corrieron dos busquedas Bayesianas independientes mediante el algoritmo de
Cadena Markov Monte Carlo (MCMC) con cuatro cadenas por busqueda (1 fria y 3 calientes)
por 30°000.000 de generaciones. La temperatura se fij6 en 0.007 para todos los andlisis con
excepcion de la busqueda con el gen nuclear RAGI en la cual se utiliz6 una temperatura de

0.01.

Para verificar la convergencia de las dos busquedas independientes se utilizé el
programa Tracer 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007), en el cual visualiz6 el grafico de LnL
con el numero de generaciones para ambas cadenas combinadas. Se evalu¢ si la tendencia de
las cadenas independientes fue similar y sin una tendencia a crecer o decrecer. A su vez
descartaron las primeras busquedas (burn-in) en las cuales ain no se habia llegado a una
asintota. También se tomé como referencia el tamano efectivo de la muestra (ESS) de las dos
busquedas combinadas con un valor minimo de 200 en cada estadistico para ser considerados
como convergentes. Por ultimo se observo si al resumir la corrida del programa MrBayes
(sump), los valores del factor potencial de reduccion de escala (PSRF) fueron cercanos a 1, lo
que indica un buen muestreo de las probabilidades posteriores y convergencia de las cadenas.
Por ultimo, los drboles filogenéticos fueron visualizados y editados en los programa FigTree

v. 1.4.0 (Rambaut, 2012) y Dendroscope v3.2.4 (Huson y Scornavacca 2012).

425 ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

El arbol de maxima verosimilitud fue estimado con el programa GARLI v.2.0

(Zwickle, 2006) con 9 particiones de datos y los modelos evolutivos de la Tabla 4. La
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estrategia de particion fue escogida en base a el criterio del factor de Bayes realizado para el

analisis de IB.

Debido al alto nimero de terminales (267) se realizaron modificaciones de calibracion
recomendadas en el programa para 200 o mds secuencias, y asi tener un mejor rendimiento en
el tiempo de busqueda: se fij6 el arbol de inicio por proceso aleatorio de adicién paso a paso;
el numero de archivos adjuntos por taxén proveniente de la busqueda paso a paso se calibré
en 5; el numero de generaciones fue de 5 000; el numero de veces que se reduce la precision
de optimizacidn de las longitudes de rama al lo largo de la corrida se calibré en 1 y por ultimo
el umbral de rechazo del arbol fue de 20. Se realizaron 20 réplicas de la busqueda para
asegurar que el paisaje de la verosimilitud habia sido muestreado apropiadamente. Se realiz6
100 replicas de bootstrap no paramétrico para obtener valores de soporte para cada nodo. El

arbol consenso de las replicas fue obtenido en el programa Mesquite 2.7.5 (Maddison y

Maddison, 2011).

4.2.6 ESTIMACION DEL TIEMPO DE DIVERGENCIA

Se obtuvo un cronograma en base a inferencia Bayesiana en el programa BEAST
v.1.7.5 (Drummond et al., 2013). El anélisis incluy6 solo los 57 terminales que tenian la
totalidad de las secuencias. Las secuencias se dividieron en seis particiones: (1) gen 125, (2)
gen tRNA-Val, (3) gen 16S, (4) primera posicion de los codones del gen Ragl, (5) segunda

posicién de los codones del gen Ragl, y (6) tercera posicion de los codones del gen Ragl.

Se selecciono el modelo de evolucidn para cada particion con el programa JmodelTest
v2.1.1 (Darriba et al., 2012). Para ahorrar tiempo en la buisqueda, se utiliz6 como arbol inicial

para la busqueda la topologia obtenida a partir de un analisis de Inferencia Bayesiana con el
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programa MrBayes v.3.2.1. Se escogid el modelo de especiacion de Yule el cual es apropiado

para andlisis de relaciones inter-especies.

Para calibrar el cronograma se tom6 como referencia el nodo de raiz del arbol, el cual
separa a los hilidos (Agalychnis callidryas y Litoria caerulea) de los miembros de la familia
Craugastoridae utilizados en el andlisis. Se tomé como referencia cinco tiempos en base a la
literatura: 92,31 millones de afios (Wiens, 2007), 80 millones de afios (Wiens et al., 2011), 50
millones de afios (Roelants et al., 2007) y 57 millones de anos (Heinike et al., 2007). En todos
los casos se utiliz6 el modelo de reloj relajado lognormal no correlacionado y la tasa media en
el reloj molecular relajado (ucld.mean) fue el inicial de 1-OE-4, forma 0.001, escala 1000 y en

desplazamiento (Offset) de 1.0E-6 sugerido por los creadores del programa.

Para preparar el archivo en formato BEAST XML se utilizé el programa BEAUti
v.1.5.7. Se corri6 el analisis con 50°000.000 de generaciones; la convergencia la busqueda fue
verificada en el programa Tracer 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007) y se terminé un (burn-in)

del 10%, el cual fue utilizado para obtener el arbol consenso en el programa TreeAnnotator

v1.7.5 (Rambaut, 2012).

43 CANTOS DE ANUNCIO

Se analizaron cantos los cantos anuncio de poblaciones de Pristimantis conspicillatus
obtenidas de la fonoteca del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador (division herpetologia), grabaciones de Morley Read y grabaciones hechas por

nosotros en el campo como parte de este estudio.

Los espectrogramas y oscilogramas se realizaron y editaron utilizando el programa
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Raven Pro, versién 1.2.1 (Bioacoustics Research Program, 2008). El espectrograma fue
generado mediante una transformacion Fourier directa (DFT) a partir de una muestra de 4096

puntos y una resolucion de frecuencia de 10.8 Hz.

Se analizaron las siguientes variables: tasa de repeticion de llamada; nimero de pulsos
por llamada; duracién (ms); frecuencia de pulsos dentro de una llamada; frecuencia
dominante, frecuencia fundamental (Hz); tiempo de subida (Tabla 5). Se realiz6 un andlisis de
componentes principales para reducir la dimensién (numero de variables), obteniendo nuevos
componentes o factores (que serdn una combinacion lineal de las variables originales). Para

esto se utiliz6 el programa JMP v.9.0.1 (SAS Institute 2010).

44 ESPECIES CANDIDATAS E IDENTIDAD TAXONOMICA DE P.

conspicillatus

Para clasificar los linajes se tomd en cuenta el concepto de especie de de Queiroz
(2005 a-c) que considera a las especies como linajes de metapoblaciones que pueden ser
identificados por las propiedades bioldgicas contingentes que aparecen durante la evolucion
de dichos linajes (e.g. caracteres morfoldgicos, aislamiento reproductivo, monofilia reciproca,
etc.). La taxonomia integrativa propuesta por Dayrat (2005) y Will ef al. (2005) considera el

uso de multiples lineas de evidencia para establecer los limites de las especies.

Por lo tanto, en este trabajo se consideré que la congruencia de caracteres genéticos
con caracteres acusticos era indicativa de la presencia de especies independientes. Las
especies candidatas fueron asignadas a dos categorias: (1) Especies candidatas no
confirmadas (ECNC) para grupos de individuos que muestran considerables distancias

genéticas pero para los cuales no se contd con informacién de otros caracteres y por lo tanto
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no se pudo confirmar su estatus de especie, (2) especies candidatas confirmadas (ECC) para
grupos de individuos con considerables distancias genéticas que fueron congruentes con

diferenciacion morfoldgica o acustica (Vietes et al. 2009).

A pesar de las revisiones realizadas para definir la identidad taxondmica de
Pristimantis conspicillatus (e.g. Cochran y Goin, 1970; Lynch, 1976); la ambigiiedad de la
localidad tipo como “Andes de Ecuador” (Giinther, 1858), que el holotipo ya se encontraba en
mal estado en el momento de su descripciéon sumado a la dificultad de identificacion de las
ranas de este grupo (Padial y De la Riva, 2009). Es necesario revisar la identidad taxondmica
de la especie en funcidn a los nuevos datos filogenéticos del presente trabajo, basaindonos en

comparacion morfoldgica (fotografias del holotipo) y a la expedicidn en la cual fue colectado.

4.5 DIVERSIDAD FILOGENETICA Y PRIORIDADES DE
CONSERVACION

Para estimar las prioridades de conservacion en funcién de medidas filogenéticas se
utilizé un Arbol de Inferencia Bayesiana con genes mitocondriales (12S, 16S, COI) y el gen
nuclear Ragl con 9 particiones (Secciéon 4.2.1 del presente trabajo) con un total de 62
terminales, una por cada especie o especie candidata de los grupos de especies P.
conspicillatus y P. peruvianus. El andlisis se realiz6 con el modulo Tuatara v.1.01 (Maddison
y Mooers, 2009) disefiado para el programa Mesquite (Maddison y Maddison, 2011). Las
medidas que se tomaron fueron: (1) la distincion evolutiva (ED), que mide el largo de la rama
terminal de la especie mas su parte ponderada de la rama ancestral de la especie (Isaac et al.,
2007) y (2) la distincién evolutiva de los clados (EDc), que mide la longitud de la rama
terminal de la especie mds su parte ponderada del clado de la rama ancestral (Redding y

Mooers, 2006).
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El programa Tuatara permite incluir el estado de conservacion de las especies (e.g.
listas rojas de especies amenazadas) sin embargo debido a la cantidad de especies candidatas
y datos faltantes se omiti6 esta calibracion, ya que varias terminales no contarian con una
categoria o estarian erréneas por haber sido evaluadas como una sola especie cuando son

posibles complejos de varias especies.

4.6  FICHAS INFORMATIVAS

Una herramienta importante para conservar especies es hacer publica y de facil acceso
informacién acerca de éstas. Es por esto que se realizaron Sinopsis Informativas de las
especies del grupo Pristimantis conspicillatus presentes en Ecuador, las cuales forman parte
del portal electronico AmphibiaWebEcuadror del Museo de Zoologia QCAZ
(http://zoologia.puce.edu.ec/Vertebrados/Anfibios/AnfibiosEcuador/Default.aspx) de la

Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador

5. RESULTADOS

51  ANALISIS FILOGENETICOS

La matriz completa tuvo ~4103 pb; ~681pb del gen mitocondrial COI, ~996 pb del
gen 12S, ~80 pb del gen tRNA-val, ~1692 pb del gen 16S y ~ 650 del gen nuclear RAG1
obtenida para 267 individuos (Tabla 2) de los cuales 41 pertenecen al grupo externo y 226 al

grupo interno. El modelo de evolucion para la matriz sin particiones fue el GTR + 1+ G.

En varios casos no se obtuvieron secuencias completas para todos los genes (Tabla 2)
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debido a que no se encontraban disponibles en el Genbank o no se consiguieron amplificar en
el laboratorio, sin embargo fueron incluidos en el analisis ya que estos datos faltantes no
presentan influencia negativa en este tipo de estudios filogenéticos (Wiens y Morrill, 2011;

Wiens y Tiu J, 2012).

51.1 ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA Y MAXIMA

VEROSIMILITUD

La mejor estrategia de particion obtenida mediante factor de Bayes fue la de 9
particiones por lo que se utiliz6 para el andlisis de IB y MV. Tanto los andlisis de IB como los
de MV se muestran representados en el mismo arbol (Fig. 2) con los respectivos soportes para

cada analisis.

La filogenia muestra al grupo de especies Pristimantis conspicillatus sensu Hedges et
al., (2008) como monofilético con un bajo soporte tanto el IB como en MV, este grupo es
hermano del clado que forman P. caprifer, P. affinis, P. nevicus, P. euphronides, P. shrevei y
P. savagei que en adelante lo denominaremos Grupo P. affinis. El grupo de especies P.
peruvianus es monofilético con un alto soporte. Los tres grupos (P. peruvianus, P.

conspicillatus y P. affinis) forman un clado con un bajo soporte en el analisis de IB y MV.

Tanto el arbol obtenido con la estrategia de 9 particiones como el de una particion
tuvieron una topologia similar. En el caso del arbol de genes mitocondriales (Fig. 3) y el del
gen nuclear (Fig. 4) muestran una menor resolucion, en especial en el del gen Ragl se

observan bastantes politomias.

A continuacién se presentan los resultados dentro de cada grupo de especies. Las
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distancias genéticas referidas son p no corregidas para el gen 16S, el cual ha sido utilizado
ampliamente en anuros tropicales, incluido el genero Pristimantis (Fouquet et al., 2007,

Padial et al., 2007; Padial et al 2009; Hedges et al., 2008).

GRUPO DE ESPECIES Pristimantis peruvianus

Dentro del grupo de especies Pristimantis peruvianus (Fig. 2), la especie P.
rhabdolaemus estd separada en tres clados, el primero y més basal lo consideramos como
Especie Candidata No Confirmada (ECNC) 1 con distribucion restringida a Bolivia (Fig. 5) y
dos clados peruanos de los cuales en uno contiene un espécimen cercano a la localidad tipo
(CORBIDI 6949) por lo que mantenemos el nombre P. rhabdolaemus en ese clado y
asignamos como ECNC2 al otro clado; la ECNC 2 y P. rhabdolaemus estan separados por

una distancia genética no corregida p de 0.09 (gen 16S).

Pristimantis toftae se divide en dos clados, uno que incluye un espécimen cercano a la
localidad tipo (P. cf. toftae KST0208) de Huanuco Puerto Inca y ECNC3. Estos clados estan

separados por una distancia genética de 0.08.

Pristimantis danae se encuentra en dos clados: P. danae sensu stricto por contener
especimenes cercanos a la localidad tipo (Fig. 5) Kosfipata, en Peru (Fig. 2) y una ECNC 4
del nor-occidente boliviano (ambos grupos separados por una distancia genética 0.07); del
mismo modo, P. reichlei se encuentra en dos clados: P. reichlei sensu stricto al cual pertenece
el paratopotipo (MNK-A 6621) y ECNC 5 (Fig. 6e); ambos grupos separados por una

distancia genética de 0.13.

