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NOTA DE ADVERTENCIA

Articulo 23 de la Resolucion N° 13 de Julio de 1946
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RESUMEN GENERAL

Los “complejos de especies” son asunciones taxonomicas a partir del estudio de diversas
especies que no presentan claras diferencias ya sean, por caracteristicas, elementos o
caracteres morfologicos, distribucion, comportamiento, ecologia, diferencias a nivel
molecular entre otras, que permitan reconocer claramente grupos monofiléticos. El complejo
Leucostethus fraterdanieli contiene a las especies de L. brachistriatus, L. yaguara, L. alacris
y a la especie por la cual tomd su nombre. El presente trabajo se propuso explorar las
relaciones filogenéticas de las especies del complejo L. fraterdanieli empleando herramientas
moleculares y contrastando estos datos con analisis de cantos y morfometria, en las
localidades tipo y en otras localidades adicionales donde habian sido reportadas las especies
del complejo. Leucostethus alacris no se incluyo en este estudio porque no pudo ser colectada
por razones de orden publico en la localidad tipo. Se emplearon para los anélisis moleculares
cuatro regiones del ADN mitocondrial usadas previamente en estudios con dendrobatidos:
HI (compuesto por los fragmentos: /25y 16S), COl'y Cytb. Para los cantos de anuncio se
analizaron las siguientes variables: duracion del canto, duracion del silencio (intervalo entre
cantos), frecuencia fundamental o dominante, baja frecuencia, alta frecuencia, tasa de
llamadas o nimero de llamados/minuto y armoénicos. Se tomaron 13 medidas morfométricas
a todos los individuos colectados para establecer diferencias entre poblaciones y entre
machos y hembras. Adicionalmente, se visitaron diferentes colecciones zoologicas para
realizar estas mismas mediciones. Los resultados moleculares demostraron la monofilia de
L. brachistriatus y L. yaguara, asi como la ocurrencia de dos nuevos clados L. sp. “Bitaco”
y L. sp. “Chachagiii”, los cuales habian sido referidos en la ultima revisién de la familia
Dendrobatidae y también en el trabajo que describio a L. jota, pero que no habian sido
estudiados a profundidad con ejemplares de las localidades tipo, ni abarcando toda el area de
la distribucion del complejo de especies. Los datos moleculares también permitieron
demostrar que los topotipos de Leucostethus fraterdanieli conformaron una especie valida
monofilética que fue el grupo hermano de dos clados: el primero, compuesto por L. ramirezi
y el otro, compuesto por una politomia compuesta por los topotipos de L. brachistriatus, L.
yaguara y demas individuos colectados en diferentes localidades de siete departamentos de

Colombia en los que habia sido reportados individuos correspondientes a la especie L.



fraterdanieli. Leucostethus sp. “Gorgona”, especie aun sin publicar pero que se sabe es una
especie presente en la Isla Gorgona, fue el grupo hermano de los clados L. fraterdanieli, L.
ramirezi'y L. brachistriatus. Los datos morfologicos no arrojaron diferencias que permitieran
corroborar o refutar los resultados moleculares referentes a las agrupaciones de la politomia
y de la monofilia de Leucostethus fraterdanieli. Los cantos de los topotipos de L.
brachistriatus y L. yaguara no fueron diferentes con relacion al canto de los topotipos de L.

fraterdanieli.



GENERAL ABSTRACT

"Species complex" are taxonomic assumptions from the study of various species that do not
present clear differences, whether by characteristics, elements or morphological characters,
distribution, behavior, ecology, differences at the molecular level, among others, that allow
to clearly recognize groups monophyletic. The Leucostethus fraterdanieli complex contains
the species of L. brachistriatus, Colostethus yaguara, L. alacris and the species for which
took its name. The present work set out to explore the phylogenetic relationships of the
species of the L. fraterdanieli complex using molecular tools and contrasting these data with
edge analysis and morphometry, in the type localities and in other additional localities where
the species of the complex had been reported. L. alacris was not included in this study
because it could not be collected for reasons of public order in the type locality. Four regions
of the mitochondrial DNA previously used in dendrobatide studies were used for molecular
analyzes: Hl (made up of fragments: /2§ and 765), COI and Cytb. For the announcement
songs, the following variables were analyzed: call duration, silence duration (interval
between calls), fundamental or dominant frequency, low frequency, high frequency, call rate
or number of calls/minute and harmonics. Thirteen morphometric measurements were taken
to all the collected individuals to establish differences between populations and between
males and females. Additionally, different zoological collections were visited to make these
same measurements. The molecular results demonstrated the monophilia of L. brachistriatus
and L. yaguara, as well as the occurrence of two new clades L. sp. "Bitaco" and L. sp.
“Chachagiii”, which had been mentioned in the last revision of the Dendrobatidae family and
also in the work that described L. jota, but which had not been studied in depth with
specimens from the type localities, nor covering the entire area of the distribution of the
species complex. The molecular evidence showed also that the topotypes of L. fraterdanieli
formed a valid monophyletic species that was the sister group of two clades: the first,
consisting of L. ramirezi, and the other, consisting of a polytomy composed of L.
brachistriatus topotypes and conspecifics individuals, L. yaguara and other individuals
collected in different localities of seven departments of Colombia in which individuals of L.
fraterdanieli had been reported. L. sp. “Gorgona”, a species not yet published but known to

be a species present on Gorgona Island, was the sister group of the clades L. fraterdanieli, L.



ramirezi and L. brachistriatus. The morphological data did not show differences that allowed
to corroborate or refute the molecular results referring to the polytomy and monophilia
groups of L.s fraterdanieli. The calls of the L. brachistriatus and L. yaguara topotypes were

not different respect to the calls of the L. fraterdanieli topotypes.



INTRODUCCION GENERAL

Desde 1797 cuando se describio la primera especie de dendrobatido, han sido descritas mas
de 247 especies para el grupo. La superfamilia Dendrobatoidea (Grant ef al., 2006), incluye
dos familias: Aromobatidae y Dendrobatidae, en esta tltima se incluyen las especies de ranas
venenosas. La familia Dendrobatidae (ranas flecha o dardo) es un grupo monofilético
claramente establecido que comprende anuros con colores brillantes que habitan los bosques
tropicales y subtropicales de Centro y Sur América (desde Nicaragua hasta el sur de Ecuador,
la cuenca Amazodnica y el sureste de Brasil), con habitos principalmente diurnos,
semiacuaticos y terrestres ademas de presentar cuidado parental, que en algunas especies es
llevado a cabo por el macho y en otras por la hembra (Santos et al., 2009; Almendariz et al.,

2012).

La identificacion y descripcion de nuevas especies se basa principalmente en la combinacion
unica de caracteres (morfoldgicos, comportamentales, moleculares, fisiologicos,
distribucion, entre otros) encontrados en los especimenes estudiados. La categorizacion de
nuevas especies, no solamente implica otorgar nombres con nuevas etimologias (sp. nov.-
species nova), hay otros casos en los que los ejemplares son asignados a un género existente
(comb. nov.-combinatio nova) u otros que implican la creaciéon de un nuevo género (gen.
nov.-genus novus). Por ejemplo, Marin et al., (2018) empleando datos moleculares y
morfologicos presentd nuevos arreglos taxonomicos, que incrementaron el nimero de
especies en el género Leucostethus: 1) L. ramirezi comb. nov, 2) L. fraterdanieli comb. nov,
3) L. brachistriatus comb. nov., 4) L. jota sp. nov.y 5) L. sp. “Gorgona” comb. nov (Marin

et al., 2018) y redujo las especies del género Colostethus.

El género Leucostethus (del Griego leukos—blanco y stethos—pecho) (Anura: Dendrobatidae:
Colostethinae) fue propuesto por Grant et al., (2017) a partir de las especies L. argyrogaster
y L. fugax. Estd conformado por siete especies de ranas que poseen habitos diurnos,
coloracion criptica y ausencia de veneno en la piel (Frost, 2019). La diagnosis del género se
enmarca por: la presencia de dientes sobre el arco maxilar, rayas laterales oblicuas palidas

completas, rayas ventrolaterales, vientre completamente blanco o gris en ambos sexos,
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membrana basal entre dedos IIl y IV, piel del dorso granular posteriormente, ausencia de una
raya dorso-lateral palida y ausencia de proceso lingual (Grant et al., 2017). Aunque todas
estas descripciones corresponden adecuadamente para la caracterizacion del género, este

continua aun sin sinapormorfias.

JPor qué estudiar el complejo Leucostethus fraterdanieli?

Leucostethus fraterdanieli ha sido considerada un “complejo” de especies (Grant et al., 2017,
Grant, 2007; Grant & Castro, 1998) por varias razones:
1. Ladificultad que presenta la delimitacion de subgrupos a lo largo de su distribucion.
2. Amplia distribucion latitudinal y altitudinal y alta diversidad genética.
3. Ladisponibilidad de nombres propuestos para denominar la especie y los problemas
en varias descripciones originales (p. ¢j.: por Rivero & Diaz, 1989; Rivero & Serna,
1995).
4. La ausencia de caracteres morfologicos para la diagnosis de las especies L.
fraterdanieli, L. alacris, L. brachistriatus y C. yaguara.

5. Falta de datos de los cantos para casi todas las poblaciones/localidades.

Algunos de estos aspectos, han sido estudiados por ejemplo en poblaciones de especies de
Dendrobates sylvaticus 'y en el complejo Oophaga histrionica logrando resolver
interrogantes de sobrelapamiento de especies cripticas (Lotters et al., 1999; Posso-Terranova
& Andrés, 2018). En el el estudio mas reciente con O. histrionica, que empled un tnico gen
mitocondrial (COI) y mediante métodos de analsis Bayesiano y Méaxima Verosimilitud, se
reportaron cuatro clados monofiléticos geograficamente estructurados (Posso-Terranova &
Andrés, 2018) estudio que trabajé con poblaciones del departamento del Chocé y Valle del
Cauca sobre el flanco occidental de la Cordillera Occidental. En otro trabajo desarrollado por
(Caldwell et al., 2002) mostrd que el taxén Colostethus marchesianus presentaba gran
variacion intra-poblacional y podria ser considerado un complejo de especies. Algo que fue
corroborado en el trabajo de Coloma (1995). Cuando las especies se consideran “complejos”,
es muy importante “delimitarlas” colectando ejemplares a lo largo y ancho de toda su area

de distribucion, de esta forma se pueden establecer patrones de distribucion Biogeograficos
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(Maciel-Mata, 2015; Garcia, 2016). La delimitacion de especies es un tema clave en biologia
y de vital importancia en sistematica, ecologia y biologia de la conservacion (Ortiz &
Francke, 2016) porque permite en algunos casos incrementar el nimero de especies e
identificar areas potenciales para la conservacion. Aunque actualmente no se haya aceptado
un unico y universal concepto de especie (De Queiroz, 2007), las posturas modernas mas
ampliamente aceptadas y usadas incorporan la idea que la definicién de especies deberia
reflejar genealogia. Sin embargo, como lo sefialan Ortiz & Francke (2016), este paradigma
dificilmente puede probarse empleando la delimitacion de especies historicamente
preponderantes basada solo en morfologia. Aunque las descripciones de especies han
delimitado nuevos taxones casi exclusivamente sobre la base de diferencias morfologicas,
los caracteres morfoldgicos por si solos no demuestran gran relevancia para delimitar

especies en los casos en que la morfologia es conservada (Grant & Castro, 1998).

