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Resumen

El declive de las poblaciones de anfibios es alarmante, debido a que cerca del 41 % de
todas las especies se encuentran en peligro de extincion. Conocer la diversidad de
especies y la composicion de las comunidades de anfibios en dareas con alta
biodiversidad requiere el uso de técnicas eficientes, de rapido diagndsticos y no
invasivas. ADN ambiental (eDNA) metabarcoding se ha convertido en una herramienta
rentable con alta sensibilidad y sus aportes son indispensables para la evaluacion
ambiental. En este estudio, se aplicaron técnicas de eDNA metabarcoding y Registros
por Encuentro Visual (REV) para contribuir al conocimiento de la diversidad de anfibios
acuaticos del rio Tena. Ambas técnicas detectaron 33 especies, de las cuales el 61% son
especies registradas para la microcuenca del rio Tena. De manera individual, eDNA
metabarcoding mostré una probabilidad de deteccién del 0.52 (Cl =0.50-0.54) debido a
gue detectd 28 especies de anfibios, a diferencia de REV con una probabilidad del 0.21
(Cl = 0.35-0.47) registr6 20 especies. Adicionalmente, con REV se registraron dos
especies Allobates. aff. insperatus y Cochranella resplendens que fueron detectadas por
primera vez para esta area. Mientras que, con eDNA metabarcoding se identificaron
cuatro ranas de montafia Pristimantis acerus, Pristimantis eriphus, Pristimantis mallii y
Pristimantis sp. (HMOAZ2026) en sitios con altitudes bajo los 600 m.s.n.m. En conclusion,
estos resultados indicaron un mayor grado de deteccién de anfibios en ambientes
acuaticos con eDNA metabarcoding en comparacién de REV, pero la aplicacidon
combinada de los dos métodos demostré mejorar la sensibilidad de deteccion de
especies y generar informacidn mas robusta y detallada, esencial para el desarrollo de

estrategias de conservacién en la Amazonia ecuatoriana.

Palabras clave: Anfibios anuros, DNA Metabarcoding, biodiversidad, monitoreo,

amazonia ecuatoriana
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Abstract

The decline in amphibian populations is alarming, with about 41% of all species
endangered. Knowing the diversity of species and the composition of amphibian
communities in areas with high biodiversity requires the use of efficient, rapid diagnostic
and non-invasive techniques. Environmental DNA (eDNA) metabarcoding has become a
cost-effective tool with high sensitivity and its contributions are essential for
environmental assessment. In this study, eDNA metabarcoding and Visual Encounter
surveys (VES) were applied to contribute to the knowledge of the diversity of aquatic
amphibians of the Tena River. Both techniques detected 33 species, of which 61% are
species registered for the Tena River micro-basin. Individually, eDNA metabarcoding
showed a detection probability of 0.52 (Cl = 0.50-0.54) since it detected 28 amphibian
species, unlike VES with a probability of 0.21 (Cl = 0.35-0.47) recorded 20 species.
Additionally, VES recorded two species, Allobates. aff. insperatus and Cochranella
resplendens that were detected for the first time in this area. While, with eDNA
metabarcoding, four mountain frogs Pristimantis acerus, Pristimantis eriphus,
Pristimantis mallii and Pristimantis sp. (HMOA2026) were identified at sites with
altitudes below 600 m.a.s.l. In conclusion, these results indicated a high degree of
detection of amphibians in aquatic environments with eDNA metabarcoding compared
to VES, but the combined application of the two methods demonstrated to improve the
sensitivity of species detection and generate more robust and detailed information,

essential for the development of conservation strategies in the Ecuadorian Amazon.

Keywords: Anuran amphibians, DNA Metabarcoding, biodiversity, monitoring,

Ecuadorian Amazon
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Introduccion

Los ecosistemas acuaticos brindan servicios relacionados con la biodiversidad,
regulacién del clima local, secuestro de carbono, entre otros beneficios [1,2]. En ellos
interactian poblaciones de diversos organismos que forman complejas redes
ecoldgicas, que se han visto amenazadas por actividades antropogénicas y el cambio
climdtico [3,4]. El caso de los anfibios es alarmante desde la perspectiva de conservacion
y ecologia en estos ecosistemas, debido a que especies que eran frecuentemente
observadas ahora se encuentran en peligro de extincidn [5], varias de ellas a la espera
de ser descritas taxondmicamente [6]; por lo que impera la necesidad de estudiarlas
para entender su rol en el ambiente y sus potenciales aplicaciones [5,7,8].

Si bien las métricas existentes para el monitoreo de la diversidad de especies y
composicidn de las comunidades de anfibios se basan en datos generados por técnicas
tradicionales como Registros por Encuentro Visual (REV) o grabaciones bioacusticas [9—
11], su aplicacién requiere experticia en la identificacidén, multiples visitas a los sitios de
estudio y considerar que, en una regién con alta diversidad, se reduciria la sensibilidad
de deteccidn, especialmente cuando se trata de especies con baja densidad poblacional
[12]. Todos estos requisitos generan problemas para el desarrollo eficiente de
estrategias de biomonitoreo, deteccidon y conservacién de anfibios, debido a que, se
necesitaria invertir mucho tiempo y recursos para lograr cumplirlos [13,14]. Para
complementar alternativas y atender estos problemas se pueden implementar técnicas

basadas en ADN ambiental (eDNA), que son relativamente sencillas de aplicar, requieren



conocimientos bdsicos de biologia molecular y taxonédmicas, por lo que ha generado
interés en los programas de monitoreo de biodiversidad [14—-17].

La técnica de eDNA es una metodologia emergente y no invasiva que usa trazas de ADN
libre presente en el ambiente para la deteccion y monitoreo de varios organismos
[15,18]. Todos los organismos vivos, independiente a su tamafio, forma o sistema
ecolégico al que pertenezca, liberan moléculas de ADN en forma intracelular o
extracelular que llegan al ambiente a través de desechos orgdnicos como heces,
gametos, células de la piel, etc. [19,20]. Las muestras ambientales procedentes de suelo,
agua o aire contienen informacion valiosa sobre la dindmica de un ecosistema, siendo
hoy en dia posible analizarlas; esto mediante los avances en las técnicas de preparacién
de muestras, a su relativo bajo costo y en el desarrollo de tecnologias de secuenciacién
de nueva generacién mas asequible y vanguardistas como Oxford Nanopore
Technologies (ONT) y su secuenciador portatil MiniON [20-22].

A nivel mundial la eficiencia de eDNA metabarcoding ha sido evaluada para el monitoreo
de especies invasoras, la deteccidn de especies en peligro de extincién y en especies con
baja densidad poblacional [17,23,24]. Fue utilizada por primera vez en el aio 2008 por
Ficetola et al. [25] para la deteccidn de anfibios usando como fuente de ADN muestras
de agua. Posteriormente, se ha documentado investigaciones enfocadas en el
biomonitoreo de peces y anfibios en numerosos ambientes acuaticos [26,27], debido a
gue estos organismos liberan grandes cantidades de ADN al ambiente, lo que facilita su
deteccion.

La persistencia en el ambiente de eDNA se ha estimado oscila entre 7 a 21 dias,
dependiendo de los factores bidticos y abidticos del entorno [28,29]. La aplicacién de
eDNA metabarcoding para el monitoreo de anfibios en ambientes acudticos crece
constantemente debido a la accesibilidad y disponibilidad de muestras ambientales.
Estas pueden ser analizadas desde 15 mL hasta cientos de litros, dependiendo del disefio
experimental y el taxén de interés [30-32]. Esta caracteristica la convierte en una
técnica idénea para el biomonitoreo de zonas con alta biodiversidad de anfibios y ricas

en fuentes hidricas como, por ejemplo, las cuencas de la Amazonia ecuatoriana.



La cuenca de rio Tena (provincia de Napo, Ecuador) localizada en la Amazonia
ecuatoriana, es una zona con una gran riqueza hidrica, sus dos principales rios son el
Tenay el Pano que cuentan con varios afluentes que generan una red hidrica. Posee una
variedad de ecosistemas que van desde paramo andino hasta selva tropical, en un rango
altitudinal que va desde los 500 a 3 500 m.s.n.m. [33—35]. Los distintos habitats
identificados en esta cuenca estan relacionados con una rica biodiversidad de anfibios
[36].

Ecuador es el tercer pais con mayor diversidad de anfibios en el mundo, con un total de
658 especies descritas, donde el 46.6% son endémicas [5,37]. A nivel de provincias
amazdnicas, la mayor riqueza de especies se encuentra en la provincia de Napo con 210
especies registradas [37,38]. En la cuenca del rio Tena, donde se localiza una parte de la
Reserva Colonso Chalupas se han registrado aproximadamente 50 especies [38—40]. Sin
embargo, existen zonas inexploradas donde se estima que esta diversidad se incrementa
alrededor de 180 especies [38,40]. En areas como el campus lkiam y las comunidades
de Atacapi y Alto Tena, se han registrado alrededor de 25 especies de anfibios, aunque
no todas estan asociadas a ecosistemas acuaticos [37,38,40].

En Sudamérica, se han implementado programas de biomonitoreo con eDNA
metabarcoding en la regién amazénica de Bolivia y Brasil para la deteccién de anfibios
[41,42]. En Ecuador, los estudios donde se aplica esta técnica para el biomonitoreo de
especies son escasos, uno de ellos fue realizado en los Andes del norte del Ecuador y
estaba dirigido para la deteccién Procambarus clarkii, un crustaceo considerado una
especie invasora [24]. Asimismo, el uso de eDNA metabarcoding empieza a ganar
interés mediante los proyectos de investigacidon que se desarrollan en la Universidad
Regional Amazédnica lkiam [23]. Actualmente, la descripcion y deteccidon de anfibios en
la cuenca del rio Tena se lo ha realizado mediante captura, REV y grabaciones[43—-45],
por tal motivo, la implementaciéon de eDNA permitird mejorar los procesos de
monitoreo de anfibios en esta zona.

Este es el primer estudio en la Amazonia ecuatoriana donde se usa eDNA para la
deteccion de anfibios asociados a cuerpos de agua, con los siguientes objetivos: 1)
Contribuir al conocimiento de la diversidad de anfibios acuaticos del rio Tena aplicando

técnicas de biomonitoreo como eDNA metabarcoding y REV. 2) Generar una coleccion



cientifica y una base de datos de referencia local tanto de manera taxonédmica como
genética de los anfibios presentes en ambientes acuaticos del rio Tena. 3) Comparar el
método eDNA metabarcoding versus REV, con la finalidad de conocer cudl de ellos,
permite detectar el mayor nimero de especies de anfibios en los ambientes acuaticos

del rio Tena.
Materiales y métodos

Sitio de estudio

El drea de estudio esta localizada en la microcuenca del rio Tena (Provincia de Napo,
Ecuador), en el piedemonte amazédnico, a ocho kildémetros al oeste de la ciudad del Tena,
en la parroquia de Atacapi (0°56‘51°S; 77°5137°W) [46]. Tiene un rango altitudinal que
oscila entre 600 a 710 m.s.n.m. y una precipitacién anual de 3 500 mm. Es una zona
aledafia a la Universidad Regional Amazdnica Ikiam que cuenta con numerosos cuerpos
de agua, como rios, riachuelos y charcas que alberga una alta biodiversidad de flora y
fauna tipica de los bosques piemontanos Andino-Amazdnicos [47]; es una area
perturbada debido a las actividades antropogénicas como la agricultura y piscicultura.
Las colectas de especimenes y muestras para eDNA fueron realizadas en una seccion del
rio Tena, la cual presentaba afluentes que podrian transportar ADN de sitios internos al
area de interés y de charcas colindantes con aguas permanentes, es decir,
aquellas que tienen agua durante todo el afio Fig. 1.

Permiso de colecta y procesamiento de muestras

Este proyecto de investigacién fue realizado mediante el Convenio Marco de Acceso a
Recursos Genético Nro. MAATE-DBI-CM-2021-0177, dentro del proyecto titulado
“Deteccidén de especies clave de fauna (amenazadas, invasoras) y microorganismos
(patégenos y microbiota) asociados a ecosistemas acuaticos del Ecuador, con técnicas

moleculares de ADN ambiental y metabarcoding”.
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Fig. 1. Area de estudio en la microcuenca del Rio Tena (MCRT), Napo, Ecuador y su elevacion del terreno
que evidencia la diferencia de altura que existe entre el sitio de muestreo y el punto de expedicion.
Consta de seis sitios de muestreo: tres en charca (ChP1, Chp2, ChP3, Blanco) y tres en transectos de rio
(TrP1, TrP2, TrP3, rojo). Tiene un sitio de exploracion (morado) en la Reserva Colonso Chalupas, donde
se realizo colecta de anfibios de montafa. Aledafia al drea de muestreo se encuentra la Universidad
Regional Amazdnica lkiam (verde). Localizacion geogrdfica detallada en tabla S1 (Material
suplementario).

Procesos de campo

El método REV y la colecta de muestras de agua para eDNA fue realizada de manera
simultanea entre los meses de enero a marzo en el 2020, y de febrero a abril en el 2021.
Ambos procesos se realizaron una vez por mes en seis sitios: tres en charcas (ChP1-ChP3)
y tres en transectos de rio (TRP1-TRP3). Se aplicé el método REV en la noche (entre 20:00
a 00:00 hr) durante 30 min por sitio. La observacién e identificacién de anfibios en las
charcas se efectué mediante un desplazamiento lento (aprox. 2 metros/minuto) y
aleatorio cubriendo la mayor area posible, y revisando vegetacién, cuerpo de agua y
suelo; para los transectos de rio fue un proceso similar, pero el recorrido fue por las
orillas. Con los registros obtenidos se creé una matriz de presencia (1) y ausencia (0) de

especies para cada sitio.



Para obtener eDNA del sitio de interés, se colectaron muestras de agua en la manana
(entre 06:00 a 07:00 hr), Se midi6 el perimetro de cada sitio y luego se dividié en tres
puntos, Fig. 4-5. En cada punto de colecta se tomaron 1 000 mL de agua en botellas de
polietileno esterilizadas, realizando un barrido en zigzag tomando 250 mL cada dos
metros, aproximadamente, con un volumen final para cada sitio de 3 000 mL. Para evitar
la contaminacion cruzada entre sitios se usaron guantes de nitrilos por cada muestra,
procediendo a esterilizar los materiales con etanol al 70% antes del ingreso al siguiente
punto de muestreo. A su vez, se adiciond al ensayo una botella con 1 000 mL de agua
ultrapura como control, con la finalidad de conocer si existia contaminacidon entre
muestras durante el transporte. Las muestras fueron transportadas en cajas térmicas
pldsticas, para mantener una cadena de frio a 10 °C y evitar la degradacion del eDNA
[48].

Filtracion de muestras ambientales

Las muestras de agua para eDNA y controles de transporte fueron filtradas en la
Universidad Regional Amazénica lkiam, inmediatamente después de su llegada al
laboratorio. Para este proceso empleamos un sistema de filtracion de vidrio (Merck®)
conectado a una bomba de vacio (GAST) y membranas de nitrocelulosa (PORAFIL ® NC),
con un tamano de poro de 0.45 um y 47 mm de didmetro. Con la finalidad de generar
una muestra compuestas y homogénea, se mezclaron los 1 000 mL de agua de cada
punto de colecta (Fig.4-5) para obtener 3 000 mL por sitio muestreado. Luego, las
muestras fueron filtradas hasta saturar los filtros, obteniendo entre 3 y 4 filtros por sitio
que fueron almacenados en cajas petri a -20 °C, hasta su procesamiento con ensayos
moleculares. Se incorpord el filtrado de agua destilada esterilizada como filtros de
control negativo para detectar cualquier tipo de contaminacién ambiental en el
instrumental y filtros empleados. Estos controles siguieron los mismos procesos que las
muestras ambientales.