Cada una de las otras especies del grupo P. peruvianus: P. stictogaster (holotipo), P.
Albertus (holotipo) y P. aniptopalmatus (holotipo) forman grupos monofiléticos con alto

soporte.
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GRUPO DE ESPECIES Pristimantis conspicillatus y Pristimantis affinis

Las especies Pristimantis affinis, P. caprifer, P. euphronides, P. nervicus, P. savagei,
P. shrevei y ECNC 6 (Fig. 2) forman un clado con alto soporte en el andlisis IB pero no asi en
el MV. Este clado es hermano del clado de Pristimantis del grupo P. conspicillatus; cabe
recalcar que a excepcion de P. caprifer y P. savagei, las demas especies de este clado
pertenecen al grupo P. unistrigatus y este clado se encuentra en el norte de Sudamérica (Fig.

7) y en el caso P. euphronides y P. shrevei en las Antillas menores.

Este clado difiere en el arbol con los genes mitocondriales y el nuclear del arbol
obtenido con solo genes mitocondriales (Fig. 3), y del gen nuclear por separado (Fig. 4) ya
que con un bajo soporte y como parte de una politomia el grupo P. affinis no se encuentra

como hermano del grupo P. conspicillatus sino entre taxones del grupo externo.

El grupo P. conspicillatus contiene 37 especies, por lo que a partir de aqui este se

utilizaran letras para subdividir los cinco clados.

CLADO A

Dentro del clado del grupo P. conspicillatus hay dos clados basales. El primero
contiene 8 especies: P. gaigei, P. vinhai, P. paulodutrai, P. ramagi, ECNC 8 que es hermana
de P. vinhai separados por una distancia genética de 0.07 y dos especies candidatas no
confirmadas (ECNC 6 y ECNC 7) una de ellas hermana de P. terraeboliviaris (Fig. 2). Este
clado se distribuye en el bosque Atldntico brasilero excepto por P. gaigei que estd en

Centroamérica y Colombia (Fig. 8).
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CLADO B

Este clado que contiene a P. chiastonotus y P. samaipatae (Fig. 6f) estd compuesto de
siete especies (Fig. 2) de las cuales tres son candidatas no confirmadas; la ECNC9 de Bolivia
(Fig. 9) y ECNCI0 de Brasil que a su vez son las mas basales del grupo. Pristimantis koehleri
y P. fenestratus son especies hermanas con una distancia genética de 0.03 entre ellas y la

ECNC 11 con respecto a P. koehleri una distancia genética de 0.08.

CLADO C

Este clado contiene a P. avicuporum y P. bipunctatus. Estd compuesto de siete
especies de las cuales dos son candidatas no confirmadas: la ECNC12 que es hermana de P.
avicuporum y la ECNCI13 que es hermana de P. adiastolus y P. bipunctatus (holotipo).
Dentro de este clado también se encuentran individuos determinados como P. peruvianus, 1los
cuales forman un clado con alto soporte. Los especimenes CORBIDI 6653 y CORBIDI 6788
fueron colectados cerca de la localidad tipo en San Martin-Perd, por lo que asignamos,

aunque con ciertas reservas, a estas como P. peruvianus sensu stricto (Fig. 10).

CLADO D

Este clado contiene a Pristimantis achatinus y P. lymani; estd compuesto de siete
especies de las cuales cinco son candidatas no confirmadas. La especie denominada P.
achatinus de Panama (Fig. 11) la consideramos como ECNC 14 y es hermana de la ECNC 15,
entre estas hay una distancia genética de 0.03 y forman un clado separado del resto de
integrantes del clado D con alto soporte tanto en el analisis de IB como MV; el clado hermano
con un bajo soporte contiene a la ECNC 16, P. achatinus (cercana a la localidad tipo en
Manabi), a la ECNC 17 y a P. lymani hermana de la ECNCI18 con una distancia genética

entre ambos de 0.04.
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CLADOE

Este clado esta compuesto de 11 especies: Pristimantis condor, P. conspicillatus, P.
citriogaster y P. malkini (Fig. 6d), cuatro Especies Candidatas Confirmadas (ECC) y tres

candidatas no confirmadas (Fig. 2).

Pristimantis condor es el mas basal del clado, en este trabajo se incorpora una
secuencia (QCAZ 40793) de la localidad tipo (Rio Piuntza). Pristimantis malkini y P.
citriogaster se muestran como hermanas con un alto soporte tanto en el analisis de IB y MV;
entre estos clados del sur oriente ecuatoriano se encuentra se encuentra Pristimantis
conspicillatus sensu stricto (QCAZ 48642, QCAZ 17013, QCAZ 46413) por las razones que
se presentan en la Discusion como hermano de la ECC 4. La distribucion es Amazonia y

estribaciones andinas del este de Ecuador y el norte de Peru (Fig. 12)

Las cuatro especies ECC1 (Fig. 6b), ECC2, ECC3 y ECC4 presentan un alto soporte
en los andlisis filogenéticos y el andlisis de cantos de anuncio (ver seccidon 5.2); esta
congruencia de caracteres genéticos con los acusticos son los dos tipos de evidencia de

especies independientes por las cuales las asignamos como Especias Candidatas Confirmadas.

5.1.2 ESTIMACION DE LOS TIEMPOS DE DIVERGENCIA EVOLUTIVA

Los estimados para los tiempos de divergencia de nodos representativos en funcién a
los diferentes tiempos de calibracion se muestran en la Tabla 6. Estos estimados muestran una
alta variacion en funcién a la calibracion, para el grupo de especies P. conspicillatus, puede
existir una diferencia de hasta 25 Ma entre la calibracion de Roelants et al. (2007) y la

propuesta por Wiens (2007). A continuacién discutiremos los estimados basados en la
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calibracion de Heinike et al., 2007 debido a que ha sido el mas utilizado en Pristimantis y

grupos cercanos (e.g. Pinto et al,, 2012).

El cronograma (Fig. 13) muestra 59 especies de las cuales 28 son del grupo de interés
y 31 como grupos externos muestran que el primer evento de divergencia entre el grupo de
especies P. peruvianus y el Grupo P. conspicillatus fue hace aproximadamente 30.19 Ma.
Dentro del grupo P. conspicillatus el evento de divergencia mds antiguo es la separacion de P.
euphronides del resto del grupo (27.04 Ma) y P. paulodutrai representante del grupo A, se
separa hace 23.38 Ma. Durante el Plioceno se separa P. stictogaster, P. aniptopalmatus, P.
lymani, P. conspicillatus, P. bipunctatus, P. peruvianus, P. samaipatae, ECNC, ECC 3,
ECNCIS, 20, 21, ECNC 22 y las especies mds recientes durante el Pleistoceno P. koehleri, P.

fenestratus y la ECNCI1.

5.2 CANTOS DE ANUNCIO

En el anélisis de componentes principales del Grupo de especies P. conspicillatus, el
primer componente (CP1) explica el 41,22% de la variacion (autovalor = 2,89); el segundo
componente explica el 22.8% de la variacion (autovalor = 1.59). En el CP1 el duracién de la
llamada, tiempo de subida y el numero de pulsos por nota tienen las cargas mas altas mientras

que en el CP2 son la frecuencia fundamental y la dominante.

La proyeccion del CP1 y CP2 (Fig. 14) muestran una clara agrupacion para el clado de
Tungurahua (Rio Verde) al cual denominamos ECC1 en la filogenia (Fig. 2); también se
observa una separacion entre dos clados del nor-oriente ecuatoriano (Parque Nacional Yasuni)
ECC 3 y ECCA4. El canto de P. conspicillatus se asemeja al del ECC3, sin embargo solo se

cuenta con una grabacion. Existe un tultimo canto grabado en la localidad de San José de
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Morona (Morona Santiago) pero el individuo no fue colectado por lo que en el andlisis se dejo

como P. cf. conspicillatus.

Los analisis filogenéticos (Fig. 2) muestran una concordancia con los andlisis de
cantos (Fig. 14) para las cuatro especies candidatas confirmadas, sin embargo tanto para el
clado de P. conspicillatus como para la ECC2 solo se contd con una grabacién por clado por
lo que no se puede observar una variacion de los cantos de la misma especie. El canto
correspondiente a P. cf. conspicillatus en el anélisis, no cuenta con un individuo colectado por
lo que no podemos afirmar si es una especie diferente o si pertenece a algin clado del anélisis
filogenético ya que al haber sido colectado en la misma localidad de P. conspicillatus podria

ser una variacion de la misma especie.

53 DIVERSIDAD FILOGENETICA Y PRIORIDADES DE
CONSERVACION

Los valores obtenidos en base al ED (Tabla 7) muestran que las especies con mayor
distincién evolutiva son la no descrita ECNC 6 (ED=0.85) del noreste de Brasil (Pacoti) y
Pristimantis caprifer (ED=0.75) que es la segunda especie con alta prioridad de conservacion
seguida de P. terraebolivaris, P. reichlei, P. ramagi, P. avicuporum, P. lymani, ECNCS,
ECNC7, ECNC 8, ECNC 9, ECNC 10, que presenta un ED entre 0.75 y 0.5. Las demads
especies muestran un valor menor a 0.5. El arbol resultante de este andlisis (Fig. 15) muestra

las prioridades para todos los taxa.

En el caso del EDc las especies con mayor distincién (Tabla 7) son la ECNC 6
(EDc=0.87) al igual que en el ED y P. caprifer (EDc=0.77) es la segunda especie con valores

mas altos seguido de P. fterraebolivaris, P. avicuporum, P. reichlei, P. ramagi, P.
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chiastonotus, P. skydmainos, P. gaigei, P. lymani, ECNC 5, ECNC 7, ECNC 8, ECNC 9 y

ECNC 10 (Fig. 16).

54  SINOPSIS INFORMATIVAS

Una revision de cada una de las ocho especies presentes en Ecuador (P. achatinus, P.
condor P. conspicillatus, P. malkini, P. lymani, P. peruvianus, P. skydmainos y P.
metabates), con informacion acerca de la distribucion, identificacion, descripcion, hébitat,
biologia, estatus de conservacién, y taxonomia fueron realizados en el portal de
AmphibiaWebEcuador (Ron et al., 2013) del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador. En el portal también estdn disponibles fotos, grabaciones de canto,
video y mapas de distribucion. La direccion para acceder a las sinopsis es

http://zoologia.puce.edu.ec/Vertebrados/anfibios/.

6. DISCUSION

6.1 FILOGENETICA Y SISTEMATICA

El andlisis filogenético presentado por Pinto-Séanchez et al., 2012 no recupera como
monofilético los subgéneros de Pristimantis: Hypodictyon, Yunganastes y Pristimantis de
Hedges et al. (2008) debido a que una sola especie, Pristimantis pluvicanorus (AMNH-A
165195) publicada por Faivovich et al. (2005), representante del subgenero Yunganastes
(Padial et al., 2007, Hedges et al., 2008) se encuentra dentro del subgénero Pristimantis en el
grupo de especies P. peruvianus (contra Padial et al., 2009). En trabajos como Hedges et al.

(2008); Pyron y Wiens (2012) y en el presente estudio, esta secuencia se encuentre dentro del
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grupo P. peruvianus pero Padial et al. (2007) aclara que la secuencia de determinada como P.
pluvicanorus de Faivovich et al. (2005) utilizadas en estos estudios es en realidad P.
rhabdolaemus. Por lo que la monofilia de los subgéneros Pristimatis y Yunganastes demds de
la monofilia del grupo de especies P. peruvianus es consistente.

Hedges et al. (2008) muestran al grupo P. conspicillatus como hermano del grupo P.
peruvianus en la mayoria de sus analisis; la relacion filogenética entre los grupos de especies
P. peruvianus, P. conspicillatus y P. affinis obtenida en este trabajo solo es congruente con el
arbol de Inferencia Bayesiana de Hedges et al., (2008) para 1848 pb donde el grupo P.
conspicillatus es hermano del grupo P. affinis. Otros trabajos (Pyron y Wiens., 2011; Pinto-
Sanchez et al., 2012; Canedo y Haddad, 2012) presentan una topologia en la que el clado P.
affinis es hermano de un clado formado por los grupos P. peruvianus y P. conspicillatus. El
soporte para estas relaciones es bajo, tanto en el presente trabajo como en los previos. Por lo
tanto, la relacion aun es incierta y tal como menciona Hedges et al., 2008, no se puede
considerar como serie o un subgénero distinto hasta no tener clara la posicion filogenética de
estos dos grupos.

Al encontrarse P. caprifer en el grupo P. affinis el tamafo del dedo de la mano (primer
dedo mds largo que el segundo) se consideraria una sinapomorfia del grupo de especies P.

conspicillatus, pero no asi el vientre liso ya que P. skydmainos presenta el vientre areolado.

Dentro del grupo de especies P. peruvianus, entre las muestras de P. reichlei hay una
secuencia identificada incorrectamente como “Pristimantis peruvianus” (MHNSM 9267) y
que fue usada por Hedges et al., (2008) para dar el nombre al grupo de especies Pristimantis
peruvianus. Por lo tanto, el nombre del grupo de especies P. peruvianus sensu Hedges et al.,
(2008) queda obsoleto y se propone un nuevo nombre para el clado como Grupo de especies

Pristimantis rhabdolaemus que es la especie mds antigua del grupo.
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Dentro del clado P. rhabdolaemus, la especie P. danae es parafilética y contiene dos
clados: P. danae sensu stricto perteneciente a la localidad tipo (Valle de Kosiipata, Pert) con
un alto soporte y un clado de Bolivia, la SCNC 2. En el andlisis realizado por Padial y de la
Riva (2009a) las relaciones filogenéticas entre estos clados y P. reichlei presentaban un bajo
soporte y dos topologias alternativas. Los resultados son consistentes con la topologia
encontrada por Padial y de la Riva (2009a) en su analisis de Inferencia Bayesiana. En nuestra
filogenia hay un alto soporte que descarta que P. danae sensu lato forme un grupo

monofilético.

En Padial ef al. (2009b) se incluyen secuencias de P. reichlei para determinar el estado
taxondmico de esta y otras especies del genero Pristimantis. La revision se basé en el
concepto de la “taxonomia integrativa” usando las diferentes lineas de evidencia para su
clasificacion. En ese trabajo se define a Pristimantis reichlei como una especie “estable”. Sin
embargo, el aumento de secuencias (dos en el presente estudio y una de Pinto-Sanchez et al.,
2012) sumada a las de los trabajos de Padial et al. (2009 a, b) muestran una separacioén en dos
clados con un alto soporte, lo que sugiere la existencia de una especie no descrita dentro de

“P. reichlei” de Padial et al. (2009b).

