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RESUMEN

Aproximadamente el 90% de especies del género Pristimantis (Anura: Strabomantidae)
han sido descritas bajo enfoques morfol6gicos en las Ultimas décadas. Sin embargo, la
complejidad taxonémica que posee este género se evidencia en la mayoria de estas
descripciones. En base a este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo
determinar la posicion filogenética de Pristimantis paganus sp. nov., mediante andlisis
morfoldgicos y moleculares. El arbol filogenético se obtuvo por andlisis de maxima
verosimilitud a partir de los genes mitocondriales 16S, 12S, COl y el gen nuclear RAGL1.
Los resultados demuestran que P. paganus sp. nov. y sus especies hermanas forman
un grupo monofilético con una alta divergencia genética (distancia p corregida < 4%)
junto con otras especies del grupo P. prolatus. P. paganus sp. hov. se caracteriza
morfolégicamente por poseer una coloracién dorsal homogéneamente negra, vientre
marmoleado (menor intensidad en machos) y una mayor longitud hocico-cloaca (LRC)
= machos (17.20-21.5 mm) - hembras LRC = (24.84-29.8 mm) dentro del grupo.
Pristimantis paganus sp. nov., es una especie endémica de las estribaciones orientales
de Ecuador pertenecientes a Napo y Pastaza. Este estudio destaca la importancia de
documentar la biodiversidad dentro de la Reserva Biolégica Colonso Chalupas.

PALABRAS CLAVE: Taxonomia integrativa, alopatria, diversidad criptica, variedad
fenotipica.
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ABSTRACT

Approximately 90% of species from the Pristimantis genus (Anura: Strabomantidae)
have been described using morphological characters only. Nevertheless, the taxonomic
complexity of this genus is evident in these descriptions. Based on this context, the
present investigation aimed to determined the phylogenetic position of Pristimantis
paganus sp. nov. by morphological and molecular analyses. The phylogenetic tree is
obtained on likelihood maximum likelihood analyses from mitochondrial genes 16S, 12S,
COlI and the nuclear RAG1 gen. Results show that P. paganus sp.nov. and related
species, form a monophyletic group with a high genetic divergence (distance p corrected
<4%) along with other species from the P. prolatus group. P. paganus sp. nov. is
morphologically characterized by its black homogeneous dorsal coloration, a marble
belly (less intensity for males), and a bigger size (males (SVL 17.20-21.5 mm) - females
(SVL 24.84—-29.8 mm)) within the group. P. paganus sp. nov. is an endemic species from
the eastern foothills of Napo and Pastaza provinces. This study underlines the
importance of documenting biodiversity within the Colonso Chalupas Biological Reserve.

KEYWORDS: Integrative taxonomy, allopatry, cryptic diversity, phenotypic variety.
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Keyko Loza?, Mauricio Ortega?, Mario Yanez2.

1.~ Facultad de Ciencias de la vida, Universidad Regional Amazoénica Ikiam,
Tena, Ecuador.

2 Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO), Quito, Pichincha, Ecuador.

INTRODUCCION

Los anfibios en Ecuador conforman uno de los componentes mas ricos en cuanto a la
fauna de vertebrados, con un total de 671 especies reportadas [1]. Entre ellas, el género
Pristimantis (Strabomantidae), uno de los géneros de desarrollo directo mas diversos y
ampliamente distribuidos en el Neotrépico, con 254 especies formalmente descritas en
Ecuador [2]. Sin embargo, segun la Lista Roja de anfibios de Ecuador, un 60% de estas
especies se encuentran en alguna categoria de amenaza [3]. Ademas, debido a la
complejidad taxonémica, filogenias incompletas y a la alta variedad fenotipica que posee

el género, se estima que su diversidad se encuentra subestimada[4].

En general, la descripciobn de nuevas especies de este género ha aumentado
considerablemente en las Ultimas dos décadas [5-8]. No obstante, alrededor del 90%
han sido descritas o reportadas bajo un enfoque tradicional de taxonomia morfolégica
[7,9-14]. Hasta 2018, la mayoria de las especies de este género descritas en Ecuador
tuvieron una asignacioén preliminar erronea dentro del género Eleutherodactylus [11]. De
la misma manera Pristimantis prolatus dentro del grupo Pristimantis unistrigatus [2] y

Pristimantis bicantus y Pristimantis nelsongalloi en el grupo myersi [26-27].

En contraste, la taxonomia integrativa se refiere al estudio de multiples fuentes de
evidencia para reconocer y establecer limites entre especies [15]. De este modo, la
aplicacion combinada de caracteres moleculares y morfoldgicos ha demostrado ser Uutil
para delimitar y describir especies nuevas dentro de este grupo de anfibios [7]. Desde
una perspectiva taxondmica, la descripcioén y delimitacion de especies es importante
puesto que aporta informacion para estimar el estado de conservacion de linajes
especialmente de grupos morfolégicamente cripticos.
1



En los Andes orientales de Ecuador, el Parque Nacional Llanganates (PNLL) y la
Reserva Biologica Colonso Chalupas (RBCC) han sido exploradas en los ultimos afios,
donde se han registrado diversidad criptica asociada a ranas Pristimantis [16,17]. La
conservacion de estas areas es importante puesto que albergan una gran diversidad de
especies que pertenecen a ecosistemas sensibles incluyendo zonas de paramo. No
obstante, en la RBCC la mayor parte del territorio se encuentra inexplorado,
estimandose que existe un vacio de informacion en el area [18]. A pesar de ser una
zona protegida, en 2021 se han registrado puntos de actividad minera dentro de la
misma [19].

Adicionalmente, aunque Ecuador es un pais megadiverso también es uno de los que
mayor explotacion forestal presenta. Estos hechos, afectan negativamente a las
poblaciones de anfibios, los cuales presentan una alta vulnerabilidad a alteraciones de
origen antrépico[20]. Asi, el descubrimiento y estado de conservacion de nuevas
especies podria fortalecer las estrategias de manejo y proteccion de esta region. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio es evaluar la posicion filogenética y el estado
taxondmico de una especie de rana Pristimantis proveniente de la Reserva Biolégica
Colonso Chalupas, de la provincia de Napo, Ecuador basada en lineas de evidencia

morfoldgica y genéticas.

