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RESUMEN

La diversidad criptica en los anfibios es inmensa en la mayoria de los ecosistemas
neotropicales. Esta diversidad se ve potencialmente amplificada en zonas topograficamente
complejas con los Andes. Bajo este contexto, este estudio analiza la morfologia y genética de
una especie de cutin (Pristimantis verecundus) para determinar si contienen o no maltiples
linajes evolutivos. Los resultados demuestran que, efectivamente, P. verecundus es un
complejo de especies que requiere una subdivision taxondmica.

Palabras clave: Diversificacion, diversidad genética, barreras geograficas, elevacion,
Pristimantis verecundus.



ABSTRACT

The cryptic diversity in amphibians is immense in most Neotropical ecosystems. This diversity
is potentially amplified in topographically complex zones with the Andes. Under this context,
this study analyzes the morphology and genetics of a cutin species (Pristimantis verecundus)
to determine whether or not they contain multiple evolutionary lineages. The results show that,
indeed, P. verecundus is a complex of species that requires a taxonomic subdivision.

Key words: Diversification, genetic diversity, geographical barriers, elevation, Pristimantis
verecundus.
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INTRODUCCION

El neotrépico es la region que mas especies de anfibios tiene a nivel mundial
(Duellman, 1999; Frost, 2019). De los 10 paises con mayor diversidad, Ecuador se encuentra
en el cuarto lugar teniendo ademas la mayor riqueza por unidad de area (Centro Jambatu, 2017).
Acorde a los registros del Centro Jambatu (2017) se han registrado para Ecuador un total de

597 especies de anfibios de las cuales 210 pertenecen al género Pristimantis (2017).

Hasta el afio 2008, la mayoria de las especies ecuatorianas que ahora forman parte del
género Pristimantis estaban incluidas en el género FEleutherodactylus (véase Lynch y
Duellman, 1997). Sin embargo, una serie de estudios moleculares han reorganizado la
taxonomia de estos anuros (Heinicke et al., 2007; Hedges et al., 2008; Padial et al., 2014).
Pristimantis se caracteriza por tener desarrollo directo sin pasar por una fase larvaria acuatica,
lo que le permite vivir y reproducirse en cualquier ambiente con algo de humedad (Gonzales,
et al., 2011). Su radiacion se distribuye a lo largo de las cordilleras montafiosas donde hay alta
rotacion de hébitats y variaciones en las presiones selectivas en cortas distancias dado por la
compleja orografia y los distintos cambios de clima (Terdn y Guayasamin, 2010; Gonzales, et

al,, 2011).

La complejidad del género Pristimantis también se evidencia en muchas de sus
especies, existiendo una diversidad criptica que suele develarse gracias a técnicas moleculares
y acusticas (véase Hutter y Guayasamin 2015; Guayasamin ef al., 2017). El presente estudio
se enfoca en Pristimantis verecundus (Lynch y Burrowes 1990). Esta especie se caracteriza
por sus tubérculos conicos en el parpado superior, pliegues dorso laterales cortos que llegan
hasta el sacro, piel granular en el vientre, pliegue discoidal dorso lateral, anillo timpéanico

visible, hocico subacuminado en vista dorsal, odontéforos vomerinos, dorso verrugoso, talon
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y tarso (Lynch y Burrowes 1990). En cuanto a caracteres sexuales, los machos poseen sacos

vocales y carecen de almohadillas nupciales (Lynch y Duellman, 1997).

Pristimantis verecundus ha registrado en zonas occidentales de los Andes, desde el sur
de Colombia, departamento de Narifio hasta el norte de Ecuador en las provincias de Carchi,
Esmeraldas, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi y Santo Domingo de los Tsachilas, entre 1241 a

2070 msnm (Lynch y Duellman, 1990, 1997).