Dentro del grupo de especies P. conspicillatus existen 26 especies candidatas. Tan
solo en el clado de las especies bajo el nombre P. conspicillatus (Clado D de la Fig. 2) existen
cuatro Especies Candidatas Confirmadas, las cuales se identificaron por su variacidon genética
y de canto de anuncio y tres no confirmadas; la diversidad criptica en este grupo es bastante
alta y para resolver sus problemas taxondmicos es importante determinar a cudl de las

especies identificadas corresponderia el binomial Pristimantis conspicillatus.
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IDENTIDAD TAXONOMICA DE Pristimantis conspicillatus

Giinther (1858) en el primer catalogo: Batrachia Salienta in the Collection of the
British Museum, describe Pristimantis conspicillatus basado en un solo espécimen (BMNH
1947.2.16.20) (Fig. 17) una hembra en mal estado de preservacion colectada por Louis Fraser
en la localidad “Anden von Ecuador”. La descripciéon es poco detallada (Anexo 3) y no

incluye ilustraciones.

En 1882 G. A. Boulenger publica la segunda edicion del catalogo: Batrachia Salienta
in the Collection of the British Museum, donde hay una descripcién mds detallada de P.
conspicillatus incluyendo individuos del Oeste de Ecuador, Sarayacu e Intag, y proporciona
una ilustracion. Parte de la descripcion y el dibujo son erréneos ya que algunos especimenes y
la ilustraciéon corresponden a Pristimantis w-nigrum. El error es consecuencia de la
identificacion y etiquetado incorrectos de los frascos por el curador del departamento de
Zoologia del British Museum, Albert Giinther. Estos errores fueron notados por Lynch

(1975).

Lynch (1975) en base a la revision del holotipo discute la identidad taxonémica de P.
conspicillatus y presenta una redescripcion en base a material colectado en la Amazonia norte
de Ecuador (Provincia de Napo y algunos individuos de Pastaza), Colombia (provincia de
Putumayo) y Pert (Departamento de Loreto, Pasco y San Martin). Asigna a P. conspicillatus
individuos con distribucién entre 300 y 1000 msnm de la Amazonia de Ecuador, Peru y
Colombia. Sin embargo, la redescripcion de la especie en base a especimenes de nor-oriente
de Ecuador es incorrecta puesto que por su distribucién geografica es improbable que

pertenezcan a P. conspicillatus (ver abajo).
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Existen varios clados de nuestra filogenia con morfologia similar a la del holotipo y
que por lo tanto podrian considerarse P. conspicillatus. La asignacion del nombre P.
conspicillatus también se ve dificultada por la ambigiiedad de la localidad tipo “Andes de
Ecuador”. Sin embargo, la identidad de la especie puede esclarecerse en base a informacion
adicional sobre las localidades de colecta de Fraser. En base a informacion de los detalles de
su expedicion provistas en la literatura (Fraser 1858a, b: Fraser 1859a-d; Fraser 1860; Sclater,
1859a-c; Sclater 1860a-¢; Sclater 1869; Tomes 1859, Tomes, 1860) (ver detalles en Anexo 4)
se puede concluir que la localidad de coleccién del holotipo es Zamora (Provincia de Zamora)
o Gualaquiza (Provincia Morona Santiago). Las unicas especies que se sobreponen con ambas
localidades (Fig. 18) son la ECC2, la ECNC 20, P. condor y el clado que asignamos como P.

conspicillatus (Figs.2 y 18).

La morfologia del holotipo y la descripcion original permiten determinar cual de los
cuatro clados corresponde a P. conspicillatus. Al momento de la descripcion, hace 155 afos,
el holotipo se consideraba en mal estado (Giinther, 1958). En la actualidad, la decoloracion
que ha sufrido es bastante marcada y podria explicar que Lynch (1975) reporte que el holotipo
tiene un vientre inmaculado. Sin embargo, la descripcion original, a pesar de no ser muy
detallada, hace referencia al vientre marmolado con marrén oscuro (Gilinther, 1958). La
referencia de una barra interorbital negrusca que actualmente es casi imperceptible en el
holotipo (Fig. 13) y la descripcidon de las piernas de color negro que son ahora de color
marrén confirman el estado de decoloracion del holotipo. La presencia de manchas en la
garganta del holotipo (Fig. 13) y la descripcion del vientre como marmolado oscuro hace que
asignemos al clado de P. conspicillatus (QCAZ 46381, QCAZ 46413, QCAZ 17013, QCAZ
48642, CORBIDI 7475 Y CORBIDI 7484) (Fig. 19) como sensu stricto. Los otros clados

fueron descartados principalmente por el patréon de coloracion en el vientre (ECC 2, ECNC
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20), P. condor tiene el vientre fuertemente pigmentado pero el patréon de coloracion de las
piernas casi no presenta reticulaciones por lo que a pesar de tener una colecta en Gualaquiza

(Fig. 18) y el vientre pigmentado, fue descartado como posible candidato.

IDENTIDAD TAXONOMICA DE Pristimantis peruvianus

Pristimantis peruvianus fue descrito por Melin (1941), la localidad tipo es Roque,
Departamento de San Martin en Pert. Lynch (1975) al mismo tiempo que redescribe a P.
conspicillatus revisa el holotipo de P. peruvianus y lo asigna como sinénimo de P.
conspicillatus. Lynch y Duellman (1980) remueven esta sinonimia y asigna a P. peruvianus
como una especie de estribaciones pudiendo llegar a casi los 2000 de altitud y lo diferencia de
P. conspicillatus por presentar la garganta con fuertes marcas marrones, ser de tamafio
ligeramente mas grande, presentar lineas cantales, supratimpénicas y por mostrar la piel del

dorso granular.

Pristimantis peruvianus formaba parte del grupo de especies P. conspicillatus; sin
embargo Hedges et al., (2008) crea el grupo de especies del mismo nombre pero advierte la
necesidad de la secuencia de un topotipo (ya que la secuencia utilizada en ese trabajo no lo
era) para resolver si este grupo retiene el nombre o toma uno nuevo. A pesar de no haber
examinado el material tipo o los especimenes del Peru, se propone que las series CORBIDI
6394; CORBIDI 6652 y CORBIDI 6788 identificadas como P. peruvianus y por la cercania a
la localidad tipo (San Martin-Peru) los asignamos como Pristimantis peruvianus sensu stricto
y los clasificamos dentro del grupo de especies P. conspicillatus aunque es necesario

confirmar si existe congruencia morfoldgica entre el holotipo y los individuos asignados.
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En base a las muestras secuenciadas en este estudio, P. peruvianus no esta presente en
Ecuador y la distribucién del grupo de especies (ahora Pristimantis rhabdolaemus) esta

restringida a Peru, Bolivia y Brasil.

6.2 TIEMPOS DE DIVERGENCIA EVOLUTIVA

Los grupos P. rhabdolaemus, P. conspicillatus y P. affinis se separan entre si durante
el Oligoceno temprano hace ~30 Ma, lo cual corresponde a un periodo de cambios
ambientales, especialmente el enfriamiento abrupto del clima (Prothero, 1994), pero la mayor
diversificacion dentro de los Pristimantis del grupo P. conspicillatus y P. rhabdolaemus fue

durante el Mioceno—Plioceno.

Durante el Mioceno medio ocurre un levantamiento del los Andes (11-14 Ma) donde
la cordillera alcanza una altitud de 1000 m de altitud (Potts y Behrensmeyer, 1992; Gregory-
Wodzicki, 2000). El Clado D se encuentra al oeste de la cordillera, representado en el andlisis
de divergencia evolutiva por las ECNC 16, 18 y P. lymani y el clado E. Pristimantis lymani es
la tnica especie del clado D que se encuentra en ambos lados de la cordillera al sur por lo que
este levantamiento de los Andes no pudo ser una barrera para estas especies a pesar de

coincidir con este levantamiento de los Andes durante el Pleistoceno.

Pristimantis achatinus se encuentra en Centroamérica y en la region Chocé de
Sudamérica. La ECNC 14 fue reportada como P. achatinus de Panama por Pinto-Sanchez et
al. (2012). Segtn ese trabajo, la presencia de P. achatinus en Panama es producto de una
invasion ocurrida durante la formacién del istmo de Panama sin subsecuente especiacion. Sin
embargo si se confirma la ECNC 14, existiria especiacion relativamente sincrénica con la

formacion del istmo de Panama ya que P. achatinus se encuentra en la regiéon Chocé y la
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ECNC 14 en Centroamérica.

Especies del grupo P. affinis como P. euphronides de la isla Granada y P. shrevei de la
isla San Vicente y las Granadinas, son las tnicas de este estudio endémicas al caribe (ambas
en las Antillas Menores). Heinike et al., 2007 a pesar de no incluir a estas especies en sus
andlisis proponen que pueden ser producto de dispersion desde el continente durante el
Plioceno. El trabajo de Pinto-Sanchez ef al. (2012) muestra una divergencia entre P. affinis y
P. euphronides de ~4 Ma durante el Plioceno lo que corrobora la hipétesis de Heinike et al.,
(2007). Una especie del grupo P. conspicillatus, P. terraeboliviaris se encuentra tanto en
Venezuela como en Trinidad y Tobago la cual es una isla que forma parte de las Antillas
Menores y es la mds cercana al continente (12 km de Venezuela).

Especies como P. paulodutrai, P. vinhai y P. ramagi habitan en el Bosque Atlantico
brasilero. Su rango geografico puede deberse a varias razones; recientes estudios muestran
que especies de la mata atldntica brasilera como Adelophryne pueden haberse originado de
especies amazonicas y ocurrir tanto en bosque Amazoénico como Atlantico (Fouquet et al.,
2012b). Esto podria deberse a que durante el Cenozoico existieron grandes cambios
ambientales como el aumento de la aridez del suelo y descenso de la temperatura (Flynn y
Wyss, 1998). En el Eoceno medio hubo una propagacion de la vegetacion abierta a expensas
del bosque tropical que antes dominaba el sur del continente lo que di6 origen un corredor
seco que aislé la Amazonia de la Mata Atlantica (Roig-Juient ef al, 2006; Romero, 1986), lo
cual explicaria la presencia que especies del grupo P. conspicillatus en la Mata Atlantica
brasilera.

Los rios pueden jugar un rol importante en la delimitacion geografica de la
distribucion de especies. Estudios realizados en diversificacion de las ranas amazdnicas como
Engystomops petersi sugieren que los rios pueden actuar como barreras al flujo génico en la

Amazonia (Funk et al., 2007). Otros estudios han encontrado poca soporte a la hip6tesis de
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rios como barreras (Aleixo, 2004; Cheviron et al., 2005; Hall y Harvey, 2002; Hayes y
Sewlal, 2004; Hoglund y Shorey, 2004). En este trabajo no se observé un patrén claro de
divergencia genética entre poblaciones separadas por el rio Napo. En P. malkini no hay mayor
afinidad genética entre poblaciones al norte o al sur del rio Napo. Sin embargo, el rio Doce en
el bosque Atlantico del Brasil separa a Pristimantis ramagi (norte del rio) de P. vinhai y P.
paulodutrai (sur). En patrén similar se ha sido reportado en la misma region en ranas del
género Dendrophryniscus (Fouquet et al., 2012a), Adelophryne (Fouquet et al., 2012b) y
lagartijas del género Leposoma (Pellegrino et al., 2011).el Valle del Rio Doce (Carnaval et
al., 2009; Costa, 2003; Pellegrino et al., 2005; Pinto-da-Rocha et al, 2005; da Silva et al.,
2004; Fouquet et al., 2012a) muestran separaciones entre ambos lados del valle.

Segtin Lynch y Duellman (1997) durante el Plioceno (~ 3 Ma) el descenso de la
temperatura, disminucion de la precipitacion y del nivel del mar durante las fases glaciales y
el aumento de la temperatura durante los interglaciales han influenciado en la distribucion de
Pristimantis de estribaciones y tierras bajas en Ecuador. La formacién de refugios durante el
Cuaternario fue propuesta por Haffer (1969, 1974) en donde los biomas cambiaron
continuamente, tanto en su distribuciéon, como en su fragmentacién y coalescencia, divido a
las fluctuaciones climdticas. No tienen soporte en el presente estudio, a pesar de que existen
divergencias durante este periodo como P. koehleri, P. fenestratus, ECNC 11, ECNC 21,
ECNC 22 que podian coincidir con los refugios propuestos para ranas dendrobatidas (Noonan
y Wray, 2006) Estas no coinciden con los refugios propuestos.

Padial y De la Riva (2009) proponen que las especies P. danae y P. rechlei tienen una
reciente divergencia por aislamiento en refugios humedos, los cuales consisten en una
expansion desde zonas altas a tierras bajas (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013); sin embargo
mi cronograma la separacion de estas especies es mucho mas antigua, hace mas de 11 Ma

durante el Mioceno por lo que la divergencia no estaria relacionada con la aparicion de
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refugios en el Pleistoceno. Del mismo modo Padial y De la Riva (2009) proponen que en el
caso de P. koehleri y P. samaipatae, la divergencia pudo ser consecuencia del proceso de
especiacion por refugios secos (Pennington et al.,, 2000; Killeen et al., 2007), en el cual las
poblaciones quedan aisladas debido a cambios en el clima en donde se pierde diversidad
genética y una vez reestablecidas las condiciones ambientales, prosigue un proceso de
recolonizaciéon (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013). Estas especies divergieron en el
Mioceno tardio, hace 9 Ma por lo que esta hipétesis no puede ser aceptada, pero si podria ser
la razon por la cual la ECNC 11, P. koehleri y P. fenestratus divergieron hace ~2.5 Ma.

En los Pristimantis como en otros grupos de ranas amazonicas, al parecer no existe un
claro patrén geogrifico o una fuerza paleoambiental que haya surgido como explicacion
general de su diversificacion (Antonelli ef al., 2010). Es necesario realizar estudios mads
profundos para delimitar hipdtesis de especiacion especialmente en un grupo como este en el

que son evidentes varios procesos de especiacion.