La familia Dendrobatidae (Cope, 1865 (1850)) incluye tres subfamilias y 15 géneros (Frost
etal., 2019):

1. Colostethinae (compuesta por cinco géneros)
e Ameerega e Epipedobates e Silverstoneia
o Colostethus o Leucostethus
2. Hyloxalinae (un solo género descrito)
e Hyloxalus

3. Dendrobatinae (compuesta por 9 géneros y un grupo):

e Adelphobates e Excidobates e Phyllobates
e Andinobates e Minyobates e Ranitomeya
e Dendrobates e QOophaga e “Colostethus” ruthveni

En el trabajo de Grant y colaboradores (2006) se redujo el nimero de especies incluidas en
Colostethus a tan solo 20 taxones, arreglo que trajo la conformaciéon del nuevo género
Leucostethus. Hasta el ano 2019, las especies de Colostethus sensu Cope (1867) se redujeron

a 15 (Frost, 2019) (Anexo 2). Una de las razones por las que ha presentado tantos cambios,
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es porque las descripciones de algunas especies se hicieron a partir de caracteres
morfologicos de adultos almacenados por mucho tiempo en colecciones zooldgicas o en otros

casos, a partir de larvas (Rivero & Serna, 1988, 1991; Haas, 2003).

La dependencia de caracteristicas morfologicas puede haber contribuido a una subestimacion
de la diversidad de especies (Fouquet et al, 2007) o incluso a la sobreestimacion de
endemismos (Vieites et al., 2009). En este ultimo caso, la sobreestimacion de especies en el
género Colostethus ha sido probablemente un artefacto creado por la falta de registros de la
distribucion de especies (Grant & Castro 1998). En el trabajo de Grant et al, (2017), se
muestran varios agrupamientos poblacionales, proponiendo que la distribucion de los
Colostethus esta restringida a América Central Baja (Panamd), tierras bajas del Pacifico
(Colombia y Ecuador) y los Valles Andinos e Inter-Andinos de Colombia y Ecuador
ocupando localidades de bosques nublados en los Andes occidentales (Grant et al., 2006).

Sin embargo, es necesario tener un mayor numero de muestras.

Para establecer los limites de especies en el complejo Leucostethus fraterdanieli y su
distribucién a lo largo de las areas estudiadas en el presente estudio, fueron planteadas las

siguientes preguntas de investigacion:

1. ;Cuantas especies componen el complejo Leucostethus fraterdanieli?

2. (Los andlisis filogenéticos moleculares a partir de genes mitocondriales tienen la
resolucion necesaria para establecer limites de especies dentro del complejo
Leucostethus fraterdanieli?

3. (Existen diferencias en la morfologia que permitan establecer limites de especies en
el complejo Leucostethus fraterdanieli?

4. (Los cantos de anuncio aportan evidencia suficiente para delimitar especies dentro

del complejo Leucostethus fraterdanieli?
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Para responder a estas preguntas se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipotesis 1:
El complejo Leucostethus fraterdanieli 1o componen mas de dos especies, previamente

descritas en los trabajos de Grant ef al., (2017) y Marin et al., (2018).

Hipotesis 2:
La evidencia molecular junto con los cantos de anuncio y la morfologia, permiten establecer

claramente los limites de las especies del complejo Leucostethus fraterdanieli.

Por lo anterior, es necesario aclarar los limites de especies dentro del complejo Leucostethus
fraterdanieli para poder establecer las especies que componen al grupo o si por el contrario
ha habido algun grado de especiacion que diferencie claramente grupos segun su morfologia,
cantos de anuncio o genéticamente. El presente trabajo explord toda la zona de distribucion
del complejo, colectando individuos y grabaciones (cantos de anuncios) para identificar las
posibles variaciones inter e intra-especificas. De acuerdo con lo anterior, se presentan a
continuacion los resultados de la investigacion en dos capitulos respondiendo a las preguntas

planteadas.
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CAPITULO I: ANALISIS FILOGENETICO MOLECULAR DEL COMPLEJO

Leucostethus fraterdanieli

RESUMEN

Estudios anteriores habian incluido terminales de la localidad tipo de Leucostethus
fraterdanieli demostrando que su distribucion esta restringida a dicha localidad. Sin
embargo, las especies L. brachistriatus y Colostethus yaguara habian quedado con profundos
interrogantes, asi como su validéz taxondmica. Se analizaron 73 terminales como grupo
interno provenientes de 7 departamentos, que incluyeron topotipos de L. brachistriatus y C.
yaguara. Se hizo un analisis de parsimonia empleando cuatro genes mitocondriales: 728,
168, COIl 'y Cytb y doce genes nucleares POMC, Tyr, 28S, BDNF, BMP2, H3, NT3, Ragl,
Rho, SiaHI, SLC841 y ZEB? estos ultimos obtenidos de Genbank y correspondientes solo
para las terminales del grupo externo. Los resultados mostraron una politomia compuesta por
cuatro clados, dos correspondieron a los topotipos e individuos conespecificos de las especies
L. brachistriatus y Colostethus yaguara demostrando su validéz taxondmica. Debido a que
Colostethus yaguara se anido dentro del grupo del género Leucostethus, permitidé proponer
el cambio de género (comb. nov.). De esta manera, el género Leucostethus qued6é compuesto
por siete especies. Los dos grupos restantes fueron nombrados como L. sp. “Bitaco” y L. sp.

“Chachagiii”, haciendo referencia a las localidades en las cuales fueron colectadas.
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INTRODUCCION

Colombia ocupa el segundo puesto en diversidad bioldgica y el segundo lugar en especies de
anfibios reportadas a nivel mundial (804 especies = 749 Anuros, 25 Salamandras y 32
Apodos) (Acosta-Galvis & Cuentas, 2017; Frost, 2019). Esta megadiversidad de anfibios es
consecuencia de la topografia nacional, que ha permitido la diversificacion de estos taxones
en los variados pisos térmicos presentes en las tres Cordilleras. La distribucion altitudinal de
los anfibios en Colombia puede verse desde el nivel del mar hasta el paramo (4.500 msnm)
(Padial et al., 2014) y gran parte de las especies de anuros se encuentran asociadas a cuerpos
de agua o a condiciones de humedad relativa altas (W. E. Duellman, 1992). Los anfibios son
un grupo importante dentro de los ecosistemas, sirviendo como bioindicadores de las
condiciones del habitat (Young et al., 2001; Crawford et al., 2010). Algunos factores como
el calentamiento global, pérdida del habitat, especies introducidas, polucion y enfermedades
emergentes cutaneas como la quitridiomicosis, producida por el hongo Batrachochytridium
dendrobatidis, han diezmado las poblaciones de anfibios en sus ambientes naturales,
especialmente las que habitan en regiones tropicales (Crawford et al., 2010). Esta pérdida de
especies hace imperioso el estudio de la diversidad de anfibios para lograr descubrir nuevas
especies que han sido definidas como “diversidad criptica, escondida u oculta” (Kdhler et

al., 2017a).

Adicional al problema de la pérdida de especies, esta la dificultad en cuantificar el nimero
real de especies en aquellos casos en los que presentan una amplia distribucién o sus
caracteristicas fenotipicas no permiten establecer diferencias o simplemente los datos son
deficientes, esto lleva a que sean consideradas “complejos de especies”. El desconocer el
numero total de especies que ocupan un area limita en gran medida la comprension de la
filogenia. Como lo sefiala Grant (2006), las dificultades del entendimiento de la filogenia de
dendrobatidos se da por los problemas taxondmicos que enmarcan a varias especies
nominales y la falta de cuantificacion de la diversidad de estas especies debido en gran
medida por la falta de informacion disponible en cada taxon (Grant & Rodriguez, 2001). Un
ejemplo concreto para estos vacios de informacion puede verse con la poca resolucion

taxonomica en las especies de Colostethus del grupo B en el trabajo de Grant et al., (2017)
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(Anexo 4). Por una parte, como ocurre en varias especies de dendrobatidos con muchos
caracteres taxondmicos comunmente usados, el grado de variacion individual observado
entre y dentro de las poblaciones no difiere apreciablemente, por lo que las decisiones
taxonomicas basadas en pequefias muestras usualmente no resisten el escrutinio (Grant &
Castro 1998). Las secuencias de ADN tienen la ventaja de incluir un gran nimero de
caracteres (pares de bases) que son facilmente comparables entre individuos. Por lo tanto, los
enfoques basados en ADN ofrecen una alternativa poderosa para establecer limites entre
especies (Fouquet ez al., 2007). Sin embargo, no siempre es posible obtener ADN y por ende,
contar con secuencias de buena calidad de las muestras colectadas para todas las localidades
que se pretende estudiar. Incluso, si las muestras llegasen a ser “buenas” (sin contaminacion,
muestra de tejido abundante), se requiere de evidencia adicional para distinguir entre
poblaciones conespecificas genéticamente estructuradas y poblaciones heteroespecificas
histéricamente independientes (Grant et al., 2017). Finalmente, uno de los problemas mas
complejos y algidos es la deficiente calidad en la descripcion de varias especies de
Leucostethus. Por ejemplo, las caracteristicas diagnosticas primarias de L. brachistriatus son:
“una franja negra en la parte posterior del brazo, entre la axila y el codo, y una linea
correspondiente al flanco, detras de la axila” (Rivero & Serna, 1991), descripcion que
también corresponde para las especies de Colostethus yaguara y L. fraterdanieli.
Recientemente, la disponibilidad de datos de secuencias de ADN (Bernal et al., 2005;
Fouquet et al., 2007; Grant et al., 2017; Marin et al., 2018) y vocalizaciones (Grant & Castro,
1998; Grant & Ardila-Robayo, 2002; Lehtinen et al., 2011; Lotters et al., 1999) ha
proporcionado fuentes adicionales de informacion para evaluar la independencia evolutiva

de nuevos taxones putativos (Fouquet et al., 2007).

