IKiam e

Universidad Regional Amazdnica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN ECOSISTEMAS

EXPLORACION DE LA DIVERSIDAD CRIPTICA EN POBLACIONES DE
ADENOMERA ANDREAE Y ADENOMERA HYLAEDACTYLA (ANURA:
LEPTODACTYLIDAE) EN ECUADOR: UNA APROXIMACION TAXONOMICA

Proyecto de investigacion previo a la obtencion del titulo de:

INGENIERA EN ECOSISTEMAS

AUTOR: EMELY DANIELA PASMAI MARTINEZ

TUTOR: PhD HUGO MAURICIO ORTEGA ANDRADE

Tena - Ecuador

2024



Carrera de Ingenieria en Ecosistemas

Declaracion de derecho de autor, autenticidad y responsabilidad

Tena, 15 de agosto de 2024

Yo, PASMAI MARTINEZ EMELY DANIELA, con documento de identidad N° 0950732248,
declaro que los resultados obtenidos en la investigacidn que presento en este
documento final, previo a la obtencién del titulo de Ingenieria en ecosistemas, son

absolutamente inéditos, originales, auténticos y personales.
En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, analisis,

interpretaciones, conclusiones, recomendaciones y todos los demds aspectos vertidos

en la presente investigacion son de mi autoria y de mi absoluta responsabilidad.

( } / . \ e

Emely Daniela Pasmai Martinez

C.1. 0950732248



Carrera de Ingenieria en Ecosistemas

Autorizacion de publicacion en el repositorio institucional

Tena, 15 de agosto de 2024

Yo, PASMAI MARTINEZ EMELY DANIELA, con documento de identidad N° 0950732248,
en calidad de autor/a y titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de
titulacion: “Exploracion de la diversidad criptica en poblaciones de Adenomera andreae
y Adenomera hylaedactyla (Anura: Leptodactylidae) en Ecuador: Una aproximacion
taxondmica”. de conformidad con el Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA
SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION, reconozco a favor de la
Universidad Regional Amazdnica lkiam una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva

para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.
Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazoénica Ikiam para que realice la

publicacion de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad

a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

¢ ()

Emely Daniela Pasmai Martinez

C.1. 0950732248



Carrera Ingenieria en Ecosistemas

Certificado de direccidn de trabajo de titulaciéon

Certifico que el Trabajo de titulacion “Exploracién de la diversidad criptica en
poblaciones de Adenomera andreae y Adenomera hylaedactyla (Anura: Leptodactylidae)
en Ecuador: Una aproximacién taxondmica”, aprobado bajo el mecanismo de titulacion
de articulo cientifico, fue realizado por Emely Daniela Pasmai Martinez, bajo mi

direccion.

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de verificacién
de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos tedricos, cientificos,
técnicos, metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad Regional Amazénica

Ikiam, para su entrega y defensa.

Tena, 15 de agosto de 2024

Hugo Mauricio Ortega Andrade
C.11717270811



AGRADECIMIENTO

Agradezco a mi familia por todo el apoyo que me han brindado para el desarrollo del
presente trabajo de investigacion. Agradezco especialmente a mis padres, Manuel y
Rosa, por ser pilares en mivida. También agradezco a mi tia Elba Pazmay, mis sobrinos,
hermana y cufiado por motivarme a seguir adelante con mis estudios. Quiero expresar

mi gratitud a mi amigo Klinton Ochoa por ser parte del trabajo de investigacion y por ser

un gran amigo.

Agradezco a mitutor Mauricio Ortega por ensefiarme y educarme. También por todo su

apoyo y motivacion para culminar con éxito este proceso de investigacion.



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a todos los investigadores que estan trabajando con especies
cripticas. Esta dedicacién tiene como objetivo seguir construyendo y motivando a mas
investigadores a trabajar con taxonomia integrativa e implementar mas trabajos e
informacién para el futuro de nuestra biodiversidad. A mis maestros que formaron parte
de mi vida estudiantil y que aportaron con sus conocimientos para poder cumplir una

etapa de mi vida.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

PORTADA
Declaracion de derecho de autor, autenticidad y responsabilidad..................cccccvvvvviviiiiiiiiinnn, i
Autorizacion de publicacidn en el repositorio institucional ............................. iii
Certificado de direccion de trabajo de titulacion....................ccocii iv
AGRADECIMIENTO ..ottt e e et e e ettt e e e e et e e e e et e e e e et e e e eaan e eeeeanns "
DEDICATORIA ... ettt e et e et et e e et et e e e et b s e e eaa e e e eaanneeeennnnns vi
INDICE DE TABLA ......ottiaiitittttetstsc sttt ettt viii
INDICE DE FIGURAS..........oooviueieeeeee ettt ettt sttt ettt ettt ettt ettt e et e et a e st eane e ix
RESUIMIEN ...t e e et r e e ettt e e e et e e e et e e e eab e e e eta e e e enan s xi
AB ST R A CT ... ittt et e et e e e e e et e e et e e et e e ear e e er e eanes Xii
INTRODUCCION .......ooviiiieiieie ettt ettt sttt ettt e et e e et et et s ete st st et e e ete st eneete s ate e 13
IMETODIOS ..ottt ettt 17
2.1 Area d@ @STUAIO ...evvvivieiiciii ettt ettt 17
2.2 Amplificacidny secuenciacion de ADN ..o 19
2.3 BIOINFOIMATICA ..ot 20
2.4 Reconstruccidn filogenética y distancias genéticas............cccceeeeeeeiiiii 21
2.5 MoOrfologia......ccoooii i 22
P S = 1T - Lol NI o or- R PP P TP PP POPPPPPO 23
2.7 Biogeografia ......coovvii i 24
2.8 Limites de especies candidatas............cccoeeee i 24
RESULTADIOS ........oitiiieiiitiite ettt ettt ekttt e ekttt e e et bttt e ek ket e e e e bbbt e e e bbbt e e e ambb et e e e asbn e e e e annbeeeeannes 26
3.1 Analisis filogenEtiCos.........ccoeeii i 26
3.2 Distancias PatriStiCas.........cceeviiiiii i 30
3.3 Analisis MorfolOgiCo.........ccooeiiiiii i 32
3.4 ANAIISIS DIOACUSTICO ....cvviiiei ittt e e e e 36
3.5 Analisis biogeografiCo ..o 38
DISCUSION. ......ouiitiiiiietet ettt 40
CONGCLUSIONES. ... ..uiiieittitie ettt ettt ettt ettt e e skttt e e sabb et e e e bbbt e e ek be e e e e enbbe e e e e anbbeeeeannnneaeanns 43
REFERENCIAL...... .ottt s s s s s e s s se s ss s s st s e e s s e s sas s s aassasssssasssssssssssssssssssssnnnnnnns
APENDICES ......coiuuiuianicnicnicsstesstsssssessssessssessssassssassssssssssssssbssassstssssssssssssssssssssssssssssssssssssns

vii



iNDICE DE TABLA

Tabla 1. Lista de modelos de mejor ajuste por particion. En donde AIC+ w-AlIC son

puntuaciones y ponderaciones del criterio de informacién de Akaike,

AlCc + w-AIC representan puntuaciones y ponderaciones AIC corregidas

y BIC + w-BIC son puntuaciones y ponderaciones de los criterios de

informacidn bayesianos. Los signos + indican los conjuntos de confianza

del 95% y los signos - indican una exclusion significativa.............uuvvviviiiiiieiiiieeiiiiinnnn, 26
Tabla 2. Distancias patristicas de los genes 16S + 12S + COIl del ADNmt.

El color representa las distancias patristicas entre Clados (2 y 9), que

incluyen poblaciones ecuatorianas, y el Clado de Adenomera simonstuarti

sensu stricto (Clado 6). Los valores se presentan como X+SD(min—max)..................... 31
Tabla 3. Rasgos morfométricos (s6lo machos adultos) de dos especies de Adenomera

de la Amazonia brasileia y peruana, y del ecotono de la sabana guayanesa

en el estado brasilefio de Roraima (A. andreae y A. hylaedactyla)

(véase Carvalho, 2019); dos especimenes machos tipo de A. simonstuarti

de la localidad tipo Campamento Segakiato, rio camisea, distrito de Echarate,

provincia de la convencién, region del Cusco, Perd y cuatro especimenes

hembras (véase Angulo e Icochea, 2010). Los datos son presentados

como promedio £SD (min—max). Se incluyd dos linajes (Clado 2y 9)

relacionados geografica y filogenéticamente con el linaje de A. simonstuarti

(clado 6) en Ecuador, con una serie de sesenta especimenes de machos

adultos y ocho especimenes de hembras adultas. Los rasgos morfométricos

se definen en Materiales y Métodos. *= Holotipo de A. hylaedactyla

(ANSP2240). t=Diferencias significativas (P<0.05) respecto al Clado 9

de Ecuador. = Diferencias significativas (P<0.05) respecto al Clado 2 de

ECUAAON . e 35

Tabla 4. Medicién de los parametros acusticos de las vocalizaciones del holotipo de

Adenomera simonstuarti (véase Angulo e Icochea, 2010) e individuos del

Clado 9 provenientes de Ecuador. Los datos se presentan como X+SD(min—max).

Entre los pardmetros acusticos comparados para las dos especies existen

diferencias significativas (F and T tests; P<0.05). Las definiciones de

parametros acusticos pueden observarse en (Apéndice, Tabla 2).

R o To] [o] dT Yo X e (WM Y101 Lo oL 1 [o Tu 1 B 36

viii



Figura 1.

INDICE DE FIGURAS

Puntos de colectas establecidos. Se colectaron 20 especimenes dentro
delaciudad TeNa, ECUAON ......uuuiiiiiciiiiiiis e e e e e et e e e e e e eaaanaas 17

Figura 2. Area de estudio de las poblaciones de Adenomera spp. en Ecuador.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

El cuadrado azul representa los puntos de colecta bioacusticos; el circulo rojo
representa la informacion genética recopilada y el triangulo negro son datos
morfoldgicos. Dentro del rectangulo gris estan los sitios de colectas (Fig. 1),

donde se presentan datos morfoldgicos, genéticos y bioacusticos de la

L] o =T o = PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPPPR 18
Arbol filogenético del género Adenomera a partir de una matriz de caracteres
genéticos del 16S rRNA, 12S rRNA y Citocromo Oxidasa | (COl) para poblaciones

de la Amazonia. Se muestra divergencia filogenética dentro del complejo de

especies de A. simonstuarti con linajes distribuidos desde las regiones

occidentales de la Amazonia, hasta las tierras bajas en el Amazonas (Fig. 4).