METODOS

Declaracion ética

En esta investigacion se colectaron especimenes y se obtuvieron muestras de tejido
siguiendo protocolos técnicos propuestos por Heyer et al. [21]. Los especimenes
colectados fueron depositados en el Instituto de Biodiversidad del Ecuador, bajo los
permisos MAE-DNB-CM-2016-0045, 2017-0062 y 2019-0120 emitidos por el Ministerio

del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica del Ecuador.

Trabajo de campo

Los muestreos en campo se llevaron a cabo en 2016 (0.93527° S; 77.92683° W, 2206
msnm), 2017 y 2021 (0.93829° S; 77.94833° W, 2157 msnm) en la Reserva Bioldgica
Colonso Chalupas, Provincia de Napo, Ecuador. Durante el 12 al 24 diciembre de 2021,

se realizaron colecciones en el Cerro de Abitagua (1.36217° S, 78.10865° W; 2200 m),
2



Parque Nacional Llanganates, Provincia de Pastaza, Ecuador.

Los especimenes recolectados fueron fotografiados vivos y luego fijados en menos de
24 horas después de su captura. Para la fijacion de especimenes se us6 formalina al
10% y se preservaron en alcohol al 70%. Previamente, se realiz6 la extraccion de tejido
hepatico, mismos que fueron etiguetados con el respectivo cddigo de campo y
almacenados en alcohol al 96%. Se tomaron notas sobre la ecologia, latitud, longitud,
altitud usando un GPS Garmin® Montana 650.

Muestreo de taxones

El material colectado fue examinado y comparado con especimenes depositados en las
colecciones Herpetoldgicas del Museo Ecuatoriano de Ciencias Naturales del Instituto
Nacional de Biodiversidad, Quito (DHMECN) [22]. La terminologia taxonémica sigue la
propuesta de Duellman y Lehr [23].

Andlisis morfolégicos

Las medidas morfométricas se tomaron con un calibrador electrénico (precision 0,01
mm, redondeado a 0,1 mm). Se tomaron las siguientes medidas morfolégicas [23]: (1)
longitud hocico-cloaca (LRC) = distancia desde la punta del hocico hasta el margen
posterior de la cloaca; (2) ancho de la cabeza (AC) = mayor ancho de la cabeza medido
al nivel de la articulacion de la mandibula; (3) longitud de la cabeza (LC) = distancia
desde la punta del hocico hasta el angulo posterior de la articulacion de la mandibula,
donde toque los puntos de referencia con las puntas de las pinzas; (4) diametro
horizontal del ojo (DO) = distancia entre los bordes anterior y posterior del ojo; (5)
distancia interorbital (DIO) = la amplitud del craneo entre las 6rbitas; (6) distancia ojo-
fosa nasal (DON) = distancia desde el margen posterior de la fosa nasal hasta el margen
anterior del ojo; (7) diametro timpanico (DT) = distancia entre los margenes externo
anterior y posterior del anillo timpanico; (8) longitud de la tibia (LT) = longitud de la pierna
desde la rodilla hasta el talén; (9) ancho del parpado (AP) = distancia perpendicular del
parpado superior; (10) longitud del fémur (LF) = longitud del fémur desde la cloaca hasta
la rodilla; (11) longitud del pie (LP) = distancia desde el talén hasta la punta del dedo del
pie IV, incluida en la medicion la longitud del tarso y el pie; (12) longitud de la mano (LM)
= desde el borde proximal del tubérculo palmar hasta la punta del dedo llI; (13) ancho

del disco del dedo Il (IIIDM) = medido a través de la parte mas ancha del disco lllI; (14)

3



ancho del disco del dedo IV (IVDP) = medido a través de la parte mas ancha del disco
IV. Los dedos fueron numerados de forma preaxial a postaxial de | a IV. Se determinaron
las longitudes comparativas de los dedos del pie lll y V, ambos comparados con el dedo
del pie 1V; se estimaron las longitudes de los dedos | y Il comparados entre si. El sexo,
la madurez de los especimenes y la condicion reproductiva se delimitaron mediante la
identificacion de hendiduras vocales, tamafio y a través de la observacion directa de
gonadas mediante un corte dorsolateral. El color en vida se determind en base a
fotografias tomadas en el campo.

Datos genéticos

Se extrajo ADN de tejido hepatico de 4 individuos (DHMECN 15588, DHMECN 15589,
DHMECN 15590, DHMECN 15591) utilizando un método de aislamiento con el kit
Promega Wizard™ SV Genomic DNA Purification System
(https://www.fishersci.ca/shop/products/promega-wizard-sv-genomic-dna-purification

system-3/pra2361), siguiendo el manual del fabricante. Se amplificaron a través de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) secuencias de tres genes mitocondriales
(16S, 12S y Citocromo oxidasa subunidad 1 - COIl) y un gen nuclear activador de
recombinacion (RAG1). Dichos marcadores moleculares forman parte del cédigo de
barras de ADN universal en anfibios [24]. De este modo, combinar genes mitocondriales
altamente conservados y genes nucleares con tasas mutacionales menores permite

obtener una filogenia mas robusta.

El gen 16S se amplificd usando los cebadores: 16sSar-
L(CGCCTGTTTATCAAAAACAT)/16sSbr-H (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT) [25].
Para el gen 12S se  utilizd6 12sL4E(TACACATGCAAGTYTCCGC)/12sH10
(CACYTTCCRGTRCRYTTACCRTGTTACGACTT) [26]. El gen COI fue amplificado
utilizando los cebadores: dgLCO-1490
(GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG)/dgHCO
(TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA) [27]. Finalmente, el gen RAG se amplificé con
los  cebadores: RAG1-R182 (GCCATAACTGCTGGAGCATYAT)/RAG1-R270
(AGYAGATGTTGCCTGGGTCTTC) [26].