Procesamiento e identificacion de especimenes colectados

Los especimenes colectados con la técnica de REV fueron registrados fotograficamente
y descritos con la finalidad de tener las caracteristicas morfoldgicas en vida para su
identificacion taxondmica. Todos los especimenes fueron sacrificados, usando un

anestésico local (Lidocaina al 2%) que fue colocado tépicamente sobre la piel de los



especimenes [49]. Posteriormente, se extrajo una muestra de tejido hepdtico y
muscular de cada espécimen, las cuales fueron conservadas en microtubos de 2 mL con
etanol al 96% en congelacién (-20°C), hasta su procesamiento con ensayos moleculares.
Finalmente, cada espécimen recibié un cddigo Unico de coleccién cientifica y fueron
identificadas usando claves dicotdmicas de las caracteristicas morfoldgicas de cada
especie [39], mediante comparaciones con especies registradas en la plataforma Bioweb
Ecuador [37] y la coleccién de referencia de anfibios de Ikiam. Todos los ejemplares
reposan en la coleccidn cientifica del Laboratorio de Biologia Integrativa lkiam-Instituto
Nacional de Biodiversidad (INABIO).

Base de datos de referencia

Basado en muestreo en campo y reportes de literatura sobre la diversidad y distribucidn
de especies de anfibios en la microcuenca del rio Tena [37,38,40], se definié una lista de
54 especies de anfibios que podrian ser detectados mediante eDNA metabarcoding
Tabla S2 (material suplementario). Para construir la base de datos de referencia del gen
16S rRNA, se realiz6 la secuenciacion de al menos un individuo de cada una de las 54
especies. En el caso de no tener disponible el tejido, se optd por descargar su secuencia
del NCBI. Se generaron 43 secuencias del gen 16S rRNA que correspondian a 20 especies
para la base de datos local. Los tejidos fueron obtenidos a partir de los especimenes
colectados mediante la técnica REV.

Para complementar la base de referencia local y cumplir el nimero de secuencias
requeridas (>100) para una base de referencia [13], se extrajeron todas las secuencias
de anfibios del gen 16S rRNA reportados en Ecuador de la base de datos NCBI. Ademas,
se afnadieron secuencias de peces, mamiferos, aves y bacterias con la finalidad de
mejorar la asignacion taxondmica de eDNA. Las secuencias fueron analizadas in silico
empleando el programa ecoPCR [50], donde se simulé una PCR In silico para comprobar
gue todas las secuencias de referencia amplifican con los marcadores seleccionados
Vert-16S-eDNA-F1 (5’-AGA CGA GAA GAC CCY dTG GAG CTT-3’) y Vert-16SeDNA-R1 (5'-
GAT CCA ACA TCG AGG TCG TAA-3’) [13].

Ensayos moleculares para muestras de tejidos

La extraccion de ADN gendmico se realizd a partir de 5-10 mg de tejido hepatico o

muscular, dependiendo de la muestra disponible de cada espécimen, utilizando el kit



Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA) siguiendo el protocolo de
fabrica (Material suplementario). Para determinar la pureza y cuantificar de ADN
extraido se wusd el equipo NanoDrop™ One/Onec Microvolume UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, USA) empleando 2 ul de ADN
gendmico de cada muestra. La amplificacién de fragmentos cortos (=600 bp) del gen
ARN ribosomal 16S (16S rRNA) se realizé utilizando el equipo termociclador miniPCR™
mini 16 (MiniPCR, Cambridge, USA), con un volumen final de 25 pl, usando 50 ng/ul de
ADN extraido. La mezcla de amplificacién se realizd empleando 2 U de Platinum Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), agua libre de nucleasas, 1X de PCR Buffer, 1.5
mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs Mix, 0.2 uM de los marcadores 16 SA-L (5’-CGC CTG
TTT ATC AAA AAC AT-3’), 0.2 uM de 16 Sbh-H (5’-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACGT-3’)
[51] y 50 ng/ pul de albumina de suero bovino (BSA, Invitrogen, Carlsbad, USA). El perfil
térmico programado fue una primera denaturacién por 5 min a 95 °C, seguido por 35
ciclos de 30s a 95 °C, 30s a 59 °Cy 45s a 72 °C. A continuacion, se realizd, una extensiéon
final de 5 min a 72 °Cy un enfriamiento a 4°C. Los productos de PCR fueron visualizados
en geles de agarosa al 2% en la cdmara de electroforesis vertical BlueGel™
electrophoresis system (MiniPCR, Cambridge, USA) utilizando la tincién de Diamond™
Nucleic Acid Dye (Promega, Madison, USA). Previo al procedimiento de secuenciacién,
los productos amplificados fueron purificados empleando el kit comercial Enzymatic PCR
Cleanup using Exonuclease | and Shrimp Alkaline (New England BiolLabs, Ipswich, MA,
USA), usando el protocolo de fabrica. La secuenciacion del gen 16Sr se realizé6 mediante
el método Sanger enviando las muestras a la empresa Macrogen (Seoul, Corea del Sur)
para su procesamiento. Los datos de los electroferogramas obtenidos mediante el
método Sanger fueron alineados y editados usando el software libre Ugene V.41.0
(Unipro, Novosibirsk, Rusia, http://ugene.net/), para generar una secuencia consenso
de cada especie.

Las secuencias obtenidas en este estudio formaron parte de la base de datos de
referencia local (Tena) y fueron utilizadas para la identificacién taxondmica molecular
de los especimenes colectados considerando un porcentaje de similitud > 98%. Para ello,
las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos del National Center fo

Biotechology Information (NCBI) a través del algoritmo Basic Local Alignment Search

8


http://ugene.net/

Tool (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de asignar el género y

especie de cada individuo colectado.

Ensayos moleculares para muestras ambientales

Después del proceso de filtracidn, los filtros obtenidos de los controles negativos y de
las muestras fueron cortaron en pequefias piezas cuidadosamente utilizando bisturis (N°
11) estériles. Los pedazos fueron colocados en microtubos de 1.5 mL estériles. A
continuacion, se realizé la extraccion de ADN metagendmico empleando el método
descrito en Baetens [30] con modificaciones de acuerdo a las condiciones del laboratorio
(Material suplementario)[30]. Las muestras de ADN obtenidas fueron cuantificadas
usando el equipo Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, USA) empleando 2 pl de
ADN metagendmico. La amplificacion de fragmentos cortos del gen ARN ribosomal 16S
(16S rRNA) se realizé utilizando el equipo termociclador miniPCR™ mini 16 (MiniPCR,
Cambridge, USA), con un volumen final de 25 pul, usando entre 15-30 ng/ pl ADN
extraido. La mezcla de amplificacidn se realizé empleando 1 U de Tag DNA Polymerase
(Bio Basic, Markham, Canadd), agua libre de nucleasas, 1X de Taq reaction Buffer, 2 mM
de MgS0a, 0.2 mM de dNTPs Mix, 0.2 uM de los marcadores Vert 16S eDNA F1 (5'-TTT
CTG TTG GTG CTG ATA TTG CAG ACG AGA AGA CCC YDT GGA GCTT-3’), 0.2 pM de Vert
16S eDNA R1 (5-‘ACT TGC TCG CTC TAT CTT CGA TCC AAC ATC GAG GTC GTAA-3’) [52] y
50 ng/ ul de albimina de suero bovino (BSA, Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA). El perfil
térmico programado fue una primera denaturacion por 3 min a 94 °C, seguido por 30
ciclos de 30s a 94 °C, 60s a 58 °C y 90s a 72 °C; continuo con una extensién final de 10
min a 72 °Cy un enfriamiento a 4°C. Los productos de PCR fueron visualizados en geles
de agarosa al 2% en la camara de electroforesis vertical BlueGel™ electrophoresis
system (MiniPCR, Cambridge, USA) utilizando la tincion de Diamond™ Nucleic Acid Dye
(Promega, Madison, USA). Cabe mencionar, que los marcadores utilizados para la
amplificacién fueron sintetizados afiadiendo los adaptadores de Oxford Nanopore
Technologies [53].

Previo a la preparacion de librerias, se realizd una segunda amplificacion con 36
muestras de eDNA mds un control negativo que fueron visualizadas en gel de agarosa,

se descartaron 6 muestras al no visualizarse la presencia de banda (Fig. S1). Las muestras
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restantes (30) fueron utilizadas para preparar las librerias, una para cada muestra, para
ello se empled el kit empleando PCR Barcoding Expansion Pack 1-96 (EXP-PBC096, ONT,
Oxford UK). El volumen final de la libreria fue de 50 pL y se realizé mezclando 1 uL PCR
Barcode (BCO1 — BC32), 24 uL de producto de PCRy 25 pL LongAmp Tag 2X Master Mix
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). El perfil térmico programado fue una primera
denaturacién por 3 min a 95 °C, seguido por 15 ciclos de 15s a 95 °C, 15sa 62 °Cy 30s a
65 °C, una extension final de 10 min a 65 °C y un enfriamiento a 4°C. Todas las librerias
fueron mezcladas en un microtubo de 1.5 mL usando 10 pL de cada muestra. La
purificacion de la mezcla de librerias fue realizada con 1.8x Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, USA) y cuantificada con el equipo Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen,
Carlsbad, USA). Posteriormente se diluyé la mezcla de libreria a 1 ug en 47 ul de agua
libre de nucleasas. La reparacion de ADN vy la ligacién del adaptador fueron realizadas
usando el protocolo PCR barcoding (96) amplicons SQK-LSK109 (ONT, Oxford, UK) y los
kits NEBnext FFPE DNA Repair Mix (M6630), NEBNext Ultra Il End reapir / dA-tailing
Module (E7546) y Ligation Sequencing Kit 1D (SQK-LSK109, ONT, Oxford UK). Finalizado
la preparacién de las librerias, la celda de flujo fue preparada utilizando el Flow Cell
Priming kit (EXP-FLP002). La mezcla de carga tuvo un volumen final 75 ul y fue realizada
con 7.5 pl de Sequencing Buffer (SQB), 25.5 ul de Loading Beads (LB) y 35 fmol de libreria
de ADN en 12 pl.

La secuenciacién metagendémica se realizd empleando el secuenciador de cuarta
generacion llamado MinlON (ONT, Oxford, UK) conforme las instrucciones del protocolo
MinKNOW (ONT, UK, https://n9.cl/7gjtc). El equipo utilizé el software MinKNOW
v21.06.0 (ONT) que tiene integrado el programa Guppy v5.0.11 (ONT) para controlar el
secuenciador, colectar en tiempo real las secuencias, filtrar las lecturas por calidad > 8,
realizar el Basecalling y demultiplexar las lecturas por barcode. El tiempo de
secuenciacion fue de 15 horas. Transcurrido el tiempo de secuenciacion, se finalizaron
los programas, se desconectd el equipo y se procedié a la limpieza de la celda de flujo
(FLO MIN106 R9.4.1, ONT, Oxford, UK) con el kit de limpieza Flow Cell Kit (EXP-WSH004,

ONT, Oxford, UK) siguiendo las instrucciones de fabrica, la celda fue guardada a -4°C.
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Analisis bioinformatico y estadistico de datos metagenémicos

Los archivos FastQ generados por el software MinikNOW fueron procesados con el
software Python v3.10.1. y Docker Desktop 4.1 (https://docs.docker.com/). El analisis se
realizé6 de manera independiente para cada muestra secuenciada. Los archivos fueron
descomprimidos y filtrados por calidad (Q > 12), con el paquete NanoFilt v2.5.0
(https://github.com/wdecoster/nanofilt) [54,55]. Para la generacién de secuencias
consenso de datos de eDNA metabarcoding se usd el programa Amplicon_sorter
(https://github.com/avierstr/amplicon_sorter), siguiendo los pasos descritos en
Vierstraete y Braeckman [56] configurando un rango de tamafio entre 200 a 500 pb. Se
identificd la unidad taxondmica operativa (UTO) utilizando el algoritmo BLAST, donde se
alinearon las secuencias consenso obtenida de eDNA con la base de referencia
construida en este estudio [57]. Las UTOs que presentaron una similitud < 97% con
respecto a la base de datos fueron eliminadas.

La probabilidad de deteccién de cada especie registradas por eDNA metabarcoding vy
REV fue estimada en base a modelos de sitio de ocupacién [58,59] con el paquete
UNMARKED usando R.4.1.2 (R Core Team 2021) [60]. Para la probabilidad de deteccidn
y la comparacién de registros entre ambas técnicas aplicadas, se consideré como una
unidad o un registro, a un taxon identificado (género o especie) para eDNA y una especie
para REV. Se cred un diagrama Sankey para visualizar las especies y familias detectadas
con eDNAy REV en los seis sitios de muestreo utilizando R.4.1.2 (R Core Team 2021) con
el paquete networkD3 (https://www.r-graph-gallery.com/sankey-diagram.html). El
grosor de las lineas de conexidn en el diagrama corresponde al nimero de especies
identificas con la excepcidn de las lineas entre los nodos sitio-familia que corresponde a
la proporcion ((Numero de especies detectadas para una familia por eDNA vy
REV/registro total de las especies de una familia en todo el muestreo) X nimero de

especies detectadas de la familia un sitio) Fig.2.
Resultados

Registros por Encuentro Visual (REV)
Se realizaron 36 muestreos (18 en charcas y 18 en transectos de rio) para el

biomonitoreo mediante los métodos de REV y eDNA metabarcoding. Se registraron 248
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especimenes que correspondian a 20 especies mediante REV. Ademas, se reportan 195
especimenes de anfibios en charcas y 53 en los transectos de rio, siendo las especies
mas abundantes: Boana punctata (38) y Dendropsophus bifurcus (36) para charcas, y
Rhinella marina (18) y Scinax ruber (15) para transectos de rio. Durante el REV también
observamos especies con un Unico registro como Allobates aff. insperatus, Cochranella
resplendens, Scinax cruentomma, Pristimantis variabilis y Adenomera andreae Tabla S3
(material suplementario).

Base de datos de referencia local

La base de datos de referencia local de anfibios fue construida con 522 secuencias del
gen 16S rRNA registradas en el Ecuador, de las cuales, 20 secuencias de diferentes
especies fueron generadas en este estudio, 477 se extrajeron de la base de datos (NCBI)
y 25 secuencias se generaron en el proyecto “Caracterizacién genética y ecolégica de la
herpetofauna en un Transecto Altitudinal en la Cuenca del Rio Napo y la Reserva
Colonso-Chalupas, Ecuador” de la Universidad Regional Amazdnica lkiam. También se
incluyeron secuencias de peces (5), mamiferos (5), aves (5) y bacterias (5) para polarizar
el alineamiento con las secuencias consenso generadas por eDNA de anfibios. En total,

la base de datos de referencia tiene 542 secuencias de varios grupos.

ADN ambiental (eDNA) metabarcoding

Las muestras de eDNA fueron secuenciadas generando un total de 2 704 000 lecturas.
Después de la depuracion vy filtrado (Q>8 / Q> 12) con los algoritmos de Minknow vy
Amplicon_sorter se obtuvieron 2 508 000 y 1 204 938 lecturas, respectivamente. Para
anfibios se generaron 375 056 lecturas (326 630 para charcas y 48 426 para rio). Las
lecturas restantes correspondian a varios grupos: peces (479 972), mamiferos (121 731),
aves (2 249) y bacterias y otros grupos (225 930). Finalizado el proceso de analisis, todos
los controles de transporte, amplificacidn y secuenciacion resultaron negativos Fig. S2.

La lista de especies y lecturas se detallan en la Tabla S4 (material suplementario).

Comparacion eDNA vs REV

Mediante el uso de eDNA metabarcoding y REV se detectaron en total 33 especies de

anfibios en los seis sitios de muestreo, durante seis meses. De manera individual, eDNA
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metabarcoding detectd 28 especies y REV 20 especies. Estas corresponden a 15/33
especies registradas por ambos métodos, 13/33 especies detectadas con eDNA que no
fueron registradas con REV y 5/33 especies que eDNA no detectd, pero fueron
observadas con REV. Del total de especies detectadas se identificaron seis familias de
anfibios, siendo Hylidae la de mayor riqueza con 24 especies (13 eDNA, 11 REV), seguido

por Strabomantidae con 12 especies (9 eDNA, 3 REV).

Todas las familias fueron detectadas con ambos métodos, excepto Aromobatidae que
tuvo un unico registro (A. insperatus) mediante REV Fig. 2 y Tabla S5 (Material
suplementario). Dentro de las detecciones con eDNA se identificé cuatro especies en
particular: Pristimantis acerus, Pristimantis eriphus, Pristimantis mallii y Pristimantis sp.
(HMOA2026). Estas especies son ranas de regiones de montaia registradas en el sitio
de exploracion dentro de la Reserva Colonso-Chalupas (0°56’07.0°S;77°55’36.6°W) a 1

518 m.s.n.m. Fig. 1y 2.
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Fig. 2. Frecuencia relativa de la deteccion de especies de anfibios usando eDNA y REV durante seis
meses de biomonitoreo en la cuenca del rio Tena, Napo, Ecuador. Se detallan los sitios de muestreo
(Ch = charca, Tr =transecto de rio), familias identificadas, métodos aplicados y especies de anfibios
detectados por cada técnica. Las especies que presentan un asterisco (*) son especies de montarfia.