Los valores de soporte de cada rama se muestran como SH-aLRT

(Test de rama Unica) / UFBoot (boostrap ultra rapido). Los valores de soporte del

arbol por Clado son mayores a 50%/50%. Se ha colapsado el Clado A. andreae,
mismo que, junto con el linaje de Adenomera hylaedactyla, son detallados en
Apéndice Fig. 3 (B) El cuadro azul resaltado pertenece al Clado de Adenomera
simonstuarti sensu lato, mismo que incluye los 9 clados principales

Aetallados €N (A)....covuiiiiiii e aaaraaaa 28
Distribucion geografica del complejo de especies en el Clado de Adenomera
simonstuarti sensu lato en Sudamérica. El Clado 6 corresponde a la especie

nominal A. simontuartiy la poblacidn tipo [36]. Los nimeros que se

encuentran a un costado del arbol filogenético corresponden al nimero

de Clado al cual corresponden. Los poligonos (buffer 50 km) representan las
distribuciones de las poblaciones ubicadas por color en el arbol filogenético

Lo L - 1 =T 1 PPN 29
Especimenes evaluados por comparacién de datos morfométricos de los

Clados 2 y 9 mediante componentes principales en (A, B) machos de

Adenomera spp localizados en la region amazdnica ecuatoriana. Las variables
morfométricas que mejor explicaron la varianza en los datos se muestran en

(oo Y gy TolU = g Toi - Wolo o [ or-To F- I =] [ P 33
Especimenes evaluados por comparacion de datos morfométricos de los

Clados 2 y 9 mediante componentes principales en (C, D) hembras de

Adenomera spp. localizados en la region amazdnica ecuatoriana.

Las variables morfométricas que mejor explicaron la varianza en los datos se
muestran en coNSeCUENCia CoON CAd@ EJE....cccvvuuruuiiiieeerrieeiiie e e e e e eee e e e e e e erae s 34
Espectrograma del holotipo MHNSM 18218 Adenomera simonstuarti,

fue grabado a las 18:20 h del 11 de octubre de 1997 a una temperatura

ambiente de 27 °C, debajo de la hojarasca junto a un tronco podrido [24].

Se muestra una llamada caracterizada por tres notas pulsadas y una fuerte
modulacién de los kHz. (B) Espectrograma de un espécimen macho de la

poblacién del Tena Adenomera sp. (Clado 9), grabada a las 19:46 h

del 22 de marzo 2023 a una temperatura de 26°C, en pastizal seco.

Se muestra una llamada caracterizada por siete notas pulsadas y

una modulacién con un incremento leve visible de 10S KHZ...............ccccccivvieeeeeninns 38

iX



Figura 8. (A) Relaciones entre las variables climaticas mediante componentes principales
en los linajes del Clado de A. simonstuarti sensu lato (B). Estructura del arbol
filogenético presentado en el mapa geografico de la Figura 3,
y (C) Grafica de caja y violines mostrada por Clados para representar la
variacion en la precipitacion anual (BIO12, mm). Cada Clado presente
en la filogenia (B) tiene un nimero y color asociado a la grafica de
variables cliMAtiCas (A Y C) ..o e e e e s ra e e e e e e



RESUMEN

El aumento de la poblacién humana esta provocando una crisis en la biodiversidad
mundial debido a la pérdida de diversidad genética en especies y ecosistemas. En la
actualidad la Amazonia es considerada la zona mas diversa a nivel mundial, pero,
también una de las mds amenazada. En zonas de alta diversidad, también se ha
documentado que hay una alta probabilidad de encontrar especies nuevas y complejos
taxondmicos, que pudieran tener especies confundidas bajo uno o varios nombres
nominales denominadas especies cripticas. Es por ello, que la taxonomia integrativa usa
distintas lineas de evidencia (genética, filogenética, biogeografia, bioacustica, etc) para
probar hipétesis de diversidad criptica como protocolo metodolégico, en este caso en
ranas del género Adenomera (Leptodactylidae) que tienen una amplia distribucién. En
este estudio, reconocemos 9 clados en un grupo monofilético que incluye a la especie
nominal Adenomera simonstuarti sensu stricto y dos linajes provenientes de Ecuador.
Aplicando taxonomia integrativa proponemos que el Clado 2, localizado al norte del rio
Napo en Ecuador, corresponde a una especie candidata no confirmada, mientras que el
Clado 9, localizado al sur del rio Napo, corresponderia a una especie candidata
confirmada. Las evidencias filogenéticas, biogeograficas, bioacusticas determinan que
Adenomera andreae y A. hylaedactyla no son parte de la batracofauna de Ecuador. Esta
investigacion aportd informacién de base para determinar que la diversidad de este

grupo estd subestimada en Ecuador y en la Amazonia.

Palabras claves: Especies, especies cripticas, taxonomia integrativa, filogenética,

morfologia, bioacustica, biogeografia
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ABSTRACT

The increase in the human population is causing a global biodiversity crisis due to the
loss of genetic diversity in species and ecosystems. Currently, the Amazon is considered
the most diverse region worldwide, but it is also one of the most threatened. In areas of
high diversity, it has also been documented that there is a high probability of finding new
species and complex taxonomies, which may have species confused under one or more
nominal names, known as cryptic species. This is why integrative taxonomy uses different
lines of evidence (genetic, phylogenetic, biogeography, bioacoustics, etc.) to test
hypotheses of cryptic diversity as a methodological protocol, in this case in frogs of the
genus Adenomera (Leptodactylidae), which have a wide distribution. In this study, we
recognize 9 clades in a monophyletic group that includes the nominal species
Adenomera simonstuarti sensu stricto and two lineages from Ecuador. By applying
integrative taxonomy, we propose that clade 2, located north of the Napo River in
Ecuador, corresponds to an unconfirmed candidate species, while clade 9, located south
of the Napo River, corresponds to a confirmed candidate species. Phylogenetic,
biogeographic, and bioacoustic evidence determine that Adenomera andreae and A.
hylaedactyla are not part of the batrachofauna of Ecuador. This research provided
baseline information to determine that the diversity of this group is underestimated in

Ecuador and the Amazon.

Key words: Species, cryptic species, integrative taxonomy, phylogenetics, morphology,

bioacoustics, biogeography.
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EXPLORACION DE LA DIVERSIDAD CRIiPTICA EN POBLACIONES DE ADENOMERA
ANDREAE Y ADENOMERA HYLAEDACTYLA (ANURA: LEPTODACTYLIDAE) EN ECUADOR:
UNA APROXIMACION TAXONOMICA

Emely Pasmai Martinez

INTRODUCCION

La regidon amazdnica es una de las zonas con mayor riqueza y diversidad del planeta,
alberga una vasta cantidad de especies y ecosistemas. Este bioma cubre
aproximadamente 6.7 millones de km2 [1]. La Amazonia juega un papel crucial en la
regulacion del clima global, actuando como uno de los mayores sumideros de carbono
del planeta. Los bosques amazdnicos almacenan una enorme cantidad de carbono en su
biomasa, contribuyendo significativamente a la absorcion de diéxido de carbono de la

atmosfera [2].

Con el crecimiento poblacional en auge, la biodiversidad a nivel mundial esta en crisis,
debido a la pérdida de diversidad genética de especies y ecosistemas en todo el mundo
[3]. En la actualidad la Cuenca Amazdnica es considerada la mas diversas en anfibios [4—
9], pero, también una de las mas amenazada debido a perturbaciones en los ecosistemas
de origen antrépicos [10,11]. Ecuador, al ser un pais considerado mega diverso con 676
especies de anfibios reportadas hasta junio del 2023 (8% de la diversidad mundial en
anfibios) [12], ha demostrado que tiene una alta probabilidad de encontrar especies
nuevas, entre las cuales varios grupos son considerados como complejos de especies

cripticas [13-17].

13


http://www.tandfonline.com/journals/tneo20

El concepto unificado de una especie estd dado como un linaje metapoblacional que
evoluciona de manera independiente, donde sus limites estdn determinados por
diferentes lineas de evidencia (morfologia, ecologia, reproductiva, biolégica, etc.)
relevantes para evaluar su separacion [18]. En este contexto, las especies cripticas son
definidas como dos o mas especies distintas que son confundidas y clasificadas de
manera erronea bajo el nombre de una sola, a pesar de que se espera sean linajes
independientes [19]. En contraste a la taxonomia clasica, basado en lineas de evidencia
morfoldgica [20], se plantea recientemente a la taxonomia integrativa como protocolo
metodoldgico propuesta por (Dayrat, 2005) [21], para estudiar la diversidad de la vida
desde multiples disciplinas complementarias, tales como la morfometria, biogeografia,

genética, bioacustica, filogenética, entre otras [13-16].

Uno de los problemas al detectar especies cripticas dentro de un grupo o linaje es la
posible subestimacion de diversidad [19], es decir, se considera un menor nimero de
especies, cuando hay mas especies confundidas dentro del grupo, por lo que existen
vacios de conocimiento con respecto a la riqueza real de especies y sus relaciones
filogenéticas [22]. Ademds, desde el punto de vista biogeografico, las areas de
distribucion de la especie cambiarian, lo que pudiera influir en las consideraciones para
asignar su estado de conservacion [23]. Un problema comun con grupos de alta
diversidad y con amplia distribucién es la posible presencia de especies cripticas, por lo
que la falta de identidad taxondmica a nivel de especie, promueve ademads limitaciones

en recursos para su conservacion [23].