Se usaron alineaciones de genes concatenados con el software Geneious Prime
v2022.0.1 [28] para ensamblar secuencias en las direcciones 5’ a 3’ y viceversa de los

genes 16S, 12S, COIl y RAG1. La secuenciacion fue llevada a cabo en la empresa
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Macrogen (Correa del Sur). Las nuevas secuencias generadas (Anexo Tabla 1) se
alinearon con todas las secuencias disponibles para el género Pristimantis depositadas
en GenBank hasta la fecha (17-12-2022) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). La
calidad de los datos de ADN se editd manualmente en el software Geneious Prime
v2022.0.1 [28] antes del alineamiento multiple, eliminando los “gaps” de las secuencias

para reducir el ruido en la hipermatriz.

Andlisis filogenético

El alineamiento de las secuencias multiples de cada gen se realizé utilizando el servidor
en linea MAFFT v7.017 (Multiple Sequence Alignment) [29] con parametros por defecto.
Se seleccionaron a Epipedobates boulengeri, Craugastor longirostris y Niceforonia
elassodiscus como grupos externos para ubicar la raiz de la filogenia por ser mas
ancestrales con respecto al género Pristimantis [23]. La matriz final concatenada se
realizd6 en Mesquite v3.61 [30] la cual contenia 1177 terminales con 3100 pb (998 pb
para 16S; 846 pb para 12S; 615 pb para COl y 641 pb para RAG1).

Se us6 un algoritmo de maxima verosimilitud (llikelihood) en IQTree v2.2.0 web-server
[31]. Los modelos de sustitucién nucleotidica se estimaron con ModelFinder [32]
implementado en el servidor de 1QTree, para un total de 8 particiones, uno para cada
gen no codificante (12S y 16S) y uno para cada codén de los genes que codifican (COI
y RAG1). El valor de soporte de Ultrafast Bootstrap (UfBoot), Shimodaira—Hasegawa
like approximate likelihood ratio test (SH-aLRT) y approximate Bayes Test (aBayes) se
evalud usando 1000 réplicas de arranque ultrarrapidas. Los valores se definieron como
“fuertes” unicamente cuando SH-aLRT >= 80% [33] y UFboot >= 95% [34]. Finalmente,
la filogenia fue editada utilizando el programa FigTree v1.4.2 [35]. Las distancias
genéticas por pares entre la nueva especie y las especies asociadas al clado fueron

estimadas en Geneious Prime v2022.0.1 [28].
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Figura 1. (A) Arbol filogenético del género Pristimantis obtenido a partir de genes
mitocondriales 12S, 16S, COIl y RAG1 (Filogenia completa en Anexo, Figura
7).

(B) Relaciones filogenéticas de P. paganus sp. nov., fragmento del arbol de méaxima verosimilitud
(ramas azules). Los valores de soporte SH-aLRT support (%) / aBayes support / ultrafast
bootstrap support (%) se muestran para cada rama. Las secuencias generadas para la especie
evaluada se muestran con texto azul. El nimero de espécimen voucher para cada terminal se
muestra antes del nombre de la especie. RBCC = Reserva Biolégica Colonso Chalupas.
Fotografias: Pristimantis paganus sp. nov.: Hugo Mauricio Ortega Andrade (HMOA); otras

especies en el clado: Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador-BIOWEB, https://bioweb.bio [1].

Las relaciones filogenéticas inferidas del analisis de maxima verosimilitud dieron como
resultado un clado con alto valor de soporte (SH-aLRT=84.2%, aBayes=0.9, UfBoot
=98%). La posicion filogenética de las poblaciones estudiadas, respalda el diagnéstico
morfol6gico mostrando un soporte alto dentro del género Pristimantis. La filogenia
muestra que P. paganus sp. nov. forma un grupo monofilético y es especie hermana de

una especie con incertidumbre taxonémica P. sp. 1, anidandose con un valor de soporte



de 100%. Ambas son hermanas de P. bicantus, P. nelsongalloi, P. sacharuna y dos

especies no descritas P. sp. 2, P. sp. 3. Este clado de siete especies conforman el clado

hermano de P. prolatus. A este nuevo grupo de especies, se asigna el nombre

Pristimantis prolatus, por ser la primera especie descrita del clado (UfBoot =100) [2].

Tabla 1. Distancias genéticas interespecificas e intraespecificas (valores en diagonal, en
negrita) entre P. paganus sp. nov. y los taxones mas cercanamente relacionados.
Valores minimos y méaximos.

P. paganus sp.

nov P.sp.1 P.sp. 2 P.sp.3 P. sacharuna P. nelsongalloi P. bicantus P. prolatus
P. paganus
Sp. nov. 0.00
P.sp. 1 0.045 - 0.049 0.004
P.sp.2 0.071 0.086 — 0.090 0.00
P.sp.3 0.078 0.093 - 0.097 0.063 0.00
P.
sacharuna 0.091 0.106 - 0.110 0.076 0.077 0.00
P.
nelsongalloi 0.087-0.104 0.103-0.124 0.073-0.090 0.068-0.085  0.087 — 0.103 0.00 -0.019
P. bicantus 0.079-0.093 0.095-0.112 0.065-0.078 0.049-0.063 0.078 — 0.092 0.070-0.101 0.00 - 0.025
0.00 —
P. prolatus 0.231-0.239  0.251-0.258  0.235-0.242  0.242-0.249 _ 0.255 —0.263 0.252 — 0.276 0.242 — 0.257 0.007

Elaborado por: Loza, Keyko, 2023.

Ademas, la comparacion de las distancias genéticas es mayor al 4% (distancia minima

4%, méxima 23%) siendo el porcentaje minimo con relacién a su especie mas cercana
P. sp 1 (Figura 1, Tabla 1).



Sistematica

Pristimantis paganus sp. nov.
(Figuras 2-6)

Nombre comun en espafiol: Cutin pagano amazonico.