Existe una gran variacion en los estimados de tiempo de divergencia evolutiva en
funcién a la fuente de calibracion. Esta diferencia es tan grande (hasta 25 Ma para el mismo
nodo), que se pueden obtener resultados completamente diferentes dependiendo de la
calibracion empleada en los andlisis. Se decidi6 utilizar en este caso la propuesta por Heinike

et al. (2007) pero no se descarta que las otras cuatro propuestas sean incorrectas.

6.3 DIVERSIDAD FILOGENETICA Y PRIORIDADES DE
CONSERVACION

A partir del andlisis de distincion evolutiva se puede estimar el impacto de la perdida
de una especie en la riqueza filogenética de un grupo (Faith, 2008), tomando como referencia

el largo de las ramas del drbol. Las especies con un alto ED presentan una acumulacion de
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caracteristicas distintivas las cuales tienen mayor prioridad para ser conservadas. En este
estudio la especie no descrita ECNC 6 es la que presenta los valores mds altos tanto para el
ED como para el EDc. Esto muestra que una especie aun no descrita es la de mayor
importancia entre las 63 incluidas en el anélisis y revela la nececidad de estudios que busquen
descubrir la diversidad criptica de las especies. El largo de la rama de ECNC 6 sugiere que
posee caracteristicas Unicas por lo que su conservacion tendria prioridad en términos
evolutivos para el grupo.

La segunda especie con alta prioridad de conservacion fue P. caprifer, la cual esta
categorizada como en Preocupaciéon Menor por la UICN debido a su amplia distribucion (en
Ecuador y Colombia), su posible tolerancia a la modificacion del habitat y la presuncion de
que la poblacién tiene un gran tamafio (Castro et al., 2004). Segun colecciones del Museo
Ecuatoriano de Ciencias Naturales y la base de datos del Museo de Zoologia QCAZ, esta
especie no ha sido registrada en Ecuador desde 1984 por lo que podria encontrarse entre las
mas amenazadas. Por su distincion evolutiva y estado de conservacion puede ser considerada
entre las especies del grupo P. conspicillatus con mayor prioridad para la conservacion.

Los resultados también muestran que las especies con menor prioridad de
conservacion en términos evolutivos se encuentran en los clados que estin compuestos por
mas especies candidatas como el clado que contiene a P. conspicillatus sensu stricto. Esto
debido a que clados con mds especies son las que perderian menos informacion evolutiva si
alguna se extingue (Faith, 1992). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que en este estudio
existe un sesgo de muestreo que podria estar influenciando el analisis. Las secuencias son
mayoritariamente de Ecuador, Peru y Bolivia, por lo que los valores bajos de ED y EDc para
especies de estos paises pueden deberse a que estdn mejor representados en el andlisis. Tener
un muestreo representativo de todos los taxa en todo su rango de distribucion podria dar un

resultado mas certero de distincion evolutiva.
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En los analisis de distincion evolutiva es posible incluir como calibracion categorias
de riesgo de extincion como los de la Lista Roja de la UICN. La inclusién de estas categorias
afladiria prioridades de conservacion mas reales (Issac et al., 2007), ya que ademds de la
importancia evolutiva, reflejarian la urgencia de tomar decisiones y acciones para la
conservacion de las especies. Por ejemplo, P. shrevei y P. euphronides presentan valores
moderados en términos de distincion evolutiva (Tabla 7) pero por su categoria de amenaza
(ambas En Peligro) podrian resultar en una alta prioridad de conservacion en el andlisis de
distincion evolutiva.

De las 54 especies incluidas para este analisis solo 28 estdn formalmente descritas, de
las cuales segtin la Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN, siete se encuentran como
Datos Deficientes, tres no han sido evaluadas, dos se encuentran en Peligro, dos como
Vulnerables y 16 como preocupacion menor (Tabla 7). Debido a que 35 especies en el andlisis
no contarfan con una categoria de amenaza ya sea por ser especies candidatas, haber sido
descritas recientemente y aun no contar con una evaluacion o por estar como datos deficientes
en la Lista Roja de la UICN, no se pudo incluir la categoria de amenaza en los analisis.

La razon principal razén por la cual se han categorizado a las especies como
Preocupacion Menor en la Lista Roja de la UICN (Grant et al., 2010; Castro et al., 2004,
Rodriguez et al., 2004a, Rodriguez et al., 2004b, Rodriguez et al., 2010), es la amplia
distribuciéon que presentan por lo que se asume que tienen grandes poblaciones. El
descubrimiento de una alta diversidad criptica revela que las especies tienen una distribucion
mas restringida y por consiguiente sus poblaciones deben ser mas pequeiias, lo que implica
una mayor amenaza (Elmer et al., 2013). En el caso de P. conspicillatus sensu lato, por
ejemplo, se pensaba que su distribucién era Colombia, Ecuador, Pert y Brasil; los resultados
de este estudio muestran que solo estaria presente en el sur de Ecuador y Norte de Peru por lo

que su distribucion es muy restringida. Este patron ha sido observado en otros taxa como en
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salamandras del genero Bolitoglossa, donde recientemente se ha descubierto una elevada
diversidad criptica con distribucion restringida en la Cuenca Alta Amazoénica y Andes de

Ecuador (Elmer ef al., 2013).

64 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

El descubrimiento de una alta diversidad criptica, muestra que en varios casos,
especies que se pensaba estaban presentes en dreas protegidas, en realidad no se encontrarian
en estas. Por ejemplo, se habia reportado que Pristimantis conspicillatus sensu lato estaba en
varias dreas protegidas a lo largo de su amplia distribucién (Rodriguez et al., 2004). En
Ecuador se la habia registrado en el Parque Nacional Yasuni y la Reserva de Produccion
Faunistica Cuyabeno. Al comparar los resultados de este trabajo con el mapa actual de Areas
Protegidas del PANE, muestran que P. conspicillatus sensu stricto no estd presente en ninguin
area protegida del pais. Del mismo modo, especies como la ECC1 ECNC 20, ECNC 21,
ECC2 y P. citriogaster, la cual fue reportada por primera vez en Ecuador por Camacho-
Badani et al., (2012) tampoco se encuentra en areas protegidas. Sin embargo hay que tomar
en cuenta que los andlisis se basan solo en especimenes secuenciados y no necesariamente
reflejan la distribucion total de las especies.

Por otro lado en el Parque Nacional Yasuni se encuentran dos especies nuevas: ECC3
y ECC4, en la Reserva de Produccion Faunistica Cuyabeno se encuentra la ECNC 22; en
ambas reservas también se halla P. malkini. La ECNC 15 estd en la Reserva de la Ecoldgica
Cotacachi Cayapas y en la Reserva Ecoldgica Los Ilinizas. Por ultimo, P. [ymani se encuentra
en el Parque Nacional Podocarpus.

Tener en claro los limites en la distribucion interespecifica es el primer paso para
tomar medidas de conservacion adecuadas. El presente estudio muestra que tanto

identificaciones de especies como categorias de amenaza en varios casos son erroneas. Mi
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estudio muestra que varias especies del grupo interno tienen una distribucién mds restringida
y que a menudo no estin presentes en areas protegidas. Esta nueva informacion hace
necesaria la reevaluacion de las categorias de amenaza para los grupos P. conspicillatus y P.
peruvianus. Para esto, también es necesario confirmar las 26 especies candidatas no
confirmadas y describir todas las especies nuevas. Si es que se confirman todas las especies
candidatas de este estudio, representaria un aumento del 90% en relacion con el nimero de
especies formalmente descritas en la actualidad en los complejos de especies P. conspicillatus
y P. peruvianus. Esto demuestra que una gran cantidad de biodiversidad estd siendo
subestimada en Pristimantis.

La gestion de la conservaciéon también debe tener como objetivo salvaguardar la
evolucion y la especiacion en el futuro (Myers y Knoll, 2001). Los andlisis filogenéticos
pueden ser utilizados para definir una area minima critica de una reserva natural para que
eventos de especiacion puedan ocurrir, este tipo de andlisis han sido realizados para otro tipo
de vertebrados como lagartijas del género Anolis (Losos y Schluter, 2000). La perdida de
habitat es la principal causa de extinciones en anuros. La evolucion de una especie puede
tomar millones de afios y puede ser necesario el mismo tiempo en ser remplazada
(Barraclough y Davies, 2005). Es por esto que el analisis de distincion evolutiva como el
realizado en el presente estudio nos da pautas para priorizar taxa desde un punto de vista

filogenético, manteniendo la riqueza genética de los grupos.
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7. CONCLUSIONES

Los grupos de especies Pristimantis conspicillatus, P. rhabdolaemus 'y P. affinis
podrian ser un complejo de hasta 26 posibles especies nuevas de las cuales cuatro son

especies candidatas confirmadas.

El grupo de especies Pristimantis peruvianus sensu Hedges et al. (2008) deja de
tener ese nombre debido a que la secuencia que dio nombre al grupo es una identificacion
errébnea de P. reichlei; se propone denominarlo complejo de especies Pristimantis
rhabdolaemus. Pristimantis peruvianus forma parte del complejo de especies Pristimantis

conspicillatus.

En base a patrones de coloracién y a los posibles lugares de colecta del holotipo,
se determiné que Pristimantis conspicillatus estd presente en el sur oriente ecuatoriano y

el norte de Peru.

Los tiempos de divergencia evolutiva muestran que los grupos de especies P.
conspicillatus, P. rhabdolaemus y P. affinis divergieron durante el Mioceno y la mayor

diversificacion ocurre durante el Plioceno e inicios del Pleistoceno.

Las prioridades de conservacion en base a la distincion evolutiva muestran a una
especie aun no descrita del bosque Atlantico del Brasil como la de mayor prioridad

evolutiva seguida de P. caprifer.

Las fichas informativas presentadas son una herramienta informativa para las
especies del grupo conspicillatus en Ecuador, lo que permite tener informacién confiable

y de fécil acceso.
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8. RECOMENDACIONES

Los avances moleculares permiten un mejor entendimiento de la historia evolutiva
y de la identidad taxondmica de las especies de Pristimantis. Sin embargo ain queda
mucho trabajo por hacer. El secuenciamiento de las especies que se encuentran dentro del
grupo Pristimantis conspicillatus y P. rhabdolaemus que no se incluyeron en este trabajo,

podrian aclarar algunas de las relaciones de estos dos grupos de especies.

El estudio especifico de los eventos de especiacion de los grupos de especies es
aun es incierto, por lo que se recomienda un analisis mas profundo para determinar las
razones por las cuales estos se han diversificado.

Es importante realizar una revision morfoldgica de los especimenes utilizados en este
trabajo para poder confirmar las especies candidatas, realizar las descripciones
correspondientes, y determinar caracteres morfoldgicos que nos permitan separar especies. En
funcidn a estas revisiones y sus localidades de colecta, se puede obtener una distribucién mas
real basada en especimenes depositados en museos. Tan solo en la coleccion del Museo de
Zoologia QCAZ existen mds de 2500 especimenes del grupo de especies P. conspicillatus que
deberian ser revisados.

Es necesario realizar un nueva evaluacién de categoria de amenaza para las especies
en funciéon a los nuevos datos obtenidos y con los nuevos limites de especies y su
distribucion. Una vez obtenidos se pueden realizar analisis de prioridad de conservacién en un
contexto filogenético e incluir los riesgos de extincion de las listas rojas.

Considerando la distribucion de las especies del grupo P. conspicillatus en el sur del
Ecuador, seria conveniente impulsar la creacion de dreas protegidas de diferentes categorias

para que el SNAP incorpore la proteccion de estas especies a sus territorios.
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Figura 1. Mapa del area de estudio mostrando las localidades de Pristimantis. Los circulos rojos representan las localidades para las cuales se

generaron nuevas secuencias- en el presente trabajo. Los triangulos verdes corresponden a las localidades de datos obtenidos del GenBank.
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Figura 2. Filograma consenso de Inferencia Bayesiana (I1B) representando las relaciones
dentro del grupo de especies P. conspicillatus y P. peruvianus. El Filograma se deriva del
andisis de 267 terminales, 4013 pb de genes mitocondriales (12S, 16S, tRNA-Val y COlI)
y un gen nuclear (RAGL) con la estrategia de 9 particiones. Sobre las ramas se encuentran
las probabilidades posteriores producto de busquedas Bayesianas con el algoritmo de
Cadena Markov Monte Carlo y valores de bootstrap, producto del andisis de Maxima
verosimilitud (MV). Los valores se muestran como (IB/MV). Los asteriscos representan un
valor de 1 para el andlisis de IB 0 100% en & caso de MV. Vaores menores a 50% en €
MV no son mostrados. En las barra derecha de indica la especie y los grupos de especies
de cada clado.
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Figura 3. Filograma consenso de Inferencia Bayesiana (I1B) representando las relaciones

dentro del grupo de especies P. conspicillatus y P. peruvianus. El Filograma se deriva del

andlisis de 267 taxa, 3332 pb de genes mitocondriales (12S, 16S, tRNA-Val y COI) con la

estrategia de 6 particiones. Sobre las ramas se encuentran las probabilidades posteriores

producto de busquedas Bayesianas con el algoritmo de Cadena Markov Monte Carlo.
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Figura 5. Mapa de distribucién de los individuos analizados para €l grupo de especies P.

peruvianus sensu Hedges et al., 2008).
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Figura 6. Especies de los grupos Pristimantis conspicillatus y P. peruvianus incluidos en
el presente trabagjo. (A) Pristimanfis cf. achatinus (QCAZ 49632); (B) Pristimantis sp.
(ECC1; QCAZ 51916); (C). Pristimantis lymani (47488); (D) Pristimantis malkini (QCAZ
39632) (E) Pristimantis sp. (ECNC5; AMS 1595); (F) Pristimantis samaipatae. Fotos A—
D: Santiago R. Ron; fotos E 'y F: Arturo Mufioz Sanabria (AMYS).
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Figura 12. Mapa de distribucion de las especies del complegio P. conspicillatus utilizados en el presente trabajo (Clado E).
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Figura 13. Cronograma derivado de un andlisis de Inferencia Bayesiana con una
calibracion de 57Ma (Heinike et al., 2007) para el nodo mas basal que separa a los hilidos
de la familia Craugastoridae (circulo rojo). Epocas geol 6gicas abreviadas: Paleoceno (Pa),
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Figura 15. Arbol filogenético de 58 especies del grupo de especies Pristimantis
conspicillatus y P. peruvianus. Los colores representan la prioridad de conservacion en
base ala distincion evolutiva (ED). Las ramas van desde azul hastarojo; El azul representa
menor prioridad de conservacién y € rojo la mayor prioridad de conservacién. La escala

horizontal muestra lalongitud de las ramas.
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Figura 16. Arbol filogenético de 58 especies del grupo de especies Pristimantis
conspicillatus y P. peruvianus. Los colores representan la prioridad de conservacion en
base a la distincién evolutiva (EDc). Las ramas van desde azul hasta rojo; El azul
representa menor prioridad de conservacion y el rojo la mayor prioridad de conservacion.