La probabilidad de deteccién mediante eDNA tuvo un amplio rango de variacidn para

cada especie, siendo la minima para Oreobates quixensis con un P = 0.29 y la méxima
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para Rhinella marina y Scinax ruber con P = 1. Esta diferencia puede deberse a que O.
quixensis fue detectado en un Unico sitio (TrP2), mientras que R. marina y S. ruber fueron
registradas en todos los sitos de muestreo. La probabilidad de deteccién para el método
REV varié desde un P = 0.06 para las especies O. quixensis y Pristimantis malkini, que
fueron observadas en dos ocasiones en el mismo sitio de muestreo (TrP2); Especies con
un P >0.70 fueron Scinax ruber (P = 0.71) y R. marina (P = 0.79), detectadas en distintos
ambientes acudticos durante los seis meses de monitoreo (ChP1, ChP2, TrP1, TrP2,
TrP3). Las especies Boana geographica (P = 0.39), Boana punctata (P = 0.49) y Scinax
garbei (P = 0.58) fueron observadas en el mismo sitio (ChP2) durante todo el tiempo de
muestreo. Estas especies fueron las Unicas que presentaron diferentes estados de

desarrollo, desde huevos, juveniles en metamorfosis y adultos.
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La probabilidad de deteccién de estas tres especies al usar eDNA metabarcoding
corresponde a: B. geographica con P =0.83, S. garbei con P = 0.75 y B. punctata con P =
0.58, se evidencia un aumento en su probabilidad de deteccidn al comparar con la
probabilidad obtenida en REV, esto es debido a que fueron detectados en varias charcas
(ChP3, ChP2) y en algunos casos en rio (TrP3, TrP2) Fig. 3. Al incluir todas las especies,
la probabilidad de deteccidon para eDNA metabarcoding fue de 0.52 (Cl = 0.50-0.54) vs
0.21 (CI=0.35-0.47) para el método REV. La aplicacion de eDNA metabarcoding muestra
una mayor eficiencia de deteccion en comparacién de REV, pero al usar esta técnica se
evidencia la presencia de ranas de montana, previamente colectados en la zona alta de

la microcuenca del rio Tena. Fig. 2.



Discusion

Base de datos de referencia local

La informacién generada a partir del monitoreo de organismos mediante métodos
tradicionales y emergentes son de relevancia tanto por cuestiones ecolégicas y de
conservacion de los organismos y sus habitats [42,49,61,62]. En este estudio, realizamos
un monitoreo de comunidades de anfibios en ambientes acuaticos mediante las técnicas
de REV y eDNA metabarcoding. Se construyd una base de datos de referencia que
incluyd 20 secuencias nuevas generadas en este trabajo. Un dato importante de
mencionar es que, la especie Rhaebo ecuadoresis no fue encontrada en la base de datos
del NCBI, debido a un error de etiquetado. Esto se debié a que, cuando se realizd el
alineamiento de nuestra secuencia con la base de datos obtuvimos un 99.9% de
identidad con Rhaebo glaberrimus una especie de la cual R. ecuadorensis fue separada
[63,64]. Con este ejemplo, se puede observar que no toda la informacién genética del
NCBI esta correctamente curada ya que se puede encontrar secuencias con informacién
desactualizada [65]. Por tal motivo, el analisis previo de las secuencias que ingresan a
nuestras bases de datos permite solventar estas discordancias.

Como se ha observado en otros estudios de Sudamérica [16,41,42], para efectuar un
biomonitoreo de anfibios exitoso con eDNA metabarcoding en zonas con alta
biodiversidad [38,66], y lograr recuperar la composicion taxondmica de muestras
ambientales a partir de miles de secuencias, es necesario construir una base de datos
de referencia lo mas completa posible, curada y de buena calidad, con la finalidad de
priorizar una correcta identificacion [13,67,68]. Varios reportes cientificos detallan el
efecto desfavorable sobre los analisis cuando una base de datos tiene errores de
curacién, lo que ocasiona omisiones en las identificaciones y genera el descarte de
secuencias que serian consideradas como falsos positivos [13,15,69]. En este estudio, la
base de datos fue disefiada para la deteccion de anfibios, por lo cual el 96.3% de las
secuencias son de este grupo. Para la microcuenca del rio Tena este trabajo aporta con
el registro de 20 especies de anfibios, siendo A. aff. insperatus y C. resplendens
documentadas por primera vez para esta area. Como menciona Angulo [49] los nuevos

aportes referentes a la distribucion de las especies son relevantes, especialmente en
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area inexploradas, ya que esto permite completar los inventarios de biodiversidad de un
lugar y a su vez genera informacién actualizada para el desarrollo de estrategias de
conservacion.

Seleccion de marcadores genéticos

Los marcadores genéticos son fundamentales para eDNA metabarcoding; su correcta
seleccion permite amplificar las muestras ambientales que tengan fragmentos de ADN
del grupo taxonémico de interés, descartando el resto [70—72]. Generalmente, para el
monitoreo de comunidades bioldgicas se utilizan marcadores universales con regiones
conservadas (donde se unen los marcadores) y sitios hipervariables entre especies (para
la asignacion taxondmica) [73]. Estos marcadores deben cumplir con una alta
especificidad para el grupo de interés con una amplia cobertura intragrupo y un alto
grado discriminatorio que garantice la identificacion de los organismos [74,75].

Para este estudio, se utilizaron marcadores para vertebrados que permitieron detectar
varias especies de anfibios asociados a ecosistemas acudticos (Tabla S4), pero también
otros grupos como peces, aves y mamiferos. En la mayoria de las muestras ambientales
secuenciadas, hubo una mayor prevalencia de anfibios y peces; estos resultados
concuerdan con los obtenidos en Vences et al. [52], quienes disefiaron los marcadores
moleculares para la deteccidn de peces y anfibios y lograron identificarlos hasta nivel de
especies. De igual forma, Evans et al. [76] que utilizaron el mismo marcador Forward,
pero diferente Reverse; lograron detectar la diversidad de especies de estos dos grupos
en un mesocosmos. Estos resultados evidencian que, dependiendo del objetivo del
estudio se puede utilizar marcadores generales para obtener resultados de varios

grupos taxondmicos y dentro de ellos, nuestro grupo de interés.

Como se ha observado en este y otros trabajos [52,76], los marcadores para vertebrados
tienen una alta especificidad, un alto poder discriminatorio y han sido utilizados para la
deteccién de anfibios. A pesar de ello, algunas muestras ambientales procesadas en este
trabajo no fueron amplificadas. Esto puede darse, por algunos factores ajenos a los
criterios de seleccion de marcadores moleculares como: presencia de inhibidores
naturales de la ADN polimerasa como el acido humico y fulvico [77], cambios

estructurales en las hebras de ADN [78], etc. Estos factores, pueden disminuir o
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bloquear la actividad de los marcadores genéticos generando una baja eficiencia de
unién ADN-marcador, lo cual puede desencadenar problemas de amplificacion,
presencia de falsos negativos [79] y fallos en la deteccidn de especies, respectivamente
[13,80,81].

La seleccidn de marcadores moleculares confiables requiere, una evaluacion in silico con
la finalidad de estimar su especificidad y cobertura taxondmica e in vitro para conocer
su rendimiento de amplificacidn [75]. En este estudio se realizd una evaluacidn inicial in
silico, lo cual nos permitié tener un indicio de las especies que podrian ser detectadas
mediante eDNA metabarcoding y a su vez se pudo determinar que los marcadores
moleculares eran idéneos para la deteccién y monitoreo de comunidades de anfibios
presentes en la microcuenca del rio Tena.

eDNA metabarcoding vs REV

La aplicacién simultanea de eDNA y métodos tradicionales en dreas con alta
biodiversidad, ha sido analizada [41,42,82] y recomendada [83] en varios estudios,
debido a que existe una compatibilidad entre estos dos enfoques al momento de evaluar
la diversidad de macroorganismos [84]. El uso de multiples técnicas durante el
biomonitoreo de organismos puede generar informacion mas completa y detalla en
comparacion de a un monitoreo mediante una Unica técnica debido a que cada técnica
tiene su caracteristica particular y metodologia establecida para la deteccidn de especies
[16,49,82].

En el biomonitoreo de anfibios en la microcuenca del rio Tena se utilizdé eDNA
metabarcoding y REV, en conjunto estas dos técnicas lograron registrar un total de 33
especies, es decir un 61% de las especies documentadas previamente en el area de
interés. El 39% restante de las especies registradas en el area de estudio posiblemente
no fueron detectadas debido a que muchos anfibios son susceptibles a contaminantes y
areas perturbadas, viven en diferentes habitats (p.ej. el dosel del bosque), tiene una baja
densidad poblacional, etc. [37,38,45,85]. Con eDNA se detectaron 28 especies y registro
una probabilidad de deteccién del 52%, mientras que con REV se identificd 20 especies
y tuvo una probabilidad del 21%. Estos resultados evidencian que eDNA tiene un mayor

grado de deteccion en comparacién que REV y esto concuerda con los resultados
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mencionados en el metaanalisis realizado por Fediajevaite et al. [84] donde compararon
49 estudios que aplicaron estas dos técnicas mencionadas.

Si bien eDNA en promedio puede detectar mas taxones que REV, hay especies que son
registradas por ambas técnicas, esto depende de su abundancia y distribucién en los
ambientes acuaticos [82,86,87]. En este trabajo se registraron 15 especies de anfibios
que fueron detectadas por las dos técnicas mencionadas, estos registros coinciden con
las especies observadas en las zonas de amortiguamiento de la Reserva Bioldgica
Colonso Chalupas [40]. De igual forma, estas especies frecuentemente han sido
observadas asociadas a cuerpos de agua natural Iénticos [37,88], donde se esperaria una
mayor concentracion de ADN y abundancia de especies, lo cual aumentaria la
probabilidad de deteccidn, tanto con eDNA metabarcoding y REV [20,30,89].

Por otra parte, se ha observado en diversos estudios la presencia de una fraccidon de
especies que puede ser detectadas, bien por eDNA metabarcoding o por métodos
tradicionales [16,84,90,91]. En nuestro caso, se registraron cinco especies que fueron
observadas Unicamente por REV; tres de estas especies son A. andreae, A. insperatus y
P. variabilis que han sido detectadas en anteriores salidas a campo en la microcuenca
del rio Tena [38,40]. Como mencionan, Ron et al. [37], estas especies se caracterizan por
ser ranas terrestres y diurnas, y usualmente son observadas perchando en hojarasca o
debajo de arboles caidos. Por esta razén, al usar muestras de agua para el biomonitoreo
de estas poblaciones se esperaria una baja deteccién con eDNA metabarcoding debido
a que no se cumpliria el criterio de inclusion en la relacién muestra-organismo
[13,37,80]. Con respecto a las dos especies restantes C. resplendens y S. cruentomma,
estas especies no han sido registradas en colecciones cientificas en nuestra area de
estudio, ni en zonas aledafias, pero si en la provincia de Napo [92,93]. Son especies
asociadas a cuerpos de agua, pero son poco frecuentes en areas disturbadas como
nuestro sitio de muestreo [37]. El registro de C. resplendens es inesperado, ya que se
considera como una especie raramente observada en ecosistemas Amazdnicos
perturbados. Las cinco especies referidas no fueron detectadas por eDNA
metabarcoding, pudiendo ser el resultado de deficiencias en la captura de ADN

ambiental durante este estudio.
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Adicionalmente, 13 especies fueron Unicamente detectadas mediante eDNA
metabarcoding. Estas especies fueron previamente registradas en la provincia de Napo
y en la microcuenca del rio Tena [38,40,45]. Sin embargo, cuatro de ellas P. acerus, P.
eriphus, P. mallii y Pristimantis sp. (HMOA2026) se caracterizan por ser ranas de
montafia que fueron registradas en la zona de exploracién dentro de la Reserva Colonso
Chalupas (Fig. 1). En el drea de estudio, estas especies fueron detectadas en la época
lluviosa, en diferentes meses y puntos de muestreo. La especie P. acerus fue detectada
en los puntos TrP1, TrP2 y TrP3 en una ocasién en enero 2020 y en dos en marzo del
2021. P. mallii fue detectado en los puntos TrP1, TrP2, TrP3 y ChP1 en una ocasion en
enero 2020 y en tres ocasiones entre los meses de marzo y abril 2021. Asimismo P.
eriphus fue detectado en los puntos TrP1 y TrP3 en dos ocasiones entre los meses de
marzo y abril del 2021. Finalmente, Pristimantis sp. (HMOA2026) fue detectado en los

puntos TrP2 y TrP3 en dos ocasiones en marzo del 2021.

La presencia de ADN de las ranas de montaia en los sitios de muestreo, pueden darse
debido a las caracteristicas geomorfoldgicas de la microcuenca del rio Tena, ya que tiene
una amplia red hidrica con un area de drenaje de aprox. 134.86 km?, una pendiente
promedio de 22.4% y una precipitacion anual entre 3 500 — 4 000 mm [33]. Todas estas
caracteristicas pudiesen promover que el material genético de especies presentes en las
regiones montafiosas de la cuenca alta, viaje hacia el rio y luego sea transportado
corriente abajo hacia la zona de estudio (distancia aprox. 13.4 km). Esta afirmacién se
corrobora con el desplazamiento que tiene el material organico, incluyendo al ADN, en
los rios [94,95].

Al trabajar con eDNA metabarcoding en transecto de rio, es necesario considerar que el
eDNA no sera exclusivamente de las especies del sitio, sino que, hay una probabilidad
de detectar especies de regiones aledafias [96,97]. Las cuatro especies de montaia
registradas en la parte baja de la microcuenca del rio Tena, son falsos positivos para los
ecosistemas estudiados. Esto concuerda con lo mencionado por Bohmann et al. [15], un
falso positivo es cuando el eDNA detecta una especie que no esta presente en el sitio.
La identificacidn de este tipo de falsos positivos durante la asignacién taxondmica es

fundamental para no generar datos sesgados que en futuros estudios no puedan ser
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corroborados. Estos desaciertos pueden ser distinguidos siempre y cuando tengamos
una base de datos de referencia, curada taxondmicamente, con las especies cuyas

distribuciones biogeograficas sean propias y correspondan a la regién o drea de estudio.

Beneficios y limitaciones de eDNA metabarcoding

eDNA metabarcoding es una prometedora técnica que presenta una alta eficiencia en el
monitoreo de la biodiversidad, especialmente en zonas de dificil acceso que requieren
un gran esfuerzo de muestreo, no necesita un contacto directo con el organismo de
interés ya que utiliza como fuente de informacidn muestras ambientales, es
relativamente mds econdmica y no invasiva. Sin embargo, dado que la técnica de eDNA
utiliza Unicamente secuencias de ADN tiene limitaciones para estimar la abundancia de
organismos, asi como otros aspectos de su biologia (p.ej. edad, sexo). Para superar esta
limitante es necesario complementar el monitoreo con colecciones cientificas a partir
de REV u otra técnica tradicional [11,90]. Asimismo, para la identificaciéon de hibridos
genéticos seria un verdadero reto, porque eDNA usa amplicones cortos que permite
diferenciar entre especies divergentes, pero con limitaciones en la resolucién de

individuos de la misma especie [82].

La asignacidn taxondmica de secuencias realizada durante el analisis de datos de eDNA
metabarcoding depende y estd limitada a una base de datos de referencia local y de
manera indirecta de la informaciéon que generan los métodos tradicionales [13,80].
Como se reportd en este estudio, todas las secuencias consenso obtenidas mediante
eDNA necesitan ser comparadas para identificar las unidades taxondmicas
operacionales (UTOs), ademads se requiere de informacion biogeografica y ecolégica de
las especies detectadas, con la finalidad de poder discriminar las especies que se
encuentran fuera de nuestra zona interés [13,15,96]. Un claro ejemplo de ello, son
nuestros resultados donde se identificaron ranas de montafia que viven a partir de 1 500
m.s.n.m. en sitios con altitudes bajo los 600 m.s.n.m. Sin embargo, para tratar de superar
esta limitante en eDNA, varios estudios proponen como alternativas el uso de un
enfoque libre de taxonomia, el cual emplea un indice molecular calculado directamente
de los datos de eDNA para no depender de una base de referencia [98,99]. El desarrollo

de este enfoque podria mejorar la resolucién taxondmica la cual es un problema en
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eDNA dado que no todas las secuencias obtenidas se alinean con un porcentaje de
identidad > 97%. Esto puede darse por varios factores como, por ejemplo, no tener una
secuencia de referencia de la especie, contaminacidn durante los procesos de
laboratorio o porque los marcadores utilizados no son especificos [72,100].