Nombre comun en inglés sugerido: Amazonian pagan rainfrog

5mm

Figura 2. Vistas dorsal, ventral y lateral del holotipo (DHMECN 16810) de Pristimantis
paganus sp. nov., hembra adulta en preservado (LRC = 27.2 mm).
Fotografia: Mario H. Yanez-Mufioz (MYM).

Holotipo

DHMECN 16810, hembra adulta, colectada en la Reserva Bioldgica Colonso Chalupas.
Sector Cerro Colonso (0.923621° S, -77.956647° W, 2214 msnm), Canton Tena,
provincia de Napo, Ecuador, el 24 de noviembre de 2021, por Mario H. Yanez-Mufioz;

Miguel Urgilés; Jorge Brito; H. Mauricio Ortega-Andrade, Mauricio Herrera y Keyko Loza.

Paratipos

Un total de 7 hembras, 13 machos y 3 juveniles. Hembra adulta colectada en la misma
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localidad del holotipo, DHMECN 16811, 25-11-2021; Machos colectados en la misma
localidad del holotipo DHMECN 16812, DHMECN 16813, DHMECN 16814, 25-11-2021
por Mario H. Yanez Mufioz; Miguel Urgilés; Jorge Brito; Mauricio Ortega-Andrade,
Mauricio Herrera y Keyko Loza.; DHMECN 15592, DHMECN 15593, DHMECN 15594,
DHMECN 15595 0.93527° S, 77.92683° W, 2207 m.s.n.m.) machos colectados por
Jimmy Velastegui, Grace Reyes, Michelle Guachamin y H. Mauricio Ortega-Andrade,
17-10-2016; DHMECN 15596, DHMECN 15599, DHMECN 15603 juveniles colectados,
DHMECN 15598, DHMECN 15600, DHMECN 15606 hembras colectadas, DHMECN
15597, DHMECN 15601, DHMECN 15602, DHMECN 15604, DHMECN 15605 machos
colectados 18-06-2017 por Miguel Gbmez y H. Mauricio Ortega-Andrade (0.93829° S,
77.94833° W, 2157 m.s.n.m.); DHMECN 17223 macho colectado (01-12-2021),
DHMECN 17221 (28-11-2021), DHMECN 17222 (29-11-2021) colectados por Zane
Libke, Eli Bieri, Kira Miller, Sara Dykman, Henry Sanchez, Vicente Sanchez, Jordi
Salazar, Kira Miller, Sara Dykman (1.36217° S, 78.10865° W), Cerro de Abitagua,
Parque Nacional Llanganates el 24 de Diciembre de 2021.

Diagnosis

Pristimantis paganus sp. nov. (Figuras 2-6) se caracteriza por la siguiente combinacion
de caracteres: (1) Piel del dorso finamente granular con verrugas aplaneadas alineadas
dorso-lateralmente, vientre aerolado, pliegue discoidal presente visible posteriormente,
pliegues dorsolaterales finamente definidos y discontinuos en hembras, definidos
continuos en machos; pliegue escapular en forma de W definido en machos; (2) timpano
presente, membrana timpanica y anillo timpanico bien definidos, redondo, el diametro
horizontal del timpano equivale al 38% del didmetro del ojo, margen anterodorsal con
un pliegue supratimpanico y tubérculos postrictales subcoénicos grandes; (3) hocico
corto, subacuminado en vista dorsal, redondeado de perfil con labios ligeramente
acampanados; (4) parpado superior con al menos tres a cuatro tubérculos grandes
redondeados rodeados por varios tubérculos pequefios redondeados, dos tubérculos
subcénicos detras de cada 0jo; sin cresta craneal; (5) procesos dentigeros del vomer
presentes, oblicuos de contorno cada proceso con 3 - 8 dientes; (6) hendiduras vocales
indistintas; sin almohadilla nupcial y sin saco vocal; (7) dedo | de mano mas corto que el
dedo II; discos anchos, expandidos dilatados con surcos circunmarginales; (8) dedos de
las manos con finos rebordes cutédneos laterales; (9) tubérculos ulnares ausentes; (10)
talén con un tubérculo subcdnico; borde externo con dos tubérculos aplanados, pliegue

tarsal ausente; (11) tubérculo metatarsal interno oval en hembras 3 veces mas grande
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que el tubérculo metatarsal externo redondeado; tubérculos supernumerarios ausente;
(12) dedos del pie con finos rebordes cutaneos presentes, membrana interdigitales
ausentes, dedo V del pie mas largo que el dedo lll; (13) hembras dorsalmente negro con
distintivas marcas en los flancos y garganta rosaceo (crema grisaceo en vida). Machos
dorsalmente cafés con marcas café oscuras en forma de W y en forma de V invertida
en el dorso, con manchas café anaranjado en la regién nasal e inserciones de axilas e
ingles. Machos y hembras con el vientre moteado negro; (14) machos adultos pequefios
(LRC 17.20 — 21.5 mm, media = 19.59, n= 13), hembras (LRC 24.84 — 29.8 mm, media
= 29.56 mm, n=7), juveniles (LRC 13.54 — 16.71 mm, media = 15.46 mm, n= 3) (Tabla
2-3).

Comparacion con otras especies

La nueva especie se diferencia de sus linajes nominales cercanos (P. prolatus, P.
bicantus, P, nelsongalloi y P. sacharuna [1,13,16,36] por la presencia de pliegues
dérmicos en el dorso finamente definidos y discontinuos (dorsolaterales en P. bicantus,
P, nelsongalloi, en forma de “H” en P. prolatus y en forma de “*” en P. sacharuna) y por
su tamafio corporal (Tabla 2-3). Ademas, el distintivo patron de coloracién en hembras
de dorso homogéneamente negro lo distingue de sus especies relacionadas y de otras

especies de Pristimantis de los bosques montanos orientales de Ecuador [1] (Figura 3).
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Figura 3. Holotipo en vida de Pristimantis paganus sp. nov., (hembra adulta;
DHMECN 16810, LRC = 27.2 mm).
Fotografia: HMOA.

A) Vista dorsal; B) Vista frontal; C) Vista lateral; D) Vista ventral.