La escala horizontal muestra lalongitud de las ramas.
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Figura 17. Fotos del holotipo de Pristimantis conspicillatus (BMNH 1947.2.16.20)
depositado en & British Museum of Natural History. a. VistaDorsal; b. Vista ventral.

Foto: Martin Bustamante.
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Figura 18. Mapa de la primera expedicion de Luis Fraser a los Andes de Ecuador. Los puntos negros corresponden a
localidades de la expedicion; los colores representan clados del grupo de especies Pristimantis conspicillatus (Fig. 2). Los

rombos rojos corresponden a Pristimantis conspicillatus sensu stricto.
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Figura 19. Fotos de Pristimantis conspicillatus sensu stricto (@) Vista dorsal en vida del
espécimen QCAZ 17013 colectado en el Tiink (Provincia Morona Santiago) Foto: Omar
Torres -Carvajal. (b) foto en vistaventral y detalle del patrén de coloracion en la pierna del

mismo individuo.
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Tabla 1. Especie, autor y grupo de especies utilizadas para los andlisis moleculares en €l

presente estudio.

Especie

Autor

Grupode
especies

Pristimantis caprifer
Pristimantis savagei
Pristimantis terraebolivaris
Pristimantis gaigei
Pristimantis ramagii
Pristimantis paul odutrai
Pristimantis vinhai
Pristimantis chiastonotus
Pristimantis samai patae
Pristimantis koehleri
Pristimantis fenestratus
Pristimantis avicuporum
Pristimantis skydmainos
Pristimantis adiastolus
Pristimantis bipunctatus
Pristimantis achatinus
Pristimantis lymani
Pristimantis condor
Pristimantis malkini

Pristimantis citriogaster

Lynch, 1977

Pyburn'y Lynch, 1981
Rivero, 1961

Dunn, 1931

Boulenger, 1888
Bokermann, 1975
Bokermann, 1975

Lynch y Hoogmoed, 1977
Kohler y Jungfer, 1995
Padial y De laRiva, 2009
Steindachner, 1864
Duellmany Pramuk, 1999
Floresy Rodriguez, 1997
Duellman y Hedges, 2007
Duellman y Hedges, 2005
Boulenger, 1898

Barbour y Noble, 1920
Lynch y Duellman, 1980
Lynch, 1980

Duellman, 1992

conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus
conspicillatus

conspicillatus



Pristimantis conspicillatus
Pristimantis zeuctotylus
Pristimantis curtipes
Pristimantis vigjas
Pristimantis quaquaver sus
Pristimantis ockendeni
Pristimantis zophus
Pristimantis aff taeniatus
Pristimantis taeniatus
Pristimantis frater
Pristimantislibrarius
pristimantis martiae
Pristimantis albertus

Pristimantis stictogaster

Pristimantis aniptopal matus

Pristimantis sagittulus
Pristimantis rhabdolaemus
Pristimantis danae
Pristimantis toftae
Pristimantisreichlei
Pristimantis peruvianus
Pristimantisridens
Pristimantis colomai

Pristimantis museosus

nther, 1858
Lynch y Hoogmoed, 1977
Boulenger, 1882
Lynch y Rueda-Almonacid, 1999
Lynch, 1974
Boulenger, 1912
Lynch y Ardila-Robalo, 1999
Boulenger, 1912
Boulenger, 1912
Werner, 1899
Floresy Vigle, 1994
Lynch, 1974
Duellman y Hedges, 2007
Duellman y Hedges, 2005
Duellman y Hedges, 2005
Lehr, Aguilar y Duellman, 2004
Duellman, 1978
Duellman, 1978
Duellman, 1978
Padial y DelaRiva, 2009
Melin, 1941
Cope, 1866
Lynch y Duellman, 1997

Ibafiez, Jaramillo y Arosemena,

conspicillatus
conspicillatus
curtipes
frater
frater
frater
frater
frater
frater
frater
frater
frater
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
peruvianus
ridens
ridens

ridens
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Pristimantis cruentus
Pristimantis moro
Pristimantis pirrensis
Pristimantis altae
Pristimantis pardalis
Pristimantis w-nigrum
pristimantis lanthanites
Pristimantis shrevei
Pristimantis euphronides
Pristimantis affinis
Pristimantis nervicus
Pristimantis urichi

Pristimantis rozei

Pristimanris caryophyllaceus

Pristimantis erythropleura

Pristimantis aff altamazonicus

Oreobates cruralis

1994

Peters, 1873

Savage, 1965

Ibafiez y Crawford, 2004
Dunn, 1942

Barbour, 1928
Boettger, 1892

Lynch, 1975
Schwartz, 1967
Schwartz, 1967
Werner, 1899

Lynch, 1994
Boettger, 1894
Rivero, 1961
Barbour, 1928
Boulenger, 1896
Barbour y Dunn, 1921

Boulenger, 1902

ridens
ridens
ridens
ridens
ridens
rubicundus
rubicundus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus
unistrigatus

unistrigatus
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Tabla 2. NUmero de museo, especie, coordenadas, nimeros de acceso del GenBank y secuencias adicionales incluidas en este estudio.

Abreviaciones: QCAZ, Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (Ecuador); MNCN, Museo Naciona de Ciencias

Naturales (Espafia); MNK-A, Coleccion de Anfibios, Museo de Historia Natural Noel Kempff Mercado (Bolivia); MHNC, Museo de Historia

Natural, Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (Pert); CORBIDI, Coleccién del Centro de Ornitologia y Biodiversidad (Pert);

CBG, Coleccion del Centro de Biodiversidad y Genética (Bolivia); KU, University of Kansas Natural History Museum (Estados Unidos de Norte

América); MVUP, Museo de Vertebrados de la Universidad de Panama (Panamd); MZUSP, Museo de Zoologia, Universidad de Sdo Paulo

(Brasil). Abreviaciones de series de campo: CCF, Claudia Cortez (Bolivia); AMS; Arturo Muioz Sanabria (Museo de Historia natural Alcide

d Orvigni- Bolivia); OQM, Oliver Quinteros Mufioz (Museo de Historia natural Alcide d’ Orvigni-Bolivia); BO, Serie de campo Centro de

Biodiversidad y Genética (Bolivia) AJC, Andrew Crawford; KRC, Karen Lips, NPRS, Nels Pinto.

N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
CORBIDI 8142 P. sp. Pert No disponible pendiente pendiente Este estudio
CORBIDI 8926 P.ps Pera No disponible pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 15920 P. achatinus Santo Domingo de los Tsachilas, -0.32 -78.99 pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Alluriquin Este estudio
QCAZ 19935 P. achatinus Pichincha: 4 km NW La Florida, -0.25 -79.03 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  FincaGloria Este estudio
QCAZ 23588 P. achatinus Guayas: 5 Km Estede Naranjal enla  -2.69 -79.60  pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  carretera a Bucay Este estudio
QCAZ 37037 P. achatinus Ecuador LaUnion del Toachi, Otongachi -0.33 -78.95 pendiente pendiente  pendiente pendiente Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
QCAZ 39964 P. achatinus Ecuador pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 40290 P. achatinus Alto Tambo, A4 km al oestede Alto 091  -78.58 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Tambo por la linea dd tren que va a
Ecuador € progreso Este estudio
QCAZ 40393 P. achatinus Cotopaxi, cantén Sigchos, a 18,2 km -0.68  -79.02 pendiente pendiente  pendiente
de Quillotufa, via  Sigchos-
Pucayacu, S00°39,805",
Ecuador WO078%9,756°, 1420 m Este estudio
QCAZ 40442 P. achatinus Cotopaxi, canton Sigchos, a 13,6 km  -0.67  -79.01 pendiente pendiente pendiente
Ecuador  de Quillotufia, via Sigchos-Pucayacu Este estudio
QCAZ 47004 P. achatinus Azuay, Cuenca, Molleturo, -2.69 -79.42 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador Comunidad Luz Mariaa, 1909 Este estudio
QCAZ 50436 P. achatinus Pichincha, La Union de Toachi, pendiente  pendiente pendiente
Centro de Interpretacion Ambiental
Ecuador  Otongachi Este estudio
AJC 0573 P. achatinus Darien, Cana main camp, Sendero  7.81  -77.73  JN991485  JN991420 JN991349  JQ025168 Pinto-Sanchez et al.,
Panama  Bocade Cupe 2012
KU 217809 P. achatinus Manabi, Rio Cuague E 006 -8005 EF493827 KU217809
Ecuador  Pedernales,Pedernales Heinicke et al ., 2007
KU 291627 P. aniptopal matus Pasco, 29 km N, 55 km E -1045 -75.15 EF493390
Pera Oxapampa Heinicke et al., 2007
CORBIDI 0638 P. avicuporum Camino La Cueva (Rio Lgia)- pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pert Afiasco Pueblo Este estudio
CORBIDI 8910 P. bipunctatus Pert Pasco Oxapampa Chacos -1052 -75.45  pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
CORBIDI 8911 P. bipunctatus Pert Pasco Oxapampa Chacos -10.52 -75.45 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente

KU 291638 P. caprifer Ecuador Ecuador: Pichincha, LaPalma -0.32 -78.92 EF493391 Heinicke et al., 2007

CH 6367 P. caryophyllaceus Panama Darién Cana, Laguna 793 7772  JIN991501 < JN991436 JIN991365  JQO25175 Pinto-Sanchez et al.,
Panamé 2012

MNRJ 35338 P. cf paulodutrai Itacare, BA -1428 -3.90 JX267296 JX267571  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MZUSP P. cf. fenestratus Tapirape, Maraba, PA -6.21 -52.70 JX267392  JX267540 JX267678  Canedo y Haddad,

139440 Brasil 2012

MNRJ 49744 P. cf. ramagii Indiaroba, SE -11.48 -37.53 JX267300 JX267577  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MNRJ 49745 P. cf. ramagii Indiaroba, SE -1148 -37.53  JX267400 JX267484 JX267575 Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MTD45073 P. cf. Rhabdolaemus per( Pasco, Aquimarca -1045 -75.15 EU186660 Hedges et al ., 2008

MUSM 26791 P. cf. Toftae Huanuco Panguana -9.61 -74.94  JIN991503  JN991439 Pinto-Sanchez et al .,
Pera 2012

MNRJ 53762 P. cf. vinhai Itubera, BA -13.73  -39.15  JX267409 JX267353 JX267590 Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MNRJ 53765 P. cf. vinhai Itubera, BA -13.73  -39.15  JX267411 JX267491 JX267592  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MTR 13417 P. cf. vinhai Trancoso, BA -16.58 -39.09 JX267362 JX267587  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MTR 13631 P. cf. vinhai Camacan, BA -1541 -3950 JX267410  JX267365 JX267591 Canedo y Haddad,
Brasil 2012

101MC P. chiastonotus Guayana Tibourou 447  -52.33  JIN690687  JIN691301

Francesa

Fouquet et al., 2012
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
162AF P. chiastonotus Surinam Brownsberg 488 -5522 JIN690700 EU201061 Fouquet et al., 2012
KU212278 P. citriogaster San Martin, San Martin, Cataratas -6.36 -77.12 EF493700
Perti Ahnashiyacu, 14 km NE Tarapoto Heinicke et al., 2007
QCAZ 41869 P. condor Gra Leonidas Plaza Gutiérrez -2.92 -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente
(Limén), En é Rio Napinaza, rio
Ecuador  abgo Este estudio
QCAZ 48642 P. condor Comunidad Shuar El Tink, Reserva -3.30 -78.45 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Suritiak Este estudio
KU217857 P. condor Morona-Santaigo, 46 km N -3.36 -7.86 EF493701  EF493443
Ecuador  Gualaguiza Heinicke et al., 2007
QCAZ 17013 P. conspicillatus Morona Santiago: Tiink, Rio -3.33 -78.45 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador ~ Zamora Este estudio
QCAZ 17023 P. conspicillatus ~ Ecuador ~ Morona Santiago: Limon Indanza -297 -7842 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
QCAZ 18007 P. conspicillatus Napo: Estacion Bioldgica Jatun -1.06 -77.61 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Sacha Este estudio
QCAZ 19217 P. conspicillatus Ordlana: Estacion Cientifica Yasuni  -0.68 -76.40  pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador PUCE. Este estudio
QCAZ 20685 P. conspicillatus Ordlana: Estacion Cientifica Yasuni  -0.68 -76.40  pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador PUCE Km 7 1/2 Poza 1 Este estudio
QCAZ 27834 P. conspicillatus ~ Ecuador ~ Sucumbios: Zabal o. Familia Criollo -0.32  -75.77 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 28054 P. conspicillatus ~ Ecuador ~ Sucumbios: Zabal o. Familia Criollo -0.32 -75.77 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 28437 P. conspicillatus Sucumbios: Monte Tour. Puente del  -0.03  -76.32 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Rio Cuyabeno Este estudio
QCAZ 28444 P. conspicillatus Sucumbios. Monte Tour. Puentedel  -0.03  -76.32 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Rio Cuyabeno Este estudio