Segun la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza-UICN (2018), esta
especie se encuentra en estado Vulnerable, debido a la deforestacion y desarrollo agricola
causando la pérdida de su habitat. Es importante mencionar que varias especies de Pristimantis
son susceptibles a decaimiento poblacional a causa de extremos cambios climaticos vy,
potencialmente, la quitridimicosis, por lo cual, al estudiar dichas especies se sugiere un

seguimiento minucioso (Frenkel, ef al., 2014).

El evaluar la diversidad criptica en una especie requiere de marcadores genéticos que
tengan una evolucion rapido, permitiendo de esta manera identificar a las poblaciones que,
potencialmente, han divergido independientemente. Entre los marcadores moleculares mas
utilizados para este tipo de estudios se encuentra el gen 16S rRNA, el cual es un marcador
mitocondrial que incluye simultaneamente regiones conservadas y otras hipervariables, lo cual

lo hace ideal para este tipo de trabajos (Vences, et al., 2005).

OBJETIVOS
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e Evaluar morfoldgica y genéticamente el estatus taxonomico de Pristimantis verecundus

para determinar si representa una o varias especies.
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METODOS

Los especimenes y tejidos estudiados estan depositados en las siguientes colecciones:
Instituto Nacional de Biodiversidad, Quito, Ecuador (INABIO), Museo de Zoologia de la
Universidad Tecnoldgica Indoamérica, Quito, Ecuador, (MZUTI), Museo de Zoologia
Terrestre de la Universidad San Francisco de Quito, Cumbayé, Ecuador y el Instituto de
Investigacion de Recurso Bioldgicos Alexander von Humboldt. Los especimenes de esta
ultima coleccion estan listados bajo el acronimo original de Inderena: IND-AN. Véase Anexo

1.
Morfologia

Examinamos ocho variables morfométricas (véase Anexo 2) siguiendo las claves y
descripciones de Lynch y Duellman (1997, 1990): (1) longitud del pie (FL), (2) longitud de la
mano (HL), (3) largo de la cabeza (HL), (4) longitud del fémur (FL), (5) ancho de la cabeza
(HW), (6) longitud del hocico-orificio (SVL), (7) longitud de la tibia (TL), (8) longitud del
brazo (AL). El sexo y madurez sexual se determinaron por la presencia de hendiduras bucales,
un saco vocal en machos o la presencia de oviductos no rectos en hembras. Las medidas
morfoldgicas se tomaron con el calibrador digital Mitutoyo® al 0.1 mm mas cercano, segiin lo

descrito por Guayasamin (2004).

Para el analisis de datos morfométricos se realizé un andlisis de componente principal
(PCA) y un anélisis multivariante de la varianza (MANOVA). E1 PCA es un método que reduce
la dimensionalidad de una gran cantidad de datos transformandolos en un grupo mas pequefio,
pero conservando la mayor cantidad de informacion posible haciendo el anélisis de los datos

mas sencillo, rapido y fécil de visualizar (Ringnér, 2008). Mientras que el MANOVA prueba
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si hay una diferencia significativa entre las medias de varios grupos y limita el numero de

errores tipo I (Huberty y Olejnik, 2006).

Extraccion de ADN y PCR para el gen 16S rRNA

Para la extraccion de ADN se utilizo el protocolo con Tiocinato de guanidina, disefiado por
Chomkzynski (1993), mediante el cual se extrajo ADN gendémico de tejido conservado en
etanol. Se cuantificaron cada una de las muestras para obtener la concentracion y calidad de
ADN obtenido y se procedio a realizar el proceso de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Para la amplificacion del gen 16S rRNA se utilizd el protocolo establecido por
Guayasamin ef al., (2017) mientras que la secuenciacion se realizé mediante el método Sanger

(Sanger y Coulson, 1975).