Con el uso de herramientas moleculares se ha logrado en algunos casos ampliar y en otros
reducir el numero de especies incluidas en algunos géneros de dendrobatidos (Frost et al.,
2006). Por ejemplo, los estudios de ADN permitieron rechazar hipétesis de monofilia de los
taxones con caracteres aposematicos, aunque actualmente hay poco acuerdo sobre las
relaciones entre la mayoria de géneros (Grant et al., 2017). El trabajo de Grant ef al., (2006)
fue pionero en combinar resultados de estudios en morfologia, comportamiento, bioquimica

(alcaloides), distribucion y de secuencias de ADN para resolver interrogantes en filogenia,
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taxonomia y sistematica de dendrobatidos. Se han empleado secuencias de ADN
mitocondrial: Subunidad 1 (H1) - (125 — 862 pb y 16S — 620 pb, tRNA"¥), SIA, 28S (Frost
et al., 2006), citocromo oxidasa ¢ subunidad I (COI — 658 pb), Citocromo b (385 pb) (Grant
et al., 2006); y secuencias de ADN nuclear: genes codificantes de proteinas histona (H3 —
328 pb), rodopsina (316 pb), tirosinasa (532 pb), gen activador de la recombinacion (RAG1
— 435 pb), gen ribosomal 28S (700 pb) (Grant et al., 2006).

El criterio operacional empleado para delimitar especies (Sites & Marshall, 2003) lleva
implicito alguno de los muchos y variados conceptos de especie, a pesar de que aun exista
gran controversia y desacuerdo, mas aun cuando se habla sobre los criterios para
reconocerlas. La mayor parte de investigadores confluyen en que las especies son linajes (De
Queiroz 1998). De Queiroz (1998) menciona que varios conceptos de especies estan
relacionados con una diversidad de eventos o subprocesos que suceden durante la especiacion
y que todos los conceptos modernos de especie son variaciones del mismo concepto general.
De esta manera, De Queiroz (1998) define a las especies como linajes poblacionales que
evolucionan independientemente, considerando que todas las demas definiciones son
herramientas empleadas en un area especifica o son objeto de investigacion para el
reconocimiento de las especies (Marshall 2004, Wiens & Penkrot 2002, De Queiroz 2007).
La disponibilidad de datos fenotipicos, acusticos y moleculares han dado lugar a enfoques
mas plurales a la delimitacion de especies (“taxonomia integradora” (Padial et al., 2009)).
Respecto a los datos moleculares, se puede aducir que han aumentado significativamente en
las ultimas dos décadas debido al desarrollo de tecnologias de secuenciacion mas asequibles

y al desarrollo de métodos estadisticos para su analisis (Angulo et al., 2006).

A la fecha, han sido propuestos varios modelos que explican la variacion entre poblaciones
conespecificas. En especies que presentan habilidades de dispersién que les confiere una
amplia distribucion, el aislamiento por distancia (Wright, 1943), toma lugar como modelo
que explica dicha distribucion y la variacidon geografica toma la forma de gradientes o clinas
(Bernal et al., 2005). El aislamiento por distancia predice que las poblaciones
geograficamente mas cercanas entre si deben estar separadas por distancias fenotipicas y

genéticas mas pequenas, ya que los efectos homogenizantes del flujo genético estdn
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relacionados con la distancia geografica entre poblaciones (Wright 1943). En ausencia de
barreras fisicas para la dispersion, el flujo génico ha sido una poderosa fuerza cohesiva
(Slatkin, 1987). Esta claro que eventos histéricos geograficos pueden generar barreras de
dispersion sobre el rango de distribucion de algunas especies. Barreras como montafias, rios
o desiertos conducen a la division por vicarianza de una especie distribuida homogéneamente
(Gascon, 1996). Igualmente, la diferenciacion genética de las poblaciones alopatricas no
necesariamente implica independencia evolutiva, ya que se espera una diferenciacion de este

tipo debido a mutaciones, deriva genética y/o a la adaptacion local (Lehtinen ef al., 2011).

Tanto los modelos de especiacion como las teorias para delimitar especies se proponen
aclarar la diversidad de especies existentes sobre un area determinada a partir del estudio de
especies modelo (Sites & Marshall, 2003). En este contexto, el presente trabajo tuvo como
objetivo central delimitar las especies que componen al denominado complejo Leucostethus
fraterdanieli. Para ello se hizo el estudio filogenético molecular a partir del analisis de cuatro

genes mitocondriales /28§, 16S, COIl'y Cytb.
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METODOLOGIA

Colecta de ejemplares

Se emplearon tejidos de ejemplares en las localidades tipo de las especies de, L.
brachistriatus (n=7), Colostethus yaguara (n=8) y L. aff. fraterdanieli (73) que fueron
colectados bajo los permisos otorgados por las entidades gubernamentales al grupo de
investigacion de Ecologia Animal de la Universidad del Valle (Resolucién 120 — Parques
Nacionales Naturales de Colombia, 24 de Agosto 2015; Resolucion 1070 — ANLA, 28 de
Agosto 2015). Se colectaron muestras en siete departamentos abarcando todo el rango de
distribucion registrado previamente para L. fraterdanieli (Anexo 3): Narifo, Cauca, Valle del
Cauca, Quindio, Risaralda, Caldas y Antioquia (Figura 1). Las muestras (extraidos de ADN)
(n=17) de la localidad tipo de L. fraterdanieli (Santa Rita, Antioquia (Silverstone 1971))
fueron suministradas por el laboratorio del Grupo Herpetologico de Antioquia de la

Universidad de Antioquia.
No se logré acceder a la zona de la localidad tipo de Colostethus alacris en el Parque

Nacional Natural Cerro Munchique en el Departamento del Cauca por razones de orden

publico, especie que tiene gran importancia para poder resolver el complejo L. fraterdanieli.
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Figura 1: Localidades de todas las muestras colectadas en siete departamentos.

En cuadros azules la localidad de Ituango, Departamento de Antioquia, donde se colectaron
topotipos de Leucostethus yaguara; en triangulos naranjas las localidades de los topotipos de
L. fraterdanieli (suministrados por el laboratorio de Anfibios de la Universidad de
Antioquia); en circulo rosado la localidad tipo de L. brachistriatus; 1os puntos verdes son las

demas localidades de la distribucion de las especies L. aff. fraterdanieli.
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Protocolos de laboratorio para el analisis de las muestras de ADN

Los ejemplares colectados, fueron montados para su preservacion e ingreso a la Coleccion
de Précticas Zoologicas de la Universidad del Valle, Cali (Ver mas adelante — Montaje de
individuos). Previo al montaje, evitando contaminacion con Formol, se tomd la muestra de
tejido (pata completa). El tejido se uso para la extraccion de ADN y posterior andlisis de las
regiones de los genes mitocondriales H/ (12S+16S), COIl y Cytb con primers usados
previamente en dendrobatidos (Grant et al., 2006) (Anexo 1). Estos marcadores mostraron
ser informativos para el estudio de hipotesis filogenéticas a nivel intraespecifico (tasa de

mutacion alta). Se siguieron los protocolos descritos por Grant et al., (2017) como sigue:

Para la digestion y extraccion de ADN de los tejidos (musculo), se empled el Kit de

Qiagen DNeasy siguiendo las instrucciones de fabrica.

e La PCR se hizo sobre un volumen total de 25 pul, empleando la Taq Pure Ready-To-
Go (Amersham Biosciences).

v" El programa de PCR empleado fue: un paso inicial de denaturacion por 3 minutos
a 96°C, seguido de 35 ciclos de 2 minutos (96°C por 30 s; 48°C por 30 s; 60°C
por 60 s) y un paso final de extensién de 7 minutos a 60°C.

e Los productos de la PCR (amplificados) fueron purificados con kit Agencourt
AMPure XP DNA Purification y Cleanup kit (Beckman Coulter Genomics, Brea, Ca,
USA).

e Las muestras fueron enviadas a MACROGEN Inc., Korea para ser secuenciadas en

ambas direcciones, este tipo de secuenciamiento tanto Forward como Reverse reduce

la probabilidad de errores. Se hizo en un analizador de ADN ABI 3730x1 (Applied

Biosystems, USA).

Montaje de individuos para ingreso a la coleccion

La preparacion de los individuos se hizo posterior a la toma de muestra empleada en los
analisis de ADN. Luego de obtener el tejido del individuo (pata posterior izquierda), este se

dispuso en un tubo Eppendorf® de 1,5 ml conteniendo alcohol absoluto para conservacion
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del ADN. Los ejemplares se fijaron con formalina al 10% y se montaron organizando las
extremidades para formar un angulo de 90°, separando los dedos para permitir su observacion
en andlisis posteriores. Los ejemplares de dejaron en la camara de formol por tres dias o hasta
que estuvieran completamente rigidos, luego fueron retirados y pasados a frascos con alcohol
al 70% y depositados en la coleccion de Practicas Zooldgicas de la Universidad del Valle

(CZP-UV).

ANALISIS FILOGENETICO MOLECULAR

Recibidas las secuencias enviadas por MACROGEN, se usaron los archivos en formato .abl1.
Los cromatogramas se leyeron y emparejaron usando el editor de secuencias Sequencher 5.3
(Gene Codes, Ann Arbor, MI, USA). Previo a la concatenacion de cada gen, los primers
fueron depurados y en aquellos casos en que las secuencias estaban invertidas (sentido 5'--
3’ trocado), estas se revirtieron para un adecuado emparejamiento. Las secuencias editadas e

individualizadas se agruparon para construir la matriz de datos.

Las matrices de cada gen fueron alineadas independientemente con el programa Aliview
(Larsson, 2014) y empleando el algoritmo Muscle. Este programa busca enfrentar las partes
de las secuencias que son homologas (idénticas o con el menor nimero de diferencias
posible) y asi poder identificar mutaciones: inserciones (adicion de nuevos nucledtidos a la
secuencia), deleciones (pérdida de nucleotidos) y sustituciones (cambio de un nucleoétido por
otro en una misma posicién) ocurridas a las secuencias estudiadas. Debido a que las
inserciones y deleciones implican un reordenamiento de las secuencias en una determinada
posicidn, se incluyo un quinto estado (gap o indel) en aquellas secuencias que carecian de
nucledtido en dichas posiciones. La fase de alineamiento se hizo con precaucion ya que, la
topologia final del arbol filogenético que se obtendria esta condicionada por las asunciones
de homologia reflejadas en los alineamientos (Simmons & Freudenstein, 2003). En los casos
en que las secuencias no estaban completas, los espacios faltantes se asumieron como missing
data (7). Los alineamientos se guardaron en formato FASTA. Habiendo ordenado y editado
la totalidad de genes, se procedio a concatenar las secuencias con el programa MEGA v7

(Kumar et al., 2016).