Replicar las condiciones ambientales in vitro es un verdadero reto tanto para eDNA
como para otras técnicas, sin embargo, simular estas condiciones en laboratorio son
requeridas para lograr estandarizar los protocolos y otros procesos indispensables antes
de aplicar eDNA metabarcoding in situ. Por ejemplo, estimar la relacion entre densidad
y concentracion de eDNA, que practicamente se experimentan en condiciones
controladas. In situ la realidad es muy distinta debido a que eDNA estd expuesto a
factores bidticos y abidticos, variacién de habitats y caudales, entre otros factores. Esto
podria generar que la densidad de especies en campo solo sea un estimado y no la
realidad [82,87]. El uso de protocolos estandarizados de campo y laboratorio en la
aplicacion de eDNA es una ventaja, ya que los procesos realizados en este u otro trabajo
pueden ser replicados en diferentes zonas y para el monitoreo de diferentes taxones
[19,101]. Asimismo, estos protocolos nos permiten disminuir los riesgos de
contaminacién en los sitios de muestreo y entre muestras, ya que todo proceso y

material utilizado siguen estrictas normas de esterilizacién [13,82].

eDNA metabarcoding es un método de diagndstico ecoldgico que ha ido revolucionado
la manera de monitorear la biodiversidad de ambientes acuaticos [11,13,20,83]. Desde
el 2008 que empezé a ser utilizada para el monitoreo de macroorganismos hasta la
fecha, se ha documentado, su desarrollo y su compatibilidad con los métodos
tradicionales, lo cual le ha permitido mejorar la deteccidon de multiples especies en
varios ambientes a nivel global [42,87,102]. Su aplicacién en ambientes con alta
biodiversidad como la microcuenca del rio Tena es necesario tanto para el monitoreo de
especies que presentan baja densidad poblacional, especies invasoras y especies en

peligro de extincion.
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Conclusiones

Este estudio detalla que la técnica de eDNA metabarcoding presenta un mayor grado de
deteccion de anfibios en ambientes acudticos en comparacion de REV. Sin embargo, se
destaca la relevancia que tiene la informacién obtenida a partir de los métodos
tradicionales como REV que se complementan con eDNA; esto con la finalidad de
completar una base de datos propia de la zona y una coleccion cientifica de referencia.
Para la microcuenca del rio Tena mediante salidas de campo y reportes de diversidad
de anfibios se registré aproximadamente 54 especies, de las cuales en este estudio se
logré detectar 33 especies mediante la aplicacion de eDNA y REV. Sin embargo, la
diversidad de anfibios es mucho mayor ya que cuenca con regiones inexploradas donde
se desconocer la batracofauna que habita en estas zonas.

La disponibilidad de las muestras de agua y su interaccién con varios organismos
permiten mejorar el biomonitoreo de la biodiversidad de anfibios, pero no todas las
especies esta relacionados con cuerpos de agua, por tal motivo es necesario considerar
el empleo de varios tipos de muestras ambientales para ampliar el rango de deteccién
de especies terrestres o habitantes de micro ecosistemas especificos (p.ej. bromelias,
agujeros de arboles, hojarasca, etc.).

Los métodos tradicionales de monitoreo (REV) se han utilizado por décadas y han
generado valiosa informacién de la biodiversidad en diversos ecosistemas. Con la
aplicacion de eDNA esta informacidn puede ser obtenida de una manera mas facil y
rapida, lo cual es importante para el desarrollo de estrategias de conservacién de los
organismos, a su vez se generan registros robustos y comprobables en areas con altas

biodiversidad como la microcuenca del rio Tena.
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Graficos y figuras

(B)

Fig. 4. A) medicion del perimetro de carchas. B) representacion grdfica de los puntos de colecta de agua
en charcas. SP1, SP2 y SP3 hace referencia a las divisiones realizadas en el sitio de muestreo antes de la
toma de muestras ambientales

Fig. 5. A) medicion del ancho del rio. B) representacion grdfica de los puntos de colecta de agua en
transectos de rio. SP1, SP2 y SP3 hace referencia a las divisiones realizadas en el sitio de muestreo antes
de la toma de muestras ambientales.

34



Material suplementario

Tabla S1. Localizacidn geogrdfica de los sitios de muestreo en la microcuenca del rio Tena

Codigo Localidad Coordenada Altura
ChP1 Charca 0°57'39°S; 77°51'34°W 569 m
ChP2 0°56'23°S; 77°51'54°W 635 m
ChP3 0°56'10°S; 77°52'03°W 649 m
TrP1 Transecto de rio 0°57'30°S; 77°51'36°W 574 m
TrP2 0°56’38°S; 77°51'49°W 615 m
TrP3 0°56'11°S; 77°52'06°W 645 m

Protocolos de extraccion de ADN de muestras de tejido muscular o hepatico

La extraccién la realizamos en la Universidad Regional Amazdnica lkiam, con el kit
comercial de Promega. Antes de la extraccion se esterilizd el area de trabajo para que
no exista contaminaciéon cruzada de proceso anteriores. Primero, se preparé una
solucién de 120 ul de EDTA 0.5 M (pH=8) y 500 ul de Nucleic Lysis Solution (ENLS) para
refrigerarla, estos volUmenes son para una muestra. Se utilizé entre 5-10 mg de muestra,
esto depende de la cantidad de tejido disponible. La muestra fue colocada en un
microtubo de 1.5 mLy se aifiadieron 300 pl de la solucién preparada previamente, ENLS.
Se maceraron las muestras empleando un micropistilo estéril hasta triturar por
completo la muestra. Se afiadieron 300 pl mas de ENLS y se homogenizd por vértex la
muestra. Se afiadieron 17.5 pl de proteinasa Ky se incubd toda la noche a 50 °C. Antes
del continuar el proceso se verificd que la digestidn este completa, la muestra reposé a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se afiadieron 3 ul de RNase Solution y se incubé
por 30 minutos a 37 °C, se dejé reposar a temperatura ambiente por 5 minutos. Se
afiadieron 200 pul de Protein Precipitation Solution y se homogenizé mediante vértex por
20 segundos. Las muestras fueron colocadas en hielo por 5 minutos y centrifugadas a 16
000 xg durante 5 minutos, se verificd que todo el pellet haya precipitado. Se retiré el
sobrenadante en un tubo de 1.5 mL nuevo y se descarté el pellet. Se afiadieron 600 pl
de isopropanol frio y se homogenizd gentilmente invirtiendo el tubo, se centrifugd a 16
000 xg por 2 minutos y se descartd el sobrenadante y se afiadieron 600 ul de etanol al

70 %para lavar y precipitar el ADN. Se centrifugé nuevamente a 16 000 xg por 2 minutos
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y se descarté el etanol. Se secé todo el etanol de la muestra toda la noche sobre una
toalla. Finalmente, se rehidraté el ADN con 50 pl de DNA rehydration solution, se
homogenizé completamente la muestra y se almacend a 4 °C, si es por un tiempo

prolongado a -80 °C.
Extraccion de ADN de muestras ambientales (agua)

La extraccion del filtro que contiene el eDNA se realizé6 acorde a Baetens [30]. Las
membranas obtenidas del filtrado fueron cortadas en pequefios trozos empleando
bisturi, tijeras y pinzas previamente esterilizadas. Se colocaron las piezas pequeiias del
filtro en un microtubo de 1.5 mL. Luego, se anadieron 300 pL de Extraction buffer y se
maceré empleando un micropistilo por 4 minutos. Se afiadieron nuevamente 300 uL de
Extraction buffery 2.5 pL de solucién proteinase K 20 ug/ml y se realizé un vortex fuerte
por 2 minutos y se encubd toda la noche a 55 °C. La muestra fueron enfriadas a
temperatura ambiente durante 5 min y se afiadieron 175 puL de MPC Protein
Precipitation Reagent, vértex por 20 segundo. Se centrifugd a 14 000 rpm durante 12
minutos a 4 °C y se colocé en hielo por 1 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un
microtubo de 1.5mL y se afiadieron 3 pL de solucién RNAse (5 mg/mL). Se homogenizd
por pipeteo y se invirtid el tubo 25 veces. Luego se incubé a 37°C durante 10 min. Se
dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 14 000 rpm por 6
minutos a 4 °C. Se transfirié el sobrenadante a un microtubo de 1.5 mL y se colocé la
muestra en un bloque frio, afladiendo 500 pL de isopropanol frio, se invirtio el tubo 30-
40 veces. Se centrifugd a 14000 rpm a 4°C durante 11 min y se decantd el isopropanol y
se afiadid 500 pL de etanol al 70%, el tubo fue invertido para lavar el pellet
cuidadosamente. Se centrifugd a 14000 rpm durante 3 min y se descarté el etanol, se
dejé secar overnight el ADN obtenido. Finalmente, se afiadieron 40 pL de MilliQ
esterilizada y se homogenizé el eDNA. Se almacené el eDNA a -20°C o -80°C (para

almacenamiento a largo plazo).
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Informacion detallada de las tablas suplementarias

La informacidon completa de todos los registros realizados mediante REV y eDNA metabarcoding

se encuentra disponible en: https://1drv.ms/x/s!Aviis5KgxWIV7FpVU uey2le2fAt?e=RV3GhB

Tabla S2. Lista de especies registradas en la microcuenca del Tena y con sus respectivas secuencias. Estas
secuencias se utilizaron para construir la base de datos de referencia local

. - Aiio . .
Especie Cadigo Pais Secuencia
muestreo

CGCCTCTTGCCTCAAATAAGAGGTCCAGCCT
GCCCAGTGACACTGTTCAACGGCCGCGGTA
TCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTT
GTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAAAGGC
ATCACGAGAGTCATACTGTCTCCTTTTTCCA
ATCAGTTAAACTAATCTCCCCGTGAAGAAGC
GAGGATAATTCTATAAGACGAGAAGACCCT
ATGGAGCTTTAAACAAATAACACTTACCTAC
CCCCTCCTTTAATTTCAGAAAAATCTCCCACT
Adenomera andreae  TWQ_019 2020 Ecuador  TTGGCATGATACTTATAAGTTTTTGATTGGG
GTGATCACGGAACAAAAAACAACCTCCGCA
ATGAAAGACACTCCCCTAACTAAGTTAAGAA
CTACAGCTCTATACATCAACAAATTGACACT
AATTGACCCAATATATTGATCAATGAACCAA
GTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCTACTT
CAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACG
ACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAATG
GTGTAGCCGCTATTAAAGGTTCGTTTGTTCA

ACGATTAAAACCCTACGT
ATAAGAGGTCTAGCCTGCCCAGTGACATTG
TTCAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGA
AGGTAGCGTAATCACTTGTTCTTTAAATGAG
GACTAGTATGAAAGGCATCACGAGAGTCAT
ACTGTCTCCTTTCTCTAATCAGTGAAACTAAT
CCCCCCGTGAAGAAGCGGGGATAGAAATAT
AAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAAC
ACATAATATATGCCCTTTTAACTTCAAATTCC
AGAAAAATCTCTTATCTTGGTATAATAACTA
ATAGTTTTTGGTTGGGGTGACCACGGAATA
AAAAACAACTTCCACAATGAAAGATTCTCCT
AY943240 2005 TCACTAAGTTAAGGACTACAACCCTATACAT
hylaedactyla CAATAAATTGACATAATTGACCCAACATATT
GATCAATGAACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCACTTTAAGAGCTCTTATCGA
CAAGTGGGCTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGGGTACCCCAGTGGTGCAGCCGCTACTAA
AGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTAC
GTGATCTGAGTTCAGACCGGAGTAATCCAG
GTCAGTTTCTATCTATAAAGAGCTTTTTTTAG
TACGAAAGGACCAAAAAAGCATGGCCAATG
CTTCAATAAGCCATACCATTCATTTATGAATT

TAT

AACATCGCCTCTTGACTAACCATAAGAGGTC
AAGCCTGCCCAGTGACATTGTTCAACGGCC
GCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTA
ATCACTTGTCCTTTAAATAGGGACTAGTATG
AATGGCTTCACGAAAGCTATACTGTCTCCTT
TATTTAATCAGTAAAACTAATTCCCCCGTGA
A{Iobates aff TWQ 033 2020 Ecuador AGAAGCGGGGATACACCTATAAGACGAGA
insperatus - AGACCCTGTGGAGCTTTAAACACTTTTTAAA
CATTTGAATTTACACTCTTATTCTATCTCTAC
TAAATCACTCATTTTGTTTTAAGTTTTAGGTT
GGGGTGACCACGGAGAATAAATTAACCTCC
ACGTAGAAAGAACCTTATTTTCTAAGCAAAA
AATCACATTTTTATGCATCAAAATATTTGACC

Adenomera
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https://1drv.ms/x/s!Avijs5KgxWlV7FpVU_uey2le2fAt?e=RV3GhB

TAAATTGACCCAATTTTTTGATCAACGAACC
AAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCG
CTTTAAGAGCTCCTATCGACAAGCGGGCTTA
CGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCAG
TGGTGCAGCAACTACTAACGGTTCGTTTGTT
CAACGATTAAAACCCTACGTGATCT

Allobates femoralis

KX044277

2016

ACATCGCCTCTTGATCAATTATAAGAGGTCA
AGCCTGCCCAGTGACATTGTTCAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTCCTTTAAATAAGGACTAGTATGA
ACGGCTTCACGAAGGCTATACTGTCTCCTTA
ATCTAATCAATTAAACTAATCTCCCCGTGAA
GAAGCGGGGATTCGTCTATAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAAACATCTAAGACAC
TTGATTTTACCCACTAAACTTCATGTAACCTA
TCATTTTGTCTTAAGTTTTAGGTTGGGGTGA
CCACGGAGAAAAATTAAACCTCCACGTAGA
AAGAAAATTCTTTTCTAAGCAAAGAGCCACA
TCTTAACGCATCAACATATTGACTTAAATTG
ACCCAATTTCTTGCTCAACGAACCAAGTTAC
CCTAGGGATAACAGCGCAATCCGCTTTAAG
AGCTCCTATCGACAAGCGGGCTTACGACCTC
GATGT

Allobates zaparo

AY263227

2003

AGGTCAAGCCTGCCCAGTGACATTGTTCAAC
GGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAG
CGTAATCACTTGTCCTTTAAATAAGGACTAG
TATGAACGGCTTCACGAAGGCTATTCTGTCT
CCCTTATCTAATCAGTTAAACTAATCTCCCCG
TGAAGAAGCGGGGATTAACCTATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAATATCTAAG
ACACTTGATTTTATTATTAAACTTCATGTAAC
CTATCATTTATGCCTTAAGTTTTAGGTTGGG
GCGACCGCGGAGAAAAATCGAACCTCCACG
TAGAAAGAAAATTTTCTTCTAAGCAAAAAGA
CACATCTTAACGCATCAATATATTGACCTAA
ATTGACCCAATTTCTTGCTCAACGAACCAAG
TTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCGCTTT
GAGAGCTCCTATCGACAAGCGGGCTTACGA
CCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAATGGT
GCAGCAGCTATTAACGGTTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAAC

Ameerega bilinguis

DQ502225

2006

AACATCGCCTCTTGTCTAATTATAAGAGGTC
CAGCCTGCCCAGTGACTTTGTTCAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGA
ATGGCCCCACGAGGGCTGCACTGTCTCCTTT
TTCTAATCAATGAAACTAATCTCCCCGTGAA
GAAGCGGGGATAATACTATAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAAACAACTGAAACAT
TTGCTTTTCTATCAACCTCTTCCGAGCTCTTT
ATATTACTTAAGCATTTTTACTTCTAGTTTTA
GGTTGGGGTGACCACGGAGCAAAATTAAAC
CTCCATGAAGAAATGAATACTTTTAAGCCAC
AAACTACTTTTTTAAGCATCAACAAATTGAC
CTTCATTGACCCAATATATTGATCAACGAAC
CAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCT
ACTTCAAGAGCTCATATCGACAAGTAGGTTT
ACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTA
GTGGTGCAGCCGCTACTAATGGTTCGTTTGT
TCAACGATTAAAACCCT