Con casi el 33% de especies nominales de anfibios a nivel mundial catalogadas como
amenazadas [24], la disminucién y la extincidn de anfibios es un fenédmeno reconocido
como crisis de biodiversidad [24]. Los anuros suelen mostrar patrones biogeograficos
distintos al resto de invertebrados ya que tienden a optar por preferencias ambientales
y caracteristicas que se asocian a su limitada capacidad de dispersién [22]. Estos
patrones provocan que la poblacidn se vuelva vulnerable a eventos histéricos evolutivos,
que ocasionan firmas espaciales y temporales en sus patrones de distribucion vy

relaciones filogenéticas [22].
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El caso de las especies del género Adenomera (Anura, Leptodactylidae) no es la
excepcion, al posiblemente enmascarar varias especies cripticas, por lo que repercute
no solo en la delimitacién de las especies nominales, sino también en la estabilidad

taxondmica de otras especies en la Region Amazdnica [14].

Cope en 1868 [25] se encargd de describir a Adenomera hylaedactyla perteneciente a la
familia Leptodactylidae (Amphibia: Anura), cuya localidad tipo es especificamente
desconocida, suponiendo proviene del rio Napo o Alto Maranon, Peru [25]. Se encuentra
ampliamente distribuida en bosques amazdnicos a través de las Guayanas en Colombia,
Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia y Brasil [26]. Segun la lista roja de especies amenazadas

de la UICN [23] no se encuentra en peligro de extincion debido a su distribucién.

Por otra parte, Miiller describié en 1923 [27] a Adenomera andreae, una especie que se
relacionaba con A. hylaedactyla, proveniente de Peixeboi (ad Bragancabahn), estado de
Para en Brasil. A. andreae es un anfibio con amplia distribucion al este de los Andes [14],
y conforma el género Adenomera, junto con 21 especies nominales [13]. Esta especie es
de preocupacion menor (LC) dada su amplia distribucion [23]. Segun Frost [28], el
holotipo (ZSM 136/1911) se encuentra actualmente perdido, aunque se ha designado

como Neotipo a ZSM 145/1911 [29].

Angulo y Icochea [24] en 2010 describieron a la especie nominal Adenomera simontuarti
cuyo holotipo (MHNSM 18218) proviene de la localidad tipo en el Campamento
Segakiato a 340 msnm, rio camisea, distrito de Echarate, provincia de la convencion,
regién del Cusco, Peru [24]. Segun la lista roja de especies amenazadas de la UICN esta
especie es de preocupacion menor (LC) y no se encuentra en peligro de extincion [23].
Esta especie se encuentra principalmente en los bosques primarios y secundarios de las
tierras bajas del Amazonas, pero también se puede encontrar en habitats perturbados

[30].

Segun Heyer [29], taxondmicamente A. andreae y A. hylaedactyla pertenecia al grupo

Leptodactylus marmoratus, pero con la investigacion posterior de Heyer [31], resurgié el
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género Adenomera. Este se considera como un complejo de especies, dada la gran
diversidad morfoldgica poblacional e interespecifica [32]. Por otra parte, el estudio de
Fouquet [33] sugiere que tanto Adenomera andreae como Adenomera hylaedactyla no
se encontrarian en Ecuador, siendo Adenomera simonstuarti una especie relacionada a
este grupo que deberia ser reconocida para el pais, por lo que la identidad de las

poblaciones ecuatorianas estd en debate.

En este sentido, aportar al conocimiento sobre los limites de especies en este complejo
taxondmico contribuiria a la confirmacién de la presencia o ausencia de A. andreae y A.
hylaedactyla en Ecuador, cuyo estatus es incierto, mientras que A. simonstuarti aun no
ha sido formalmente reportada formalmente para el pais [33]. En este trabajo se explora
la diversidad criptica en poblaciones reconocidas como A. andreae y A. hylaedactyla en
Ecuador con el fin de analizar su posicién filogenética dentro del linaje de ranas
Adenomera en la Amazonia. Ademas, contribuird en la generacion de nueva informacion
bioacustica, genética, morfoldgica y biogeografica de Adenomera, como base para

probar los limites de especies y distribucién de grupo en Ecuador.
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METODOS

2.1 Area de estudio

Las colectas (Fig. 1) fueron realizadas en la provincia de Napo, Ecuador, dentro de la
ciudad de Tena (50°59'37.68; 077°48'46.3), en un rango altitudinal de entre los 500 a
600 msnm y una precipitacion anual de entre los 3,500 a 4,000 mm [34]. Se colectaron
20 individuos de la poblacion de Tena para los analisis filogenéticos y morfolégicos y para
los anadlisis bioacusticos se realizaron 5 grabaciones entre los puntos de colectas
establecidos (Fig. 1). Adicionalmente se revisaron especimenes de las colecciones del
Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO) hasta diciembre del 2023, repositorios
digitales del QCAZ (Bioweb) [12] y el National Center for Biotechnology Information
(NCBI Genbank) [35] (Fig. 2) para obtener informacién adicional morfoldgica, genética 'y
bioacustica en otras poblaciones de la region Amazdnica ecuatoriana. La distribucién de
los datos genéticos y morfoldgicos abarcaron especimenes distribuidos para toda la
Cuenca Amazodnica (Fig. 4 y Tabla 3), publicados en [15,36].
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Figura 1. Puntos de colectas establecidos. Se colectaron 20 especimenes dentro de
la ciudad Tena, Ecuador.
Realizado por: Pasmai, 2024.
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Figura 2. Area de estudio de las poblaciones de Adenomera spp. en Ecuador. El cuadrado
azul representa los puntos de colecta bioacusticos; el circulo rojo representa la
informacién genética recopilada y el tridangulo negro son datos morfoldgicos. Dentro del
rectangulo gris estan los sitios de colectas (Fig. 1), donde se presentan datos morfoldgicos,
genéticos y bioacusticos de la especie.
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Los permisos de colecta de especimenes en campo los proporcioné el MAATE (Ministerio

del Ambiente, Agua y Transicidn Ecoldgica) con nimeros MAATE-DBI-CM-2021-0177 y

MAE-DNB-CM-2019-0120.

La colecta en campo fue realizada siguiendo la técnica denominada “Busqueda por

encuentro visual” [37], entre noviembre de 2022 y abril de 2023. El muestreo fue

desarrollado desde las 18:00 hasta las 22:00 por sitio (Figura 1), para la coleccion de

especimenes y su registro bioacustico. Se recopilaron datos como coordenadas

geograficas de cada punto de muestreo (latitud/longitud), altitud, fecha, hora,

asignacién de una etiqueta Unica numérica secuencial para cada individuo de campo,

localidad, descripcion detallada del lugar en donde se encontré el espécimen, notas

sobre color y ecologia de la especie y su registro fotografico [37].
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Los especimenes procesados se obtuvieron siguiendo protocolos éticos y técnicos
(McDiarmid, 1994) [38]. Los ejemplares fueron transportados al laboratorio dentro de
las siguientes 24 horas al dia siguiente de la captura para fotografiarlos. La eutanasia de
los especimenes fue realizada con un anestésico local (Lidocaina al 2%) aplicando de
manera tépica sobre la piel del espécimen. Se realizé la extraccién del tejido hepatico de
cada ejemplar y se almacend en microtubos de 2 ml con etanol al 96% a 4°C. Los
especimenes fueron fijados con etanol al 96% y conservados permanentemente en
estanol al 70%. Finalmente, cada espécimen fue etiquetado con el cddigo Unico que se
le asignd en campo [16]. Los especimenes colectados fueron depositados en la coleccién
cientifica del Laboratorio de Biologia Integrativa lkiam y en el Instituto Nacional de

Biodiversidad (INABIO).

2.2 Amplificacion y secuenciacion de ADN

Para realizar la extracciéon de ADN gendmico se siguid el protocolo del kit Promega
Wizard™ SV Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, WI, EE. UU.), con
5mg de muestra de tejido hepatico. Previo a este proceso se realizé la maceracién e
incubacién de muestras preparando un mix de EDTA 0.5 M (ph 8.0)/Nucleic lysis solution
y Proteinasa k. Se utilizé el espectrofotometro UV-Vis de microvolumen
NanoDrop ™ One/Onec (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para determinar la
pureza y la cantidad del ADN gendmico previo a la extraccion. Se usaron marcadores
moleculares para amplificar las regiones mitocondriales de 16S rRNA, 12S rRNA vy
Citocromo Oxidasa | (COl), que incluyeron los adaptadores “Forward”
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC vy  “Reverse” ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC para

secuenciaciéon con Tecnologia Oxdord Nanopore (PCR barcoding amplicons;
(https://nanoporetech.com/)). Para la amplificacidon de un fragmento de 600 pb del ARN
ribosomal (16S rRNA) se usé un termociclador MiniPCR. El volumen de reaccion final fue
de 12,5 uLy consistié 4,25 pL de agua, 6,25 pL de Tag polimerasa, 1 uL de ADN gendmico,
0,4 del marcador 16sSar-L (5'-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3') y 0,4 del marcador
16sSbr-H (5'-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACGT- 3') [39]. El programa del termociclador
fue el siguiente: 30s a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 30 sa 95 °C, 30s a 59 °C en 30 ciclos
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y 45s a 72 °C en 30 ciclos. Se realizé una extensiéon final durante 5 min a 72 °C y
enfriamiento a 4 °C. Para el (12S rRNA) se utilizé el mismo volumen de reaccion final y
los marcadores utilizados fueron 12SL4E (5'-TAC ACA TGC AAG TYT CCG C-3') y 12SH10
(5'-CAC YTT CCR GTR CRY TTA CCR TGT TAC GAC TT-3') [40]. El programa del
termociclador fue el siguiente: 5 min a 94 °C, seguido de 30 s a 94 °C, 30s a 49 °Cy 1 min
a 72 °C. Se realizd una extensién final durante 7 min a 72 °C y enfriamiento a 4 °C.
Finalmente, para el marcador Citocromo Oxidasa | (COIl)) el volumen de reaccidn final
fue de 13 pLy consistioé 3,5 uL en agua, 6,5 pL de Tag polimerasa, 2 uL de ADN gendmico,
0.5 pL del marcador dgLCO1490: 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG AYA TYG G) y 0.5 L del
marcador dgHCO2198 (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAR AAY CA) [39]. El programa del
termociclador fue el siguiente: 5 min a 95 °C, seguidode 1 mina 95°C,1 mina48°Cy 1
min a 72 °C. Se realizd una extension final durante 10 min a 72 °C y enfriamiento a 4 °C.
Los productos de la PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2 % con el sistema de
electroforesis BlueGel ™ (MiniPCR, Cambridge, MA, EE. UU.) utilizando la tincidn

Diamond " Nucleic Acid Dye (Promega, Madison, WI, EE. UU.).