23



Concepto de especie y limite de especies empleados

En este trabajo se uso el concepto de especie propuesto por de Queiroz (2007) el cual define
que la principal y unica definiciéon de especies necesaria es su existencia como linajes de
metapoblaciones que evolucionaron por separado. De hecho, otras propiedades como por
ejemplo: ser monofilético, diagnosticable, fenéticamente distinguible, ecoldgicamente
divergente, que son empleadas en los conceptos clasicos de especie, son propiedades
secundarias para definirlas (De Queiroz, 2007). La mayoria de estas propiedades, son

importante fuente de evidencia para la delimitacion de especies y la separacion de linajes.

La delimitacion de especies siguid la aproximacion filogenética descrita por Baum &
Donoghue (1995) y Sites & Marshall (2003) en los cuales las hipotesis de especies estan
formuladas sobre la base de linajes exclusivos geograficamente consistentes debidamente
soportados obtenidos de filogenias a partir de ADN que contienen al menos dos individuos

de cada especie focal.

Método filogenético empleado — Maxima Parsimonia

La sistematica filogenética pretende, a través de hipdtesis de relaciones evolutivas de las
especies, explicar la diversidad observada. Estas relaciones evolutivas estin compuestas por
asunciones teoricas, donde las transformaciones que se infieren entre los cambios de caracter
a otro, proporcionan las herramientas para escoger alguna de las hipotesis filogenéticas
propuestas (hipotesis de homologia=series de transformacion) e hipotesis de monofilia
(topologia) (Grant & Kluge, 2004). Como lo menciona Grant et al., (2006), los analisis
filogenéticos comienzan operacionalmente al descomponer la diversidad observada en sus
unidades histéricas minimas: estados de caracter y especies. Aunque los estados de caracter
son la base probatoria que subyace a la inferencia filogenética, estos se encuentran agrupados
cotidianamente en poblaciones, organismos y especies, lo que limita la forma en que
evolucionan y como pueden explicarse (Grant et al., 2006). De este modo, los analisis
filogenéticos en general, pretenden minimizar las transformaciones de caracter,
particularmente el analisis de Parsimonia, el cual minimiza el nimero de incongruencias de

los caracteres y su distribucion en el arbol.
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Se aplico un script de ejecucion (Anexo 5) en el programa TNT (Tree analysis using New
Technology) (Goloboff et al, 2008, Goloboff & Catalano 2018) para el andlisis de
Parsimonia. Este programa permite hacer andlisis de méxima parsimonia que incluyen un
numero grande de taxones (>300), ademas la obtencion de resultados es rapida. TNT es un

programa de acceso libre en http://www.cladistics.com/.

Divergencia genética

Para estimar los valores de divergencia genética entre los clados de Leucostethus, se incluy6
un muestreo intraespecifico dentro del clado al que pertenecieron las especies que fueran
encontradas en el analisis filogenético. Se compararon los taxones encontrados con cuatro de
las especies asignadas al género Leucostethus: L. argyrogaster y L. fugax, asi como la nueva
especie L. jota y la especie aun sin describir L. sp. “Gorgona”. Calculamos distancias
genéticas no corregidas, tanto para los fragmentos /25 (791 pb), 16S (486 pb) y Cyt-b (337
pb) usando el programa MEGA v7 (Kumar et al., 2016) entre especies con 1000 réplicas de
arranque utilizando el programa MEGA 6.0. Estos fragmentos han sido usados en otros
estudios y han mostrado ser informativos entre y dentro de las especies de Colostethinae

(Marin et al., 2018).

Grupo interno “ingroup”

Un total de 73 secuencias hicieron parte del grupo interno, las cuales fueron colectadas en
diferentes localidades durante cuatro meses, en siete departamentos. Otras secuencias fueron
descargadas de GenBank, empleando un total de 54 terminales relacionadas con el complejo
Leucostethus fraterdanieli que habian sido reportadas en estudios previos. Se descargaron
siete secuencias identificadas como L. fraterdanieli y otras ocho secuencias identificadas
como L. brachistriatus. Adicionalmente se descargaron secuencias de la nueva especie, aun
sin describir L. sp. “Gorgona”, ademas de las secuencias de L. ramirezi y de las dos especies
L. argyrogaster y L. fugax. Finalmente, las secuencias de L. jota, la Giltima especie descrita

para el género (Marin et al., 2018).
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Grupo externo “outgroup”

Se emplearon como grupo externo 128 terminales con secuencias disponibles en el GenBank
y reportadas por Grant et al., (2017) y Marin et al., (2018): Nymphargus, Espadarana,
Allophryne, Crossodactylus, Hylodes, Megaelosia, Allobates, Rheobates, Anomaloglossus,
Aromobates, Mannophryne, Hyloxalus, Phyllobates, Minyobates, Oophaga, Adelphobates,
Dendrobates, Andinobates, Excidobates, Ranitomeya, Ameerega (Bauer, 1986),
Epipedobates (Myers, 1987), Silverstoneia (Grant et al., 2006) y Colostethus (Cope, 1866)
(Grant et al., 2017). Un argumento que soporta la escogencia del grupo externo en el presente
estudio se basa en las sinapomorfias mas inclusivas entre grupos interno y externo (Nixon &
Carpenter, 1993). Segln estos autores, dichas sinapomorfias mas inclusivas se presentaran
entre los grupos mas cercanamente relacionados. De este modo, los andlisis y comparaciones
entre los grupos externos e internos serviran como una evaluacion de la monofilia del grupo
interno. Se designé como raiz de todos los analisis a Nymphargus bejaranoi, especie
perteneciente a la subfamilia Hyloxalinae (Grant et al., 2006), ya que pertenece a otra familia
haciéndola la mas disimil de los terminales de la familia Colostethinae. Al igual que el
criterio de seleccion del grupo interno, se escogieron los terminales del grupo externo que

presentasen todos los genes completos cargados en GenBank.
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RESULTADOS

ANALISIS FILOGENETICO MOLECULAR

El andlisis incluyo 183 terminales, empleando 3555 caracteres de 4 regiones gendmicas, tuvo
un costo o “score” de 8842 (minimo niimero de incongruencias entre la distribucion de los
3555 caracteres en el arbol) en 262 arboles igualmente parsimoniosos. El arbol consenso
obtenido (Figura 3) confirma la monofilia de la subfamilia Colostethinae. Las especies
Leucostethus argyrogaster y L. fugax resultaron ser los clados hermana de un grupo
conformado por L. jota, L. sp. “Gorgona”, L. fraterdanieli (verdadero fraterdanieli), L.
ramirezi y de las secuencias colectadas y secuenciadas en el presente estudio en siete
departamentos de Colombia. Leucostethus sp. “Gorgona”, L. ramirezi, L. jota y L.
fraterdanieli (Localidad tipo, Santa Rita - Antioquia) fueron monofiléticas. L. jota en el
presente trabajo fue el clado hermano de un grupo conformado por las especies L. sp.
“Gorgona” L. fraterdanieli, L. ramirezi (esta ultima representada por secuencias obtenidas

de GenBank) y L. brachistriatus.

Los valores de las medidas basados en optimalidad (Bremer) y remuestreo (Bootstrap y
Jacknife) fueron altos para el clado de los Colostethus (28/100/100=Bremer/Bootstrap/
Jacknife) y Leucostethus (5/75/77). Leucostethus argyrogaster y L. fugax, tuvieron soportes
altos de 22/100/100. L. sp. “Gorgona” y L. ramirezi también tuvieron soportes altos
41/100/100 y 36/100/100 respectivamente. Los soportes para los topotipos de L. fraterdanieli
fueron de 44/100/100. Se present6 una politomia con un soporte aceptable (9/90/97) dentro
del grupo de las secuencias colectadas. Las especies Leucostethus yaguaray L. brachistriatus
(localidad tipo) no fueron monofiléticas, ya que L. yaguara se anid6 dentro de L.
brachistriatus (Figura 3). La politomia obtenida mostro los tres agrupamientos descritos en
el trabajo de Grant et al., (2017) (Anexo 4) y también referidos por Marin et al., (2018) (ver
Discusion para la descripcion de estos tres clados) pero con un grupo adicional: Clado 1 —
individuos de Bitaco y Paramo El Duende (27/100/100), distribuidos sobre la Cordillera
occidental-flanco Occidental en un rango altitudinal entre 1800-2900 m.s.n.m.; Clado 2 —

individuos de Caldas e Ituango (22/100/100), distribuidos sobre la Cordillera central-flanco

27



occidental entre los 1675-2046 m.s.n.m.; Clado 3 — individuos de Chachagiii (Narifio)
(35/100/100), distribuidos sobre la Cordillera central-flanco occidental a los 1830 m.s.n.m.
(Tabla 1). Clado 4 — individuos de Risaralda, Quindio, Cauca y del Valle del Cauca (Cali,
Roldanillo y Ginebra), en este ultimo se encontraron los topotipos de L. brachistriatus
(Rivero & Granados-Diaz, 1990) (ver mas adelante) (18/100/100), distribuidos sobre las
Cordilleras Central-flanco Occidental entre los 1510-1906 m.s.n.m. y la Cordillera

Occidental-flanco Oriental entre los 1313-2062 m.s.n.m.
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Figura 2: Arbol consenso de Maxima Parsimonia.

Arbol obtenido del analisis de 272 terminales, 3555 caracteres y 6 regiones genomicas. Se
muestran los soportes de ramas Bremer/Bootstrap/Jacknife en el mismo orden. En aquellos

casos en los que los soportes de Bootstrap y Jacknife fueron iguales, se dejo un solo numero.
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Figura 2 (continuacion).
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Figura 2 (continuacion).
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Tabla 1: Cuatro clados principales encontrados en la politomia del complejo L.

brachistriatus (incluyendo a Leucostethus yaguara, comb. nov.).