Ameerega parvula

AF124125

2000

GTCCAGCCTGCCCAGTGACTTTGTTCAACGG
CCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCG
TAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTA
TGAATGGCCCCACGAGGGCTGCACTGTCTC
CTTTTTCTAATCAATGAAACTAATCTCCCCGT
GAAGAGGCGGGGATAGCCCTATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAACAACTGAG
ACACTTGCTTTTCTTTTAATCTCTCCAGAGCT
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CTTTATTTTACTTAAGCATTTTTATCTCTAGTT
TTAGGTTGGGGTGACCACGGAGCAAAATTA
AACCTCCATGAAGAAATGACTTCTTTTTAAG
CCACAAACTACTCTTTTAAGCATCAACAAAT
TGACCTTCATTGACCCAATATATTGATCAAC
GAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCA
ATCTACTTCAAGAGCTCATATCGACAAGTAG
GTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATC
CTAGTGGTGCAGCCGCTACTAATGGTTCGTT
TGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGA
GT

Boana appendiculata

MN921814

2020
(LSR)

TTAAAATAGCGTCATAGCTTAAATATNNNN
GCTCATTTNNTACCAATTTCAAAAACAATTT
TTAACCCTTTAGTTNTTACCAGACTAATCTAT
ANNAANTTATAGAACTAACAATGTTAAAAC
TAGTATCAAGAAGAAAACCCTTCTCTTTAAT
GTAAGTGTAAGACAGAAAGGATAAACCTCT
GCCAATTAGCATCTATGATTTAAAATAAGTA
ACGTAANCAAGAAAACCCTTATATNTAGCA
ATGTTAAACTAACACAAGAACATTTCAAGAA
AGATTCAAAAAAAAAGAAGGAACTCGGCAA
ACCTAAACCTCGCCTGTTTACCAAAAACATN
CGCCTCTTGANGNNTAAAATAAGAGGTCCA
GCCTGCCCAGTGAAATTNNATTTAACGGCC
GCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTA
ATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATG
AATGGCACCACGAGGGTTCTACTGTCTCCTT
TTTTAAATCAGTGNNAAACTAATCTCCCCGT
GAAGAAGCGGGGATTTTTTTATAAGACGAG
AAGACCCTATGGAGCTTTAAACAAACNATC
ATTTGCTGCACNANTANACACTTTTACNNN
NNCTTCAATANNNNNNNNNAATATAGCAT
TATGACCTNTTAGTTTTTGATTGGGGTGATC
ACGGAGTAAAATGAAACCTCCACGCCGAAA
GGGNNTTAACACCCTGAGCAAAANAGCCAC
AACTTTAAGCACTAAAAAANTTAACGTANA
CTTGACCCAATANTTTTGATCAACGAACCAA
GTTACCNCTAGGGATAACAGCGCAATCCAC
TTCAAGAGNCTCCTATCGACAAGTGGGTTTA
CGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAGT
GGTGCAGCCGCTACTAATGNGTTCGTTTGTT
CAACGATTAAAACCCTACGTGATCTGAGTTC
NAGACCGGAGTAATCCAGGTCAGTTTCTAT
CTATANAAGGGNCTTTTTCTAGTACGAAAG
GACCGAAAAAGCATGGCCAATAAAACATTT
AAGCCATNACTTATTNNATTTATGATTAAAA
CTAAATTAATAAATGACCTATTATTNNTATC
TCAACAATAGAGAAGTTAACGTAGCATAAC
CTGGTTTTGCTAAAGATCTAAGCCCTTTTCAT
AGAGGTTCAAATCCTCTCGTTAACCAAATCC
TCTCGTTAAC

Boana boans

KP148456

2014

CGCCTCTTGAATAAAATAAGAGGTCCAGCCT
GCCCAGTGAAATTATTCAACGGCCGCGGTA
TCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTT
GTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATGGC
ACCACGAGGGTTCTACTGTCTCCTTTTTTTAA
TCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAAGAAGC
GGGGATCTTTATATAAGACGAGAAGACCCT
ATGGAGCTTTAAACAACCAACATTTGCTACA
CCATAACATTTTTCCCTAAAAGAAGTATAGC
ATTATGATTATTAGTTTTCGATTGGGGTGAT
CACGGAGTAAAATATAACCTCCATGCCGAA
AGGGTTTTACCCTGAGCAAAAAGCCACAGC
TTTAAGCACTAAAAAATTAACGCAGTTTGAC
CCAATATTTTGATCAACGAACCAAGTTACCC
TAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAG
CTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGA
TGTTGGATCAGGATATCCAAGTGGTGCAGC
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CGCTACTAATGGTTCGTTTGTTCAACGATTA
AAACCCTA

Boana geographica

TWQ_009

2020

Ecuador

AACATCGCCTCTTGAGTAAAATAAGAGGTC
CAGCCTGCCCAGTGAAATTATTTAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGA
ATGGCACCACGAGGGTTCTACTGTCTCCTTT
TTTAAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAA
GAAGCGGGGATTTTTTTATAAGACGAGAAG
ACCCTATGGAGCTTTAAACAAACATCATTTG
CTGCACATAACACTTTTACCTTTAATAAATAT
AGCATTATGACCTTTAGTTTTTGATTGGGGT
GATCACGGAGTAAAATGAAACCTCCACGCC
GAAAGGGTTAACACCCTGAGCAAAAAGCCA
CAACTTTAAGCACTAAAAAATTAACGTAACT
TGACCCAATATTTTGATCAACGAACCAAGTT
ACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCA
AGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAGTGGT
GCAGCCGCTACTAATGGTTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAACCCTACGTG

Boana lanciformis

TWQ_1743

2020

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGACAAAATATAAGA
GGTCCAGCCTGCCCAGTGACCTAGTTCAAC
GGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAG
CGTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAG
TATGAATGGCACCACGAGGGTTAAGCTGTC
TCCTTTTTCTAATCAGTGAAACTAATCTCCCC
GTGAAGAAGCGGGGATTATATTATAAGACG
AGAAGACCCTATGGAGCTTAAAACAAATTA
ACACTTGCTTCTGCCTGATTCACTTCATGAAC
TGACACATAAAGTATAGCACCACTGATTAAT
AGTTTTCGATTGGGGTGATCATGGAGTAAA
AAATAACCTCCACGACGAAAAGGGGCACCT
CCCTGAGCCAAAAGCCACAACTTTAAGCACT
AAAAAATTGACGCACCTTGACCCAAATTTTT
GAGCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGA
CAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATC
AGGGTGTCCCAGTGGTGCAGCCGCTACTAA
AGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTAC
GTGA

Boana punctata

TWQ_0710

2020

Ecuador

CGCCTCTTGACTAGTTATAAGAGGTATAGCC
TGCCCAGTGACACATGTTTAACGGCCGCGG
TATCCTAACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCAC
TTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGG
CACCACGAAGGTTATACTGTCTCCTTTCTTTA
ATCAGTAAAACTAATCTCCCCGTGAAGAAG
CGAGGATAAATTTATAAGACGAGAAGACCC
TATGGAGCTTTAAACTAACCAGCATTTGCTT
TATATAAATTTTTAGCAACTTTAAAGACATCT
AGCCCTCTGACTGGTAGTTTTCGATTGGGGT
GATCACGGAACAAAAAATAACCTCCGTGTC
GAAAGGATATACCTGAGCAAAAAGCGACAG
CTTTCCGCACTAAAAAATTAACGTTCATTGA
CCCAATATTTTGATCAACGAACCAAGTTACC
CTAGGGATAACAGCGCAATCTACTTCAAGA
GTCCCTATCGACAAGTAGGTTTACGACCTCG
ATGTTGGATCAGGGTATCCCAGTGGTGCAG
CCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATT
AAAACCCTA

Bolitoglossa
peruviana

MG944406

2013

AAACATCGCCTTTTGAAATATATACATAAAA
GGTCCTGCCTGCCCAATGACTTGTTTTAATG
GCCGCGGTATTATGACCGTGCAAAGGTAGC
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GTAATCATTTGTCTTCTAAATAAAGACCAGT
ATGAACGGCAAGACGAAAGCCTCACTGTCT
CCCTAACCCAATCAATGAAATTGATCTTCCC
GTGCAGAAGCGGGAATAATAATATAAGACG
AGAAGACCCTGCGGAGCTTTAAACCCTGAT
TAATAATTATTATTATCTTAATACCAAGTTTT
AGGTTGGGGCGACCATGAGGCACAACATAA
CCCTCACGATATATACCAAGAAGGACACTTC
AAATAACTAACACTAGCACTTTGACCCAATA
ATTGACCAACGAACCAAGTTACCCCAGGGA
TAACAGCGCAATCCGCTCAAAAAGTCCTTAT
TAACGAGCAGGTTTACGACCTCGATGTTGG
ATCAGGACACCCAAATAGTGCAACAGCCAT
TAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCC
TACGTGATCTGAGTTCCAGACCGGA

2020

Ecuador

AACATCGCCTCTTGCCTAAATATAAGAGGTC
CAGCCTGCCCAGTGACTCTGTTCAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTGGTATGA
ATGGCACCACGAAGGTTATACTGTCTCCTCT
TTTTAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAA
GAAGCGGGGATAAACATATAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAAACTATGTAACACT
TGTACTAACCCTAATACAAATTCCAGAAAAA
TCCTCTACATCTATACAAGATTGTTGCCAGTT
TTAGGTTGGGGTGACCACGGAGCAAAAAAC
AACCTCCACATTGAAAGGAGTTTATTCCTTA
ACCAAGAGCCACACCTCCACGTATCATTACA
ATGACATTAATTGACCCAATATATTGATCAA
CGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGC
AATCCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTG
GGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTA
TCCCAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTC
GTTTGTTCAACGATTAAAACCCTAC

2020

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGCACAATATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGACTTAGTTCAACGG
CCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCG
TAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTA
TGAATGGCACCACGAGGGTTACACTGTCTC
CTTTTTCCAATCAATAAAACTGATCTTCCCGT
GAAGAAGCGGGAATTATAATATTAGACGAG
AAGACCCTATGGAGCTTCAAACTATATAGCA
YTGACTTTTACACTTTACTCTTCWGAGTCCT
ACACTTATTCTGCTCTTTTTGACTATTAGTTT
TGGGTTGGGGTGACCGCGGAGCAAAGATT
AACCTCCATGATGAACAAAACCGCTTTTGAA
CCATAAGCCACAACTTTAAGCACCAATAAAT
TGACATAAATTGACCCATTTTTTGACCAACG
AACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAA
TCTACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGG
TTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCC
TAGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTT
GTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCT

Cochranella
TW
resplendens 0%
Dend(opsophus TWQ 1113
bifurcus -
Dendropsophus MT503915
marmoratus

2020

AAAAACATCGCCTCTTGAAACTTATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGACTAAGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGT
ATGAATGGCACCACGAGGGTGGTACTGTCT
CCTTTCTCTAATCAATGAAACTGATCTCCCCG
TGAAGAAGCGGGGATGAAAATATAAGACG
AGAAGACCCTATGGAGCTTTAAATCATAGA
GCACTGACTTACTAATAACAAAGTTTCAGAA
CACTAATAACCAGTCTAGTCAGAATGACTAT
AGATTTTAGGTTGGGGTGACCGCGGAGAAA
AAATTATCCTCCACATTGAACGGAGCTACTC
CTGAGCAGAAAGCTACAACTTTAAGCACCA
ACAAATTGACATTAATTGACCCAATATATTG
ATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAAC

41



AGCGCAATCTATCTCAAGAGCCCCTATCGAC
AGGTAGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCA
GGGCATCCTAGTGGTGCAGCCGCTACTAAA
GGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGCCCT

2020

Ecuador

TTGCCTAAATATAAGAGGTCTAGCCTGCCCA
GTGACTTAGTTCAACGGCCGCGGTATCCTAA
CCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTTGTTCTT
TAAATGGGGACTAGTATGAATGGCATCACG
AGGGTTATGCTGTCTCCTTTTTCTAATCAATG
AAACTGATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGCAT
AATAATATAAGACGAGAAGACCCTATGGAG
CTTTAAACGATTATAGCACTGGCCCACTCAT
TCCATGTTTCAGAACTACAACATTCACTATA
GCCTTAATGACTATTAGTTTTAGGTTGGGGT
GACCGCGGAGCAAAAATTAACCTCCACATT
GRAAAGAACCTTTCTTGAGCCCAAAGCCAC
AACTTCAAGCACCAATAAACTGACATACATT
GACCCAAGAAATTGATCAACGAACCAAGTT
ACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCA
AGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCAGTGGC
GCAGCCGCTACTAACGGTTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAACCCT

2020

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGCATGATATAAGAG
GTCTAGCCTGCCCAGTGACCCAGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGT
ATGAATGGCATCACGAGGGTTACACTGTCT
CCTTTTTCTAATCAATGAAACTAATCTCCCCG
TGAAGAAGCGGGGATATGTACATAAGACG
AGAAGACCCTATGGAGCTTCAAACTATTTAG
CACTGGCTTTTATATATCCCTACTTCAGAGTT
TTTACACTTATTCTAGCCTCTTGACTAATAGT
TTTAGGTTGGGGTGACCACGGAGCAAAAAT
TAACCTCCACGATGAACAGAGCTACTCTTGA
ACCAAAAGCCACAACTTTAAGCACCAATAAA
CTGACACAAATTGACCCAATATTTTGAACAA
CGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGC
AATCCACCTTAAGAGCCCCTATCGACAGGTG
GGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGATAT
CCCAGTGGTGCAGCCGCTACTAATGGTTCGT
TTGTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTG

Dendroplwsophus TWQ_ 0304
parviceps
Dendr.opsophus TWQ 2131
reticulatus =
Dendropsophus TWQ_0625
rhodopeplus

2020

Ecuador

ATCGCCTCTTGACCCTTTATAAGAGGTCCAG
CCTGCCCAGTGACTAAGTTCAACGGCCGCG
GTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATC
ACTTGTTCTTTAAATAAGGACTAGTATGAAT
GGCACCACGAGGGTTATACTGTCTCCTTTTT
CTAATCAATGAAACTGATCTCCCCGTGAAGA
AGCGGGGATAAATATATAAGACGAGAAGA
CCCTATGGAGCTTCAAATGACATAGCACTG
GCCCTTTCACTTCACATTTCAAAAACACTATA
TTTAAACAAGCCAAAATGACTATTTATTTTA
GGTTGGGGTGACCACGGAGCAAAAACTAAC
CTCCATGCTGAACGGAGCTACTCCTTAGCTA
AAAGCTACAGCTTTAAGCAACAACAAACTG
ACACCAATTGACCCAATACTTTGATCAACGA
ACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCATTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCC

42



AGTGGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTT
GTTCAACGATTAAAACCCT

2020

Ecuador

TCGCCTCTTGAGCCCTATAAGAGGTCTAGCC
TGCCCAGTGACTTAGTTTAACGGCCGCGGT
ATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCAC
TTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATGG
CATCACGAGGGTTCCACTGTCTCCTTTTTCCA
ATCAATGAAACTGATCTTCCCGTGAAGAAG
CGGGAATCTTAATATTAGACGAGAAGACCC
TATGGAGCTTCAAACTAAATAGCACTGGCTT
TTCCCCTATATACCTCAAGGGGTATTAACCC
TTATTCTAGCCTTTTAACTATTAGTTTTAGGT
TGGGGTGACCGCGGAGCAAAAATTAACCTC
CACAATGAATAGCACTATTCTTGAGCCAAAA
GCCACAACTTTAAGCACTAACAAACTAACAT
AAATTGACCCAATATTTTGAACAACGAACCA
AGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCTCT
TCAAGAGCCCTTATCGACAAGTGGGTTTAC
GACCTCGATGTTGGATCAGGATATCCCAGT
GGTGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAATCCTACGT

Dendropsophgs TWQ_0102

sarayacuensis

Dem;lropsophus MT503958
triangulum

2020

AAAAACATCGCCTCTTGCACCAATATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGACCCAGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGT
ATGAATGGCACCACGAAGGTTACACTGTCT
CCTTTTTCTAATCAATGAAACTAATCTCCCCG
TGAAGAAGCGGGGATTTAAATATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTCAAACTAAATAG
TATTGGCTTTTATCCATTTACACCTCCGGGG
CCTCATACTAACTCTAGCCTTTTAACTATTAG
TTTTGGGTTGGGGTGACCGCGGAGCAAAAA
TTATCCTCCATGATGAATAGAGCTACTCTTG
AGCCAAAAGCCACAACTTTAGGCACCAATA
AACTGACATAAATTGACCCAATATTTTGAGC
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGC
GCAATCCATCTCAAGAGCCCCTATCGACAG
GTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGG
GTATCCCAGTGGTGCAGCCGCTACTRAAGG
TTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCT

Engystomops petersi  KY814625

2017

TCTTGCTTACNCCNNGAAAATGTATGTGAA
AACCATACCGTTTTGAGCTAAAAACTTAGCC
TTACCCCTACAATTATATTTACCCTATTTTAC
TTACACAAAATAAAACATTCTTTAAGCTTAG
TAAAGGAGATAAAAAAGTTTTTTAGAGCTA
TAAAATAAGTACCGCAAGGGAAAAATGAAA
TAAAAATGAAACAAAATTCAAGCATAATATA
GTAGAGTTTTCCCCTCGTACCTTTTGCATCAT
GATTCAACTAGTTTAACCACGCAAAAAGAAT
TTAAGTTTGACTTCCCGAAACTAAGTGAGCT
ACTTCAGGGCAGCTAAATGAGCCAACCCGT
CTCTGTTGCAAAAGAGTGGGATGACCCTTA
AGTAGAGGTGATAAACCTAACGAACTTAGT
GATAGCTGGTTATTCAGGAAAAGAATTTTA
GTTCAACTTAAAATTACATAAATAAAATAAA
ATAAAATTTTAATTTTAAAGCAATTCAAATA
AGGTACAGCCTATTTGAAATAGAATACAATC
TAAACTATAGGGTAAATATAAAAAATTAATG
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TAATAAAGTAGGCCTAAAAGCAGCCAACTT
TAAAATAGCGTCAAAGCTTACTTCCATAATT
TTTTAATACTATTATTTACAATGAACCCTTTA
TTTTTACTGAATATTTCTATAAAGTTATAGAA
CCTTTTATGTTGAAACTAGTAACAAGAAGTT
AAACTTCTCCTCAATATAAGTATAAGTCGAC
TAGGATAAACCATCGACAATTAACGCTTAAA
TTAAATGTATTAACTCCACAAGAAAAACTTA
CATTACCCCACGTTNNTCTTACACCAG

Gastrotheca
testudinea

KR270430

2015

CGCCTCTTGAGAAGCATAAGAGGTCCAGCC
TGCCCAGTGACAATGTTCAACGGCCGCGGT
ATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCAC
TTGTCCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATGG
CACCACGAGGATTATACTGTCTCCTTTTTCCA
ATCAGTGAAACTAATCTTTCCGTGAAGAAGC
GGAAATACATCTATAAGACGAGAAGACCCT
ATGGAGCTTTAAACGAAACATCATTTGCTAT
AGCACACACTAATCCCAGGAAATCAACCTTT
ATTTTAGCATTATAATTGTTAGTTTTAGGTTG
GGGTGACCGCGGAGTAAAAAATAACCTCCA
CAATGAACTGGGGAACTCCCCTAAACAAAA
AACCACAACTTTATGTATCAATAAATTGACA
TCAATTGACCCAATATTTTGATCAACGAAAC
AAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCA
CTTTGAGAGCCCATATCGACAAGTGGGTTTA
CGACCTCGATGTTGGATCAGGGTACCCCAG
TGGTGCAGCCGCTACTAAAG

Hemiphractus
bubalus

DQ679412

2006

AAAACATCGCCTCTTGTCTAAACCATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGATACTATTCAACGG
CCGCGGTATTTTAACCGTGCAAAGGTAGCG
CAATCACTTGTCCTTTAAATGCGGACTAGTA
TGAACGGCACCACGAAAGTTAAACTGTCTC
CTTTTTCTAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGT
GAAAAAGCAGGGATAAATATATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAATATTAACAA
CAATTGCCACAACACCTATGATTGTTAATTTT
AGGTTGGGGCGACCACGGAGTAAAACCCA
GCCTCCATGCCAAATATAGCAAAAATCTACA
ACTTTAAGCATCATTAAATTGACACTTATTG
ACCCAATATTTTGATCAACGAACCAAGTTAC
CCTAGGGATAACAGCGCCATCCACTTCAAG
AGCCCATATCGACAAGTGGGCTTACGACCT
CGATGTTGGATCAAGGTACCCCAGTGGCGC
AGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAA

Hemiphractus
scutatus

MG011479

2018

GGTCCAGCCTGCCCAGTGACTTTATTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCAAAGGTAGC
GTAATCACTTGCCCTTTAAATAAGGACTAGT
ATGAACGGCATCACGAAGGTTAAACTGTCT
CCCCTTTTTAATCAGTGAAACTATCCCCCCCG
TGAAGAGTCGGGGATATATCTACAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAATTCTAACAA
CAATTGCTCTTAAATATATTTAGCATTTATGA
TTGTTAATTTTAGGTTGGGGCGACCACGGA
GAAAAACCTAACCTCCATGCTGACATAGTAA
AACTACAATTTTAATACCATTAAATTGGCAT
CCATTGACCCAATATTTTGATCAACGAACCA
AGTTACCCTAGGGATAACAGCGCCATCCACT
TCAAGAGCTCATATCGACAAGTGGGTTTAC
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GACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCAGT
GGTGCAGCCGCTACTAAA

Hyalinobatrachium
munozorum

JF266570

2011

AATATAGAAGATATTATGTTAAAACTAGTAA
CAAGAAGAAGAACTTCTCCTACAATGCAAG
TGTAAATCAGACAGGACACCCCACTGATAA
TTAACACCAATGAACATAAAATAGCAACCCA
ACAAGAAAACCCTACTACACCATATGTTAAA
CTGACACCAGAGCATTTCAAGAAAGATTTA
AAGAAAAAGAAGGAACTCGGCAAACATTAA
CCTCGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCTCTT
GAATAAGTATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAG
TGACAATGTTCAACGGCCGCGGTATCCTAAC
CGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTTGTTCTTT
AAATAAGGACTGGTATGAACGGCACCACGA
AGGTTATACTGTCTCCTCTTTCTAATCAGTGA
AACTAATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGGATA
AGAATATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGC
TTTAAACTACAAGGCACTTGCCCCACATAAC
CGAATTCCAGAAAATCACTACCACCCAGGCA
ATATTGACCCTTAGTTTTAGGTTGGGGTGAC
CGCGGAGCAAAAAAGAACCTCCACATTGAA
AGGAGAACACTCCTTAGCCAAGAGCCACAC
CTCTAAGCACCAACAAAAAGACATTAATTGA
CCCAATATTTTGATCAACAACCAAGTTACCC
TAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGAG
CTCCTATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGA
TGTTGGATCAGGGTACCCCGGTGGTGCAGC
CGCTACCAAAGGTTCGTTT

Hyloscirtus
phyllognathus

KT279545

2015

CACATAAACCCCTTTATTACCACTAGACAAT
TCTATATAACTATAGAAATTATTTTGTTAAAA
CTAGTAACAAGAAATAAACCTTCTCTTTAAT
ATAAGTATATGCCAGAAAGGATAAACCACT
GGCCATTAACATACTTGAAAATTAAGCAGC
AACACCACAAGAGAACCCTGCCTATATGTAT
GTTAATTTTACACTAAAACATTTCAAGAAAG
ATTAAAAGAAAAAGAAGGAACTCGGCAAAC
ATAAATCTCGCCTGTTTACCAAAAACATCGC
CTCTTGAAACCTATATAAGAGGTCACGCCTG
CCCGGTGACTCATGTTTAACGGCCGCGGTAT
CCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTT
GTTCTTTAAATAAGGACTAGTATGAATGGCC
ACACGAAGATTTTACTGTCTCCTTTTTCTAAT
CAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAAGAAGCG
GGGATAAAAATATAAGACGAGAAGACCCTA
TGGAGCTTTAAACACAGCAGCACTTGTTAAC
CTTCAAACTTTCAAATAAAACTTATACATCAT
GACTGCAAGTTTTAGGTTGGGGTGACCACG
GAGCAAAAAATAACCTCCATGTAGAACAGA
TTTTTCCATGAGCAAAAAACCTCAACTTTAT
GCACCAACAAATTGACTTCTATTGACCCAAT
ATTTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGG
ATAACAGCGCAATCCACTTTAAGAGCCCCTA
TCGACAAGTGGGCTTACGACCTCGATGTTG
GATCAGGGTACCCTAGCGGTGTAGCCGCTG
CTAATGGTTCGT
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Hyloxalus yasuni MF624236

2017

AACATCGCCTCCTGATACTCCCATAGGAGGT
CCAGCCTGCCCAGTGACATTGTTCAACGGCC
GCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTA
ATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATG
AACGGCTTCACGAGGGCTATACTGTCTCCTC
TTTCTAATCAATGAAACTAATCTCCTCGTGA
AGAAGCGAGGATAAACCTATAAGACGAGA
AGACCCTATGGAGCTTTAAACAACTGAAAT
ACTTGCTTACAACTCTTAACTTCCCGAAAAC
ACTATTCAACTAAGCACTTTATTCATAGTTTT
AGGTTGGGGTGACCACGGAGCATAAATCCA
CCTCCATGCTGAAAGAAGGTTCTCTTCTTAT
CAAAGAGCTTCAGCTCAATGCATTAATAAAT
TGACTCCCATTGACCCAATATTTTGATCAAC
GAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCA
ATCTATTTCAAGAGCTCATATCGACAAATAG
GTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATC
CTAGTGGTGCAGCCGCTACTAACGGTTCGTT
TGTTCAACGATTAAAACCCT

2011

CGCCTCTTGCATACCTATAAGAGGTCCAGCC
TGCCCAGTGACTCTGTTCAACGGCCGCGGT
ATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCAC
TTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATGG
CATCACGAAGGTTATTCTGTCTCCTCTTTCCA
ATCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAAGAAG
CGGGGATAACTCTATAAGACGAGAAGACCC
TATGGAGCTTTAAACTAAGAATCAACTGACT
TCCCACTTTTAAATTCCAGAAAACTAACTTTT
ACCAAGACACTCTGATTTCTAGTTTTAGGTT
GGGGTGACCACGGAGTAAAAACTAACCTCC
GCAATGAACGGGGATCTTCCCTTAACCAAG
GACCACAACCCTAAGAATCAACACATTGACA
TCAATTGACCCAAAAATTTGATCAATGAACC
AAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCA
CTTTAAGAGCCCATATCGACAAGTGGGTTTA
CGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCAG
TGGTGCAGCCGCTACTAATGGTTCGTTTGTT
CAACGATTAAAACCCTA

Leptodacty{us KP149492
knudseni

Leptodacty./us TWQ_ 2940
wagneri

2020

Ecuador

GGAACCCATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGT
GACCCTGTTCAACGGCCGCGGTATCCTAACC
GTGCGAAGGTAGCGTAATCACTTGTTCTTTA
AATGAGGACTAGTATGAATGGCACCACGAA
GGTTATACTGTCTCCTTCCTCTAATCAGTGA
AACTAATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGGATA
AGCCTATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGC
TTTAAACACAGTAATAAATGCCCCCCCCCCT
TTTTCTATTCAAATCTCCGGAAAACTACTTTA
TCTGAGCATCCTATTTACAAGTTTTAGGTTG
GGGTGACCGCGGAGTAAAAAATAACCTCCA
CAGTGAATGGAATCTTTTTCCTAAACTCAGG
GCCACAACCCTAAAAATCAATAAATTGACAC
CCATTGACCCAATATTTTGATCAATGAACCA
AGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCAC
TTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTTTAC
GACCTCGATGTTGGATCAGGGTACCCCAGT
GGTGCAGCCGCTGCTAAAGGTTCGT

Lithodytes lineatus AY326012

2004

ATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACTCTG
TTCAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGA
AGGTAGCGTAATCACTTGTTCTTTAAATAAG
GACTAGTATGAAAGGCACCACGAGGGTTGC
ACTGTCTCCTTTCTCTAATCAGTGAAACTAAT
CTTCCCGTGAAGAAGCGGGAATAAAAATAT
AAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAAC
TAAATAATAATAGCCTACTCATTTACACAAC
TCCAGATGAATACTTTACCCTGGCTCGATAA
TTATTAGTTTTTGGTTGGGGTGACCACGGAG
AAAAAAGAAACCTCCGCAATGAAAGACTCT
CCTTCTTAGTTTAGGACTACTTTCCTACGCAT
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CAATAAATTGACACATATTGACCCAACAACG
TTGATCAATGAACCAAGTTACCCTAGGGATA
ACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCG
ACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGAT
CAGGGTATCCCAGTGGTGCAGCCGCTACTA
AAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAAC

Oreobates quixensis

TWQ_037

2020

Ecuador

AAAACATCGCCTCTTGTTCTAAATAAGAGGT
CCAGCCTGCCCAGTGACTTGTTTAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTTTTTTAAATAAAGACCTGTATGA
AAGGCACCACGAGAGCCAAACTGTCTCCTTT
TTCCTATCAGTGAAACTAATCTTCCCGTGAA
GAAGCGGGAATTTTTTAATAAGACGAAAAG
ACCCTATGGAGCTTTAAACTTCACAACACCT
GTTTCTCAATCTTTAATATTCTCTCTAAACAC
CCTGTTTATGAACTTTCGGTTGGGGCGACCA
CGGAGAATAACTCACCCTCCGTAATGAGTA
ACAAAAAGCAACAACTTTATTCATCAGTAAA
ACTGACATCCATTGACCCAAATCTTTGATCA
ACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CTATCCACTTTAAGAGCCCCTATCGACAAGT
GGGCTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGT
ATCCTGGTGGTGCAGCCGCTACTAACGGTTC
GTTTGTTCAACGA

Osteocephalus
buckleyi

KF002027

2013

TATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACTTTG
TTCAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGA
AGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAG
GACTTGTATGAATGGCATCACGAGGGTTAT
ACTGTCTCCTTTCTCTAATCAGTGAAACTAAT
CTTCCCGTGAAGAAGCGGGAATAAGAATAT
AAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAAC
TCAATAACAAATACTAACCTTACTTTAACTTC
CAGAACATTGACACTAATCTTAGTACTATGA
TTATTAGTTTTAGGTTGGGGTGACCGCGGA
GTAAAAATTAACCTCCACATTGAACAGGACC
TTTCCTTGAGCTAAGAGCTACAACTCTAAAC
ACCAACAAATTGACATTAATTGACCCAATAT
TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGAT
AACAGCGCAATCCACTTCAAGAGCTCCTATC
GACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGA
TCAGGGTATCCCAGTGGTGCAGCCGCTACT
AAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCT

Pristimantis
altamazonicus

MF118696

2003

ATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGATCTATT
CAACGGCCGCGGTATTCTAACCGTGCGAAG
GTAGCGTAATCACTTGTCTTCTAAATAAAGA
CCAGTATGAAAGGCATCACGAAGACTAAGC
TGTCTCCTCTCTCCAATCAGTGAACCTAATCT
CCCCGTGAAGAAGCGGGGATCCAATTATAA
GACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAACAT
CGTAACATCTGCCACCGCTTCTACCCACTCC
GGTGTACCCCCTAAACGGCACCCTGATTACA
TGTTTTTGGTTGGGGTGATCGCGGAGAAAA
ACTCATCCTCCACAATGAAAGGGACCTCCCC
TAAACAATAAGTTACAACTTTATGTATCAAG
AAATTGACATCCATTGACCCAATAACTGATT
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGC
ACAATCCACTTTGAGAGCCCGTATCGACAA
GTGGGCTTATGACCTCGATGTTGGATCGGG
ATATCCCAGTGGTGCAACCGCTACTAAAGG
TTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCC
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Pristimantis
brevicrus