Especificamente P. paganus sp. nov. se diferencia de P. nelsongalloi, P. bicantus
(caracteres de estas especies entre paréntesis) por la presencia del parpado superior
con al menos tres a cuatro tubérculos grandes redondeados (aplanados en P.
nelsongalloi, no cénicos en P. bicantus), tubérculos postrictales subcoénicos grandes
(subcénicos y pequefios en P. nelsongalloi y P. bicantus), pliegue supratimpanico
grueso (definido y delgado en P. nelsongalloi y P. bicantus), discos truncados
(lanceolados en P. nelsongalloi y ligeramente expandidos en P. bicantus), rebordes
cutaneos de los dedos de las manos y pies presentes finamente definidos (ausentes en

P. nelsongalloi, P. bicantus).

Por otro lado, difiere de P. sacharuna por la presencia de pliegue interocular (ausente
en P. sacharuna), presencia del parpado superior con al menos tres a cuatro tubérculos
grandes redondeados (uno subcoénico en P. sacharuna), discos truncados (forma
discontinua, expandidos en los dedos Il y IV, redondeado en el dedo Il y levemente
expandido en el dedo | en P. sacharuna), tubérculos ulnares ausentes (presentes,

subconicos en P. sacharuna), cresta dérmica ausente (cresta dérmica en forma de “V
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en P. sacharuna). Finalmente, se puede diferenciar de P. prolatus por presentar el
hocico en vista dorsal subacuminado (acuminado en P. prolatus), parpado superior con
al menos tres a cuatro tubérculos grandes redondeados (uno cénico en P. prolatus),
cresta dérmica ausente (cresta dérmica en forma de “H” en P. prolatus), discos

truncados (expandidos en P. prolatus). Otras diferencias son mencionadas en la Tabla

4).

Descripcion del holotipo

Hembra adulta (Figura 2-4), cabeza mas larga que ancha. Hocico corto, subacuminado
en vista dorsal, redondeado de perfil; labios acampanados, distancia ojo-narina 12% de
la LRC, canto rostral recto, definido, region loreal céncava, narinas protuberantes
dirigidas lateralmente; area interorbital plana, sin pliegue interorbital, distancia
interorbital mas ancha que el parpado superior, equivale al 90%; sin cresta craneal;
parpado superior con al menos tres a cuatro tubérculos grandes redondeados, timpano
presente, membrana timpanica diferenciada de la piel que lo rodea, anillo timpanico
evidente rodea la %2 de la membrana timpanica, margen superior cubierto por pliegue
timpanico grueso, timpano visible dorsalmente, diametro del timpano equivale al 38%
del didmetro del ojo, parte inferior del timpano con tubérculos postrictales subcoénicos
grandes; coanas pequefias de contorno oval, no cubiertas por piso palatal del maxilar;
procesos dentigeros del vdbmer presentes oblicuos de contorno con 4 a 8 dientes, lengua

tan ancha como larga, ligeramente acorazonada 40% adherida al piso de la boca.
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Figura 4. Detalle de la cabeza: vistas de perfil (A), dorsal (B), manos (C) y pies (D) de holotipo
DHMECN (16810).
Fotografia: MYM.

Textura del dorso finamente granular con verrugas aplaneadas alineadas dorso-
lateralmente, vientre aerolado con pliegues dorsolaterales finamente definidas y
discontinuos, pliegue discoidal presente visible posterior o ventralmente, cloaca con
textura granular; brazos esbeltos sin tubérculos en la superficie dorsal y ventral del
antebrazo. Tubérculos ulnares ausentes; Discos anchos truncados en los dedos Il al IV,
con hendiduras circumarginales, tubérculos subarticulares redondeados y aplanados en
vista lateral con finos rebordes cutaneos laterales, tubérculo tenar ovalado con tubérculo

palmar acorazonado, superficie palmar sin tubérculos supernumerarios con micro-
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granulaciones dispersas en las manos, extremidades posteriores esbeltas, la longitud
de la tibia equivale al 56% de la LRC, sin tubérculo en el borde externo de la tibia, con
un pequefio tubérculo subcoénico en el talon, pliegue tarsal interno ausente, dedos con
finos rebordes cutaneos, en los dedos | — V, sin membranas digitales; tubérculos
subatrticulares redondos y aplanados en vista de perfil; discos expandidos en todos los
dedos del pie, mas grandes que los de la mano. Dedo pedial V mas largo que el Ill, no

se extiende hasta mas alla del tubérculo subarticular del dedo IV.

Coloracién de holotipo en preservado

Superficie dorsal extremidades delanteras y posteriores, homogéneamente negra con
una fina banda interorbital de color café cremoso. Borde interno de la insercion del brazo
y antebrazo, superficies dorsales y bases de los dedos | y Il café grisaceo, flancos
marmoleados con marcas crema grisaceo, ventralmente con coloracion crema
grisaceas en las superficies de vientre, garganta, muslos y tibia, vientre en fondo crema
moteado con marcas negras, garganta en fondo crema y manchas café con grandes
marcas negras, superficies dorsales de los muslos con bandas negras separadas por
interespacios de color café claro. Linea crema grisacea en el labio superior entrecortada,
discontinua por interespacios de color negro. Labio inferior en fondo negro separadas

por tres bandas marcas crema grisaceas.

Coloracién de holotipo en vida

Superficie dorsal extremidades delanteras y posteriores, homogéneamente negra con
una fina banda interorbital de color café claro rosaceo, patrén irregular que se extiende
en el margen delantero del parpado hasta la punta del hocico. Borde interno de la
insercién del brazo, ante brazo, superficies dorsales laterales, muslos y vientre café
rosaceo con manchas negras, coloracion crema rosaceo en las superficies del vientre,
garganta, muslos y tibia, vientre y garganta en fondo crema grisaceo moteado con
grandes marcas negras y manchas café claras, superficies dorsales de los muslos con
bandas negras separas por interespacios de color café rosaceo, muslos. Linea café
rosacea con pequefias manchas rosaceas mas pronunciadas en el labio superior
entrecortada, discontinua por interespacios de color negro. Labio inferior en fondo negro

separadas por bandas crema.
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Mediciones de holotipo (en mm)

LRC =27.23; AC = 10.24; LC = 11.21; DO = 3.92; DIO = 2.59; DON = 3.2; AP = 2.86;
DT = 1.51; LT = 15.45; LF = 13.49; LP = 13.54; LM = 8.10; IlIDM = 1.18; IVDP = 1.15

Variacion

(D)

Figura 5. Coloracion dorso-lateral y ventral de Pristimantis paganus sp. nov.,
numeracién de columnas de izquierda a derecha.
Fotografia: HMOA-MYM.