En el proceso de amplificacion de ADN se utilizaron los primers 16SC-F (5° - GTR GGC
CTA AAA GCA GCC AC - 3’) y el primer 16Sbr-H-R (5° - CCG GTC TGA ACT CAG ATC
ACG T — 3’) disefiados por Darst y Cannatella (2004) y Palumbi ef al. (1991). Cada reaccion
de PCR contenia una concentracion final de 1.5 mM MgCl2, 0,5 mM dNTP, 0,25 U / uL de
ADN polimerasa Tag (Invitrogen) y 0,2 uM de cada cebador, en un volumen total de 25 pL.
Para el fragmento (16S rNA), el protocolo utilizado incluyd un paso inicial de
desnaturalizacién de 4 minutos a 94 °C; seguido de 1 minuto a 94 °C, 30 segundos a 57°C, 2

minutos a 72 °C por 30 ciclos, y una extension final de 8 minutos a 72 °C.

El amplicon obtenido se visualiz6 por medio de electroforesis con un gel de agarosa al 2%.
Las muestras amplificadas se limpiaron con Exosap y se enviaron a Macrogen Inc (Corea del
Sur) para la secuenciacion de Sanger (Sanger, Coulson, 1975). Las secuencias obtenidas fueron
alineadas y ensambladas en Geneious 11.1.5 (Kearse et al., 2012). En la base de datos del

NCBI©, mediante BLAST (Altschul, 1990), se realizaron comparaciones preliminares para
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determinar que especies son, potencialmente, las mas cercanas a P. verecundus. Asi se
escogieron los grupos externos, obteniendo las secuencias directamente de GenBank (véase
Anexo 1). Todas las secuencias utilizadas en este estudio, asi como sus localidades respectivas

y codigos GenBank, se encuentran detalladas en el Anexol.

Analisis filogenéticos

Se generaron 24 secuencias de Pristimantis verecundus desde el sitio de estudio y otras
regiones geograficas del Ecuador (Anexo 1). Ademas, se descargaron secuencias del GenBank

como grupos externos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Ver Anexo 1.

Las secuencias del gen mitocondrial 16S se alinearon de forma independiente utilizando el
programa MAFFT v7 (Katoh, Standley, 2013), con la estrategia Q-INS-i. El alineamiento

obtenido fue revisado manualmente en Mesquite 3.51 (Madison, Madison, 2018).

Las secuencias alineadas se analizaron en IQ-TREE v1.6.8 para encontrar el modelo
evolutivo apropiado (Kalyaanamoorthy ef al., 2017). Basado en este modelo, se infiri6 una
inferencia filogenética usando el método de méxima verosimilitud en el programa IQ-TREE
v1.6.8 (Nguyen et al., 2015). La confiabilidad y robustez del arbol se evalud utilizando una
aproximacion de arranque ultra rapida de 10000 bootstraps (Hoang et al., 2017). El comando
-bnni se us6 para reducir el riesgo de sobreestimar las longitudes de las ramas. Ejecutamos 10
millones de generaciones con las opciones predeterminadas. Las topologias se visualizaron en

FigTree v1.4 (Rambaut, 2017).
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RESULTADOS

Morfologia

El PCA de las ocho variables morfométricas tomadas de los 21 especimenes de estudio
resulté en un PC (85.49%) donde las medidas morfométricas que mas explican la variacion son
la longitud rostro-cloacal y la longitud del fémur (Fig. 2). Dado que los datos son normales, se
realiz6 un analisis multivariante de la varianza (MANOVA), para encontrar la variacion de las
variables morfoldgicas entre localidades. El resultado evidencié un valor p < 0.05 para la
longitud del fémur; por lo tanto, esta medida varia significativamente solo en los especimenes

de Carchi con respecto a las otras localidades.