MF118702

2017

ATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACTCATT
CAACGGCCGCGGTATACTAACCGTGCGAAG
GTAGCGTAATCACTTGTCTTCTAAATAAAGA
CCAGTATGAAAGGCATCACGAAGGCTAAAC
TGTCTCCTCTCTCCAATCAGTGAACCTAATCT
CCCCGTGAAGAAGCGGGGATCCCATTATAA
GACGAGAAGACCCCATGGAGCTTAAAACAC
CATAACACCTGCCCCAATTCTCAACCACTCC
GATGTTTCCATGTAACGGCACCCTGATTATG
TGTTTTTGGTTGGGGTGACCGCGGAGAAAA
ACTCATCCTCCACAATGAAAGGGGCCCTCCC
CTAAACAATAAGTTACAACTTTATATATCAA
AAAATTGACATTCATTGACCCAACAAATTGA
TTAACGAACCAAGTTACCCTGGGGATAACA
GCACAATCCACTTTGAGAGCCCCTATCGACA
AGTGGGCTTATGACCTCGATGTTGGATCGG
GATATCCTAGTGGTGTAACCGCTACTAAAG
GTTCGTTTGTTCAACGATTAAAATCCCACGT
GATC

Pristimantis
conspicillatus

MH516169

2018

GAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCAAAGGTAGC
GTAATCACTTGTCTTTTAAATAAAGACTAGT
ATGAAAGGCACCACGAGAATTAAACTGTCT
CCTTTTTCCAATCAATGAACCTAATACCCCCG
TGAAGAAGCGGGGATTTTACAATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAACAATTATAT
GTTTTTGGTTGGGGTGACCGCGGAGAAAAA
CCTATCCCCCGCGATGAAAAACAAGCCACA
ACTTTATGTATCAACAAATTGACACCATTGA
CCCAATATATTGATTAACGAACCAAGTTACC
CTAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCAAGA
GCTCCTATCGACAAGTGGGCTTACGACCTCG
ATGTTGGATCAGGGTATCCTAGTGGTGCAG
CCGCTACTAAGGGC

Pristimantis
kichwarum

EU130603

2007

CAGTGACTTTATTCAACGGCCGCGGTATCCT
AACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCACTTGTC
CCCTAAATAGAGACCAGTATGAAAGGCATC
ACGAGGGCTAAACTGTCTCCTTTTTCTAATC
AGTGAACCTAATCTCCCCGTGAAAAAGCGG
GGATCCCCCTATAAGACGAGAAGACCCTAT
GGAGCTTAAAACATAACAATACCTGCCTCAC
CTAATATACCCAGATTTTCCCCCTCCCCCACG
TTCTTATTGTGTGTTTTTGGTTGGGGCGACC
GCGGAGAAAAACCTATCCTCCTCAATGAAA
TGGGACTCCCCTAAACAACAAGCTACAACTT
TAAGTATCAAAAAATTGACATCCCTTGACCC
AATAAATTGATTAATGAACCAAGTTACCCTA
GGGATAACAGCACAATCCACTTTGAGAGCT
CCTATCGACAAGTGGGCTTATGACCTCGATG
TTGGATTAGGGTATCCTAGTGGTGCAGCCG
CTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAA
ACCCCACGTGATCT

Pristimantis
lanthanites

HMOA1942

2018

Ecuador

CGGCCGCGGAACCCTAACCGTGCGAAGGTA
GCGTAATCACTTGTCCTATAAATGAGGACTA
GTATGAAAGGCTTCACGAGGGCTAAACTGT
CTCCTTCTTCTGATCAGTAAACCTAATCTCCC
CGTGAAAAAGCGGGATTAACCACATAAGAC
GAGAAGACCCCATGGAGCTTAAAACACTTC
TACACTTGTCACAAACCTATAATAACTACTA
TGACACCCTGTTTAAATGTTTTCGGTTGGGG
TGACTGCGGGGAATAACTAAACCCCCGCGA
TGAAAGGGTACATCCCTAAACTATAAGTTAC
AACTTTAAATATCAGAAAACTGACATCTTTG
ACCCAATTATTTGATCAACGAACCAAGTTAC
CCTGGGGATAACAGCGCAATCCACCTCAAG
AGCCCTTATCGACAGGTGGGCTTACGACCTC
GATGTTGGATCAGGGTATCCTAGTGGTGCA
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GCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGAT
TAAAACCCTACGTGATCTGAGTTCAGACCG

Pristimantis librarius

JN991451

2011

CACCTTTTGATAAGAGGCCCAGCCTGCCCAG
TGACGTTCAACGGCCGCGGTATTCTAACCGT
GCAAAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTCTAAA
TAAAGACTAGTATGAAAGGCACCACGAGGA
CTAAACTGTCTCCTTTTTCTAATCAGTGAATC
TAATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGGATAAAA
ATATAAGACGAGAAGACCCTGTGGAGCTTA
AAACATTTAAACACTTGCATCCTGATTTCAT
GTTTTTGGTTGGGGTGACCGCGGAGAAAAA
CCTATCCTCCACAGTGAACAGCAATAAGTTA
CAACCTTGCGCATTAAAAAATTAACACTATT
GACCCAATATTTTGATCAATGAACCAAGTTA
CCCCAGGGATAACAGCACAATCCACTTCGA
GAGCCCCTATTGACAAGTGGGCTTATGACCT
CGATGTTGGATCGGGGTATCCTAGTGGTGC
AGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAAAACCTC

Pristimantis malkini

TWQ_016

2020

Ecuador

AACATCGCCTCTTGACTCTTATAAGAGGTCT
AGCCTGCCCAGTGACCTAGTTCAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTCTTCTAAATAAAGACTAGTATGA
AAGGCACCACGAGAACTAAACTGTCTCCCTT
TTCCAATCAGTGAACCTAATGCCCCCGTGAA
GAAACGGGGATTTTACAATAAGACGAGAAG
ACCCTATGGAGCTTTAAACATCATAATCACC
TGCCTACTAAACCAAGATACTCAGGTCCCCC
ACCCAAACCCATGATGATTATATGTTTTTGG
TTGGGGTGACCGCGGAGAAAAACACATCCC
CCGCGATGAAAGCCCACCCAAACAACAAGC
CACAGCTTTATGTATCAACAAATTGACACTA
TTGACCCAATATATTGATTAACGAACCAAGT
TACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCACTTCA
AGAGCCCCTATCGACAAGTGGGCTTACGAC
CTCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAGTGGT
GCAGCCGCTACTAAGGGCTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAACCCTACGTGA

Pristimantis
variabilis

TWQ_018

2020

Ecuador

TCGCCTCCTGTTCTCATAGGAGGTCCAGCCT
GCCCAGTGACTTAATTTAACGGCCGCGGTAT
CCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCACTT
GTCTTCTAAATAAAGACTTGTATGAAAGGCA
TCACGAGGGCTTAACTGTCTCCTTTCTCCAA
TCAGTGAACCTAATCTCCCCGTGAAGAAGC
GGGGATAACTATATTAGACGAGAAGACCCT
ATGGAGCTTTAAATACTATAACATATGCTTT
CCCCCCTATATCACCGAGGTGCCTCACCTTT
CACAGCTAATTGATTATATATTTTTIGGTTGG
GGTGACCGCGGAGAATAAACCATCCTCCAC
AATGAATGGGGATCCCCCCCAATAAACAAG
CCACAACTTTACCCATCAATAAATTGACTCTC
ATGACCCAATATTTGATCAACGAACCAAGTT
ACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCACTTTAA
GAGCTCCTATCGACAAGTGGGCTTACGACC
TCGATGTTGGATCAGGGTATCCTAGTGGTG
CAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTGTTCAACG
ATTAAAACCCTACGTGAT
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2006

CGCCTCTTGACAAAATATAAGAGGTCCAGC
CTGCCCAGTGATAAATTTAACGGCCGCGGT
ATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCATAATCATT
TGTTCTTTAAATGGGGACTTGTATCAACGGC
ACCACGAGGGCCATACTGTCTCCTTTCTCTA
GTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTGAAGAAG
CGGGGATTTAACTATTAGACGAGAAGACCC
CATGGAGCTTAAAACTCACTATATAATTCTG
TACCTCATATCACCTTAATTCAGAATCCTATA
TGCTAGTTTTAGGTTGGGGGGACCTCGGAG
TATAATTTAACCTCCATAACAAATGGGCTAA
TACCCTTATCCAAGATAAACACCTCTAAGAA
TTATTAAATTAATGTTTAATGACCCGATATAT
TCGATCAATGAACCAAGTTACCCTGGGGAT
AACAGCGCAATCTACTTCAAGAGTCCATATC
GACAAGTAGGTT

2011

TAGCGTAATCACTTGTTCTTTAATTGAGGAC
TAGTATGAACGGCCCCACGAGGACTACACT
GTCTCCTTTTTCTAATCAATGAAACTGATCTC
CTCGTGAAGAAGCGAGGATGAATATATAAG
ACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAACAAC
CGGAGTACTTGCTATTCATTTTATATCTTCTG
AGAACTAAACAAATTAAAGCATCTTACTCCC
AAGTTTTAGGTTGGGGTGACCACGGAGAAA
AAATTAACCTCCACGCTGTAAGAAGTTCACC
ATCTTCTAAGCTTAGAGTCACATCTCCAAGC
ATCAACACATTGACTCCCATTGACCCAATAA
TTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGAT
AACAGCGCAATCTACTTTAAGAGCTCATATC
GACAAGTAGGTTTACGACCTCGATGTT

Rana palmipes DQ347321
Ranitomeya IN651262
variabilis
Ranitomeya IN635822
ventrimaculata

2011

TAGCGTAATCACTTGTTCTTTAATTGGGGAC
TAGTATGAACGGCCCCACGAGGACTACACT
GTCTCCTTTTTCTAATCAATGAAACTGATCTC
CTCGTGAAGAAGCGAGGATAATTATATAAG
ACGAGAAGACCCTATGGAGCTTCAAACAAC
CGGGATACTTGCTGATTCTTAATCTATTTCCT
GAAAACTAAACAAATTAAAGCATCTTACCCC
CTAGTTTTAGGTTGGGGTGACCACGGAGAA
AAAATTATCCTCCACGCTGTAAGAAGCCTCC
CATCTTCTAAGCTAAGAGATTACACTCTCTA
AGCATCAACACATTGACTCCCATTGACCCAA
TAATTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAATCACTTTAGAGCTCATAT
CGACAAGTAGGTTTACGACCTCGATGTT

Rhaebo ecuadorensis TWQ_3639

2020

Ecuador

ACATCGCCTCTTGATTAGTTATAAGAGGTCC
AGCCTGCCCAGTGACCCTGTTCAACGGCCG
CGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAA
TCACTTGTTCTTTAAATAAGGACTAGTATGA
ATGGCACCACGAGGGCTACACTGTCTCCTTT
TTCTAATCAGTGAACCTAATCTTCCCGTGAA
GAAGCGGGAATAAACCTATAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAAACAATATAGCATT
TGCCATATAACATAAAAATTTCCGAATATTC
ACTTCTTAAAGCAGTATGACTATAAGTTTTT
GGTTGGGGTGACCGCGGAGCATAACACAAC
CTCCATGTTGAATGAAGATTATTCTAAGCCG
CGAACCACACTTCTAAGCATCAAAATACTGA
CACCAATTGACCCAATATATTTGAACAACGA
ACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTCTCCC
AGTGGTGTAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTT
GTTCAACGATTAAAACCCTACGTGATC

Rhinella dapsilis KR0O12641

2015

GCTCAATTTCACAAACATTATCTTAATCCTCC
ATCTTTATTGAGTAATTCTATAATTTTATAGA
AAATTTTATGTTAAAACTAGTAACAAGAAGA
AGACCTTCTCTTTAATGTAAGTGTCAATCAG

AAAGGACAAACCACTGATATTTAACATCACT
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GAACCAAAAACAGTAACTCATCAAGAAAAT
CCTGTTTTTATTTATGTTAACCTAACACAAGA
GCATTCTAAGAAAGATTAAAAGAAAAAGAA
GGAACTCGGCAAATATTAACCTCGCCTGTTT
ACCAAAAACATCGCCTCTTGAACTTTATAAG
AGGTCCAGCCTGCCCAGTGACTCTGTTCAAC
GGCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAG
CGTAATCACTTGTTCTTTAAATGCGGACTAG
TATGAATGGCACTACGAGGGTTATACTGTCT
CCTTTTTCTAATCAGTGAAACTAATTTTCCCG
TGAAGAAGCGGGAATATAACTATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAACAACCCAG
CAATTACTTCTAAAATTGTAAATTTCAGAAT
ATTCATTTCTNTAAGTAATGTGTCTGCAAGT
TTTTGGTTGGGGTGACCATGGAGAATAACA
TAACCTCCATATTGAATGAATTCCCTTCTAA
GCTGAGAATTACCAATTGAAGCATCAACAC
ACTGACATCTATTGACCCAATATATTTGATC
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGC
GCAATCCACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAG
TGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGG
TATCCCAGTGGCGCAGCCGCTACTAAAG

Rhinella festae

KR012624

2015

TTATAGAATATTTTATGTTAAAACTAGTAAC
AAGAAAANGACTTTCTCTTTAATGCAACTAT
AAATCAGAAAGGACAAACCACTGATATTTA
ACATCATTGAACCGAAAGTAAAAACTCATCA
AGAAAACCCTACTCTCATTTATGTTAACCTA
ACACAAGAGCATTACAAGAAAGATTAAAAG
AAAAAGAAGGAACTCGGCAAATATTAACCT
CGCCTGTTTACCAAAAACATCGCCTCTTGAA
TCCTATAAGAGGTCCAGCCTGCCCAGTGACT
TTGTTCAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGC
GAAGGTAGCGTAATCACTTGTTCTTTAAATA
AGGACTAGTATGAATGGCTCCACGAAGGTT
ATACTGTCTCCTTTTTCTAATCAGTGAAACTA
ATCTTCCCGTGAAGAAGCGGGAATACTAAT
ATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTAAA
ATAACTCAACATTTGCTTANAACATTAAAAA
TTTCAGAACTTTGACTTCTACTAGCAATATG
ATTGTAAATTTTTGGTTGGGGTGACCACGG
AGAACAATACAACCTCCATGCAGAAAGAAT
TTTCTTCTAAGCTAAGAATTACTTGTCTAAGC
ATCAACACATTGACATTCCTTGACCCAATAT
AATTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGG
ATAACAGCGCAATCTACTTCAAGAGCTCCTA
TCGACAAGTAGGTTTACGACCTCGATGTTG
GATCAGGGTATCCCAGTGGTGTAGCCGCTA
CTAAA

Rhinella
margaritifera

HMOA1973

2018

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGAACTTTATAAGAGG
TCCAGCCTGCCCAGTGACTCTGTTCAACGGC
CGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGT
AATCACTTGTTCTTTAAATGCGGACTAGTAT
GAATGGCACTACGAGGGTTATACTGTCTCCT
TTTTCTAATCAGTGAAACTAATTTTCCCGTGA
AGAAGCGGGAATATAACTATAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAAACAACCCAGCAAT
TACTTCTAAAATTGTAAATTTCAGAATATTCA
TTTCTTAAGTAATGTGTCTGCAAGTTTTTGG
TTGGGGTGACCATGGAGAATAACATAACCT
CCATATTGAATGAATTCCCTTCTAAGCTGAG
AATTACCAATTGAAGCATCAACACACTGACA
TCTATTGACCCAATATATTTGATCAACGAAC
CAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCC
ACTTCAAGAGCCCCTATCGACAAGTGGGTTT
ACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCA
GTGGCGCAGCCGCTACTAAAGGTTCGTTTG
TTCAACGATTAAAACCCTACGTGATCTG
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Rhinella marina

TWQ_2728

2020

Ecuador

CATCGCCTCTTGACTCTTATAAGAGGTCCAG
CCTGCCCAGTGACCATGTTCAACGGCCGCG
GTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATC
ACTTGTTCTTTAAATRCGGACTAGTATGAAT
GGCACCACGAAGGTTATACTGTCTCCTTTTT
CTAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAAGA
AGCGAGGATAYACCTATAAGACGAGAAGAC
CCTATGGAGCTTTAAACAACACAGCAATTAC
CTGCTAAACTAAGAAGTTTCTGAACATTTTC
AATCTTTTAAGTAATCTGACTGCAAGTTTTT
GGTTGGGGTGACCACGGAGCATAACACAAC
CTCCAYGTTGAAAGAATTCTTTCTAAGCCAA
GAACAACCTTTCTAAGCATCAATATATTGAC
ATCCATTGACCCAATACATTTGACCAACGAA
CCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC
CACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGTT
TACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCCA
GTGGTGCAGCCGCTACTAA