Grupo Departamento Localidad m.s.n.m Cordillera
Bosque de Bitaco 1800 Occidental,
1 Valle del Cauca Paramo El Duende* 2900 Flanco occidental
Universidad de Manizales 2046
Parque Bosque Pop}llar 1942 Central,
Caldas Ecoparque Los Alcazares 1942 Flanco occidental
2 Rio Guacaica 1675
Termales del Otono 2260
.. Occidental
kk s
Antioquia [tuango 1590 Flanco oriental
n Central,
3 Narifio Chachagiii 1830 Flanco occidental
Risaralda Planes de San Rafael 2062 Ocmdeqtal,
Flanco oriental
Quindio Universidad del Quindio 1510 Central,
4 Filandia 1906 Flanco occidental
Ginebra** 1895 Central,
4 Valle del Cauca Flanco occidental
cdetlauca T oldanillo 1618 Occidental,
Cali* 1100 Flanco oriental
Caloto 1313 .
Cauca El Tambo 1986 Flgggédgggial
Popayéan* 1738

*Secuencias tomadas de GenBank
**Muestras de los topotipos de L. brachistriatus (Ginebra) y Leucostethus yaguara (Ituango)

Divergencia genética — fragmento 12§

Los resultados de la divergencia genética con el gen /2§ fueron bajos respecto a los otros dos
genes analizados respecto a las especies Leucostethus argyrogaster, L. fugax, L. jota, L. sp.
“Gorgona”, L. fraterdanieli, mostrando valores con rangos entre 3.4-9.8%. L. ramirezi
presentd valores bajos respecto a las interacciones con los grupos de la politomia,
observandose rangos de 1.9-2.6%. Entre los cuatro grupos que conformaron las politomia,
los resultados de la divergencia fueron variables, encontrandose valores bajos de 0.0-2.3%
dentro del clado 4, donde el valor mas alto fue de la localidad del Paramo El Duende, en el
departamento del Valle del Cauca, similar a los valores encontrados para el clado 1 que
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fueron 0.0-2.8%. El clado 2 que contenia a los topotipos de Colostethus yaguara, presentd
rangos con valores entre 1.4-2.8%. Rangos con valores similares se obtuvieron entre las
interacciones del clado 3 de la localidad de Chachagiii 1.5-2.8%. Leucostethus argyrogaster
y L. fugax presentaron los rangos de valores de divergencia mas altos de 7.2-9.8%, mientras
que los valores de las interacciones de la especie L. sp. “Gorgona” fueron 6.5-7.4%. L.
ramirezi tuvo rangos de similares a los encontrados para las interacciones de los grupos 1,2,3

y 4, estando entre 1.9-2.6% de divergencia.

Divergencia genética — fragmento 165

Los valores de distancia genética encontrada para el fragmento /6S entre las secuencias
analizadas estuvieron cercanas a los resultados para el gen /2S. Leucostethus argyrogaster,
L. fugax, L. jota, L. sp. “Gorgona”, L. fraterdanieli mostraron los valores mas altos de
divergencia para el gen, con rangos entre 5.0-12.6%. Los valores mas altos los presentaron
las interacciones entre las especies de Leucostethus argyrogaster y L. fugax, oscilando entre
6.8-12.6% respecto a todas las terminales. L. ramirezi continué con los valores bajos en
relacion con lo encontrado para el gen /2§, con rangos entre 2.4-3.0%. Los valores de las
interacciones del clado 1 estuvieron en cero con la localidad del Paramo El Duende, haciendo
que los rangos fueran entre 0.0-2.6%. También hubo divergencia alta en las interacciones del
clado 2, resultando en rangos de 2.1-2.8%. Las distancias genéticas con el clado 3 tuvieron
rangos mas altos entre 2.3-3.0%. El clado 4 mostr6 los valores mas bajos, con rangos entre
0.0-2.1% donde los valores mas altos los mostro las interacciones con la secuencia de la

localidad del paramo del Duende, Valle del Cauca 1.8-2.1%.

Divergencia genética — fragmento Cyt-b

Para Leucostethus argyrogaster no hubo secuencia de Cyt-b y no se pudo hacer las
comparaciones de distancia. Sin embargo, los valores de divergencia genética con el gen Cyt-
b mostraron valores por encima de veinte en algunas interacciones. L. fugax, L. jota, L. sp.
“Gorgona”, L. fraterdanieli y L. ramirezi presentaron los valores mas altos de divergencia
con respecto a los otros dos genes analizados, encontrdndose rangos de 6.2-22%. Los

ejemplares del clado 1 de la politomia presentaron rangos entre 0.0-0.9% de divergencia con

33



la localidad del paramo del Duende, Valle del Cauca, los demés valores del clado oscilaron
entre 4.7-9.1%. El clado 2 tuvo porcentajes de distancia genética aceptables en las
interacciones con los clados 3 y 4, encontrando rangos entre 3.8-8.3%. El clado 3
perteneciente a las muestras de Chachagiii-Narifio, las cuales tuvieron distancias altas en las
interacciones con los otros tres grupos, resultando en rangos de 3.8-7.1%. Al igual que los
dos genes anteriores, los valores mas bajos de distancia genética se presentaron dentro del
clado 4, sin embargo, las muestras de la localidad del paramo del Duende presentaron
distancias genéticas por encima de 7%, un valor muy alto respecto a lo encontrado en los

genes /25y 16S para las mismas muestras.
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Tabla 2: Cuantificacion de la divergencia genética en porcentaje del gen /25 entre especies de Leucostethus.

Se muestran las interacciones de las especies de Leucostethus analizadas en el presente estudio junto a las descargadas de GenBank.

|123456789101112131415161718192021
1 Leucostethus argyrogaster )
MHNSM22670
2 L. fugax QCAZ16513 44 -
3 L. jota Antioq. MHUAA7928 89 78 -
4 L. sp “Gorgona” CZPDUVS5013 9.8 9.1 74 -
L. fraterdanieli Antioq., StaRita
5 M];IUAAIOZSS* 4 78 73 61 65 -
6 L.ramirezi MAR3312 78 72 48 68 41 -
7 L. sp Valle Bitaco 03 78 73 5.6 6.7 34 21| -
8 L.sp Valle, ElDuende CZPDUV5016 7.8 7.3 56 6.7 34 21|00 -
9 L yaguara Antioquia, Ituango 75* 83 79 58 74 43 26|21 21| -
10 L. sp Caldas, 1230 83 7.8 57 73 4.1 23|17 17107 -
11 L. sp Caldas, PBPop 54 84 79 54 69 42 19|14 14|09 06 -
12 L. sp Narifio Chachagiii 92 82 7.7 56 7.0 44 28|23 23|28 2.7 23| -
13 L. brachistriatus Valle, Ginebra 72* 86 7.7 49 7.0 43 22|21 21|26 22 19|1.6] -
14 L. sp Cauca, El Tambo 91 85 7.6 50 69 42 23|20 2.0(2.7 23 20|15(0.1 -
15 L. sp Cauca, Popayan MHNUC360 85 76 50 69 42 23|20 20|27 23 20(15]|01 00 -
16 L. sp Cauca, Caloto 12 86 7.7 49 7.0 43 22|21 21|26 22 19|1.6(0.0 0.1 0.1 -
17 L. sp Quindio, U. Quindio 64 86 7.7 49 7.0 43 22|21 21|26 22 19|1.6[0.0 0.1 0.1 0.0 -
18 L. sp Risaralda, SRafa 36 86 7.7 49 7.0 43 22|21 21|26 22 19|1.6(0.0 0.1 0.1 00 00 -
19 L. sp Risaralda, GGD1076 87 7.8 51 71 44 24|23 23|28 24 21/19(02 03 03 02 02 02 -
20 L. sp Valle, Buga SSP072 86 7.7 49 70 43 2221 21|26 22 19|16|0.0 0.1 0.1 00 0.0 0.0 0.2 -
21 L. sp Valle, Cali CZPDUV4603 87 7.8 49 7.1 44 23|22 22|27 23 20|17|0.1 02 02 0.1 0.1 0.1 03 0.1 -
22 L. sp Valle, Roldanillo 25 87 78 49 70 43 2221 21|26 22 1917|011 02 02 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.2

*Especimenes topotipo
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Tabla 3: Cuantificacion de la divergencia genética en porcentaje del gen 16S entre las especies de Leucostethus.

Se muestran las interacciones de las especies de Leucostethus analizadas en el presente estudio junto a las descargadas de GenBank.

| 1 2 3 4 5 6|7 8 9|10 11 12|13 (14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 Leucostethus argyrogaster ;
MHNSM22670
2 L fugax QCAZ16513 6.8 -
3 L. jota MHUAA7928 11.2 12,1 -
4 L. sp Gorgona CZPDUVS5013 12.1 12,6 86 -
L. fraterdanieli Antioq., StaRita
5 MJ;{UAAIOZSS* 4 95 107 66 52 -
6 L. ramirezi MAR3312 11.1 119 73 45 35 -
7 L. sp Valle, Bitaco 03 114 11.7 74 52 41 26| -
8 L. sp Valle, Bitaco CZPDUV4186 11.5 11.8 73 52 40 28|04 -
9 L.sp Valle, EIDuende CZPDUVS5016 114 11.7 74 52 41 26|00 04 -
10 L yaguara Antioq., Ituango 74* 12.0 12.0 7.5 58 4.1 33|26 2.6 26| -
11 L. sp Caldas, 1230 119 124 75 57 39 30(24 25 24|06 -
12 L. sp Caldas, PBPop 54 11.7 122 7.0 58 4.1 3.0[(25 25 25|16 14 -
13 L. sp Nariiio, Chachagiii 92 11.6 11.7 7.6 54 44 30|25 25 25|29 27 3.0]| -
14 L. brachistriatus Valle, Ginebra 72* 112 119 72 50 45 2520 2.1 20|26 25 27|23 -
15 L. sp Cauca, El Tambo 91 11.0 11.8 69 54 41 23(19 2.1 19|25 23 24(23|13 -
16 L. sp Cauca, Popayan MHNUC360 112 11.8 72 56 45 25(21 23 21(24 23 26(23|1.1 05 -
17 L. sp Cauca, Caloto 12 113 12.0 69 53 40 25(1.8 20 18({25 24 23|24|10 0.7 1.1 -
18 L. sp Quindio, U. Quindio 64 115 121 75 52 47 26|21 23 21|27 26 28|24(04 16 12 13 -
19 L. sp Risaralda, SRafa 36 112 119 72 50 45 25(2.0 2.1 20|26 25 27(23|00 13 1.1 1.0 04 -
20 L. sp Risaralda, GGD1076 113 120 72 53 46 27|21 23 21|26 25 28(23(03 13 09 1.1 04 03 -
21 L. sp Valle, Buga SSP072 11.2 119 72 50 45 25(20 21 20(26 25 27|23/00 13 1.1 1.0 04 00 03 -
22 L. sp Valle, Cali CZPDUV4603 11.3 120 69 53 40 25|18 20 18|25 24 23|24|10 0.7 1.1 00 1.3 10 1.1 1.0 -
23 L. sp Valle, Roldanillo 25 11.2 119 6.8 52 39 24|17 18 17|23 23 2.1/23(08 07 1.1 0.1 1.1 0.8 1.0 0.8 0.1

* Especimenes topotipo
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Tabla 4: Cuantificacion de la divergencia genética en porcentaje del gen Cyrb entre las especies de Leucostethus.