Analisis filogenéticos

El arbol filogenético obtenido muestra que Pristimantis verecundus, como esta definido
en la actualidad, no es monofilético (Fig. 4, 5). Adicionalmente, existe una alta diferenciacion
entre clados, con distancias genéticas de 0.05-0.12% (distancias no corregidas en PAUP)
mientras que los individuos de cada uno de los clados muestran una diferenciacion de 0.01-
0.04% (Tabla 2). El primer clado A incluye a Pristimantis de Carchi, el clado B a Pristimantis
de Cotopaxi, los clados C, E, F y G incluyen Pristimantis de Imbabura, los clados D y H a
Pristimantis de Imbabura y Pichincha. Se debe mencionar que no hay secuencias disponibles

de la localidad tipo de la especie.
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DISCUSION

El andlisis filogenético en base al gen 16S permiti6 identificar ocho clados dentro de lo
que actualmente se reconoce como Pristimantis verecundus, lo cual demuestra que hay
diversidad criptica en esta especie. Sin embargo, con los datos obtenidos, no podemos asignar
con confianza a ninguna de las poblaciones de Ecuador a la serie tipo de Pristimantis
verecundus debido a que la morfometria de esta no concuerda con las poblaciones estudiadas

y por la ausencia de secuencias de la poblacion tipo.

En cuanto a la diversidad dentro del complejo verecundus, segun Fouquet et al. (2007),
Vences et al. (2005), Vences y Wake (2007) las distancias genéticas en la region 16S por
encima del umbral del 2.5% indican que las poblaciones pueden representar especies
candidatas. Considerando los porcentajes anteriormente descritos, se observa que el Clado A y
el Clado B poseen una distancia genética entre 5-12% con respecto a los otros clados y una

distancia de 5% entre ellos (Tabla 2).

Algunas de las distancias genéticas encontradas pueden explicarse por la presencia de
barreras geograficas en los Andes, variacion ecoldgica, asi como la distancia entre localidades.
En el caso del Clado A, se recolectaron muestras en la provincia de Cotopaxi a una elevacion
de 1500 msnm y el Clado B en la provincia de Carchi a una elevacion de 2304 msnm; aunque
esta diferencia altitudinal no deberia representar ninguna barrera geografica, si podria conllevar
una considerable variacion ecoldgica (Hutter ef al., 2013; Arteaga et al., 2016; Guayasamin et

al., 2017).

El Clado E, en comparacion con los Clados F y G, muestra distancia del 8%, similar a
los Clados F y G que poseen una distancia de 6% (Tabla 2). Estos tres son los clados mas

cercanos geograficamente a la localidad tipo de la especie (Reserva La Planada) descrita por
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Lynch y Burrowes (1990). Sin embargo, debido a su distancia genética y a sus diferencias en
cuanto a su morfometria, nos vemos ante un escenario en el cual pueden coexistir tres especies

en la misma zona geografica.

Considerando estos parametros e inferencias, no se puede asegurar la presencia
Pristimantis verecundus en el Ecuador. Todas las poblaciones geograficamente cercanas
(Clados: E, F y G) presentan diferencias morfoldgicas conspicuas en relacion a las descritas

para la serie tipo de la especie (véase Lynch y Burrowes, 1990).

Finalmente, los resultados de este estudio sugieren que los distintos niveles de
elevacion, como barreras geograficas, facilitan la diversificaciéon en los anuros. Esto es
particularmente evidente en el género Pristimantis, el cual posee alrededor de 528 especies
descritas (AmphibiaWeb, 2019) y una notable diversificacion (Gascon, et al., 2000; Elmer, et
al., 2007; Garcia, et al., 2012; Guayasamin, et al., 2017). Dos factores, que, al parecer, causan
esta alta tasa de especiacion son la alta mutacion (Crawford, 2003) y la baja capacidad de
dispersion (Hillman, ef al., 2013). Esta ultima puede estar afectada por el tamafio, amplitud
fisioldgica y la forma reproductiva de las especies (Ghalambor, 2006; Pabijan, et al., 2012;

Hillman, et al., 2013).

Concluimos que el reconocimiento taxondmico de los linajes encontrados dentro del
complejo verecundus es todavia prematuro y debe esperar a la obtencion de secuencias de la

localidad tipo (Reserva La Planada) en Colombia.
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Tabla 1. Morfometria (en mm) del holotipo (lavH 1834), parapototipos y especimenes adicionales del complejo de especies reconocido como

Pristimantis verecundus.