Rulyrana
flavopunctata

HMOA1986

2018

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGAACAAATATAAGA
GGTCCAGCCTGCCCAGTGACTCTGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATAAGGACTAGT
ATGAATGGCACCACGAAGGTTATACTGTCTC
CTCTTTTTAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGT
GAAGAAGCGGGGATAAAACTATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAACCATGTAG
CACTTGCACCTATCAAACACAAATTTCAGAA
AAATACACTTCACCCATGCAAGATTGCTGCC
AGTTTTAGGTTGGGGTGACCGCGGAGCAAA
AATAAACCTCCACATTGAAAGGAACCCACTC
CTTAGCCAAGAGTTACACCTCTACGCACCAT
AAAAATGACATTAATTGACCCAATAATTTGA
TCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAATCCACTTTAAGAGCTCCTATCGACA
AGTGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAG
GGTATCCCGGTGGTGCAGCCGCTACCAAAG
GTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCTACGT
GATCT

Scinax aff
cruentomma

TWQ_012

2020

Ecuador

CGTAATCACTTGTTCTTTAAATGGGGACTAG
TATGAATGGCACCACGAGGGTTATACTGTCT
CCTTTCTCTGATCAGTGAAACTAATCTCCCC
GTGAAGAAGCGGGGATACAGCTATAAGAC
GAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAATCTCTTT
TCAAACGCTAAAATACTTATACAAGTCCCAG
ACTTACCCTCACACTTACCTAGCGCCATGAA
AATGATTTTAGGTTGGGGTGACCGCGGAGC
ACAAAAAAACCTCCACGCTGAACTAGACGT
CCAAACCTTGAGCTAAGGGCTACGACCCGA
TGCACTAAAAAATTAACACCAATTGACCCAA
TATTTATTTGATCAACGAACCAAGTTACCCT
AGGGATAACAGCGCAATCCATTTCAAGAGT
CCATATCGACAAATGGGTTTACGACCTCGAT
GTTGGATCAGGGTCTCCCAGTGGTGCAGCC
GCTACTAATGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA
AACCCTA

Scinax garbei

TWQ_008

2020

Ecuador

AAAAACATCGCCTCTTGCCTAAAATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGACACATGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGT
ATGAATGGCATCACGAGGGTTATACTGTCTC
CTTTTTCTAATCAGTGAAACTAATCTCCCCGT
GAAGAAGCGGGGTTGAAATTATAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTTAAATTTCCACTC
AAATGCTTATTAACCTTTATACTTCTTAGTAT
TATTAAAAAGTACCTTAGCATTATGAGCCAA
AATTTTAGGTTGGGGTGACCGCGGAGTACA
AAATAACCTCCACATTGAAACAGGCTTACAA
ACCCTGAGCAACGGACAACAATCCTATGCA
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CTAAAAAACTAACATCCATTGACCCAAGTTT
TTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGAT

AACAGCGCAATCCTCTTCAAGAGTTCCTATC
GCCAAGAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGA
TCAGGGTATCCCAGTGGTGCAGCCGCTACT

AATGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAACCCT
ACGTGATCT

Scinax ruber

TWQ_2022

2020

Ecuador

AAAACATCGCCTCTTGAACAAAAATAAGAG
GTCCAGCCTGCCCAGTGACTAATGTTCAACG
GCCGCGGTATCCTAACCGTGCGAAGGTAGC
GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGT
ATGAATGGCACCACGAGGGTTATACTGTCT
CCTCTTTCTAATCAGTGAAACTAATCCCCCC
GTGAAGAAGCGGGGATTAAACTATAAGAC
GAGAAGACCCTATGGAGCTTTAAATTTACCC
TCAAACGCCAAAATCATACAGCAAGTTTTAA
ACTTCACCACACGAACTTTCGCGCCATGAGG
GCAACTTTTAGGTTGGGGTGACCATGGAGT
ATAAAATAACCTCCATACTGAACAGGCCTCC
AAGCCTCGAACCAAGAGCCACGACCCGCCG
CACTAAAATATTAACATCCATTGATCCAATG
TATTTTGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAATCTACTTCAAGAGTTCCT
ATCGACAAGTGGGTTTACGACCTCGATGTT
GGATCAGGGTGTCCCAGTGGTGCAGCCGCT
ACTAATGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAAC
CCTAC

Teratohyla midas

MT225195

2020

CCCCTAAAGAACCCTCAAATAATACTGAGTA
ATTCTATATTTATATAGAAGATTTTATGTTAA
AACTAGTAACAAGAAGAAGAACTTCTTACAT
AATGCAAGTGTAAACCAGACAGGACACCCC
ACTGACAATTACCACCAATGAAGAAAAAGT
AGCAACTCCACAAGAAAACCCTACTAAACCA
AGTGTTAACCTAACACCAGAGCATTACAAAA
AAGATTAAAAGAAAGAGAAGGAACTCGGC
AAATATTAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACA
TCGCCTCTTGATAAAATATAAGAGGTCCAGC
CTGCCCAGTGACTCTGTTCAACGGCCGCGGT
ATCCTAACCGTGCGAAGGTAGCGTAATCAC
TTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAATGG
CACCACGAAGGTTATACTGTCTCCTCTTTCC
AATCAGTGAAACTAATCTCCCCGTGAAGAA
GCGAGGATAAACCTATAAGACGAGAAGACC
CTATGGAGCTTTAAACCAAGTAGCACTTGCA
TCAGTTTAATATAAATTTCAGAAAAACCTCA
CCCACCCATGCAAGATTATTACTAGTTTTAG
GTTGGGGTGACCGCGGAGCAAAAGACAAC
CTCCACATTGAAAGGAACCCACTCCTCAGCC
AAGAGTTACACCTCTATGCACCATTATAATG
ACATTAATTGACCCAATATTTTGATCAACGA
ACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCACTTCAAGAGCTCCTATCGACAAGTGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGGTATCCC
AGTGGTGTAGCCGCTACTAATGGTTCGTT
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Tabla S3. Lista de especies detectadas mediante el Registro de Encuentro Visual. Se especifica si fueron
registradas en charcas o transectos de Rio (T. Rio) y el afio de muestreo que fueron observadas.

Familia Especies Registros Sitio Ao
1 Leptodactylidae Adenomera andreae 1 T. Rio 2020
2 Aromobatidae Allobates aff. Insperatus 1 Charca 2020
3 Hylidae Boana geographica 10 Charca 2020-
2021

4  Hylidae Boana lanciforme 6 Charca 2020-
2021

5 Hylidae Boana punctata 38 Charca 2020-
2021

6 Centrolenidae Cochranella resplendes 1 T. Rio 2020
7  Hylidae Dendropsophus bifurcus 36 Charca 2020-
2021

8 Hylidae Dendropsophus parviceps 12 Charca 2020
9 Hylidae Dendropsophus 21 Charca 2020-
reticulatus 2021

10 Hylidae Dendropsophus 15 Charca 2020-
rhodopeplus 2021

11 Hylidae Dendropsophus 11 Charca 2020-
sarayacuensis 2021

12 Leptodactylidae Leptodactylus wagneri 9 Charcay T.Rio  2020-
2021

13 Craugastoridae  Oreobates quixensis 2 T. Rio 2020
14 Craugastoridae  Pristimantis malkini 2 T. Rio 2020
15 Craugastoridae  Pristimantis variabilis 1 T. Rio 2020-
2021

16 Bufonidae Rhaebo ecuadorensis 6 T. Rio 2020-
2021

17 Bufonidae Rhinella marina 26 CharcayT.Rio  2020-
2021

18 Hylidae Scinax cruentomma 1 Charca 2020
19 Hylidae Scinax garbei 18 Charca 2020-
2021

20 Hylidae Scinax ruber 31 Charcay T.Rio  2020-
2021

Total 248 Charcay T.Rio  2020-

2021
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Tabla S4. Registro de especies detectadas mediante eDNA metabarcoding con sus respectivos nimeros
de lecturas. Se especifica si fueron registradas en charcas o transectos de Rio (T. Rio) y el afio que fue

detectada.
Familia Especies Lecturas Sitio Ao
1 Leptodactylidae Adenomera 3 charca 2020
hylaedactyla
2 Hylidae Boana geographica 786 charcayT. Rio 2020-
2021
3  Hylidae Boana lanciforme 1304 charcayT. Rio 2020-
2021
4  Hylidae Boana punctata 4341 charcayT. Rio 2020-
2021
5 Hylidae Dendropsophus 4067 charcayT. Rio 2020-
bifurcus 2021
6 Hylidae Dendropsophus 1132 charcayT. Rio 2020-
parviceps 2021
7  Hylidae Dendropsophus 2621 charcayT. Rio 2020-
reticulatus 2021
8 Hylidae Dendropsophus 2858 charcayT. Rio 2020-
rhodopeplus 2021
9  Hylidae Dendropsophus 1369 charcayT. Rio 2020-
sarayacuensis 2021
10 Hylidae Dendropsophus 35 charca 2021
triangulum
11 Centrolenidae Hyalinobatrachium 432 charcayT. Rio 2020-
munozorum 2021
12 Centrolenidae Hylorcirtus 255 T. Rio 2020-
phyllognatus 2021
13 Leptodactylidae Leptodactylus 2720 charcayT. Rio 2020-
wagneri 2021
14 Craugastoridae  Oreobates quixensis 52 T. Rio 2020-
2021
15 Hylidae Osteocephalus 348 charcayT. Rio 2020
buckleyi
16 Craugastoridae  Pristimantis acerus 145 T. Rio 2020-
2021
17 Craugastoridae  Pristimantis 43 T. Rio 2020-
conspicillatus 2021
18 Craugastoridae  Pristimantis eriphus 835 T. Rio 2021
19 Craugastoridae  Pristimantis malkini 782 charcayT. Rio 2020-
2021
20 Craugastoridae  Pristimantis mallii 729 T. Rio 2020-
2021
21 Craugastoridae  Pristimantis sp. 486 charca 2020-
2021
22 Craugastoridae  Pristimantis sp.aff. 85 T. Rio 2021
HMOA2026
23 Bufonidae Rhaebo ecuadorensis 2138 charcayT. Rio 2020-
2021
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Bufonidae
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Centrolenidae

Rhinella marina
Rulyrana
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Scinax garbei
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Teratohyla midas
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10
375056
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Tabla S5. Datos empleados para la creacion del diagrama Sankey

Fuente (inicio)

Blanco (Llegada) Valor (grosor de conexidn)

Primer nodo: Sitios de muestreo-Familias

ChP1 Bufonidae 0.8
ChP1 Centrolenidae 1

ChP1 Strabomantidae 1.04

ChP1 Hylidae 3.91
ChP1 Leptodactylidae 0.8
ChP2 Bufonidae 0.4

ChP2 Strabomantidae 1.04
ChP2 Hylidae 5.4
ChP2 Leptodactylidae 0.8
ChP3 Aromobatidae 1
ChP3 Bufonidae 0.4

ChP3 Strabomantidae 0.52
ChP3 Hylidae 3.9
ChP3 Leptodactylidae 0.4

TrP1 Bufonidae 0.8

TrP1 Strabomantidae 2.6

TrP1 Hylidae 2.86

TrP1 Leptodactylidae 1.2

TrP2 Bufonidae 0.8

TrP2 Centrolenidae 1.04

TrP2 Strabomantidae 3.13

TrP2 Hylidae 1.98

TrP2 Leptodactylidae 0.4

TrP3 Bufonidae 0.8
TrP3 Centrolenidae 1

TrP3 Strabomantidae 3.65

TrP3 Hylidae 3.96

TrP3 Leptodactylidae 0.4

Segundo nodo: Familias — Métodos
Bufonidae REV 2
Bufonidae eDNA 2
Centrolenidae REV 1
Centrolenidae eDNA 3
Strabomantidae REV 3
Strabomantidae eDNA 9
Hylidae REV 11
Hylidae eDNA 13
Leptodactylidae REV 2
Leptodactylidae eDNA
Aromobatidae REV

Tercer nodo: Métodos-especies
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REV A.andreae 1
REV A.insperatus 1
REV C.resplendens 1
REV P.variabilis 1
REV S.cruentomma 1
REV Especies en comun 15
eDNA Especies en comun 15
eDNA A.hylaedactyla 1
eDNA D.triangulum 1
eDNA H.munozorum 1
eDNA H.phyllognathus 1
eDNA O.buckleyi 1
eDNA P.acerus 1
eDNA P.conspicillatus 1
eDNA P.eriphus 1
eDNA P.mallii 1
eDNA Pristimantis sp. 1
eDNA D.triangulum 1
eDNA Pristimantis sp. aff. HMIOA2026 1
eDNA R.flavopunctata 1
eDNA T.midas 1
Especies en comun

1 Boana geographica 2

2 Boana lanciforme 2

3 Boana punctata 2

4 Dendropsophus bifurcus 2

5 Dendropsophus parviceps 2

6 Dendropsophus reticulatus 2

7 Dendropsophus rhodopeplus 2

5 Dendropsophus sarayacuensis 2

9 Leptodactylus wagneri 2
10 Oreobates quixensis 2
11 Pristimantis malkini 2
12 Rhaebo ecuadorensis 2
13 Rhinella marina 2
14 Scinax garbei 2
15 Scinax ruber 2
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Figuras suplementarias
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Fig. $1. Gel de agarosa 2% (m/v). Carril L. Marcador de peso molecular de 100 pb
Ladder Biégena. Carriles 1-36: productos de PCR de ADN metagendmico con primers
Vert 16S eDNA F1/R1 con adaptadores para ONT aprox. 300 pb. Carril CNT: control

negativo de transporte. Carril CNR. Control negativo de reaccion.

Muestras amplificadas del 2020

Carril L: Ladder; Carril 1: EchP3
Carril 2: EChP2; Carril 3: EChP1
Carril 4: ETrP3; Carril 5: ETrP2
Carril 6: ETrP1; Carril 7: FchP3
Carril 8: FChP2; Carril 9: FChP1
Carril 10: FTrP3; Carril 11: FTrP2
Carril 12: FTrP1; Carril 13: MchP3
Carril 14: MChP2; Carril 15: MChP1
Carril 16: MTrP3; Carril 17: MTrP2
Carril 18: MTrP1; Carril 19: FChP3
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Muestras amplificadas del 2020

Carril L: Ladder; Carril 20: FChP2
Carril 21: FChP1; Carril 22: FTrP3
Carril 23: FTrP2; Carril 24: FTrP1
Carril 25: MchP3; Carril 26: MChP2
Carril 27: MChP1; Carril 28: MTrP3
Carril 29: MTrP2; Carril 30: MTrP1;
Carril 31: AChP3; Carril 32: AChP2
Carril 33: AChP1; Carril 34: ATrP3
Carril 35: ATrP2; Carril 36: ATrP1;
Carril CNT: Control negativo 1

Carril CNR: Control negativo 2



Muestras amplificadas

112413041058 627.829.10.11112_C-

Carril L: Ladder;

Carril 1: Control negativo 1 de enero del 2020
Carril 2: Control negativo 2 de enero del 2020
Carril 3: Control negativo 1 de febrero del 2020
Carril 4: Control negativo 2 de febrero del 2020
Carril 5: Control negativo 1 de marzo del 2020
Carril 6: Control negativo 2 de marzo del 2020
Carril 7: Control negativo 1 de febrero del 2021
Carril 8: Control negativo 2 de febrero del 2021
Carril 9: Control negativo 1 de marzo del 2021
Carril 10: Control negativo 2 de marzo del 2021
Carril 11: Control negativo 1 de abril del 2021
Carril 12: Control negativo 2 de abril del 2021
Carril 13: Control negativo de reaccién

Fig. S2. Gel de agarosa 2% (m/v). Carril L. Marcador de peso molecular de 100 pb Ladder Bidgena.
Carriles 1-12: productos de PCR de controles negativos de transporte de los seis meses de muestreo
con primers Vert 165 eDNA F1/R1 con adaptadores para ONT aprox. 300 pb. Carril 13: control negativo
de reaccion.
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