La secuenciacidn fue realizada con un equipo MinlON Mk1B con Tecnologia Oxford

Nanopore (https://nanoporetech.com/). Las secuencias se compararon con la base de

datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) mediante el algoritmo

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi ) para

asignar las especies mas similares genéticamente a cada muestra recolectada. Se utilizé

un umbral de >98% de identidad por pares para asignar especies.

2.3 Bioinformatica

El andlisis bioinformatico se realizé de forma independiente para cada muestra
secuenciada. Se descomprimieron y concatenaron los archivos, luego se utilizé la

herramienta NGSpeciesID (https://github.com/ksahlin/NGSpeciesID) para agrupar y

formar datos consensos de secuenciacion de amplicones. Se aplicd Porechop

(https://github.com/rrwick/Porechop) para cortar o eliminar adaptadores de lecturas

del nanopore. Finalmente se aplicé NanoPlot (https://github.com/wdecoster/NanoPlot)
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para visualizar el grafico bivariado que compara la longitud de lectura transformada
logaritmicamente con el puntaje de calidad promedio de Phred de la llamada base y

utilizar el paquete NanoFilt ( https://github.com/wdecoster/nanofilt ) para filtrar las

lecturas segun sus puntuaciones de calidad (Q > 12) y eliminar todas las lecturas por

debajo de 200 nucleétidos.

2.4 Reconstruccion filogenética y distancias genéticas

La edicién, ensamblaje y alineamiento de secuencias fueron realizadas en Geneious
Prime 2023.2 [41] con 1,026 secuencias analizadas de Genbank, campoy grupo externo.
Para el marcador molecular COI se analizaron 609 secuencias, 16S con 227 secuencias y
12S con 190 secuencias. Se elabordé la matriz final concatenada en el programa Mesquite
version 3.70 [42]. La estimacion del modelo de sustitucidén nucleotidica y la
reconstruccion filogenética fueron realizadas con ModelFinder [43] en el servidor de

IQtree (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) [44], se subid la matriz de alineamiento y el

archivo de particion en el servidor empleando el algoritmo de Maxima Verosimilitud. Los
parametros empleados en el analisis de soporte de ramas en |Qtree fueron un soporte
de las ramas mediante un test de rama Unica Shimodaira — Hasegawa (SH-aLRT) [45,46]
con 1000 réplicas, analisis bootstrap ultrarrdpido, el nimero de alineamiento bootstrap
de 1000, 1000 Iteraciones maximas y un Coeficiente de correlacion minimo 0.99. La
matriz genética tuvo cinco particiones, una por cada gen no codificante (12S y 16S), y
tres para los codones del gen codificante (COI). Los valores de soporte fueron estimados
a partir de 1000 Bootstrap. Finalmente, el arbol filogenético se visualizé y editd con el
programa FigTree v1.4.4 [47]. Se consideraron los genes COI, 16S Y 12S para Lithodytes
lineatus (KU494587, KU495380 y AY943228), Hydrolaetare caparu (KC603988, KC603954
y KC603953), Leptodactylus fuscus (KU494530, KU495323 Y AY905695), Scythrophrys
sawayae (KU494787, KU495580 y MN917609) y Physalaemus nattereri (KU494649,
KU495442 y MT992175) como grupo externo [15].

Se subié un arbol filogenético al programa Geneious Prime 2023.2 [41] para el calculo

de distancias patristicas. Se ha determinado la existencia de un umbral >3% [48], aunque
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otros estudios determinan que ese umbral pudiera ser menor al 2% para ranas

Neotropicales, por ejemplo, del género Pristimantis [16].

2.5 Morfologia

Para realizar las mediciones morfoldgicas se siguieron las definiciones y terminologias
de variables morfométricas utilizadas en el estudio de Carvalho, [14]. Las medidas fueron
tomadas con un calibrador pie de rey con una precision de +/-1 mm y un estéreo
microscopio: Longitud del hocico (SVL) = distancia desde la punta del hocico hasta el
margen posterior de la cloaca; ancho de la cabeza (HW) = distancia del ancho de la
cabeza medida a nivel de la mandibula; longitud de la cabeza (HL) = medida desde el
margen posterior de la mandibula inferior a la punta del hocico; didametro del ojo (ED) =
distancia entre los bordes anterior y posterior del ojo; distancia del ojo nostril (EN) =
distancia del margen posterior de la fosa nasal al margen anterior del ojo; longitud de Ia
tibia (TL) = longitud de la pierna flexionada desde la rodilla hasta el taldn; distancia
internarial (IND) = distancia entre las dos narinas; longitud de la mano (HAL) = desde el
borde proximal del tubérculo palmar a la punta del dedo Ill; longitud de la cabeza (HL) =
distancia desde el margen posterior de la mandibula inferior a la punta del hocico;
didmetro del timpano (TD) = distancia horizontal entre los margenes externo anterior y
posterior del anillo timpdanico; longitud del pie (FOL) = distancia desde el talén al dedo
IV de la pata trasera; longitud del fémur (FL) = medida desde el cloaca hasta la rodilla;
distancia Inter orbital (IOD) = anchura de la entre las érbitas; y, anchura del parpado
superior (EW) = distancia perpendicular del parpado superior. Asimismo, se aifadira la
anchura del disco del dedo 11l (F3D) = medida a través de la parte mas ancha del disco lll;
anchura del disco del dedo IV (T4D) = medida en la parte mas ancha del disco IV y
longitud del pie (MEL) = medida desde el tubérculo metatarsal interno a la punta del

dedo lll.

Se midieron 16 parametros morfométricos por espécimen colectados dentro de la
ciudad de Tena y los analizados en el Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO), para

la ciudad del Tena se contaron con 17 especimenes, y en el INABIO 51 especimenes entre
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machos y hembras. Realizamos un andlisis de componentes principales (APC) con datos
morfométricos medidos entre machos y hembras para comparar el dimorfismo sexual
del linaje correspondiente a la poblacion del Tena. Para analizar el patrén morfoldgico
entre poblaciones Amazénicas se usaron 8 parametros morfométricos (SVL, EN, ED, TD,
HAL, THL, TL y Fol) reportados por Carvalho [15]. Los andlisis estadisticos se realizaron

con PAST Software v18.0 [49].

2.6 Bioacustica

Las vocalizaciones de los especimenes fueron grabadas con una grabadora Tascam DR-
05, con una frecuencia de muestreo de 44.1 kHz en 16 bit de resolucion [13—-16] en
formato WAV. Las grabaciones fueron realizadas durante los dias de colectas entre las
18:00 — 22:00, se colectaron 5 grabaciones con su respectivo voucher (espécimen). La
duracién de las grabaciones fue de 3 minutos y se registroé la fecha, hora, ID cédigo de
grabacion, descripcion del habitat en donde se encuentra el espécimen, localidad [50] y
etiquetado de las grabaciones realizadas en campo siguiendo las anotaciones de Lips et
al, [51]. Informacidn adicional recopilada desde repositorios digitales como la BIOWEB,

se decidio tomar las grabaciones que tengan Voucher.

El ruido de fondo fue filtrado a -6 db en el programa Oceanaudio 3.13.8 [52]. Los andlisis
bioacusticos y los parametros digitalizados fueron procesados en Raven Pro 1.6.4.[53]
configurando el espectrograma de la siguiente manera [16]: Size =512 samples, Hop size
= 256 samples, overlap = 50%, window type = Hann, contrast = 33, set brightness = 62,
Rate = 1.0. Por otra parte, seguimos las definiciones y terminologias del trabajo de
Cocroft [50] para los siguientes parametros bioacusticos: longitud de canto (ms); tiempo
del pico de la vocalizacién (ms); tasa de vocalizacidon (cantos/minutos); frecuencia
fundamental (Hz) (1 armonica); frecuencia armonica 2; frecuencia armonica 3;
frecuencia dominante; cambios en la frecuencia dominante (Hz) (Apéndice, Tabla 2).

Se generd una base de datos bioacustica con ocho parametros para comparar las

poblaciones de la ciudad del Tena y lo reportado por Angulo & Icochea [24] para saber si
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existe diferencia significativa entre parametros acusticos. Los analisis estadisticos se

realizaron con PAST Software v18.0 [49].

2.7 Biogeografia

Para los andlisis biogeograficos se descargaron 19 variables bioclimaticas estandar de
WorldClim versién 2 [54] BIO1 = temperatura media anual; BIO2 = Rango diurno medio
(media mensual (temp. max. - temp. min.)); BIO3 = Isotermia (BIO2/BIO7) (x100); BIO4
= Estacionalidad de la temperatura (desviacién tipica x100); BIO5 = temperatura maxima
del mes mas calido; BIO6 = temperatura minima del mes mas frio; BIO7 = rango anual
de temperaturas (BIO5-BIO6); BIO8 = temperatura media del trimestre mas humedo;
BIO9 = temperatura media del trimestre mas seco; BIO10 = temperatura media del
trimestre mas calido; BIO11 = temperatura media del trimestre mas frio; BIO12 =
precipitacién anual; BIO13 = precipitacion del mes mas humedo; BIO14 = precipitaciéon
del mes mas seco; BIO15 = estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion);
BIO16 = precipitacion del trimestre mdas hiumedo; BIO17 = precipitacion del trimestre
mas seco; BIO18 = precipitacién del trimestre mas calido y BIO19 = precipitacion del
trimestre mas frio.

La base de datos contiene informacién de especimenes colectados en Ecuador, Peru,
Venezuela, Colombia y Brasil [36]. Se extrajo la informacién climatica de la base de datos
geografica de los especimenes con el programa ArcMap versidn 10.5 [55]. Las diferencias
climaticas fueron analizadas con componentes principales (ACP) con PAST Software

v18.0 [49].