Se muestran las interacciones de las especies de Leucostethus analizadas en el presente estudio junto a las descargadas de GenBank.

| 1 2 3 4 516 7 8|9 10 11|12 (13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 Leucostethus fugax QCAZ16513 -
2 L. jota MHUAA9244 148 -
3 L. sp Gorgona CZPDUV5013 220 17.1 -
L. fraterdanieli Antioq., StaRita
4 MIJ;UAAlozss* 4 206 165 118 -
5 L. ramirezi MAR3312 19.6 162 133 11.2 -
6 L. sp Valle, Bitaco 03 182 15.6 12.7 127 7.7 | -
7 L. sp Valle, Bitaco CZPDUV4186 182 15.6 12.7 124 80 |09 -
8 L.sp Valle, ElIDuende CZPDUVS5016 18.2 15.6 12.7 12.7 7.7 /0.0 0.9 -
9 L yaguara Antioq., Ituango 75%* 199 159 11.8 103 65|53 50 53| -
10 L. sp Caldas 1230 19.6 156 12.1 10.0 6.2 |50 47 50|03 -
11 L. sp Caldas, PBPop 54 192 147 11.8 9.7 6.5 |47 50 47|15 1.2 -
12 L. sp Narifio, Chachagiii 92 19.2 150 11.8 11.8 65|65 62 65| 4.1 3.8 47| -
13 L. brachistriatus Valle, Ginebra 72*  19.6 17.1 14.5 12.1 8.0 |7.7 8.0 7.7| 8.0 7.7 74|7.1| -
14 L. sp Cauca, El Tambo 91 18.9 17.1 159 12.1 8.0 |8.8 8.6 88| 7.7 74 7.7|7.1|44 -
15 L. sp Cauca, Popayan MHNUC360 18.6 168 153 11.5 7.7 |83 80 83| 7.1 68 7.1/65(|32 12 -
16 L. sp Cauca, Caloto 12 19.2 168 150 11.8 7.1 |7.7 80 77|71 68 65|65|15 35 24 -
17 L. sp Quindio, U. Quindio 64 199 174 147 12.1 8.6 |83 8.0 83|80 7.7 74|7.1]06 44 32 21 -
18 L. sp Risaralda, SRafa 36 19.6 17.1 145 12.1 80 |7.7 80 7.7|80 7.7 74|7.1/00 44 32 15 06 -
19 L. sp Risaralda GGD1076 19.2 165 145 112 80|80 7.7 80|74 7.1 68|68|12 32 2.1 21 12 12 -
20 L. sp Valle, Buga SSP072 19.6 17.1 145 121 80 (7.7 80 7.7|180 7.7 74|7.1|00 44 32 15 06 00 12 -
21 L. sp Valle, Cali CZPDUV4603 192 168 150 11.8 7.1 |7.7 80 7.7| 7.1 6.8 656515 35 24 00 21 15 21 15 -
22 L. sp Valle, Roldanillo 25 189 16.8 156 13.0 8.0 |83 9.1 83|83 80 7.1(7.1|27 41 35 1.8 32 27 32 27 18

* Especimenes topotipo
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Figura 3: Nueva distribucion del complejo de especies de Leucostethus aff.
fraterdanieli.

Se ilustra la distribucion de los cuatro clados encontrados a partir del andlisis molecular en
siete departamentos de Colombia, asi como la nueva distribucion de lo que seria el verdadero

L. fraterdanieli.
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DISCUSION

ANALISIS FILOGENETICO MOLECULAR

El complejo Leucostethus fraterdanieli fue asignado a Leucostethus empleando 19 terminales
en sus analisis (Grant et al., 2017) y luego fue definida su monofilia a partir de 31 terminales
adicionales (Marin et al., 2018). Sin embargo, en ambos trabajos quedaron interrogantes
respecto a los grupos C1 y C2 de las localidades de Bitaco y Caldas respectivamente. Aqui
se incluyeron 88 nuevos terminales, incluyendo a ocho topotipos de Colostethus yaguara,
siete topotipos de L. brachistriatus, asi como nuevas localidades que habian sido descritas
para el complejo. Grant ef al., (2017) emple6 tres ejemplares de la Cordillera Central del
departamento de Caldas (Secuencias de GenBank TG2130, TG2131 y 1230) los cuales
definieron como el “verdadero” L. fraterdanieli, en este trabajo dichas terminales se
agruparon con los individuos de Caldas y no hicieron parte del clado conformado por
topotipos de L. fraterdanieli (Silverstone, 1971). Nuestros resultados filogenéticos son
similares a lo reportado por Marin et al., (2018) respecto a la monofilia de L. fraterdanieli,
mostrando estar confinada a la Cordillera Central en el departamento de Antioquia en la
localidad tipo y alrededores, municipio de Santa Rita. Estos mismos autores reportaron que
L. jota era el clado hermano de un grupo conformado por L. fraterdanieli, L. sp. “Gorgona”,
L. ramirezi y los cuatro grupos reportados como politomia en el presente estudio. Mis
resultados muestran que L. sp. “Gorgona” es el clado hermano de un grupo conformado por
L. fraterdanieli, L. ramirezi y los cuatro clados reportados en la politomia (L. brachistriatus,
L. yaguara, L. sp. “Bitaco”, L. sp. “Chachagiii), similar a lo reportado por Grant et al., (2017)
y Marin et al., (2018).

Las especies del complejo Leucostethus fraterdanieli se agruparon en una politomia, en la
que Colostethus yaguara se anidd dentro de un clado que incluy6 los terminales de la
localidad del departamento de Caldas. Grant et al., (2017) mostrd la existencia de tres clados

que llamaron el grupo L. fraterdanieli como se describe a continuacion:
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1. Clado 1: “distribuido a lo largo del Valle del Rio Cauca y laderas adyacentes de la
Cordillera Central y Occidental, desde Popayan (Cauca) hasta Filandia (Quindio)” para
el cual sugiri6 el nombre disponible de L. brachistriatus.

2. Clado 2: “distribuido en la Cordillera Central y que corresponderia L. fraterdanieli
sensu estricto (Clado C2 en Marin et al., 2018).

3. Clado 3: “confinado a la Cordillera Occidental flanco Pacifico”, para el cual Grant et
al., (2017) sugirié emplear los nombres disponibles de: Colostethus yaguara y L.

alacris (Clado C1 en Marin et al., 2018).

Antes de este trabajo, la distribucion de la especie Leucostethus brachistriatus se limitaba al
Clado 1 descrito por Grant et al., (2017). Con los resultados obtenidos en este documento,
se amplia la distribucion de L. brachistriatus més al Sur, al Departamento del Cauca. Asi
mismo, se confirma la validéz de la especie. Ademads, los resultados obtenidos en este
capitulo permiten confirmar molecularmente que la especie Colostethus yaguara es una
especie valida y pertenece al género Leucostethus, por lo cual se recomienda el cambio de

género (comb. nov.).

Aunque fue sugerido por Grant y colaboradores (2017), no se lograron colectar ejemplares
de Colostethus alacris, debido a que en las tres ocasiones que se programaron las salidas al
Parque Nacional Natural Munchique, departamento del Cauca, hubo problemas de orden
publico, impidiendo acceder al sitio. Con base a la revision de paratipos de Colostethus
alacris podria pensarse que estos pueden ser asignados también al género Leucostethus, pero
antes deberan hacerse nuevos andlisis moleculares, comparaciones morfoldgicas y
comparacion entre cantos que respalden esta hipdtesis. Faltaria por explorar el flanco oriental
de la Cordillera Central, partiendo de lo mas al norte (Antioquia) y llegando hasta el sur
(Cauca), para tratar de comprender la distribucion del complejo L. brachistriatus y la
influencia de dichas formaciones montafiosas en los procesos de especiacion, tal y como lo

describi6 (Guarnizo, et al., 2008).

Con andlisis mas profundos que incluyan maés caracteres moleculares (més genes=mayor

nimero de pares de bases) serd posible resolver la politomia y con més argumentos poder
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describir las especies presentes en los clados 1 (L. sp. “Bitaco”) y 3 (L. sp. “Chachagiii”)

descritas anteriormente.

Divergencia genética

Las distancias genéticas no corregidas para los cuatro genes analizados entre especies de
Leucostethus oscilaron entre 0.0-22%. Los valores més altos de diferencia entre haplotipos
se encontraron con el gen Cytb (Tabla 5) para las especies Leucostethus fugax y en los otros
dos genes, mostrando que este es un fragmento con tasas de mutacioén altas, como lo
reportado por (Grant et al., 2006; Grant et al., 2017). Los valores encontrados entre los
topotipos de las especies Leucostethus brachistriatus y Leucostethus yaguara demuestran
clara divergencia genética, permitiendo ratificar la validéz de estas dos especies, pero con los
ajustes correspondientes de género para L. yaguara. Los resultados de las distancias genéticas
fueron similares a los reportados para el fragmento Cytb (Grant et al., 2017). Aunque los
valores de distancia genética fueron bajos en algunos casos (<4.4%), incluso con valores de
cero entre el Grupo brachistriatus. L. yaguara, L. sp. “Bitaco” y L. sp. “Cachagiii” tuvieron
valores altos con respecto a los reportados por Grant et al., (2017). Los nuevos especimenes
aqui consignados, que resultaron pertenecer a nuevas especies, como el caso de la localidad
de Chachagiii en Narifio, presentaron valores inferiores a 2.5% con los genes /12S 'y 16S
contrastando con los valores superiores a 6.2% encontrado con el gen Cytb. Entre el Grupo
brachistriatus (especimenes de las localidades de Ginebra, Cali, Buga, Roldanillo, Risaralda
Quindio, Cauca), los valores de distancia genética fueron bajos entre los tres genes, sin
embargo es posible que dentro de este grupo hayan posibles nuevas especies que estén en

procesos recientes de diferenciacion genética.
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CAPITULO II: ESTUDIO FENOTIPICO: Morfometria, Morfologia Externa e