N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
QCAZ 31058 P. conspicillatus Zamora Chinchipe Destacamento -4.33  -78.66 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Militar Shaime Este estudio
QCAZ 31631 P. conspicillatus  Ecuador  Napo: Cascada de San Rafael -0.10 -77.58 pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 32840 P. conspicillatus Morona Santiago: Gra. Leonidas -2.92 -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  PlazaGutiérrez Este estudio
QCAZ 38880 P. conspicillatus Alrededores de Villano, Comunidad -1.48 -77.44 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Paparawua, Paparawua Unidad 3 Este estudio
QCAZ 38991 P. conspicillatus Alrededores de Villano, Comunidad -1.51  -77.51 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Kurintza, Kurintza Unidad 3 Este estudio
QCAZ 39001 P. conspicillatus Alrededores de Villano, Comunidad -1.51 -77.51 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Kurintza, Kurintza Unidad 3 Este estudio
QCAZ 39263 P. conspicillatus Alrededores de Villano, campamento  -1.48  -77.53 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  petrolero de AGIP, K10 Unidad 1 Este estudio
QCAZ 39415 P. conspicillatus Pastaza: Cononaco, Bataburo Lodge, -1.21  -76.72 pendiente  pendiente pendiente

Ecuador &l sur dela carretera desde Cononaco Este estudio
QCAZ 39468 P. conspicillatus Ordlana Nuevo Rocafuerte, Alta -090 -75.44 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Florencia Este estudio
QCAZ 39596 P. conspicillatus Pastaza: Finca km 6 via San Ramén- -1.37  -77.86 pendiente pendiente  pendiente pendiente

El Triunfo, Cooperativa Mariscal
Sucre, Centro Ecoldgico Sancha

Ecuador  Aragjuno, Rio Pucayacu, Este estudio
QCAZ 40793 P. conspicillatus Zamora Chinchipe, Piuntza, Ranario -3.86 -78.86  pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  de Don Mesias San Martin Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente

QCAZ 41016 P. conspicillatus Parque Nacional Yasuni, Estacion -0.67 -76.40 pendiente pendiente  pendiente
Cientifica Yasuni PUCE, recorrido
entre la estacion y la segunda laguna
Ecuador  (sendero laguna) Este estudio
QCAZ 41833 P. conspicillatus General Leonidas Plaza Gutiérrez -2.93  -78.41 pendiente pendiente pendiente
(Limén), a 6,6 km a norte de
parque central de General Leonidas
Ecuador  Plaza Gutiérrez (Rio Napinaza) Este estudio
QCAZ 41840 P. conspicillatus General Leonidas Plaza Gutiérrez -2.93  -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente
(Limén), a 6,6 km a norte del

parque central de General Leonidas

Ecuador  Plaza Gutiérrez (Rio Napinaza) Este estudio
QCAZ 41861 P. conspicillatus Gra Leonidas Plaza Gutiérrez -2.92 -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente
(Limén), En  Rio Napinaza, rio
Ecuador  abgo Este estudio
QCAZ 41868 P. conspicillatus Gengral Leonidas Plaza Gutiérrez -2.93  -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente

(Limoén), a 6,6 km a norte del

parque central de General Leonidas

Ecuador  Plaza Gutiérrez (Rio Napinaza) Este estudio
QCAZ 41963 P. conspicillatus Gral Leonidas Plaza Gutiérrez -2.92 -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  (Limon), Rio Napinaza Este estudio
QCAZ 43996 P. conspicillatus Prov. Ordlana, Rio Napo, Afiangu, -0.52 -76.38  pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador ~ Banco sur Este estudio
QCAZ 48494 P. conspicillatus Ordlana, Canton Loreto ReservaRio  -0.52  -77.42 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Ecuador  Bigal, altitud 930 Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
QCAZ 48542 P. conspicillatus Morana Santiago, 6.6 kmal nortede -2.93 -78.41 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Limon desde d Parque Central Viaa
Ecuador Macas Este estudio
QCAZ 51916 P. conspicillatus Tunguragua, Rio Verde, en los -140 -78.30 pendiente pendiente pendiente
arededores dd pueblo y a lo largo
de sendero de 2 km rumbo a un rio
Ecuador  afluente del Rio Verde Este estudio
QCAZ 52511 P. conspicillatus ~ Ecuador ~ Tunguragua, Reserva Rio Zufiac -1.38 -7816  pendiente pendiente pendiente  Esteestudio
QCAZ 52554 P. conspicillatus ~ Ecuador  Morana Santiago, Rancho Fatima -226 -78.14 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 53094 P. conspicillatus ~ Ecuador  Pastaza, Comunidad Puka Y aku pendiente Este estudio
QCAZ28448 P. conspicillatus Sucumbios: Monte Tour. Puente del  -0.03  -76.32 EF493529 EF493437
Ecuador  Rio Cuyabeno Hedges et al., 2008
CBG 1154 P. danae Territorio Indigena, Parque Nacional -14.35 -67.40 pendiente pendiente
Isiboro  Secure (Tipnis) San
Bolivia  Miguelito Este estudio
CBG 614 P. danae Territorio Indigena, Parque Nacional -16.75 -65.71 pendiente pendiente pendiente
Isiboro Secure (Tipnis) Santo
Bolivia  Domingo Este estudio
AMS 1148 P. danae Bolivia  Mosetenez -16.67 -66.48 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
IDLR 4001 P. danae LaPaz: SantaCruz deVValeAmeno -14.67 -68.58 EU192260 Padial y DelaRiva,
Boalivia 2009
IDLR 4815 P. danae Cusco: Union, Valede Kosflipata -13.04 -71.47 EU192266 Padial y DelaRiva,
Pera 2009
IDLR 4822 P. danae Cusco: Union, Vallede Kosfipata -13.04 -71.47 EU192269 Padial y DelaRiva,

2009
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
IDLR 4824 P. danae Cusco: Union, Valede Kosfipata -13.04 -7147 EU192271 Padia y DelaRiva,
Perd 2009
DLR 4825 P. danae Cusco: Union, Valede Kosfipata -13.04 -7147 EU192272 Padia y DelaRiva,
Pera 2009
MNCN 43062 P. danae La Paz: Huairuro, senda San José — -14.19 -68.33 EU192261-2 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Apolo 2009
MNCN 43069 P. danae La Paz: Huairuro, senda San José — -14.19 -68.33 EU192263-4 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Apolo 2009
MNCN 44232 P. danae Cusco: Union, Valede Kosfiipata -13.07 -71.18 EU192267 Padial y DelaRiva,
Pert 2009
MNCN 44234 P. danae Cusco: Union, Valede Kosfiipata -13.07 -71.18 EU192270 Padial y DelaRiva,
Pert 2009
MNCN 44234 P. danae Cusco: Union, Valede Kosfiipata -13.07 -71.18 EU192270 Padial y DelaRiva,
Pert 2009
MNKA 7182 P. danae La Paz: Huairuro, senda San José — -17.55 -65.34 EU192261-2 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Apolo 2009
MNKA 7190 P. danae La Paz: Huairuro, senda San José — -17.55 -65.34 EU192263-4 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Apolo 2009
MNKA 7273 P. danae LaPaz: SerraniaBdlaVista -15.68 -67.47 EU192265 Padial y DelaRiva,
Boalivia 2009
CBG 1166 P. fenestratus Territorio Indigena, Parque Nacional -16.75 -65.71 pendiente  pendiente pendiente
Bolivia  Isiboro Secure (Tipnis) San andita Este estudio
CBG 1832 P. fenestratus Territorio Indigena, Parque Nacional -14.35 -67.40 pendiente
Bolivia  Isiboro Secure (Tipnis) Villafatima Este estudio
CBG 609 P. fenestratus Bolivia Territorio Indigena, Parque Nacional -16.75 -65.71 pendiente Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
Isiboro  Secure (Tipnis) Santo
Domingo
CBG 685 P. fenestratus Bolivia  LaPaz, Suapi -16.11  -67.77 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
CCF 15 P. fenestratus Provincia Abel lturradde-Localidad -14.35 -67.40 pendiente pendiente pendiente
San Miguel del Bala (de media hora
Bolivia  a45 minutos subiendo el Rio Beni Este estudio
CCF 34 P. fenestratus Provincia Abel lturralde-Localidad -14.35 -67.40 pendiente pendiente
San Miguel del Bala (de media hora
Bolivia  a45 minutos subiendo el Rio Beni Este estudio
CCF 39 P. fenestratus Provincia Abel lturralde-Localidad -14.35 -67.40 pendiente pendiente pendiente
San Miguel del Bala (de media hora
Bolivia  a45 minutos subiendo el Rio Beni Este estudio
CCF9 P. fenestratus Provincia Abel Iturralde-Localidad -14.35 -67.40 pendiente pendiente pendiente
San Miguel del Bala (de media hora
Bolivia  a45 minutos subiendo el Rio Beni Este estudio
AMS 1142 P. fenestratus Bolivia  rio altamacho ipiri -16.05 -66.67 pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
AMS 1149 P. fenestratus Bolivia  Mosetenez -16.67 -66.48 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
MHNSM 9298 P. fenestratus no EF493703
dospon
Perti ible Heinickeet al., 2007
MNCN 43031 P. fenestratus Cochabamba: Los Guacharos -17.06 -65.48 EU192276 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009
MNCN 4109 P. fenestratus Bolivia  Cochabamba: L os Guécharos -17.06 -65.48 EU192276 Padial et al., 2009
MNCN-DNA P. fenestratus La Paz, Carretera Charazani-Apolo, EU712632
544 Bolivia  Yungas entrerio necosy rio Yuyo Padial et al., 2009
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente

MHMC 4919 P. fenestratus Pera Cusco, Cocha Camungo -1243 -70.67 EU712633 Padial et al., 2009

MNKA 66292 P. fenestratus LaPaz: Chalaldn -1419 -68.33 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009

MNKA 6629 P. fenestratus LaPaz: Chalalan EU192273 -14.19 -68.33 Padial y DelaRiva,
Boalivia 2009

MNKA 6630 P. fenestratus LaPaz: Sadiri, Arroyo Yariapo -12.39 -68.59 EU192274 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009

MNKA 6631 P. fenestratus Cochabamba: L os Guécharos -17.06 -65.48 EU192275 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009

AJC 1339 P. gaigei Antioguia Maceo 6.55 -74.78  JN991511 JIN991447  IN991376 Pinto-Sanchez et al .,
Colombia 2012

AJC 1360 P. gaigei TolimaRuinas Falan 9.13 -82.50  JN991512 JN991448 JIN991377  JQ025184  Pinto-Sanchez et al.,
Colombia 2012

CH 6471 P. gaigei PaBocas del Toro Rio Changuinola 9.13 82.50 JN991512  JIN991448 JN991377  JQ025184  Pinto-Sanchez et al.,
Panama 2012

KRL 0825 P. gaige Cocle 8.67  80.59 FJ38809  FJ438798 Pinto-Sanchez et al.,
Panaméa 2012

KRL 0864 P. gaigel Panama Cocle 8.67  80.59 FJ784412  FJ766791 Crawford et al., 2010

KRL 1079 P. gaigel Panama Panaméa 8.67 80.59 FJ784461 FJ784461 Crawford et al., 2010

KRL 1196 P. gaige Panaméa Cocle 8.67 80.59 FJ784487 FJ766789 Crawford et al., 2010

KRL 1202 P. gaige Panama Cocle 8.67  80.59 FJ784490 FJ766788 Crawford et al., 2010

KRL 8880 P. gaigei Cocle, Parque Nacional Omar 8.67 80.59 JIN991514  IN991450 JQ025185
Panama  TorrijosH., El Cope Crawford et al., 2010
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
MVUP 1910 P. gaigel Panama Cocle 868  80.60 FJ784490 FJ766790 Crawford et al., 2010
NPORS 0009 P. gaige Antioquia, Amalfi, La Guayana 6.82 75.15  JN991513  JIN991449 JIN991378  JQ025186 Pinto-Sanchez et al.,

Colombia 2012
USNM 572380 P. gaige Panarmé Cocle 867 8059 FJ766792 Crawford et al., 2010
USNM 572381 P. gaige Panamé Cocle 8.67 8059 FJ766789 Cranford et al., 2010
USNM 572382 P. gaigel Panarmé Cocle 867  80.59 FJ766789 Crawford et al., 2010
USNM 572383 P. gaige Panarmé Cocle 8.67 8059 FJ766788 Crawford et al., 2010
MNCN 42983 P. Koehleri Bolivia  SantaCruz, LaChonta -1765 -63.70  FJ438810 FJA38799/EU192280 Padial et al., 2009
MNCN 42986 P. Koehleri Bolivia Bolivia: Santa Cruz: La Chonta -17.65 -63.70 EU192281 Padial et al., 2009
MNCN 42990 P. Koehleri Santa Cruzz Km 6 Angostura- -18.18 -63.57 EU192278 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Samaipataroad 2009
MNCN 43013 P. Koehleri Santa Cruz: La Chonta -17.65 -63.70 EU192282 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009
MNKA 6627 P. Koehleri Santa Cruzz Km 6 Angostura- -18.18 -63.56 EU192279 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Samaipata 2009

CORBIDI 1952 P. lymani Pert No disponible pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 3684 P. lymani Pera Tumbes, El Caucho -3.81 -80.27 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 4283 P. lymani Lambayeque El Totoral-Quebrada -5.94  -79.56 pendiente pendiente  pendiente pendiente