A) DHMECN 15598, hembra, paratipo (LRC = 29.2 mm). B) DHMECN 15600, hembra, paratipo
(LRC =29.8 mm). C) DHMECN 15601, macho, paratipo (LRC = 20.1 mm). D) DHMECN 16813,
macho, paratipo (LRC = 17.20 mm).

Pristimantis paganus sp. nov., presenta dimorfismo sexual en tamafo corporal y
coloracion (Figura 5, 6). Las medidas morfométricas de la serie tipo se detalla en la
Tabla 3. Los machos de esta especie poseen un tamafio significativamente mas
pequefio que las hembras (Tabla 3). En vida, se ha observado que existe una variacion
notable entre ambos sexos. Las hembras presentan un color café grisaceo claro en la
region nasal desde la zona interorbital de la cabeza hasta la punta del hocico, en los
machos esta coloracion es café anaranjado, cabe mencionar que el 40% de los

especimenes presentaron ademas una pequefia mancha oscura en el centro (Figura 5).
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Tabla 2. Caracteres morfoldgicos cualitativos utilizados para la comparacion de la nueva especie y sus especies hermanas nominales.

Repordes Tubérculos . . Rebordes Condic Tamafio (mm)
cutaneos . . Tubérculo  Tubérculo . - s
. Forma de los Tubérculos Tubérculos en el borde Tubérculos cutaneos i6n del
Especie . laterales . matatarsal metatarsal .
discos de la ulnares en el talon  externo del interno externo supernumerarios laterales dedoV Hembra Macho
tarso del pie del pie
mano
P. paganus Eizesente, (I:(r)zsentes, Presente, Presente 24.84 — 17.20 —
sp. nov. Truncados Presentes Ausente tubérculo  tubérculos ovalado en redondeado Ausentes Presente B 208 215
b hembras
subconico aplanados
Presente,
. Presente multiples
. i ' . - - - - 20.8-24.1 13.7-18.4
P. prolatus Expandidos Ausentes Ausente CONICOS tubérculos Ausentes
conicos
Ligeramente
mas anchos
que los
digitos,
expandidos Presente, Presente,
P, (dedos iy Presentes Prese,nt_es, un dos’a3 Presente, Prese,nt_e, Ausentes Presente B 18.5-19.5 -
sacharuna V), subcoénicos tubérculo  tubérculos ovalado subcoénico
redondeado subcénico  subcénicos
(Dedo Il) y
levemente
expandido
(Dedo 1).
Presente,
Presente,
uno ; Presente,
P. Presentes, subcénico prominente ovalado y Presgn'ge,
. Lanceolados Ausente e . rodeado . subconicoy Presentes Ausentes B 12,0-17,0  18,5-21,7
nelsongalloi pequefios y varios . ligeramente
P de varios redondo
tubérculos ~ elevado
o pequefios
pequefios
P. bicantus ngeramente Ausente  Ausente Ausente Ausente Presente, Presente, - Ausentes B 17,0-21,7 12,0-15,8
expandidos ovalado redondeado

Elaborado por: Loza, Keyko, 2023.
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Tabla 2. (continuacién).

Procesos

. Pliegue Hocico en vista Hocico en vista de . . p Hendiduras Dedo | de la
Especie . ' Tubérculos en el parpado dentigeros
interocular  dorsal perfil z vocales mano
del vémer
Presentes, 3 a 4 tubérculos
P. paganus sp. nov. Ausente Subacumindado  Redondeado redondeados rodeados de varios  Oblicuos Indistintas I<Il
pequefios
P. prolatus Ausente Acuminado Casi truncado Presente, uno cénico Pro_mlnentes, Presentes en I<Il
oblicuos y ovales machos
P. sacharuna Presente Subacumindado Ligeramente Presente, uno subconico - Desconocidas I<Il
redondeado
Presentes, cuatro o cinco
P. nelsongalloi Ausente Subacuminado Redondeado supraoculares pequefios, Bajos, oblicuos Ausentes I<II
planos y bajos
P. bicantus Ausente Redondeado Redondeado Presentes, tubérculos bajos Prominentes, Presentes en I<Il

oblicuos

machos

Elaborado por: Loza, Keyko, 2023.
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Tabla 3. Medidas morfométricas en milimetros de la serie tipo de Pristimantis paganus

Machos Hembras Juveniles
Medidas n=13 n=7 n=3

LRC 18.10-21.50 24.84-29.8 13.54-16.71
(19.59 +1.33) (28.18+1.93) (15.46+1.37)

AC 6.52-7.97 9.52-11.80 5.61-6.33
(7.6+0.56) (10.66+0.76) (5.96+0.29)

LC 7.08-8.89 9.75-11.9 6.63-7.14
(8.3+0.56) (10.97+0.6) (6.80+0.23)

DO 2.89-4.00 3.73-4.9 2.35-3.24
(3.85+0.21) (4.23+0.49) (2.91+0.40)

DIO 2.04-2.70 2.59-3.08 1.72-2.05
(2.6+0.14) (3.32+0.55) (1.96+0.17)

DON 1.8-2.69 3.2-3.85 1.54-1.90
(2.2+0.56) (2.53+0.40) (1.77+0.16)

AP 1.76-3.00 1.92-3.20 1.26-1.47
(2.35+0.35) (2.53+0.40) (1.34+0.09)

DT 0.84-1.70 1.45-2.30 1.84-0.93
(1.70+0.2) (1.70+0.26) (0.89+0.04)