Longitud

Nimero de Género SVL Longit.ud Longitud de la Ancho de Longit.u(.i Longitud Longitud
Museo del Pie de la Mano cabeza la cabeza dela Tibia del Brazo del Femur
?;?L;AN Hembra 22.46 10.37 6.16 8.79 8.77 10.81 5.75 11.65
gga'AN Macho 16.47 7.19 5.38 6.28 6.98 10.28 4.46 9.78
111119)2-AN Macho 17.43 8.28 4.49 6.05 6.19 8.45 5.03 9.06
E?{AN Hembra 2222 9.72 5.89 7.82 7.44 10.84 547 10.6
%(?I‘AN Hembra 20.29 8.41 521 8.48 721 10.38 5.2 10.53
IMG 0675  Macho 16.54 7.05 4.19 5.08 481 73 3.4 7.83
JMG 0690  Hembra 21.83 9.4 6.2 8.02 8 10.29 5.07 9.75
IMG 0637  Macho 17.86 7.8 5.12 6.95 6.5 9.09 5.53 8.18
IMG 1014 Macho 18.1 7.75 5.13 6.16 6.55 8.92 423 8.65
IMG 0062 Hembra 16.67 8.2 5.16 6.18 6.19 8.53 4.47 9.06
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bere T Macho 14.67 7.52 4.53 5.15 5.89 8.37 5 8.4
e Hembra 22.6 775 5.5 93 8.8 10.4 5.3 10.5
Vet Macho 13.94 10.4 4.48 5.26 7.02 7.72 3.9 7.86
bezg T Macho 16.08 6.3 421 48 49 7.73 3.29 7.41
Yooy 1 Hembra 16.54 6.7 4.48 6.7 6.57 7.96 439 .15
Yoos ' Macho 17.87 7.12 4.44 7.34 6.71 8.3 3.87 7.86
VT Macho 16.54 6.82 4.19 5.08 4.81 73 34 7.83
bz Macho 195 7.03 5.03 75 75 8.12 46 8.5
DT Macho 1472 6.45 3.95 5.98 5.62 73 3.94 6.73
?glg’lgECH Macho 16.07 7.20 4.19 5.11 531 7.09 3.05 6.06
?E%@ECH Hembra 21.52 8.71 5.97 7.22 7.04 9.87 5.79 8.26

Las siglas para museos son: lavH = Insituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander von Humboldt, Colombia; JMG = Juan Manuel

Guayasamin, Ecuador; DHMECH = Instituto Nacional de Bidiversidad, Ecuador; MZUTI = Museo de Zoologia de la Universidad Tecnoldgica

Indoamérica, Ecuador.



Tabla 2. Distancias genéticas no corregidas en PAUP entre los diferentes clados.
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Clado A B C D E F G
A -
B 0.05 -
C 0.09 0.09 -
D 0.11 0.10 0.09 -
E 0.11 0.08 0.09 0.08 -
F 0.12 0.12 0.11 0.08 0.08 -
G 0.12 0.10 0.11 0.09 0.08 0.06 -
H 0.11 0.09 0.10 0.07 0.07 0.04 0.3
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Figura 1. Andlisis de componente principal (PCA) de morfometria con las ocho variables medidas de los especimenes de estudio, incluyendo el

holotipo y paratopotipo (La Planada).
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Figura 2. Proporcion de varianza acumulada en los componentes principales del PCA.
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MANAB!;,',
2000000
N Especie N° demuseo | Provincia Localidad
1 Pristimantis verecundus DHMECH 12553 Carchi Tulcén. Tobar Donosa, Gualpi, Chicl
2 Pristimantis verecundus DHMECH 13989 Carchi. Tulcan, Chical El Pail?n