Pera Palacios (Distrito de Salas) Este estudio

CORBIDI 4409 P. lymani Pera Tumbes, Quebrada faical -3.82 -80.26 pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 4572 P. lymani Pera Tumbes Quebradafaical -3.82 -80.26 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 5746 P. lymani Pert Cajamarca Jaén Bellavista -2.89 -73.02 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
CORBIDI 5753 P. lymani Pert Cajamarca Cutervo Puerto Malleta 235 -75.82 pendiente pendiente pendiente  Esteestudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
CORBIDI 5758 P. lymani Pera Amazonas, Cumba, Cumba -7.04  -76.09 pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 17760 P. lymani Ecuador Loja, valladolid -455  -79.13 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 33228 P. lymani Comuna  Numbiaranga, Barrio -4.21 -79.88 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Canguraka, Reserva Natural Lapiuna Este estudio
QCAZ 35508 P. lymani Zamora Chinchipe: Via Palanda -4.69 -79.13 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Zumba A 89 km de Vilcabamba Este estudio
QCAZ 46311 P. lymani Loja, Zamora-Huaico, Vertiente San  -4.10  -79.17 pendiente pendiente  pendiente
Ecuador  SImén Este estudio
QCAZ 47399 P. lymani Loja, Cantén: Celica, Ciudad de -4.10 -79.98 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Celicaa2 kmvia Almor Este estudio
QCAZ 47402 P. lymani Loja, Cantén: Celica, Ciudad de -4.10 -79.98 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Celicaa2 kmvia Almor Este estudio
QCAZ 47428 P. lymani Loja, Cantén: Puyango, Parrogquia: -3.99  -80.02 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Alamor, Camino de herradura que
sube desde Alamor, loma arriba 800
Ecuador  m, altitud 1550 Este estudio
QCAZ 47488 P. lymani Loja, Canton: Ceica, Ciudad de -4.10 -79.98 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Cdicaa2 kmvia Almor Este estudio
QCAZ 47490 P. lymani Loja, Cantén: Puyango, Parroquia: -3.99 -80.02 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Alamor, Camino de herradura que
sube desde Alamor, loma arriba 800
Ecuador m Este estudio
KU218019 P. lymani Ecuador Loja, 3.9kmELogja -3.99 -79.20 EF493392 Hedges et al., 2008
CORBIDI 4724 P. malkini Pert Loreto Andoas 235 -75.82 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
CORBIDI 4778 P. malkini Pert Loreto, Andoas, Rio Corrientes -3.07 -75.83 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
CORBIDI 5303 P. malkini Pera Loreto -235 -75.82 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 5863 P. malkini Loreto El Chino (Rio Yanayacu- -3.14 -77.30 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pera Cuenca dd Napo) Este estudio
QCAZ 25444 P. malkini Napo: Estacién Bioldgica Jatun -1.08 -77.61 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Sacha Este estudio
QCAZ 28294 P. malkini Monte Tour Puente dd Rio -0.03 -76.32 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Cuyabeno Este estudio
QCAZ 28296 P. malkini Monte Tour Puente dd Rio -0.03 -76.32 pendiente pendiente
Ecuador  Cuyabeno Este estudio
QCAZ 35904 P. malkini Ordlana: Parque Nacional Yasuni, -0.69 -76.43 pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  NPF, campamento Este estudio
QCAZ 35909 P. malkini Orelana: Parque Naciona Yasuni, -0.81 -76.40 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador Km 66, saladero Este estudio
MNRJ 40299 P. paulodutrai Canavieiras, BA -15.68 -3895  JX267360 JX267573  Canedo,C.
Brasil yHaddad,C.F 2012.
MNRJ 46880 P. paulodutrai BoaNova, BA -1435  -40.21 JX267297 JX267572  Canedo,C.
Brasil yHaddad,C.F 2012.
CORBIDI 4710 P. Perdvianus Pert Loreto, Andoas 235 -75.82 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
CORBIDI 5893 P. Perdvianus Loreto, Curupa (Rio Yanayacu- -2.89 -73.02 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pert Cuenca del Napo) Este estudio
CORBIDI 6394 P. Perdvianus San Martin  Picota Area de -314 -77.30 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pert Conservacion Municipal Chambira Este estudio
CORBIDI 6788 P. Perdvianus San Martin, Tarapoto, Carretera -2.35 -75.82 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pert Y urimaguas Este estudio
CORBIDI 7475 P. Perdvianus Pert Loreto Datem Sector 3 -12.80 -73.42 pendiente pendiente  Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
CORBIDI 7484 P. Pertvianus Pera Loreto Datem Sector 3 -1296 -73.62 pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 16754 P. PertGvianus Estacion Cientifica Yasuni PUCE. -0.68 -76.40 pendiente  pendiente pendiente
Ecuador ~ Sendero Boténico Este estudio
QCAZ 25494 P. Per(vianus Ecuador  Pastaza: Kapawi Lodge. -254  -76.86 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 25512 P. Per(vianus Ecuador  Pastaza: Kapawi Lodge. -254  -76.86 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 28331 P. Per(Qvianus Ecuador  Sucumbios: Puerto Bolivar -0.09 -76.14 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
QCAZ 39420 P. Perdvianus Pastaza: Cononaco, Bataburo Lodge, -1.21  -76.72 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador &l sur dela carretera desde Cononaco Este estudio
QCAZ 39470 P. Perdvianus Ordlanas Nuevo Rocafuerte, Alta -0.90 -75.44 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Florencia Este estudio
QCAZ 41487 P. Perdvianus Provinciaz  Zamora  Chinchipe, -4.23 -78.66 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Cant6n:  Nangaritza, Parroquia:
Zurmi, Locdlidad: Las Orquideas,
Ecuador  zonaalterna alrededor del poblado Este estudio
QCAZ 41517 P. Perdvianus Zamora Chinchipe, Miazi Alto, -4.26 -78.62 pendiente pendiente  pendiente
Ecuador ~ Campamento "Tepuy" Este estudio
QCAZ 41559 P. PertGvianus Miazi Alto, Rio que bga dd -425 -78.61 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  campamento Este estudio
QCAZ 42424 P. PertGvianus Ecuador, MoronaSantiago, Macas, -2.10 -77.77 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Macuma, Wisui Este estudio
QCAZ 42474 P. Per(vianus MoronaSantiago, Macas, Macuma, -211 -77.76 pendiente pendiente pendiente
Ecuador ~ Wisui Este estudio
QCAZ 46355 P. Perdvianus Ecuador ~ Wisui, Morona Santiago, Ecuado -211  -77.74  pendiente pendiente pendiente  Esteestudio
QCAZ 46379 P. Per(ivianus Morona Santiago, Canton: Logrofio, -2.82 -78.00 pendiente pendiente
Ecuador  Parroquia: Y aupi Este estudio
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
QCAZ 46381 P. Pertvianus Morona Santiago, Canton: Logrofio, -2.82  -78.00 pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Parroquia: Y aupi Este estudio
QCAZ 46413 P. PertGvianus Morona Santiago, Cantén: Tiwintza, -2.90 -77.89 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Ecuador  Parroquia: San José de Morona Este estudio
AJC 2025 P. PerGvianus PerG:  Huanuco, Puerto Inca, -9.61 -74.94 JN991461  JIN991392
Panguana, Rio Yuyapichis (AKA
Perti Rio Llullapiches) near Rio Pachitea Heinicke et al., 2007
MHNSM9267 P. Perdvianus PN Manu -12.01 -71.76 EF493707 HenickeM.P,,
Dudlman,W.E. y
Perti Hedges,S.B.
AFlab 426 P. ramagii Igarassu, PE -7.83 -3491 JX267380 Canedo y Haddad,
Brasil 2012
MNRJ 36751 P. ramagii Pilar, AL -959 -3595 JX267318 JX267658 Canedo y Haddad,
Brasil 2012
MNRJ 46788 P. ramagii Itaporanga D'Ajuda, SE -11.01 -37.31 JX267299 JX267576  Canedo y Haddad,
Brasil 2012
MNRJ 50249 P. ramagii Murici, AL -11.01 -37.31 JX267319 JX267659  Canedo y Haddad,
Brasil 2012
CORBIDI 5469 P.reichle Pera Cusco, La Convencion, KP 59 -3.07 -75.83 pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 5741 P.reichle Pera No disponible pendiente pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 6652 P.reichle Pera No disponible pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
IDLR 477 P.reichle Puno: Entre Puerto Leguia y San -1343 -70.37 EU192285 Padial y DelaRiva,
Pera Gaban 2009
MNCN 43012 P.reichle Cochabamba: L os Guécharos -17.06 -65.48 EU192286 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009



113

N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente

MNCN 43249 P.reichle Cusco: 5 kmfrom San Lorenzo hacia -11.01 -37.31 EU192288 Padial y DelaRiva,
Perti Quince Mil 2009

MNCN DNA P.reichle Pando: Bioceanica -6.89 -77.39 EU712719 Padial y DelaRiva,

9476 Bolivia 2009

MNCN DNA P.reichle Cusco: Pantiacolla -1352 -71.97 EU712720 Padial y DelaRiva,

9487 2009

MNKA 6621 P.reichle Cochabamba: L os Guécharos -17.06 -65.48 EU192287 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009

CORBIDI 6949  P. rhabdolaemus Ayacucho La Ma Carretera -12.34 -72.87 pendiente pendiente  pendiente pendiente
Pert Chiquintirca- San Antonio Este estudio

CORBIDI 8176  P. rhabdolaemus pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio

CORBIDI 8204  P.rhabdolaemus  Perti Cusco La Convencion KP 158 -6.89 -77.39 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio

KU173492 P. rhabdolaemus Cuzco, Buenos Aires -13.52 -71.97 EF493706 Padial y DelaRiva,
Pert 2009

KU291651 P. rhabdolaemus Pasco, 29 km N, 55 km E -1045 -7515 EU186724 EU186706 Padial y DelaRiva,
Pert Oxapampa 2009

MNCN P. rhabdolaemus Santa Cruz, Serrano de la Siberia, -17.83 -64.75 EU192258 Padial y DelaRiva,

DNA3940 Bolivia  between El Empalme yCarahuasi 2009

MNCN P. rhabdolaemus Santa Cruz, LaYunga -18.11 -63.96 EU192257 Padia y DelaRiva,

DNA4120 Bolivia 2009

MNCN DNA P. rhabdolaemus : Cusco, Cosnipata -13.07 -71.18 FJ438813 FJ438802 Padial y DelaRiva,

9494 Pera 2009

AMS 1400 P. samaipatae Bolivia  SantaCruz, Refugio los volcanes -18.17 -63.61 pendiente pendiente pendiente  Esteestudio
AMS 1410 P. samaipatae Bolivia  SantaCruz, Refugio los volcanes -18.17 -63.61 pendiente pendiente pendiente  Esteestudio
MNCN 42987 P. samaipatae Bolivia Santa Cruzz Km 6 Angostura— -18.18 -63.56 EU192292 Pecial y DelaRiva,
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
Samaipata road 2009
MNCN 42988 P. samaipatae Santa Cruzz Km 6 Angostura— -18.18 -63.56 EU192290 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Samaipataroad 2009
MNCN 42989 P. samaipatae Santa Cruzz Km 6 Angostura— -18.18 -63.56 FJ438814  EU192291 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Samaipataroad 2009
MNKA 6626 P. samaipatae Santa Cruzz Km 6 Angostura— -18.18 -63.56 EU192289 Padial y DelaRiva,
Bolivia  Samaipataroad 2009
EF493393 P. skydmainos Perti Perti -9.09 -75.16 EF493393 Hedges et al., 2008
AMS 1595 P.sp Bolivia  Pando Bai -11.95 -68.65 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Este estudio
BO 109 P.sp Bolivia  Pando San José -11.63 -66.55 pendiente pendiente  Este estudio
OQM 123 P.sp Bolivia  Valede sacta -17.12  -64.77 pendiente pendiente pendiente  Este estudio
CORBIDI 0685 P. sp. San Martin, Marisca Caceres, -6.89 -77.39 pendiente pendiente pendiente
Pera Laguna Negra Este estudio
CORBIDI 7426 P. stictogaster Pert Pasco, Oxapampa, Osoplaya -12.34  -72.87 pendiente  Esteestudio
CORBIDI 7427 P. stictogaster Pert Pasco, Oxapampa, Osoplaya -12.34  -72.87 pendiente pendiente  pendiente pendiente  Esteestudio
KU291659 P. stictogaster Perti Perti -1045 -7.15 EF493704 EF493445 Heinicke et al., 2007
EU186650 P. terraebalivaris  Trinidad Tobago, caKing's Bay 1050 -61.23 EU186650
y Tobago Heinicke et al., 2007
CORBIDI 5273 P. toftae Madre de Dios, Tambopata, -5.94 -78.66 pendiente  pendiente pendiente
Pert Baltimore Este estudio
KU215493 P. toftae Perti Madre de Dios, Cuzco Amazonico -11.77 -70.81 EF493353 Hedges et al., 2008
MNCN 43025 P. toftae Cochabamba: L os Guacharos -17.06 -65.48 EU192293 Padial y DelaRiva,
Bolivia 2009
MNCN 43246 P. toftae Bolivia Cusco: San Pedro, Vale de EU192294 Hedges et al., 2008
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N° de Museo Especie Pais L ocalidad Lat. Lon. 12S 16S COl RAG1 Fuente
Marcapata

AFlab 0445 P. vinhai Una, BA -15.16 -39.21  JX267412 JIX267492 JX267593  Canedo y Haddad,
Bolivia 2012

AFlab 0923 P. vinhai Serra do Teimoso, BA -15.15 -39.52 JX267343 JX267586  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MNRJ 46479 P. vinhai BoaNOva, BA -1436 -40.21 JX267301 JX267585  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MTR 13504 P. vinhai Trancoso, BA -16.59 -39.10 JX267363 JX267588 Canedo y Haddad,
Brasil 2012

MTR 13607 P. vinhai Camacan, BA -1541 -3950  JX267408 JX267364 JX267589  Canedo y Haddad,
Brasil 2012

ROM43978 P. zeuctotylus Guyana  District 8, Mount Wokomung 508 -59.83 EU186678 Hedges et al., 2008




Tabla 3. Cebadores utilizados en el presente estudio.