Interna y Cantos en el complejo Leucostethus fraterdanieli

RESUMEN

Aunque los estudios morfoldgicos han sido la base predominante en las cuales las decisiones
taxonoémicas han sido hechas, pocos son los estudios que comparan directamente las
conclusiones hechas sobre la base de diferentes fuentes de datos. Los estudios fenotipicos
integrados para el estudio taxondmico son de gran ayuda en especies alopatricas o que
comparten el mismo espacio geografico. El presente capitulo describe el abordaje fenotipico
incluyendo variables morfologicas, morfométricas y de llamados de anuncio en las especies
de Leucostethus fraterdanieli, L. brachistriatus y L. yaguara las cuales han presentado
histéricamente problemas taxonémicos y han sido descritas como conespecificas por algunos
autores. Se tomaron 13 medidas morfométricas a ejemplares colectados en siete
departamentos incluyendo las localidades tipo y también a ejemplares depositados en
colecciones biologicas de las universidades de Antioquia, Quindio, Valle del Cauca y
Manizales. Dentro de estas colecciones se pudieron tomar medidas morfométricas de
individuos de localidades cercanas a los ejemplares topotipo y que no fueron asignadas a
ningunas de las especies conocidas, asi como ejemplares de L. ramirezi. Externamente se
analizaron caracteres diagnésticos descritos en las descripciones originales para cada una de
las especies, como la linea lateral oblicua clara, linea dorsal lateral, pliegue interdigital, tercer
dedo de la mano en machos, textura de la piel dorsal (ausencia/presencia de tubérculos),
coloracion de la gula. Internamente se registrd la variacion en la coloracion de los testiculos
en machos que fueron colectados. También se analizaron seis variables de los llamados de
anuncio de machos. Los resultados mostraron gran variacion para las variables morfologicas
y morfométricas analizadas y no soportaron los clados descritos en la politomia. Por otro
lado, los llamados de anuncio no presentaron diferencias entre especies, pero si se presento
variacion dentro de las especies. Esta variacion en los cantos dentro de las especies demuestra
que la seleccion por parte de las hembras no es un factor determinante de aislamiento entre

las especies estudiadas.
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INTRODUCCION

Un factor que dificulta el entendimiento del complejo Leucostethus fraterdanieli se basa en
el pobre estado de preservacion de los ejemplares tipo de las especies descritas. Grant ef al.,
(2017), senal6 el inadecuado manejo que se le pudo haber dado a varios ejemplares de
Colostethus que posteriormente fueron empleados para ser propuestos como nuevas especies.
Estos autores indicaron: “solo las superficies ocultas mantienen la pigmentacion oscura, la
franja oscura de la parte posterior del brazo y el flanco adyacente del holotipo (la franja fue
descrita como “muy débil” en el paratipo (Rivero & Serna, 1986)”. Ninguna de las otras
caracteristicas proporcionadas en la diagnosis original, diferencian en ese caso particular a
L. brachistriatus de L. fraterdanieli, y las caracteristicas usadas explicitamente para
diferenciarlas se perdieron en los especimenes que fueron inadecuadamente conservados,

como son: los tubérculos en la superficie posterior del dorso.

Delimitar especies en un sentido general implica identificar la diversidad bioldgica a nivel
especifico, pero el proceso para llegar a definirlas no es sencillo, ya que es necesario utilizar
en conjunto datos morfologicos, etologicos, ecoldgicos y moleculares que sirven de
evidencia y soporte al reconocimiento de nuevas especies (Dayrat, 2005; Wang et al., 2014).
El concepto de especie ha sido empleado ampliamente en diferentes areas de la biologia,
como base teorica para la construccion de planteamientos tales como la clasificacion de
especies, relaciones evolutivas y especiacion (Cracraft, 2000; Hey et al., 2003). La
delimitacion de especies puede dificultarse cuando las especies putativas carecen de areas de
simpatria. La relajacion de la seleccion en sistemas de apareamiento en alopatria (porque no
pueden producirse hibridos de menor eficacia o “fitness”), puede hacer que por ejemplo, las
vocalizaciones de apareamiento sean menos utiles para delimitar especies (Lehtinen ef al.,
2011). Por ejemplo, estudios con Hyla cinerea e Hyla gratiosa mostraron que la
diferenciacion en las vocalizaciones de machos y la discriminacion de las hembras en la

eleccion del compatfiero, solo ocurren en areas de simpatria (Hobel & Gerhardt, 2003).

43



Importancia del estudio de los cantos de anuncio

Los andlisis bioacusticos obtenidos al estudiar las llamadas de anuncio en anuros, pueden
estar influenciados por factores intrinsecos (tamafio del cuerpo) o factores extrinsecos
(temperatura ambiental, la densidad de llamados, jerarquias sociales) (Wells & Taigen, 1986;
Wong et al., 2004; Toledo et al., 2015). Adicionalmente, estos analisis son aproximaciones
muy utiles en la diagnosis de especies porque muchos machos de ranas y sapos presentan
llamadas de anuncio especie-especifica durante la estacion reproductiva (Wang et al., 2014).
Estos sonidos son sefiales de cortejo que usan las hembras para escoger pareja y empleados
por los machos como competencia interespecifica, haciendo de los cantos un importante
comportamiento de barrera reproductiva antes del apareamiento (Wilkins et al., 2013). Los
primeros estudios relacionados con vocalizaciones en anuros se enfocaron en caracterizar y
clasificar los cantos de anuncio con base en su significado funcional (Bogert, 1960; Wells &
Taigen, 1986). Se han descrito diversos tipos de llamados segtn el papel comportamental
que desempefian: 1) los cantos de anuncio, producidas normalmente por los machos para
atraer a las hembras y delimitar su territorio frente a otros machos con-especificos (Lotters
et al., 2003). Este canto es especie-especifico, debido a que cada especie produce llamados
con parametros espectrales y temporales caracteristicos, lo que facilita a las hembras la
correcta identificacion y seleccion de los machos para el apareamiento (Welch et al., 1998),
ayudandoles a discriminar entre machos adultos y juveniles o entre machos enfermos y sanos.
2) Las llamadas de cortejo las producen los machos, a una intensidad mas baja que los cantos
de anuncio, cuando se presentan encuentros con hembras y asi conducirlas hasta el sitio de
ovoposicion. 3) Las llamadas de confrontacion son producidas por los machos en encuentros
fortuitos con otros machos en defensa de su territorio (Bosch, 2013). Los anteriores tipos de
llamados son algunos de los que se han podido comprender, sin embargo, algunas veces la
tarea de identificar la funcidon de un llamado es dispendiosa y pueden haber muchos otros

tipos de llamados o sefiales compuestas cuya funcion se desconoce (Angulo et al., 2006).

En las especies de anuros que emplean medios actsticos como atraccion en procesos de
apareamiento, las diferencias interespecificas de las vocalizaciones han sido importantes para

estudios taxondmicos (Lehtinen et al., 2011). Por ejemplo, aquellos estudios que emplearon
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sonogramas han servido para definir a Oophaga sylvatica como especie valida, antes
considerada una subespecie (Dendrobates histrionicus sylvaticus) (Lotters et al., 1999).
También entre Colostethus lehmanni'y C. ramosi se encontr6 evidencia en las vocalizaciones
permitiendo definirlas como dos especies diferentes, para C. lehmanni se registrd que el
llamado es uninota a una tasa de llamada de 86 cantos/minuto y el llamado de C. ramosi esta
compuesto de 15 “peeps” (Grant & Ardila-Robayo 2002). Ademads, han servido para definir
limites de distribucion entre especies de Colostethus de la Cordillera Occidental (Grant &
Castro 1998; Grant & Ardila-Robayo 2002) y Central (Grant, 2007). Segun lo anterior, las
vocalizaciones son importantes para el entendimiento de los mecanismos de aislamiento
reproductivo pre-cigotico en areas de simpatria (H Carl Gerhardt, 1994). Schneider & Snisch
(2007) examinaron las ventajas de emplear los cantos de anuncio en la toma de decisiones
taxonomicas en familias de anuros como: Hylidae, Ranidae, Bufonidae y Leptodactylidae de
varias regiones del planeta. A su vez, destacaron su importancia para la identificacion de

hibridos naturales en hilidos, bufénidos, ranidos y miobatraquidos (Bosch, 2013).

La variacion geografica en el canto de anuncio de ranas y sapos es comunmente observada
entre poblaciones conespecificas de especies con amplia distribucion (Velasquez, 2014). La
mayor parte de anuros producen sonidos que pueden ser percibidos por el oido humano. Es
decir, frecuencias que van desde los 20 Hz hasta aproximadamente los 20000 Hz (20 kHz),
la mayoria de las grabadoras digitales cubren ese rango de frecuencia (Kohler et al., 2017a).
La variacion en las vocalizaciones ha recibido considerable atencion debido al papel que
juegan en los comportamientos de apareamiento (Hasegawa et al., 1999). Los estudios de la
variacion intraespecifica e interespecifica en los llamados de apareamiento han mostrado ser
valiosos para entender la evolucion de las sefiales de apareamiento y aclarar los estatus
taxondmicos (Amézquita et al., 2009; Boul & Ryan, 2004). Cuando las especies son
simpatricas, se debe escoger la diferenciacion acustica y/o la discriminacion de las hembras
hacia las vocalizaciones de machos en especies similares (Lehtinen et al., 2011; Oseen &
Wassersug, 2002). Para los anuros, se considera que las diferencias bioacusticas son
especialmente importantes en el reconocimiento de especies y el aislamiento previo al
apareamiento (aislamiento reproductivo pre-cigotico) (Schneider & Snisch, 2007). Ademas,

teniendo en cuenta que por lo general estas sefiales son repetitivas, relativamente cortas, y
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sus rasgos pueden ser cuantificables con métodos de andlisis de sonido estandar, entonces se
puede comprender la utilidad que tienen para resolver problemas sistematicos (Ryan, 2001).
La terminologia en estudios de acustica varia dependiendo de los autores, por tal razon al
usar uno u otro término se debe explicar previamente para no mezclar términos ni
metodologias. A continuacion, se definen algunos de los términos empleados en el presente

estudio:

Nota: Unidad individual de sonido, puede ser no pulsado (uninota) o pulsado (trino). Cuando
el llamado es no pulsado, las variables pasan a ser medidas como pulsos (Duellman & Trueb,
2001).

Pulso: Sonido de corta duracion producido en su totalidad con la misma energia o con una
sola contraccidn toraxica y sin intervalos. Impulsos energéticos enfatizados en el espectro
temporal de una nota. En el trinar de algunos sapos, los pulsos individuales pueden ser
facilmente escuchados por los humanos. No siempre las notas presentan pulsos.

Frecuencia dominante: Frecuencia de la llamada con mayor energia.

Frecuencia fundamental: Armonico mas bajo en la frecuencia utilizada para el canto.

Intervalo entre notas o Silencio: Tiempo a partir del final de la nota y comienzo de una
nueva.
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METODOLOGIA

Morfometria

El estudio morfoldgico consistié en la toma de trece medidas morfométricas externas a todos
los individuos colectados (Tabla 1). Adicionalmente, les fueron tomadas esas mismas
medidas a ejemplares consignados con los nombres de las especies Leucostethus
fraterdanieli, L. brachistriatus y L. yaguara que reposan en colecciones de museo. De esta
manera se aumento el nimero de datos por localidad y/o se tuvieron datos de individuos de
nuevas localidades, asi como de L. ramirezi. Dicho trabajo incluyo6 la revision de ejemplares

depositados en los siguientes museos:

Universidad del Valle - CPZ-UV

Universidad de Antioquia - MHUA-A
Universidad de Santa Rosa de Cabal - MVUS A
Universidad del Quindio - Herpetos-UQ
Universidad de Caldas - MHN-UCa

Para ambos casos (individuos colectados e individuos de museo), se hicieron los registros del
lugar de colecta, altitud (m.s.n.m.), temperatura. Las medidas tomadas se hicieron siguiendo

a (Tolosa et al., 2014) empleando un calibrador digital (0.01 mm).