2.8 Limites de especies candidatas

Segun las definiciones para delimitar especies cripticas propuesta por Vieites et al. [48]
en este trabajo se aplicaron para: (1) especies candidatas no confirmadas (UCS,
Unconfirmed Candidate Species) las cuales presentan distancias genéticas no corregidas
en el gen 16S rRNA >3%, donde no hay datos sobre morfologia y/o bioacustica debido a

la falta de especimenes o al estado inmaduro de los mismos; (2) especies candidatas
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confirmadas (CCS, Confirmed Candidate Species) las cuales presentan distancias
genéticas no corregidas en el gen 16S rRNA >3%, aunque a veces sdélo del 1-2%, con
diferencias en las vocalizaciones y diferencias diagndsticas en al menos un caracter
morfoldgico; y (3) linajes con-especificos profundos (DCL, Deep Conspecific Lineage) las
cuales presentan distancias genéticas no corregidas en el gen 16S rRNA >3%, no
presentan diferencia morfoldgicas y bioacusticas, aunque, a pesar de su solapamiento
en la distribucidn geografica con otras poblaciones, presenta haplotipos profundamente

divergentes [48].
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RESULTADOS

3.1 Anadlisis filogenéticos

Los resultados del andlisis realizado en IQTree en términos del algoritmo MI demuestran
qgue los modelos de mejor ajuste segun BIC fueron: TPM2u+F+I+G4:COI1, TNe+G4:COI2,
TN+F+1+G4:COI3, GTR+F+G4:16S, TIM2+F+G4:12S. A continuacidn, se presenta una lista

de modelos de mejor ajuste por particion:

Tabla 1. Lista de modelos de mejor ajuste por particién. En donde AIC+ w-AIC son puntuaciones
y ponderaciones del criterio de informacion de Akaike, AICc + w-AIC representan puntuaciones
y ponderaciones AIC corregidas y BIC + w-BIC son puntuaciones y ponderaciones de los criterios
de informacidn bayesianos. Los signos + indican los conjuntos de confianza del 95% vy los signos
- indican una exclusidn significativa.

ID Modelo LogL AIC + w-AIC AlCc + w-AlCc BIC + w-BIC
5914.1032 + 5914.7856 + 5941.2522 +
+F+l+ - .
1 TPM2u+F+1+G4 2949.0516 0.0000 0.0000 0.0000
) TNe+GA -1875.3062 3758.6123 + 3758.7975 + 3772.2050 +
0.0000 0.0000 0.0000
3 TN+E+1+G4 -3828.555 7673.1100 + 7673.7893 + 7700.2953 +
0.0000 0.0000 0.0000
4 GTR+F+GA -2719.8963 5459.7925 + 5460.1792 + 5503.4228 +
0.0000 0.0000 0.0000
5 TIM2+E+G4 -4168.5908 8353.1815+ 8353.3480 + 8391.3662 +
0.0000 0.0000 0.0000

Realizado por: Pasmai, 2024.

Por otra parte, se demuestran datos adicionales como: log-verosimilitud del arbol: -
15414.4242 (se 481.2637), log-verosimilitud sin restricciones (sin arbol): -9097,1360,
puntuacién del criterio de informacion de Akaike (AIC): 31800.8485, puntuacién del
criterio de informacion de Akaike corregido (AlCc): 32091,4341, puntuacion del criterio
de informacion bayesiano (BIC): 34550,2879, el arbol de consenso se construyd a partir
de 1000 arboles Bootstrap, log-verosimilitud del arbol de consenso: -15414.444978,
distancia de Robinson Foulds entre el arbol ML y el arbol de consenso: 18 y el mejor

puntaje encontrado: -15414.424.
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Los resultados mas relevantes mostrados en la filogenia son (Fig. 3): (i) Se identifican
nueve Clados bien soportados (UF=88.8, SH-aLRT= 99) en un grupo monofilético, entre
los cuales se incluye el linaje de la poblacion tipo de Adenomera simonstuarti sensu
stricto (Clado 6) con un valor SH-aLRT de 98.5/100, (ii) Se identifican ocho Clados
correspondientes a una especie candidata confirmada (Clado 9) con un valor SH-aLRT de
94.5 /99 y siete especies candidatas no confirmadas (Clados 1 al 5y del Clado 7 al 8) con
un valor SH-aLRT >80/>90 ; (iii) La especie candidata no confirmada (Clado 2) con un
valor SH-aLRT de 100/100 y la especie candidata confirmada (Clado 9) incluyen las
poblaciones provenientes de Ecuador, por lo que se descarta la presencia de Adenomera
andreae o Adenomera hylaedactyla para nuestro pais. Los valores SH-aLRT >80/>90
demuestran una confiabilidad fuerte del Clado mientras que los valores SH-alLRT
<80/<90 indica una confiabilidad moderada y valores SH-aLRT <70/75< indican una

confiabilidad débil.
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Adenomera_chicomendesi_AAGUFUS864

98.5/100 Adenomera_chicomendesi_AAGUFUSB63
Adenomera_chicomendes|_CFBH43562
4530100 Adenomera_chicomendesi_ZUFG108
] Clado Andreae
0.05

Figura 3. Arbol filogenético del género Adenomera a partir de una matriz

de caracteres

genéticos del 16S rRNA, 12S rRNA y Citocromo Oxidasa | (COl) para poblaciones de la Amazonia.
Se muestra divergencia filogenética dentro del complejo de especies de A. simonstuarti con
linajes distribuidos desde las regiones occidentales de la Amazonia, hasta las tierras bajas en el
Amazonas (Fig. 4). Los valores de soporte de cada rama se muestran como SH-alLRT (Test de

rama Unica) / UFBoot (boostrap ultra rapido). Los valores de soporte del arbol

por Clado son

mayores a 50%/50%. Se ha colapsado el Clado A. andreae, mismo que, junto con el linaje de
Adenomera hylaedactyla, son detallados en Apéndice Fig. 3 (B) El cuadro azul resaltado
pertenece al Clado de Adenomera simonstuarti sensu lato, mismo que incluye los 9 Clados

principales detallados en (A).
Realizado por: Pasmai, 2024.
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Las nuevas secuencias colectadas en Ecuador con cédigo nico HMOA'Y DHMECN (Figura
3A) se detallan en el Apéndice Tabla 1. Biogeograficamente, las poblaciones del Clado 2
estan hacia el norte de la cuenca del rio Napo, mientras las poblaciones del Clado 9 se
localizan desde el lado sur de la cuenca del rio Napo en Ecuador, hasta la Amazonia
occidental en Peru y Brasil (Fig. 4). Por otra parte, las poblaciones de los linajes de los
Clados 7 y 8, que son hermanos con el Clado 9 se distribuyen hacia las tierras bajas del
rio Amazonas, hacia la Amazonia central (Fig. 4). Las poblaciones de los Clados 3,5y 9
tienen distribuciones en simpatria, los Clados 2, 6 y 9 presentan una distribucién
peripatrica, mientras que los Clados 1, 2, 4, 6, 7, y 8 presentaron una distribucién
alopatrica entre si (Fig. 4). Los linajes del Clado 2, Clado 9 y Adenomera simonstuarti son

polifiléticas en este grupo monofilético (Fig. 3B).

América del sur

£
L,

T T T =
90°0'0"W 80°0'0"W 70°0'0"W 60°0'0"W 50°0'0"W

Figura 4. Distribucion geografica del complejo de especies en el Clado de Adenomera
simonstuarti sensu lato en Sudamérica. El Clado 6 corresponde a la especie nominal A.
simontuartiy la poblacion tipo [36]. Los nimeros que se encuentran a un costado del arbol
filogenético corresponden al nimero de Clado al cual corresponden. Los poligonos (buffer
50 km) representan las distribuciones de las poblaciones ubicadas por color en el arbol
filogenético de la Figura 2.

Realizado por: Pasmai, 2024.
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3.2 Distancias patristicas

Las distancias patristicas entre los Clados se detallan como promedio + desviacion
estandar (SD) y el rango (min—max) en la Tabla 2. Respecto a las Clados que incluyen
poblaciones ecuatorianas (Clado 2 y 9), los resultados mostraron que las distancias
genéticas comparadas entre ellos y el linaje de Adenomera simonstuarti sensu stricto
(Clado 6) fueron: Clados 2 y 9 variaron en un rango de 0.047+0.004 (0.043-0.058), Clados
2y 6variaron 0.043+0.003 (0.04-0.048), finalmente entre los Clados 6 y 9 variaron en un
rango de 0.035+0.004 (0.029-0.047)
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Tabla 2. Distancias patristicas de los genes 16S + 12S + COI del ADNmt. El color representa las distancias patristicas entre Clados (2 y 9), que
incluyen poblaciones ecuatorianas, y el Clado de Adenomera simonstuarti sensu stricto (Clado 6). Los valores se presentan como X+SD(min—

max).
Clados 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0+0 0.057+0.001 0.057+0.001  0.052+0.002 0.05710 0.049+0.003  0.054+0.002 0.055%0 0.052+0.004
(0-0) (0.056-0.059) (0.056-0.057) (0.05-0.053) (0.057-0.057) (0.046-0.052) (0.052-0.055) (0.055-0.055) (0.049-0.061)
5 0.001+0.002  0.035+0.001 0.031+0.002 0.052+0.001  0.043+0.003  0.049+0.002 0.05+0.001 0.047+0.004
(0-0.004) (0.034-0.038) (0.028-0.034) (0.051-0.054) (0.04-0.048) (0.046-0.052) (0.049-0.052) (0.043-0.058)
3 0.001+0.001  0.028+0.001 0.052+0.001 0.043+0.002 0.049+0.001 0.05+0 0.047+0.004
(0.001-0.002) (0.025-0.029) (0.051-0.052) (0.04-0.046)  (0.046-0.05) (0.049-0.05) (0.043-0.056)
4 0.005+0.004 0.047+0.002  0.039+0.003  0.045+0.002 0.045+0.001 0.042+0.004
(0-0.009) (0.045-0.048) (0.034-0.043) (0.04-0.046) (0.043-0.046) (0.037-0.052)
5 00 (0-0) 0.037+0.003  0.045+0.002 0.04610 0.043+0.004
(0.034-0.04) (0.043-0.046) (0.046-0.046) (0.04-0.052)
6 0.005+0.002  0.0374+0.003  0.038+0.003 0.035+0.004
(0.003-0.006) (0.032-0.041) (0.035-0.041) (0.029-0.047)
; 0.002+0.002 0.018+0.001  0.021+0.004
(0-0.003) (0.016-0.019) (0.016-0.031)
8 0£0 (0-0) 0.022+0.004
(0.019-0.031)
9 0.008+0.006
(0-0.024)

Realizado por: Pasmai, 2024.
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3.3 Andlisis morfoldgico

Las comparaciones se presentan para los Clados 2 y 9 de los cuales se obtuvo datos
morfoldgicos, mismos que se representan en Analisis de Componentes Principales en las

Figuras 5y 6.