Gen Cebador Secuenciadel Primer (5-'3') Direccion FUENTE

COl dgHCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAR Reversa Meyer et al. (2005)

COl dgLC0O1490 GGTCAACAAATCATAAAGAYA Derecha Meyer et al. (2005)

COl HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Reversa Folmer et al (1994)

COl LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Derecha Folmer et al (1994)
RAG1 R182 GCCATAACTGCTGGAGCATYAT Derecha Heinike et al. (2007)
RAG2 R270 AGYAGATGTTGCCTGGGTCTTC Reversa Heinike et al. (2007)

12S MV Z50 TCTCGGTGTAAGCGAGAGGCTT Reversa Gaybeal et al. (1999)

12S dgMVZ50 TYTCGGTGTAAGY GARAKGCTT Reversa Graybeal, 1997

12S MVZ59 ATAGCACTGAAAAYGCTDAGATG Derecha Gaybeal et al. (1999)

12S 125h (1252-L) AAAGGTTTGGTCCTAGCCTT Derecha Goebel, 1996

12S 12SK TCCRGTAYRCTTACCDTGTTACGA Reversa Goebel, 1999

16S 12Sm GGCAAGTCGTAACATGGTAAG Derecha Darst and Cannatella, 2004

16S 16Sa ATGTTTTTGGTAAACAGGCG Reversa Palumbi et al. 1991

16S 16Sc TATGGCCTAAAAGCTGCCAC Derecha Moriarty and Cannatella, 200

16S 16H47 AAAGRGCTTAGRTCTTTYGCA Reversa Heinike et al. (2007)

16S 16Sbr-H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Reversa Palumbi et al. (1991)
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Tabla 4. Model os de substitucion obtenidos para cada particién utilizada en los andlisis filogenéticos. Las abreviaciones son: | = Proporcion

de sitios invariables, G = Pardmetro de forma de la distribucion gamma de la tasa de variacion.

FRECUENCIA DE SUBSTITUCION

FRECUENCIA DE BASES

PARTICION MODELO
I G AC AG AT CG CT GT A C G T
12S GTR+I+G | 0.231 | 0.764 | 3.641| 8957 | 3.897 | 0.660 | 18.498 |1.000| 0.375 | 0.231 | 0.147|0.247
tRNA-Val K80+G - 10.821 - - - - - - - - - -
16S GTR+I+G | 0.195| 0.631 |3.818| 7.630 | 4.398 | 0483 | 21.636 |1.000| 0.387 | 0.237 | 0.129| 0.247
RAGL (Primer codon) HKY +1+ G | 0450 | 0.943 - - - - - - 0.354 | 0.186 |0.253|0.208
RAGL (Segundocodon) | SYM+1 [0123| - [0.795| 4.090 | 1.002 | 0.734 | 5.197 |1.000| - - - -
RAGLI (Trecer codon) HKY +1+ G | 0.007 | 1.553 - - - - - - 0.382 | 0.259 |0.126 | 0.233
COl (Primer codon) SYM + G - 10813 |0576| 4878 | 0509 | 0.155 | 9518 |1.000| - - - -
COlI (Segundo codon) K80 + | - - - - - - - - - - - -
COlI (Tercer codon) HKY +1+ G | 0.007 | 1.553 - - - - - - 0.382 | 0.259 |0.126|0.233
Matriz Completa GTR+I+G | 0432 | 0424 |4.659| 8.646 | 4.558 | 0.436 | 22.754 | 1.000| 0.384 | 0.230 |0.131|0.255
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Tabla 5. Variables acusticas de |os cantos de anuncio utilizadas en e presente trabajo para P. conspicillatus sensu lato.

Parametro Descripcién
Duracion de lallamada Tiempo desde el principio hastael final delallamada
Notas por Ilamado Numero de notas que contiene cada canto

Frecuenciadominante del lamado  Frecuencia que contiene la mayor energia durante e canto

Frecuencia fundamental del llamado Frecuencia que contiene la mayor energia en la primera armoénica

Pul sos por nota Numero de pul sos que contiene cada nota del canto
Tiempo de subida del llamado Tiempo en el desde @ principio del canto hasta el punto en e cual alcanzala mayor amplitud
NUmero de armonicas NUmero de armoni cas contenidas en cada llamado
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Tabla 6. Estimacion de |os tiempos de divergencia evolutiva para el grupo de especies P. conspicillatus y P. PerGvianus en base a tiempos de
calibracion propuestos en la literatura: 57 Ma (Heinike et al., 2007), 92.31 Ma (Wiens, 2007), 80 Ma (Wiens et al., 2011), 70 Ma (Wiens,

2011), 50 Ma (Roelants et al., 2007).

Tiempo estimado en Ma

CLADO 57 92.31 80 70 50
P. Peravianus-P. conspicillatus 30.19 45.59 39.52 38.25 26.81
Pristimantis Peruvianus 18.48 31.19 18.49 23.38 16.56
Pristimantis conspicillatus 27.04 50.84 44.05 34.29 24.01
Pristimantis euphronides 23.39 39.46 34.17 29.67 20.78
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Tabla 7. Medidas de Prioridades de Conservacion, calculadas en el médulo de Tuatara del
programa Mesquite en Base ala Distincion Evolutiva (ED) y la Distincion Evolutiva de los
clados (EDc) para cada especie. Orden en base a las categorias de amenaza de la UICN de

|a Ultima columna.

Especie ED EDc UICN
Pristimantis affinis VU
Pristimantis condor 0.2408 0.2812 VU
Pristimantis koehleri 0.2814 0.229 No evaluada
Pristimantisreichlel 0.5316 0.5144 No evaluada
Pristimantis sagittulus 0.3439 0.3556 No evaluada
Pristimantis achatinus 0.1401 0.118 LC
Pristimantis caprifer LC
Pristimantis chiastonotus 0.4633 0.5146 LC
Pristimantis consicillatus 0.1274 0.0941 LC
Pristimantis danae 0.5775 0.6011 LC
Pristimantis fenestratus 0.1964 0.144 LC
Pristimantis gaigei 0.4945 0.5073 LC
Pristimantis lymani 0.5327 LC
Pristimantis malkini 0.2457 0.2395 LC
Pristimantis nervicus 0.2443 LC
Pristimantis Perivuanus 0.3522 0.3662 LC
Pristimantis ramagii 0.5764 LC

Pristimantis rhabdolaemus 0.3208 0.2827 LC



Pristimantis samaipatae
Pristimantis skydmainos
Pristimantisterraebolivaris
Pristimantis euphronides
Pristimantis shrevei
Pristimantis adiastolus
Pristimantis albertus
Pristimantis ani ptopal matus
Pristimantis avicuporum
Pristimantis bi punctatus
Pristimantis citriogaster
Pristimantis stictogaster
Pristimantis sp. (ECC1)
Pristimantis sp. (ECC2)
Pristimantis sp. (ECC3)
Pristimantis sp. (ECCA4)
Pristimantissp. (ECNC 1)
Pristimantis sp. (ECNC 10)
Pristimantis sp. (ECNC 13)
Pristimantis sp. (ECNC 14)
Pristimantis sp. (ECNC 15)
Pristimantis sp. (ECNC 16)
Pristimantis sp. (ECNC 17)

Pristimantis sp. (ECNC 18)

0.4773

0.6123

0.4225

0.427

0.1244

0.2034

0.5732

0.2081

0.218

0.1687

0.1826

0.5546

0.1733

0.1433

0.1833

0.3038

0.5007

0.4248

0.4292

0.1677

0.2778

0.2691

0.6144

0.3285

0.202

0.1947

0.2477

0.1511

0.1584

0.3511

0.5978

0.2692

0.2887

0.2814

0.1904

0.1334

0.1904

LC

LC

LC

EN

EN

DD

DD

DD

DD

DD

DD

DD

121



122

Pristimantis sp. (ECNC 19) 0.1964 -
Pristimantis sp. (ECNC 2) 0.4047 -
Pristimantis sp. (ECNC 20) 0.1917 0.2336 -
Pristimantis sp. (ECNC 21) 0.135 0.101 -
Pristimantis sp. (ECNC 22) 0.1733 0.1504 -
Pristimantis sp. (ECNC 3) 0.3723 0.3202 -
Pristimantis sp. (ECNC 3) 0.1927 0.175 -
Pristimantis sp. (ECNC 4) 0.3829 -
Pristimantis sp. (ECNC 5) 0.6264 -
Pristimantis sp. (ECNC 6) 0.8518 0.8765 -
Pristimantis sp. (ECNC 7) 0.5343 0.5678 -
Pristimantis sp. (ECNC 8) 0.6028 0.5904 -
Pristimantis sp. (ECNC 9) 0.5776 0.6208 -

Tabla 7. Continuacion.
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Protocolo Tiocinato-Guanidina utilizado para la extraccion de ADN con

modificaciones redlizadas en el laboratorio de biologia molecular de la divison de

Herpetologia del QCAZ

LisisCelular

1

Calentar la solucion de lisis a 55°C hasta que el precipitado vuelva a estar en
solucion.

Colocar 10 mg de tejido macerado en un tubo de 1.5ml gque contenga 300ul de la
solucion de lisis de células.

Afiadir 3-5ul e proteinasa K (20mg/ml), dar un vortex rgpido e incubar de 3-6 horas
(dejarlo durante toda la noche s fuera necesario) a 55°C hasta que €l tgido se haya
digerido.

Durante el proceso de lisis, las muestras deben ser agitadas por lo menos cada 30
minutos.

Dar un vortex suave para homogenizar.

Enfriar las muestras a temperatura ambiente.

Precipitacion proteica

1.

2.

3.

Afadir 100ul de Solucién de precipitacion de proteinas en cada tubo con células
lisadas y dar un vortex de 10-20 segundos para mezclar e contenido.

Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

Tradadar el sobrenadante, que contiene ADN a un tubo nuevo de 1.5ml
previamente rotulado. El pellet formado en el fondo del tubo contiene proteinas y

es descartado.
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Precipitacion de ADN

1. Afadir 300ul de Isopropanol frio (-20°C) y mezclarlo invirtiendo el tubo varias
VECES.

2. Centrifugar a unavelocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

3. Descartar e sobrenadante con mucho cuidado para no perder el pellet, que en este
caso contiene el ADN.

4. Afadir 300ul de etanol 70% e invertir varias veces el tubo para lavar € pellet de
ADN.

5. Centrifugar a unavelocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

6. Descartar unavez mas el sobrenadante.

7. Paraevitar los residuos de etanol en el tubo, dejarlo con la tapa abierta durante una
hora aproximadamente de manera que se evapore, teniendo cuidado de que € pellet
no se deshidrate demasi ado.

Hidratacién de ADN y almacenamiento

1. Anfadir 50ul de 10mM TrisCl, pH 8.0, Resuspender el ADN dando golpes suaves a

labase del tubo.

2. Almacenar hasta el dia siguiente a-20°C
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Anexo 2. Protocolos de PCR. latemperatura es en grados centigrados y el tiempo se

encuentra en segundos.
GEN CICLOS |TEMPERATURA| TIEMPO
1 o7} 02:00
42 00:30
72 01:00
5 A 00:30
_ 42 00:30
125 165 72 01:00
22 o7} 00:30
50 00:30
72 01:00
1 4 o
GEN CICLOS |TEMPERATURA TIEMPO
1 9 02:00
50 00:30
72 01:00
10 9 00:30
42 00:30
COl 72 01:00
29 9 00:30
57 00:30
72 01:00
1 72 5
1 4 o
GEN CICLOS |TEMPERATURA TIEMPO
1 94 05:00
32 9 00:30
60 00:30
RAGL 72 00:30
1 72 07:00
1 4 o0
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Anexo 3. Descripcion de Pristimantis conspicillatus traducido de Ginther, 1858.

Hyloides conspicillatus

Delamitad del tamafio que Rana esculenta. Hocico méas bien alargado y puntiagudo.
Dientes vomerinos en dos series muy oblicuas cada una comienza en el borde inferior de la
nariz llegando detras de dlos; lengua con unamuy pequefia muesca por detras; timpano de
la mitad del tamafio del ojo. Discos bastante conspicuos. Por encima de color marron,
region loreal de color marrdn oscuro; con una barra negrusca entre 10s 0jos, otra oblicua
desde el ojo y por encima del timpano y la tercera por debgjo del 0jo; dorso marmolado
oscuro; extremidades con agunas bandas cruzadas de color negrusco; parte posterior de las
piernas de color negro, marmolado con blanco; vientre de color grisaceo blanco,

marmolado con marrén negrusco.

a. Hembra adulta. No en buen estado. Andes de Ecuador. De la coleccion de Mr. Fraser.

Largo del cuerpo 1 2/3"” ( 4,23 cm); largo de la extremidad anterior 1 1/6’" (2,96 cm);
largo de la extremidad posterior 3’ (7,62 cm) ; largo del 4to dedo del pie 5/6"" (2,1167).
Los huevos son bastante grandes, la mitad del tamafio de un guisante, y hay solo 16 en una

mitad del ovario.
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Anexo 4. Expedicion de Luis Fraser en Ecuador.

Louis Fraser fue un historiador natural, enviado a Ecuador durante 1857-1859 por Philip
Luter Sclater de la Sociedad Zooldgica de Londres, con el principal objetivo de hacer
colectas ornitoldgicas y de mamiferos, sin embargo durante el tiempo que permanecio en

€l pais también hizo colectas de reptiles, anfibios, insectos, etc.

Fraser arrib6 al puerto de Guayaquil € 20 de septiembre de 1857 pero el primer lugar de
colecta fue Cuenca, donde permaneci6 a partir del 6 de octubre hasta noviembre de 1857 y
regresd en marzo hasta mayo de 1858. Los meses de diciembre, enero y febrero colecté en
Gualaguiza y Zamora. Durante junio de 1858 se dirige a norte del pais a su encuentro con
Edward Cope en Quito, ese mismo mes realiza colectas en Riobamba, luego continta sus
expediciones en Chillanes y Pallatanga (el cual era su lugar base y es donde regresaba
constantemente hasta mediados de diciembre de 1858), durante este tiempo también
realizo colectas en las localidades de Matos Pinipi y Titiacun. En 1859 Fraser hace colectas
en Riobamba y Panza asi también organiza expediciones a LIoa, Guapulo, Guagua y Rucu
Pichincha. Entre julio y septiembre permanece en Babahoyo por el rio Guayaquil. A
principios de octubre se dirige a Esmeraldas donde realiza sus Ultimas expediciones antes
de abandonar Ecuador en Diciembre de 1859.

La fechas de colecta de Pristimantis conspicillatus para restringir la localidad donde fue
colectada son inciertas. Sin embargo el prélogo del catalogo Batrachia Salienta in the
Collection of the British Museum esta firmado con fecha del primero de julio de 1858 por
lo tanto la colecta de P. conspicillatus tiene que haber sido en la primera expedicién de

Fraser en Ecuador (Cuenca-Gualaquiza-Zamora).
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