3 |Pristimantis verecundus DHMECH 14006/Carchi  [Tulcan. Chical, El Pail?n

4 |Pristimantis verecundus | IMG 0636 Imbsbura, Cotachi Manduriacu

5 Pristimantis verecundus MG 0637 Imbsbura. Cotaschi Manduriacu

6 Pristimantis mutabilis | IMG 0641 Imbaburs. Cotaca chi| Manduriacu

7 |Pristimantis verscundus|IMG 0675 Carchi V72 San Lorerzo

8 Pristimantis verecundus JMG 0590 Imbebure. Cotachi Manduriacu

S Pristimantis verscundus MG 1014 Imbabura, Cotaachi Manduriacu

10 Pristimantis verecundus MZUTI 3764  Pichincha Reserva de Biodiversidad Mashpi

11 Pristimantis verecundus MZUTI 3303 |Pichincha |Resenva de Biodiversidad Mashpi

12 Pristimartis verecundus MZUTI 3922 Resena de Biodiwersided Meshp |
13 Pristimantis verscundus|MZUTI 634 Qrdillerz de Chontills, cabecers del rio Sune Chico
14 Pristimantis verscundus M2UTI 635 Pichincha @rdillers de Chontillz, cabecera del rio Sune Chico
15 Pristimartis verecundus| MZUTI 636 | Pichincha @rdillera de Chontilla, cabecera del rio Sune Chico
16 Pristimantis verscundus QOAZ12410 | Ecuador Ootopaxi, Reserve Otonga

17 Pristimantis verecundus M2UTI 2114  |Ecuador Pichinchs, S?ptimo Para?o Lodge

Figura 3. Distribucion geografica de los especimenes del area de estudio.
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Figura 4. (A, B) Pristimantis verecundus, holotipo, IND-AN 1834, en alcohol. Reserva
Natural la Planada, Colombia, 1780msnm. (C, D) JMG0675, Via San Lorenzo, 23166msn,
Provinchia de Carchi, Ecuador. (E, F) DHMECH 14006, El Pailon, 1495 msnm, Provincia de
Carchi, Ecuador. (G, H) MZUTI 2114, Séptimo Paraiso, 1599 msnm, Provinchia de Pichincha,

Ecuador.
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Figura 5. Arbol de méaxima verosimilitud de Pristimantis, inferido del gen mitocondrial 16s
rRNA. Los distintos colores muestran los diferentes clados obtenidos dentro del complejo de

especies de Pristimantis verecundus.
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P. verecundus (JMG_675) Carchi, Via San Lorenzo B

P. celator (KU177684, EF493685) Carchi, Maldonado C

a7

P. sp. (DHMECH12599) Carchi, Chical E
F
96 P. verecundus (DHMECH14006) Carchi, Chical G

P. verecundus (2019-011) imbabura, Manduriacu

5 P. aff. (JMG0636) Imbabura, Manduriacu

F. aff. (JMG1014) Imbabura, Manduriacu

‘FE.I#. (JMGO637) Imbabura, Manduriacu
56

9
P. verecundus [JMGO0630) Imbabura, Manduriacu H

—  P. verecundus (MZUTI_2114, KME75445) Séptimo Paraiso

P. aff. (MZUTI634) Pichincha, Sune Chico
1

. aff. (MZUTIE36) Pichincha, Sune Chico

62
P. aff. (MZUTIB35) Pichincha, Sune Chico
a5

P. aff. (MZUTI3903) Pichincha, Mashpi

P. verecundus (M2UTI3764) Pichincha, Mashpi

Figura 6. Relaciones evolutivas entre las poblaciones que actualmente forman parte del

complejo Pristimantis verecundus.
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ANEXOS

Anexo 1.

Todas las muestras pertenecen al género Pristimantis, excepto Craugastor longirostris, que forma parte del grupo externo. Para cada individuo, se
detallan el nimero de museo, la localidad y el nimero de acceso de GenBank. Las siglas para museos son: JMG = Juan Manuel Guayasamin,
Ecuador; MZUTI = Museo de Zoologia de la Universidad Tecnoldgica Indoamérica, Ecuador; KU = University of Kansas Natural History

Collection, QCAZ = Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, Ecuador; UVC = Universidad del Valle, Colombia.