Los machos no presentaron una separacién morfoldgica entre los tres componentes
principales (Figura 5). La mayor variacidon de datos en el primer componente principal
(38.5%) se explica por la relacidon con longitud del pie + la longitud del tarso (Fol),
mientras que la longitud del Pie (Mel) tiene una alta carga en el segundo componente
con un 22.6% (Figura 5A). La carga del tercer componente es de 11.2% explicada por la

correlacién con la longitud del fémur (THL) (Figura 5B).

Las hembras no presentaron una separaciéon morfoldgica entre los tres componentes
principales (Figura 6). La mayor variacién de datos en el primer componente principal
(41.5%) se explica por la relacion con longitud del pie + la longitud del tarso (Fol),
mientras que la longitud del fémur (THL) tiene una alta carga en el segundo componente
con un 22.2% (Figura 6C). La carga del tercer componente es de 14.7% explicada por la

correlacién con el ancho de la cabeza (HW) (Figura 6D).

Las diferencias estadisticas de los pardmetros morfoldgicos entre las poblaciones de
Adenomera andreae, Adenomera hylaedactyla, Adenomera simonstuarti y de las
poblaciones del Clado 9 en machos y hembras se detallan en la Tabla 3. Entre A.
simonstuarti y el muestreo realizado en las poblaciones ecuatorianas no existe
diferencias significativas (Tabla 3). De manera general, existen diferencias significativas
en algunas de las medidas morfométricas (i.e. SVL, EN, TD, etc., Tabla 2) entre los
individuos machos de las poblaciones de A. andreae sensu stricto y A. hylaedactyla sensu
stricto comparadas con las poblaciones del Clado 9 (Tabla 3). Sin embargo, los machos y
las hembras de los Clados 2, 6 (A. simonstuarti) y 9 no presentaron diferencias

significativas en su morfologia (Tabla 3).
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Figura 5. Especimenes evaluados por comparacion de datos morfométricos de
los Clados 2 y 9 mediante componentes principales en (A, B) machos de
Adenomera spp localizados en la region amazdnica ecuatoriana. Las variables
morfométricas que mejor explicaron la varianza en los datos se muestran en
consecuencia con cada eje.

Realizado por: Pasmai 2024.
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Figura 6. Especimenes evaluados por comparacion de datos morfométricos de
los Clados 2 y 9 mediante componentes principales en (C, D) hembras de
Adenomera spp. localizados en la regién amazdnica ecuatoriana. Las variables
morfométricas que mejor explicaron la varianza en los datos se muestran en

consecuencia con cada eje.
Realizado por: Pasmai, 2024.
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Tabla 3. Rasgos morfométricos (s6lo machos adultos) de dos especies de Adenomera de la Amazonia brasilefia y peruana, y del
ecotono de la sabana guayanesa en el estado brasilefio de Roraima (A. andreae y A. hylaedactyla) (véase Carvalho, 2019); dos
especimenes machos tipo de A. simonstuarti de la localidad tipo Campamento Segakiato, rio camisea, distrito de Echarate, provincia
de la convencidn, region del Cusco, Perd y cuatro especimenes hembras (véase Angulo e Icochea, 2010). Los datos son presentados
como promedio *SD (min—max). Se incluyd dos linajes (Clado 2 y 9) relacionados geografica y filogenéticamente con el linaje de A.
simonstuarti (Clado 6) en Ecuador, con una serie de sesenta especimenes de machos adultos y ocho especimenes de hembras
adultas. Los rasgos morfométricos se definen en Materiales y Métodos. *= Holotipo de A. hylaedactyla (ANSP2240). t=Diferencias
significativas (P<0.05) respecto al Clado 9 de Ecuador. f= Diferencias significativas (P<0.05) respecto al Clado 2 de Ecuador.

Linaje A. andreae A. hylaedactyla A. simonstuarti Clado 2 Clado 9 A. simonstuarti Clado 2 Clado 9
Sexo Machos Hembras
Rasgo (mm)
/ Individuos 25 1* 25 2 14 46 4 2 6
1) I
SVL 20.7 £0.8 24 24.0+1.1 26.11+0.2 23.611 24+2.2 24 1.1 25.3+2.5 25.4+2.3
(19.3-23.0)t (22.2-26.5)t (25.9-26.2) (21.6-25.5) (19.2-29.7) (23.2-25.2) (23.5-27.1) (21.7-27.8)
EN 1.8+0.2 18 2.0+0.2 2.0+0.1 2.2+0.3 2.3+0.4 2.2+02 2.4+0.2 2.8+0.7
(1.4-2.0)t (1.6-2.3)t (1.9-2.1) (1.8-2.7)  (1.4-3.3) (1.9-2.4) (2.3-26)  (2.3-3.9)
ED 2.0+0.2 22 2.2+0.3 2.8+0.3 2.5+0.2 2.5+0.3 25+01 2.9+0.2 2.7+0.1
(1.6-2.3)t (1.7-2.8) (2.6-3.0) (2.3-29)  (1.8-3.1) (2.4-2.6) (2.7-3) (2.5-2.8)
™ 1.2+0.1 14 1.3+0.1 1.7+0.0 1.5+0.2 1.61+0.2 1.7+0.2 1.8+0.1 1.8+0.2
(1.0-1.4)t% (1.2-1.5)tt (1.7-1.7) (1.3-1.9)  (1.2-2.2) (1.5-1.9) (1.7-1.9) (1.6-2)
HAL 4.4+0.3 47 5.3+0.3 5.4+00 4.9+0.4 5+0.6 52+01 5.1+0.6 5.3+0.5
(4.0-5.1)t (4.7-6.1)t (5.4-5.4) (4.1-55)  (3.9-7.3) (5.1-5.4) (4.7-5.6)  (4.6-5.9)
THL 9.6+0.4 93 10.5+0.8 10.2+0.8 9.3+0.8 9.9+0.9 10.7+0.4 9.4+0.3 9.8+1
(8.6-10.7)t% (9.0-12.1) (9.6-10.7) (8-11) (7.9-12.8) (10.3-11.2) (9.2-9.6) (8.8-11.4)
" 9.8+0.4 11 10.9+0.7 11.2+0.6 11.3+0.5 11.8+1.1 11.3+04 12.3+1.2 11.840.6
(9.3-10.7)t (9.8-12.5)t (10.8-11.6) (10.6-12.4) (9.3-15.1) (10.9-11.7) (11.4-13.1) (10.9-12.7)
Fol 10.3+0.4 11 12.3+0.7 11.7+0.8 15.9+0.7 16.7+1.9 11.5+0.5 17.84+2.1 17.2+0.9
(9.4-11.2)t% (11.3-13.6)F (11.1-12.2) (14.8-17.7) (11.7-23.3) (10.9-12.2) (16.4-19.3) (16.1-18.2)

Fuentes: Carvalho et al. [15], Angulo & Icochea et al. [24].
Realizado por: Pasmai, 2024.
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3.4 Analisis bioacustico

Tabla 4. Medicidon de los pardmetros acusticos de las vocalizaciones del holotipo de
Adenomera simonstuarti (véase Angulo e Icochea, 2010) e individuos del Clado 9
provenientes de Ecuador. Los datos se presentan como XiSD(min—max). Entre los
parametros acusticos comparados para las dos especies existen diferencias significativas (F
and T tests; P<0.05). Las definiciones de parametros acusticos pueden observarse en
(Apéndice, Tabla 2). *= Holotipo de A. simontuarti.

Linajes
Adenomera simonstuarti Adenomera sp. (Clado 9)
Etiqueta de grabaciones HMOA 2573,
MHNSM 18218 2574,2575,2576,2577 y
QCAZA51254
Numero de grabaciones
analizadas 62* 6
Parametros acusticos
Longitud de canto (ms) 65.3 +3.7(57.1-71.4) 112.3+72.9(66.2-415.3)
Ti del picodel
1empo del pico defa 13.6 + 6.8(4.8-44.8) 33.2422.5(8.4-126.5)
vocalizacién (ms)
Tasa de vocalizacion 231(216-246) 81(3-23)
(cantos/minutos)
Frecuencia fundamental (HZ) 1962.7 + 43.7
+ -
(1 armonica) (1813.2-2034.8) 2056.3t67.8(800-3184.8)
Frecuencia armonica 2 (HZ) 3892.8£86.9 4205¢135.9
(3707-4049.5) (2829.3-5333.3)
. . 5773.4+213.4 6136.3+247.2
Frecuencia arménica 3 (HZ) (4956-6023.8) (4610.8-7566.5)
. . 1962.7 +43.7
Frecuencia dominante 4175+282.6(2062.5-4500)

(1813.2-2034.8)
1638.1+284.3

(933.3-2341.5)

Cambio en la frecuencia 298 £63.7(170.9-430)
dominante (Hz)

Numero total de armdnicos 3 7
detectados por grabacién

Fuente: Angulo & Icochea et al. [24].
Realizado por: Pasmai, 2024.
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El holotipo Adenomera simonstuarti MHNSM 18218 tiene una duracién de canto de
57.1-71.4 ms que se repite a un ritmo elevado de 231 cantos/min (Tabla 4) en donde el
tiempo del pico de la vocalizacién es de 4.8—44.8 ms (Tabla 4). Este, tiene 3 a 4 pulsos
con fuertes modulaciones de amplitud en el canto (Figura 7A). En este caso la frecuencia
dominante es la frecuencia fundamental (1813.2—-2034.8 Hz), las vocalizaciones tienen
dos frecuencias adicionales relacionadas armdénicamente a 3707-4049.5 Hz y 4956—
6023.8 Hz de menor intensidad que la fundamental. Por otra parte, las grabaciones de
poblaciones del Clado 9 tienen una mayor duracion de canto de 66.2-415.3 ms que se
repite a un ritmo elevado de 81 cantos/min, (Tabla 4) en donde el tiempo del pico de la
vocalizacién es de 8.4-126.5 ms (Tabla 4). Estas, tienen de 7 a 12 pulsos con leves
modulaciones de amplitud en el canto (Figura 7B). La frecuencia dominante fue de entre
2062.5-4500 Hz, y las vocalizaciones tienen tres frecuencias adicionales relacionadas
armoénicamente a 800-3184.8 Hz, 2829.3-5333.3 Hz vy 4610.8-7566.5 Hz,
respectivamente. De acuerdo al analisis estadistico F and T tests hay diferencias
significativas entre Adenomera simonstuarti y las poblaciones del Clado 9 en todos los

parametros acusticos (Tabla 4).
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Figura 7. Espectrograma del holotipo MHNSM 18218 Adenomera simonstuarti, fue
grabado a las 18:20 h del 11 de octubre de 1997 a una temperatura ambiente de 27 °C,
debajo de la hojarasca junto a un tronco podrido [24]. Se muestra una llamada
caracterizada por tres notas pulsadas y una fuerte modulacién de los kHz. (B)
Espectrograma de un espécimen macho de la poblacién del Tena Adenomera sp. (Clado
9), grabada a las 19:46 h del 22 de marzo 2023 a una temperatura de 26°C, en pastizal
seco. Se muestra una llamada caracterizada por siete notas pulsadas y una modulacion
con un incremento leve visible de los kHZ.