LT 9.71-11.90 15.07-16.60 7.44-9.54
(11.5+0.56) (15.72+0.59) (8.69+0.90)

LF 8.77-1.54 13.30-14.60 7.13-8.64
(9.6+0.84) (13.89+0.43) (7.88+0.61)

LP 8.23-10.77 13.38-14.7 6.76—7.87
(9.20+1.13) (13.78+0.43) (7.43+0.48)

LM 4.78-6.76 7.27-8.40 3.83-4.99
(5.55+0.49) (8.09+0.35) (4.46+0.47)

1iDM 0.76-1.10 1.11-1.40 0.66-0.72
(0.95+0.21) (1.20£0.10) (0.68+0.02)

IVDP 0.51-0.98 0.87-1.00 0.57-0.63
(0.80.14) (1.04+1.10) (0.60+0.02)

Elaborado por: Loza, Keyko, 2023.

Rango de medidas (méximo, minimo, media y + desviacién estandar). Abreviaturas: LRC =
longitud hocico-cloaca; AC = ancho de la cabeza; LC = longitud de la cabeza; DO = diametro
horizontal del ojo; DIO = distancia interorbital; DON = distancia ojo-fosa nasal; AP = ancho del
parpado; DT = diametro timpanico; LT = longitud de la tibia; LF = longitud del fémur; LP = longitud
del pie; LM = longitud de la mano; IIIDM = ancho del disco del dedo Ill; IVDP = ancho del disco
del dedo IV.

Las manchas en las superficies ventrales en hembras son negras y café claro en
machos. Las hembras presentan una coloracion dorsal negra o café oscuro, mientras

gue los machos presentan un dorso café anaranjado con manchas en forma de W café
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oscuro y V invertida en la nuca.
En preservado (Figura 6), el patrén de coloracion dorsal varia desde un dorso

homogéneamente negro, gris claro hasta café grisaceo con una barra interorbital crema.

Figura 6. Variacion de coloracion dorsal y ventral en preservado correspondiente a la
serie tipo de P. paganus sp. nov.
Fotografias: MYM — HMOA.

La numeracion de las columnas se presenta de izquierda a derecha. DHMECN 16810, hembra,
holotipo, LRC = 27.23 mm (A). DHMECN 15606, hembra, paratipo, LRC = 29.8 (B). DHMECN
16811, hembra, paratipo, LRC = 24.84 (C). DHMECN 15605, macho, paratipo, LRC = 21.44 (D).
DHMECN 16812, macho, paratipo, LRC = 20.24 (E). DHMECN 16813, macho, paratipo, LRC =
17.20 (F). DHMECN 16814, macho, paratipo, LRC = 19.07 (G).

La coloracién ventral difiere en la intensidad y abundancia de las manchas, las hembras
tienen manchas negras y en los machos esta coloracion varia desde café claro, café
grisaceo hasta café oscuro. En particular, los muslos y la garganta, presentan una
coloracién crema grisdcea con manchas grandes, negras en las hembras, café oscuro
en los machos, y en ambos, manchas café grisaceo, muy pequefias. El 30% de la serie

tipo, carece de manchas grandes y presenta pequefias manchas de color café grisaceo.

Etimologia

El epiteto especifico proviene de la palabra latina “paganus”, adjetivo derivado de
“pagus”, que refiere a los habitantes del bosque o aldea, alejados de la civilizacion y
poblados, haciendo referencia a los sitios remotos e inexplorados donde esta especie
se distribuye, en los bosques montanos de la Reserva Bioldgica Colonso Chalupas,

Napo, Ecuador.
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Distribucion e historia natural

Pristimantis paganus sp. nov. se ha registrado en dos localidades separadas por
aproximadamente 50 km, localizadas al noreste del Ecuador en las provincias de Napo
(Cordillera de Guacamayos, Reserva Biologica Colonso Chalupas) y Pastaza (Cerro de

Abitagua, Parque Nacional Llanganates) (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de Ecuador con la distribucién de Pristimantis paganus sp. nov., P. prolatus,
P. bicantus, P. sp. 1, P. sp. 2, P. sp. 3y P. nelsongalloi.

Las localidades pertenecen al Bosque siempreverde montano del Norte de la Cordillera
Oriental de los Andes [37]. Los sitios de colecta se caracterizan por presentar
abundantes plantas epifitas (bromelias, helechos y musgo), tipicas del bosque nublado
Amazénico (Figura 8). La serie tipo de la nueva especie fue colectada en horario
nocturno entre 22:00 y 1:00 am, sobre hojas de bromelias entre los 20 — 110 cm de
altura. El holotipo, una hembra gravida adulta, fue registrada en la noche del 21 de
noviembre del 2021.

Estado de conservacion

Durante los muestreos realizados en octubre 2016, Julio 2017 y noviembre 2021, los

especimenes colectados de Pristimantis paganus sp. nov. fueron registrados de manera
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infrecuente (<25 individuos). Sin embargo, esta especie se encuentra asociada a las dos
areas protegidas Reserva Bioldgica Colonso Chalupas y Parque Nacional Llanganates,
en los flancos nor-orientales de los Andes Amazédnicos de Ecuador. A pesar de que las
poblaciones viables (machos, hembras y juveniles) de esta especie se han encontrado
dentro del Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP), la region donde se distribuye
pudiera estar amenazada por mineria ilegal, deforestacion y cambio climatico [19]. De
acuerdo a los criterios de Lista Roja de la UICN [38], se propone esta especie como
“Casi Amenazada” (NT, por sus siglas en inglés) ya que sus poblaciones no se

encuentran en peligro pero en un futuro cercano podrian estarlo.

Figura 8. Héitat y especimenes de Pristimantis paganus sp. nov.
Fotografias: HMOA — MYM - Zane Libke.