Nuamero de
. Nuamero de Localidad . . Elevacion acceso de
Especie museo (Provincia: localidad) Latitud Longitud (m) GenBank
16S rNA
Pristimantis DHMECH Carchi: Tulcan. Tobar
verecundus 12599 Donoso, Gualpi, Chical 0.898426 -78.207942 1600 )
Pristimantis DHMECH Ca‘rc’hlz Tulcan. Chical El 0.989154027 7823087876 1385 i
verecundus 13989 Pailon
Pristimantis DHMECH Ca‘rc’hlz Tulcan. Chical. El 0.984504212 7822493952 1495 i
verecundus 14006 Pailon
Pristimantis IMG 0636 Imbabur‘a. Cotacachi: 737798 34634 1476 i
verecundus Manduriacu
Pristimantis IMG 0637 Imbabur.a. Cotacachi: 737730 34630 1515 i
verecundus Manduriacu
Pristimantis MG 0641 Imbabura. Cotacachi: 739423 35469 1264 i

mutabilis

Manduriacu




35

Pristimantis IMG 0675 Carchi: Via San Lorenzo 0.84365 -78.22812 2304 ;
verecundus
Pristimantis MG 0690 Imbabur‘a. Cotacachi: 737595 35712 1588 i
verecundus Manduriacu
Pristimantis MG 1014 Imbabur‘a. Cotacachi: 737658 34638 1563 i
verecundus Manduriacu
Pristimantis Pichincha: Reserva de
verecundus MZUTI 3764 Biodiversidad Mashpi 0.16075 -78.85611 1279 )
Pristimantis Pichincha: Reserva de
verecundus MZUTI 3503 Biodiversidad Mashpi 0.16075 -78.85611 1279 )
Pristimantis Pichincha: Reserva de
verecundus MZUTI1 3922 Biodiversidad Mashpi 0.16075 -78.85611 1279 )
Pristi i Pichincha: Cordillera de
PLSLMANILS MZUTI 634 Chontilla, cabecera del rio 0.11187 -78.90275 1241 -
verecundus .
Sune Chico
Pristimantis Pichincha: Cordillera de
MZUTI 635 Chontilla, cabecera del rio 0.11187 -78.90275 1241 -
verecundus )
Sune Chico
Pristi i Pichincha: Cordillera de
FLSTmAntis MZUTI 636 Chontilla, cabecera del rio 0.11187 -78.90275 1241 KM675441
verecundus .
Sune Chico
Pristimantis cf. 219-009 Imbabura. Cotacachi: i i i i
pteridophilus Manduriacu
Pristimantis Imbabura. Cotacachi:
219-011 . - - - -
verecundus Manduriacu
Pristimantis cedros 219-012 Imbabur'a. Cotacachi: - - - -
Manduriacu
Pristimantis sp. 219-019 Imbabur'a. Cotacachi: - - - -
Manduriacu
Pristimantis sp. 219-020 Imbabura. Cotacachi: - - - -

Manduriacu
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Pristimantis sobetes

219-023

Imbabura. Cotacachi:

Manduriacu
Pristimantis cedros 219-026 Imbabur‘a. Cotacachi: - - - -
Manduriacu
Pristimantis Imbabura. Cotacachi:
mutabilis 219-027 Manduriacu ) ) ) )
Pristimantis sp. 219-028 Imbabur‘a. Cotacachi: - - -
Manduriacu
Eleutherodactylus WED 52979; Ecuador: Napo; 8 km E Santa
5. KU 202623 Bérbara - - - AY326002
Pristimantis WED 53050; Ecuador: Carchi; 13.6 km W
duellmani KU 202404 El Carmelo - - 2340 AY326003
Pristimantis WED 52961; Ecuador: Napo; 3.5 km E
supernatis KU 202432 Santa Barbara ) ) ) AY326005
Pristimantis WED 52959; Ecuador: Napo; 3.5 km E
chloronotus KU 202325 Santa Barbara ) ) ) AY326007
Pristimantis WED 53004; Ecuador: Carchi; 12 km W
thymelensis KU 202519 Tufino i i 3520 AY326009
Pristimantis buckleyi KU217836 i‘r’l‘;ae‘lior: Carchi, 9.0km EEL 4 30000 ~77.940000 3133 EF493350
Crau.gasto.r KU177803 Ecuafior: Pichincha, Santo i i i EF493395
longirostris Domingo
Pristimantis gentryi  KU218109 IE)iClgfgor: Cotopaxi, 27.6 km 950000 -78.990000 3121 EF493511
Pristimantis truebae  KU218013 ?ﬁgfgor: Cotopaxi, 246 km 250000 -77.750000 1200 EF493512
Pristimantis curtipes  KU217871 Ecuador: Pichincha, Bosque ) 4354 ~78.480000 3380 EF493513
de Pasochoa
Pristimantis KU177861 Ecuador: Cotopaxi, Pilalo -0.910000 -78.970000 3010 EF493514

thymalopsoides
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Pristimantis KU218234 Ecuador: Imbabura, 13.8 km ) 56 ~78.230000 3002 EF493515
trepidotus W Tabacundo
Pristimantis QCAZI6428 ~ Peuador:Napo, Paramode 256000 77.610000 1128 EF493516
thymelensis Guamani
Pristimantis ocreatus KU208508 Ecuafior: Carchi, 26.6 km W - - - EF493682
Tulcan
Pristimantis KU218030 Ecuador: Bolivar, Bosque _1.570000 ~79.110000 1996 EF493683
pyrrhomerus Protector Cashca Totoras
Pristimantis leoni  KU218227 Eﬁ‘fg‘fﬁr Carchi, 51.3km W 50000 77730000 2941 EF493684
Pristimantis celator  KU177684 Ecuador: Carchi, Maldonado 0.900000 -78.920000 55 EF493685
Pristimantis QCAZzI2410 ~ Levador: Cotopaxi, Reserva ) 44999 -79.003899 1500 EF493686
verecundus Otonga
Pristimantis surdus 177647 Ecuador: Imbabura, La 0.210000 78330000 2766 EF493687
voucher Delicia
Pristimantis devillei  KU217991 Ecuador: Napo, 6.1 km E -0.370000 ~78.140000 3727 EF493688
Papallacta
Pristimantis KU177972 Ecuador: Imbabura, La 0.370000 ~78.380000 3355 EF493689
vertebralis Delicia
Pristimantis KU179374 Ecuador: Pichincha, -0.430000 -78.480000 3380 EF493690
quinquagesimus Quebrada Zapadores
Ecuador: Chimborazo, 35 km
Pristimantis sp. KU218140 SW diviso Panamerico via - - 2860 EU186661
Pallatanga
Pristimantis eriphus  QCAZ32705 Ecuador: Napo, Yanayacu -1.100000 -78.480000 3168 EU186671
Pristimantis sp. KU179221 Ecuador: Cotopaxi, Pilalo - - - EU186700
Pristimantis jubatus  UVC:15877  Colombia 2.638278  -76.915194 2542 IN104663
Pristimantis hectus UVC:15942 Colombia - - - JN104680
Pristimantis MZUTI2114  beuador: Pichincha, Séptimo )¢5 ~78.766000 1521 KM675445
verecundus Paraiso Lodge
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Pristimantis

Ecuador: Pichincha, Reserva

o MZUTI 2190 Las Gralarias, near research - - - KM675458

mutabilis .
station

Pristimantis Ecuador: Imbabura, Reserva
mutabilis MZUTI 909 Los Cedros, Oso transect ) ) ) KM675463
Pristimantis MZUTI 1466  Ecuador -0.027500 -78.704800 2192 MH306193
gralarias
Crau.gastohr KU177803 Ecuador: Pichincha, Santo i i EF493395
longirostris Domingo




Anexo 2.

Medidas utilizadas para la morfometria de Pristimantis verecundus.
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