Realizado por: Pasmai, 2024.

3.5 Analisis biogeografico

La variable biogeograficamente mas importante fue la precipitaciéon anual (BIO12) entre
las poblaciones de Adenomera spp., provenientes de Ecuador (Fig. 8). De toda la
variacion de los datos analizados, el 95% esta explicado por precipitaciéon anual en el
primer Componente Principal, mientras que la precipitaciéon del trimestre mds explica
solo un 4% en el segundo Componente Principal (Fig. 8A). Las poblaciones del Clado 9 es

la que mayor amplitud en la variacién presentd entre los tres Componentes Principales

(Fig. 8).

La mayor variacion en la precipitacion media anual (BIO12) se registran en Clados 2,4,6,7

y 9 (Fig. 8By C). El Clado 2, cuyas poblaciones incluyen algunas de Ecuador refleja mayor
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concentracion de datos a los 3250 mm; el Clado 4 a los 2500 mm; el Clado 6 a los 2000
mm: el Clado 7 a los 3000 mm y el Clado 9 a los 4000 mm. Los Clados 1,3,5y 8

presentaron la menor variacion de los datos (Fig. 8C).
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Figura 8. (A) Relaciones entre las variables climaticas mediante
componentes principales en los linajes del Clado de A. simonstuarti
sensu lato (B). Estructura del arbol filogenético presentado en el
mapa geografico de la Figura 3, y (C) Grafica de caja y violines
mostrada por Clados para representar la variacion en la
precipitacién anual (BIO12, mm). Cada Clado presente en la
filogenia (B) tiene un numero y color asociado a la grafica de
variables climaticas (A y C).

Realizado por: Pasmai, 2024.
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DISCUSION

En este trabajo se analizé y explord la diversidad criptica en poblaciones de ranas del
género Adenomera (Anura: Leptodactylidae) en Sudamérica, mismas que incluyen
nuevas secuencias de poblaciones provenientes de Ecuador. Las evidencias filogenéticas,
biogeograficas, bioacusticas y morfoldgias presentadas destacan que A. andreae y A.
hylaedactyla no forman parte de la batracofauna de Ecuador, que es acorde a lo

propuesto por Carvalho [36].

El analisis filogenético resulté en que las poblaciones ecuatorianas se ubicaron dentro
del linaje de A. simonstuarti sensu stricto, con ocho linajes adicionales. De esta manera,
se hipotetiza la presencia de al menos 7 linajes que se identifican como especies
candidatas no confirmadas [48] y un linaje (Clado 9) que identificamos como una especie
candidata confirmada [48] (Fig. 3 y 4). De esta manera, se corrobora que el grupo que
incluye a A. simonstuarti sensu stricto es un complejo de especies distribuidas en la

Amazonia [36].

Las poblaciones ecuatorianas, sorprendentemente resultaron en dos Clados no
relacionados filogenéticamente de manera directa dentro del grupo, correspondientes
al Clado 2 y 9 (Fig. 3A). Las muestras de Ecuador junto con las muestras genéticas con
codigo LSU-12840 Y MHNC6302 (Fig. 1 y 2) de Carvalho y colaboradores [36] se
encuentran relacionadas filogenética (Fig. 3A) y geograficamente (Fig. 4) dentro del
Clado 2. Se puede evidenciar en la Figura 3A que el linaje perteneciente al Clado 2 es
linaje hermano con los Clados 3, 4 y 5, con una distribucién hacia el norte del rio Napo
en Ecuador de esta manera, se considera al Clado 2 una especie candidata no confirmada
debido a la falta de informacién morfoldgica y bioacustica de sus poblaciones véase en

la Tabla 1 del estudio de Veites et al. [48].

Por otro lado, las muestras genéticas con cddigo AJC-2777, MHNC-10092, LSU-13787,
PEP-515y QU-2965 (Fig. 1y 2) obtenidas en el estudio de Carvalho y colaboradores [36],
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en conjunto con las muestras obtenidas en Ecuador se encuentran relacionadas
filogenéticamente (Fig. 3A) y geograficamente (Fig. 4) dentro del Clado 9. Este linaje esta
emparentado filogenéticamente con los Clados 7 y 8 (Fig. 3A). Considero al Clado 9 como
una especie candidata confirmada en base a evidencia morfoldgica, biocustica y genética

presentada en este trabajo véase en la Tabla 1 del trabajo de Veites et al. [48].

Biogeograficamente las poblaciones del Clado 2 se distribuyen desde la cuenca de rio
Napo hacia el norte llegando hasta el extremo norte de Perd, mientras que el Clado 9
desde el limite del rio Napo hasta la Amazonia central de Peru y el occidente de Brasil
(Fig. 4). Estos patrones biogeograficos se parecen a los patrones de distribucién
reportados en el estudio de Carvalho et al. [36] ubicados en las tierras bajas de la
Amazonia del noreste de Ecuador y extremo norte de Peru para el linaje 4. Cabe destacar
qgue en ese trabajo se reporta Unicamente el linaje del norte de Ecuador, que

corresponde al Clado 2 en nuestro estudio.

Si bien los analisis multivariados y paramétricos no muestran una separacion
morfoldgica entre los linajes de los Clados 2y 9 (Fig. 3A), encontramos altas diferencias
en distancias genéticas entre los linajes del grupo de A. simonstuarti (Fig. 3A) (Tabla 2).
Este patron de cripsis, donde existen diferencias filogenéticas y genéticas, pero baja
diferenciacion morfolégica es recurrente en linajes considerados como complejos

taxondmicos que se sospechan son especies cripticas [13-16,56-60].

Adenomera simonstuarti sensu stricto junto con los Clados 2 y 9 no pueden ser
diferenciadas morfolégicamente (Fig. 5y 6) (Tabla 3), esto puede deberse a su cercania
filogenética y a la retencidon de caracteres morfolégicos de su ancestro. La misma
situacion ocurre con Adenomera andreae y Adenomera hylaedactyla. El estudio de
Carvalho et al. [15] reporta la dificil situacidn de diferenciar estas dos especies de
manera morfoldgica ya que perdura el conservadurismo de caracteres entre estos
grupos y las malas condiciones de preservacién del holotipo. Las poblaciones
correspondientes a los Clados ecuatorianos se diferencian de Adenomera andreae y

Adenomera hylaedactyla en algunos caracteres morfométricos (Tabla 3). Esta similitud
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demuestra predominancia y retencidn de caracteres ancestrales, a pesar de ser especies
diferentes.

Los patrones acusticos son indicadores para la identificacién de especies, por lo que el
analisis de las vocalizaciones, junto con otras lineas de evidencia son necesarios para
reconocer especies no descritas [14,36]. Los patrones acusticos mdas notables que
permiten separar especies de Adenomera son las frecuencias, duracién de la nota y
numero de pulsos [13-15,24,36]. Angulo y Icochea [24] proporcionaron datos de algunos
parametros acusticos clave para miembros del grupo que incluye a Adenomera
simonstuarti sensu stricto. Una de las diferencias mas notable de la vocalizaciéon de
Adenomera simonstuarti es que la frecuencia dominante, se ubica en la primera
armoénica (=frecuencia fundamental), siendo mas baja (1962.7 + 43.7 HZ) en
comparacion con la frecuencia dominante ubicada en segunda armodnica registrada en

poblaciones ecuatorianas del Clado 9 (4175 + 282.6 Hz) (Fig. 7).

Se ha observado una fuerte ocupacion de la Amazonia, con el surgimiento de areas
urbanas, ocasionando un aumento de las presiones antropogénicas sobre sus recursos
de floray fauna [61]. Actualmente dentro de estas areas antropogénicas se mantiene un
pequeno recurso denominado dareas verdes, que son de gran importancia para la
supervivencia de organismos como aves, pequefios mamiferos, insectos, anfibios y
reptiles [62]. Las poblaciones documentadas en los alrededores de la ciudad del Tena,
Napo, Ecuador, son comunmente registradas en dareas urbanas con vegetacion
remanente en parques o terrenos baldios, bosques secundarios, bancos de rios y
riachuelos, borde de bosque y claros agricolas, similares a los habitats reportados para
Adenomera hylaedactyla [23,26,28,63]. Los linajes del Clado 2 y Clado 9 provenientes de

Ecuador lograron al parecer, ser resilientes a vivir en zonas urbanizadas.
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CONCLUSIONES

En este estudio se contribuyd a la comprensién taxondmica sobre los limites de especies
de ranas Adenomera provenientes de Ecuador. Primero, descartamos la presencia de
Adenomera andreae y Adenomera hylaedactyla para Ecuador; también se reporta una
alta diversidad criptica en el grupo de A. simonstuarti, con al menos 9 linajes en la
Amazonia. Entre los linajes estudiados con poblaciones ecuatorianas, el Clado 2
representa una especie candidata no confirmada, mientras que el Clado 9 es una especie

candidata confirmada relacionadas con el grupo de A. simonstuarti en la Amazonia.
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APENDICES

Tabla 1. En esta tabla incluimos a los especimenes utilizados para andlisis morfolégicos. Para cada individuo: numero de
museo, nombre de la especie, localidad, coordenadas, elevacién y sexo. Los especimenes examinados fueron capturados en Ecuador.