(A) Bosque de niebla con plantas epifitas, localidad tipo, Reserva Biol6gica Colonso Chalupas;
(B) Paratipo, macho, DHMECN 15602; (C) Holotipo, hembra adulta, DHMECN 16810; (D)
Paratipo, hembra adulta, DHMECN 17222.
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DISCUSION

La integracién de lineas de evidencia molecular y morfolégica demuestran que
Pristimantis paganus sp. nov. es una especie no descrita en el grupo de ranas de
desarrollo directo [39]. De acuerdo a la reconstruccion filogenética, P. paganus sp. nov.
aparece como especie hermana de Pristimantis sp. 1 dentro de un clado que incluye
ademas a P. bicantus, P. sacharuna, P. nelsongalloi, P. sp. 2, P. sp. 3y P. prolatus [17],
(Figura 1). Las distancias genéticas y la posicion filogenética, en combinacion con sus
caracteres morfolégicos, determinan los limites de esta especie respecto a sus
congéneres (Figura 1, Tabla 1-2). La distancia encontrada es congruente con lo
propuesto por Vieites et al. [40], donde una especie que posee diferencias morfolégicas
claras y divergencias genéticas altas con respecto a sus especies hermanas mas
cercanas se estima que se trata de una especie candidata confirmada y con la filogenia
publicada por Ortega et al. [17], se demuestra varias especies cripticas asociadas al

complejo de Pristimantis prolatus.

Se diagnostica al clado como el grupo Pristimantis prolatus por ser la especie mas
antiguamente descrita y poseer mayor soporte filogenético dentro del clado (Figura 1).
Las especies pertenecientes a este grupo se caracterizan por poseer una mancha negra
Otica detras del timpano y por carecer membranas interdigitales y cresta craneal.
Ademas, se encuentran distribuidas en las estribaciones orientales de Ecuador, cuya
especiacion se hipotetiza por alopatria, al quedar aisladas por la Cordillera Real
Amazénica hacia las estribaciones de la cordillera de Abitagua y Guacamayos, y los
grandes rios Amazonicos, p.ej. Napo, Pastaza (Figura 7)[41].

P. paganus sp. nov. se distingue claramente de otros miembros del género Pristimantis
por su llamativa coloracion dorsal, tamafio y discos truncados. Se observa dimorfismo
sexual entre machos y hembras de la nueva especie, el cual se expresa por coloracion
y tamafio corporal con un LRC mayor en hembras (machos LRC 17.20-21.5 mm, media
= 19.59 - hembras LRC 24.84-29.8 mm, media = 29.56 mm), como se evidencia en el
90% de especies de Anuros [42]. Cabe mencionar que, dentro del grupo se evidencia
Unicamente en P. paganus sp. nov. variacion de coloracion entre machos y hembras
(Figura 1, Tabla 2) [1]. La saturacién opaca de las manchas ventrales en machos, serian
resultado de las elevadas concentraciones de testosterona, por esta razon los machos

juveniles carecen de este caracter [43].
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CONCLUSIONES

Las diferentes lineas de evidencia filogenética, morfolégica y biogeogréafica demuestran
gue la posicion de P. paganus sp. nov. esta relacionada con el clado de Pristimantis
prolatus, siendo endémica para las estribaciones Andinas nor-orientales de Ecuador. Se
recomienda realizar un estudio mas profundo del clado, dado que existen especies con
complejidad taxonémica dentro del mismo. Finalmente, el descubrimiento de esta nueva
especie aporta nuevas razones para la conservacion de esta region y destaca la
importancia de una investigacion continua en la reserva, ya que, al ser un area poco

explorada, se estima que alberga un sinnimero de especies sin documentar.
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ANEXOS

Tabla 1. Nimeros de acceso de Genbank correspondientes Unicamente a las especies del
clado al que pertenece P. paganus sp. nov. *Secuencias por subir a Genbank.

Voucher Especies 12s 16 S RAG 1
DHMECN 15588 P. paganus sp. nov. * * *
DHMECN 15589 P. paganus sp. nov. * * *
DHMECN 15590 P. paganus sp. nov. * * *
DHMECN 15591 P. paganus sp. nov. * * *

QCAZ 16186 Pristimantis bicantus - MZ241483 MZ560969
QCAZ 31985 Pristimantis bicantus - MZ241487 MZ560970
QCAZ 31986 Pristimantis bicantus - MZ241488 -

QCAZ 31988 Pristimantis bicantus - MZ241489 MZ560971
QCAZ 46184 Pristimantis bicantus - MZ241504 MZ560972
QCAZ 52489 Pristimantis bicantus - MZ241507 MZ241507
QCAZ 56440 Pristimantis bicantus - MZ241513 MZ560974
QCAZ 58972 Pristimantis bicantus - MZ241516 MZ560975
QCAZ58597 Pristimantis bicantus - MK829658
QCAZ 58592 Pristimantis bicantus - MK829657 -

QCAZ 31860 Pristimantis nelsongalloi - MZ241485 MZ560976
QCAZ 31861 Pristimantis nelsongalloi - MZ241486 MZ560978
QCAZ 59202 Pristimantis nelsongalloi MZ330733 MZ241517 -

QCAZ 59211 Pristimantis nelsongalloi - MZ241518 -

QCAZ 52496 Pristimantis sacharuna - MZ241508 MZ241508
QCAZ 52515 Pristimantis prolatus - MZ241509 MZ560979
QCAZ 58963 Pristimantis prolatus - MZ241515 MZ560980
QCAZ 59480 Pristimantis prolatus - MZ241519 -

QCAZ 59586 Pristimantis prolatus - MZ241523 MZ560977
QCAZ 59603 Pristimantis prolatus - MZ241524 MZ560981
QCAZ 46223 Pristimantis sp. 1 - MZ241505 MZ560982
QCAZ 70020 Pristimantis sp. 1 - MZ241536 -

QCAZ 69791 Pristimantis sp. 2 - MZ241535 -

QCAZ 51553 Pristimantis sp. 3 - MZ241506 MZ560973

Elaborado por: Loza, Keyko, 2023.

Figura 7. Filogenia completa del género Pristimantis.
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1PYAgO9IwWRwgI-QcP_hQaH6mdtKIzPcTL