Numero de

mMuseo Especie Localidad Altitud Latitud Longitud Sexo Material examinado

Barrio Jumandy, via ministerio del
HMOA 2555 Adenomera sp 9 ambiente diagonal a la escuela 557 -0.98164 -77.81485 F
nacional Tena

Barrio Jumandy, via ministerio del
HMOA 2556 Adenomera sp 9 ambiente diagonal a la escuela 540 -0.98164 -77.81486 F
nacional Tena

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Barrio la unién frente a la cancha - Material examinado
HMOA 2566 Adenomera sp 9 cubierta 548 -0.9977157 77 8066511 F en coleccion

Material examinado

DHMECN 4694  Adenomera sp 9 Rio Tigre, Balsaura 186 -1.947314  -76.261642 F L
en coleccion
DHMECN 4369  Adenomeraspg ontalvo(Andoas), Nuevo 300 2074918 -76.754991 f Vaterialexaminado
Corrientes, Kurintza en coleccion
DHMECN 5377  Adenomerasp 9 Rio negro, Zufiac 1440 140101 -78.186776 F Materialexaminado

en coleccion

Barrio Jumandy, via ministerio del

HMOA 2553 Adenomera sp 9 ambiente diagonal a la escuela 541 -0.98173 -77.81474 M
nacional Tena
Barrio Jumandy, via ministerio del

HMOA 2554 Adenomera sp 9 ambiente diagonal a la escuela 543 -0.98172 -77.81473 M
nacional Tena

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion



HMOA 2558

HMOA 2559

HMOA 2560

HMOA 2562

HMOA 2564

HMOA 2567

HMOA 2568

HMOA 2573

HMOA 2574

HMOA 2575

HMOA 2576

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Barrio las Palmas a unas cuadras del
parque lineal

Barrio las Palmas a unas cuadras del
parque lineal

Barrio las Palmas a unas cuadras del
parque lineal

Barrio las Palmas a unas cuadras del
parque lineal

Barrio la unién frente a la cancha
cubierta

Barrio la unién frente a la cancha
cubierta

Barrio la union frente a la cancha
cubierta

Barrio Jumandy, via al ministerio del
ambiente

Barrio Jumandy, via al ministerio del
ambiente

Barrio Jumandy, via al ministerio del
ambiente

Barrio Jumandy, via al ministerio del
ambiente

510

556

546

525

501

548

548

539

539

514

536

-0.98379

-0.98722

-0.98716

-0.98705

-0.9978303

-0.9977914

-0.9979575

-0.9826318

-0.9825659

-0.9837035

-0.9832764

-77.82375
-77.81793
-77.81848

-77.81839

77.8067246

77.8067801

77.8066517

77.8137252

77.8137187

-77.813835

77.8133498

M

M

M

M

Material examinado
en coleccién

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion



HMOA 2577

DHMECN 13546

DHMECN 13547

DHMECN 13548

DHMECN 9069

DHMECN 1599

DHMECN 1601

DHMECN 1602

DHMECN 1603

DHMECN 12042

DHMECN 1995

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Barrio Jumandy, via al ministerio del
ambiente

El Pangui, ECSA

El Pangui, ECSA

El Pangui, ECSA

El eden lodge

Puerto misahualli, estacidn bioldgica
Jatun Sacha

Puerto misahualli, estacidn bioldgica
Jatun Sacha

Puerto misahualli, estacidn bioldgica
Jatun Sacha

Puerto misahualli, estacion bioldgica
Jatun Sacha

Los Encuentros, Paquisha

Santa Clara, Gavilan Anzu

547

827

854

943

250

400

400

400

400

800

-0.9818493

-3.589379

-3.594283

-3.602068

-0.524181

-1.049999

-1.049999

-1.049999

-1.049999

-3.762543

-1.288031

77.8145387

-78.467187

-78.465798

-78.460415

-76.123183

-77.716671

-77.716671

-77.716671

-77.716671

-78.645964

-77.930783

Material examinado
en coleccién

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion



DHMECN 9150

DHMECN 1595

DHMECN 3110

DHMECN 3123

DHMECN 3375

DHMECN 10008

DHMECN 10009

DHMECN 6900

DHMECN 6901

DHMECN 6902

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Macas, Gral. Proafio

Macas, Macas

Cononaco, Kawimeno, OBE

Cononaco, Kawimeno, OBE, Punto 2

Cononaco, Obe Occidental

Cononaco, Parque Nacional Yasuni.
Bloque 31. Plataforma Apaika.

Cononaco, Parque Nacional Yasuni.
Bloque 31. Plataforma Apaika.

Chonta Punta, Reserva Yachana, GVI,
Mondafia

Chonta Punta, Reserva Yachana, GVI,
Mondafa

Chonta Punta, Reserva Yachana, GVI,
Mondafa

1097

1000

200

200

230

208

208

800

800

800

-2.272176

-2.317486

-0.963778

-0.963778

-1.138267

-0.859275

-0.817538

-0.972725

-0.972725

-0.972725

-78.151321

-78.124643

-75.873124

-75.873124

-75.887722

-75.915381

-75.909566

-77.529089

-77.529089

-77.529089

Material examinado
en coleccién

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion



DHMECN 6903

DHMECN 6905

DHMECN 14124

DHMECN 17332

DHMECN 10697

DHMECN 10698

DHMECN 1597

DHMECN 7539

DHMECN 6841

DHMECN 8898

DHMECN 8872

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 9

Adenomera sp 2

Adenomera sp 2

Adenomera sp 2

Adenomera sp 2

Chonta Punta, Reserva Yachana, GVI,
Mondafia

Chonta Punta, Reserva Yachana, GVI,
Mondafia

Mera, Reserva Sumak Kawsay in situ

Cumanda, Rio Cuyuimi

Patuca, San Simon

Patuca, San Simon

Curaray, Tiguino

General Farfan, Cooperativa la
Balsarefia

Limoncocha, Joya de los Sachas

El Dorado de Cascales, Avié

Pacayacu, El Porvenir

800

800

1100

1257

938

938

300

607

274

320

240

-0.972725

-0.972725

-1.406143

1.51259985

-2.858318

-2.858318

-1.399997

0.201347

-0.307377

0.294544

0.184454

-77.529089

-77.529089

-78.049218

78.1247811

-78.233954

-78.233954

-76.616665

-76.632527

-76.613002

-77.100966

-76.622868

Material examinado
en coleccién

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion



DHMECN 9003
Adenomera sp 2

DHMECN 5028
Adenomera sp 2

DHMECN 3672
Adenomera sp 2

DHMECN 8268
Adenomera sp 2

DHMECN 12512
Adenomera sp 2

DHMECN 7839

Adenomera sp 2
DHMECN 7841

Adenomera sp 2
DHMECN 7838

Adenomera sp 2

DHMECN 3951
Adenomera sp 2

DHMECN 9196
Adenomera sp 2

DHMECN 9158 Adenomera sp 2

General Farfan, El Porvenir

La Joya de los Sachas, Joya de los
Sachas

Tarapoa, Pozo Fanny 18B-100

Jambeli, Reserva Ecologica Cofan
Bermejo

Limoncocha, Reserva limoncocha

General Farfan, Santa Elena

General Farfan, Santa Elena

General Farfan, Santa Elena

Tarapoa, Tarapoa, MPF

Tarapoa, Tarapoa

Tarapoa, Tarapoa

240

276

230

312

260

304

304

304

220

239

239

0.184454

-0.300069

-0.218478

0.25655

-0.382758

0.140888

0.140888

0.140888

-0.177152

-0.125958

-0.125958

-76.622868

-76.848483

-76.345183

-77.170293

-76.608496

-76.670107

-76.670107

-76.670107

-76.342808

-76.324862

-76.324862

Material examinado
en coleccién

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Material examinado
en coleccion

Realizado por: Pasmai, 2024.



Figura 2. Arbol filogenético completo.

Hydrolaetare caparu

Adenomera sp.

Adenomera sp.

Adenomerd sp. Physalaemus nattereri
—'— Scythrophrys sawayae
Lepctodactylus fuscus
Lithodytes lineatus
Clado A. martinezi

Clado A. saci
Clado A. diptyx
Clado A. hylgedactyla

Clado A. lutzi
Clado A. juikitam
Clado A. heyeri
Clado A. gridipappi

Clado A. cotuba
Clado A. amicorum

Clado A. phonotriccus

Clado A. kayapo

Clado A. bokermanni
Clado A. nana

Clado A. engelsi
Clado A. kweti
Clado A. araucaria

Clado A. gjurauna

Clado A. marmorata

Clado A. thomei

Clado A. chicomendesi
Clado A. andreae



Tabla 2. Lista de caracteres de vocalizaciones utilizados para caracterizar la vocalizacién de
Bufonidae (B) y Hylidae (H) en el estudio de Cocroft y Ryan [50].

Parametros

Caracteristica medida

Longitud de canto
(ms)

Tiempo del picode la
vocalizacion (ms)

Tasa de vocalizacion
(cantos/minutos)

Frecuencia
dominante

Frecuencia
fundamental (HZ) (1
armonica)
Cambioenla
frecuencia dominante
(Hz)

Tiempo transcurrido desde el principio hasta el final de una
vocalizacion. Medido a partir de la pantalla del analizador de forma de
onda o, para las vocalizaciones de Bufo de mds de 11-5 s, mediante
cronémetro.

Tiempo transcurrido desde el inicio de la vocalizacién hasta el punto
de mdaxima amplitud.

(NUumero total de vocalizaciones "1)/tiempo transcurrido desde el
inicio de la primera vocalizacién hasta el inicio de la dltima.

Frecuencia de la vocalizacion que contiene la mayor energia,
determinada a partir de la transformada de Fourier de (H) toda la
vocalizacion.

Frecuencia dominante aproximadamente igual al intervalo entre
armonicos o a algln multiplo entero de dicho intervalo.

Frecuencia dominante al final de la vocalizacién menos la del principio
de la vocalizacion.

Realizado por: Pasmai, 2024.
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