Analisis de datos - Morfometria

Se evaluaron las diferencias morfométricas inicialmente entre machos y hembras mediante
una prueba t-Student. Se hizo un analisis de correlacion entre las variables para escoger
posteriormente las que se incluirian en el andlisis de componentes principales (ACP),
seleccionando aquellas con un coeficiente de correlacién >0.6. Con el ACP se relacionaron
las variables morfométricas (tabla 1) con los datos de altitud, localidad, y nombre de las
especies, para establecer si dichas variables explicaban la variacion morfométrica y si las
especies se separaban siguiendo los taxones descritos por Grant et al., (2017) y Marin et al.,
(2018). De todas las localidades registradas en Antioquia, Caldas, Risaralda, Quindio, Valle

del Cauca, Cauca y Narifio, se hicieron 13 agrupaciones entre las regiones geograficas

47



teniendo en cuenta la cercania entre localidades. Segin la altitud, las localidades se
ranquearon cada 500 metros, iniciando desde los 500 hasta los 3000 m.s.n.m ya que este

rango ha sido reportado para las especies de Leucostethus aff. fraterdanieli.

Luego de obtener las variables con mayor contribucién en el anélisis de ACP, se llevo a cabo
un analisis cluster que permitid6 comparar dichas variables con las variables independientes
y asi observar las agrupaciones que se formaban y establecer cudles fueron las diferencias

puntuales entre las mismas.

Se llevd a cabo un analisis multivariado con las variables morfométricas (Tabla 1) de 261
individuos adultos pertenecientes a 54 municipios, empleando los paquetes Mass,

Factoextra Factorminer, Tidyverse, mvn y GGaly con el software R:

122 individuos de Antioquia - 6 individuos de Cauca - 22 de Risaralda
37 individuos de Valle del Cauca - 5 individuos de Narifio - 3 de Tolima
32 individuos de Caldas - 34 individuos de Quindio

Por especie se analizaron:

- 176 L. fraterdanieli - 8 L. ramirezi - 6 L. sp.
8 L. brachistriatus - 19 L. sp. C1*
7 L. yaguara - 38 L. sp. C2*

*Ejemplares reportados como grupos C1 y C2 en Marin et al., (2018)
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Tabla 5: Medidas morfométricas tomadas a los individuos colectados y a ejemplares

de colecciones cientificas.

Abreviacion Convencion en ingles  Convencion en espaiiol

SVL Snout Vent Length Longitud Rostro-Cloaca
HL Head Length Longitud de la cabeza
HW Head Width Ancho de la cabeza
SL Snout Length Longitud del hocico
EN Eye-Narin Longitud Ojo-Narina
IN Inter-Nasal Distancia Internasal
ED Eye Diameter Diametro del ojo
10 Inter-Orbital Distancia inter orbital
TYM Tympanum Diameter Diametro del timpano
FAL Forearm Length Longitud del antebrazo
MANO Hand Longitud de la mano
TL Tibia Length Longitud tibia
FL Foot Length Longitud del pie

Morfologia externa e interna

Se hicieron comparaciones entre los caracteres diagndsticos (diagnosis) de las descripciones
originales de las especies Leucostethus fraterdanieli (Silverstone, 1971; Grant & Castro
1998), L. brachistriatus (Rivero & Serna, 1986) y Colostethus yaguara (Rivero & Serna,

1991). Los caracteres fenotipicos observados fueron:

Coloracioén dorsal. - Presencia linea lateral oblicua.
Coloracioén ventral. - Presencia linea lateral.

Coloracion de las axilas e ingle. - Ensanchamiento del dedo III de la
Pigmentacion de testiculos. mano (machos).

Pigmentacion de la gula.

Todas estas caracteristicas fueron observadas bajo un estereoscopio Nikon modelo SMZ-

1500 y fueron registradas las imagenes fotograficas desde el mismo estereoscopio con una

camara Nikon DS-Ril U3.
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Los machos colectados fueron capturados solo si estaban cantando, de esta manera se contaba
con mayor certeza de la maduréz sexual del individuo. Las hembras que fueron colectadas
por encuentros casuales se encontraban en los alrededores de los machos cuando se hacia la
inspeccion de la ubicacion de los machos, este factor hace pensar que dichas hembras también

eran adultas activas.

Estudio de los Cantos

Se hicieron grabaciones en varias localidades en las que habia sido reportada previamente la
especie Leucostethus fraterdanieli (Figura 1; Anexo 9). Adicionalmente, se visitaron las
localidades tipo de L. brachistriatus y Colostethus yaguara, dos especies que han sido
descritas como conespecificas (Grant & Castro, 1998). El estudio de las vocalizaciones en
anuros puede tener diferentes objetivos y dependiendo de estos las definiciones y
caracterizaciones pueden variar segin el investigador (Welch et al., 1998; Gerhardt et al.,
2003). Por lo general las llamadas en anuros han sido clasificadas en seis categorias: 1)
llamadas de anuncio; 2) de cortejo en machos; 3) de cortejo en hembras; 4) agresivas; 5) de
escape; 6) defensivas (Kollarits et al., 2017). En el presente trabajo se estudiaron las llamadas
de anuncio porque son las sefiales mas comunes hechas por machos durante la época
reproductiva. Los andlisis de las grabaciones se realizaron siguiendo las técnicas de
monitoreo de anfibios descritas por (Angulo et al., 2006; Kohler et al., 2017b). Los equipos
fueron suministrados por el laboratorio de Ecologia Animal de la Universidad del Valle, Cali.
Los cantos de la localidad tipo de L. fraterdanieli fueron suministrados por el laboratorio del

Grupo Herpetoldgico de Antioquia de la Universidad de Antioquia.

Se empled una grabadora digital TASCAM DR-40 para hacer las grabaciones de los cantos.
Cada macho fue grabado a menos de un metro de distancia, de esta manera se garantizo la
calidad de la grabacion en términos de la intensidad del canto. Adicionalmente, para evitar
efectos de la estatica, los equipos electronicos (teléfonos celulares) fueron apagados. Se tuvo
en cuenta las horas de mayor actividad de las ranas (08:00 — 15:00 horas), aunque en algunas
localidades dicha actividad iba hasta casi las 18:00 horas. La temperatura de cada individuo

fue tomada con un termometro infrarojo TESTO 810, los machos grabados se colectaron
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como “voucher” y fueron depositados en la coleccion de Précticas Zooldgicas de la

Universidad del Valle (CZP-UV).

Los analisis se realizaron con el programa RAVEN Pro 1.3 (Cornell University). Por medio
de este programa se hicieron los andlisis temporales y espectrales (oscilogramas y
espectrogramas respectivamente) que arrojaron los siguientes datos: Frecuencia pico (KHz),
Low Frequency (KHz), High Frequency, Duracién del llamado, Duracion del silencio o entre
llamados, Llamados por minuto o tasa de llamadas y armonicos (Figura 4). La frecuencia de
las muestras fue 44.1 kHz y resolucion a 24 bit. Tipo de ventana Window Hann; los
espectrogramas fueron obtenidos en FFT 1024; la tasa sefial/ruido fue de 20 dB lo que
permite que se excluyan aquellos picos que no corresponden al canto per se. La terminologia
empleada para los parametros de las llamadas se hizo siguiendo a Kohler et al., (2017). Para
contrastar los resultados obtenidos en RAVEN Pro 1.3, se repitieron los andlisis en el
programa R Core Team (2014) con los paquetes Seewave y Tune R. Las gréficas de los

espectrogramas y oscilogramas también se obtuvieron con el programa R.
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Figura 4: Variables de cantos analizadas empleando el programa Raven Pro 1.3.

A. Oscilograma donde se registr6 la duracion del canto (1) y duracion entre cantos (silencio)
(2); B. Espectrograma mostrando la Frecuencia dominante (1) y armodnicos (2); C. Espectro

de poder mostrando los parametros de medida para la Frecuencia fundamental (1).
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RESULTADOS

ANALISIS FENOTIPICO

Morfometria

Los datos cumplieron los supuestos de una distribucion Normal univariada, evaluada con una
prueba de Shapiro-Wilk. Sin embargo, los datos no cumplieron los supuestos para los analisis
multivariados por lo tanto, los agrupamientos no fueron totalmente robustos (Marrama &
Kriwet, 2017). Las comparaciones morfométricas entre machos y hembras no mostraron
diferencias significativas (Tabla 6). Los analisis de correlacion mostraron que 10 de las 13

variables se correlacionaron con valores >60% (Figura 5).

Tabla 6: Diferencias entre las variables morfométricas entre machos y hembras.

Promedios y desviacion estandar de las medidas morfométricas, ademas de los rangos.

Prueba t-Student para cada una de las variables.

Variables (?ficlh;g) gle‘:“:’;;; t-Student (p)
Longitud rostro-cloaca (SLV) ”;11)1';; 2115‘(‘)1333 5"359 2122269337219 g 0.44 (0.66)
Longitud de la cabeza (HL) ”;11)1';; 6 fg 4%8%855 7 4?792ﬂf993§6 -1.09 (0.28)
Ancho de la cabeza (HW) ”;11)1';; 63'?87 81%26 74951 :9%974 2039 (0.69)
Longitud del hocico (SL) ”;11)1':(;; ng;f 41"9195 ng’;fsl' (')172 0.22 (0.83)
Longitud ojo-narina (EN) ”;11)1';; Zi ?297{: 4(? 4328 fo 1ﬂf39'9319 -1.04 (0.30)
Distancia internasal (IN) D gSO BREDA RO 047 0.63)
Longitud del ojo (EL) D gso 25;;2(-).9355 233172%315 -1.72 (0.086)
Distancia interorbital (10) D gSO 4592; 6(.)6549 42'§53;5(_)'9661 2023 (0.82)
Diémetro del timpano (TYM) ~ “D gSO Sy I 007099
Longitud del brazo (FAL) D gso BT EOel A0S 099(032)
Longitud de la mano (MANO)  #-P gSO 5'9;;7%94 53'?5 :7")5786 1.62(0.11)
Longitud tibia-fibula (TL) ”;11)1':(;; 12..1371_1:22(4)‘7 ! 3‘5’77_;;296 -0.48 (0.63)
Longitud del pie (FL) ”;11)1';; 1;.3 f_fg% 5756 l‘g'ﬁj 91.'699 0.85 (0.40)
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El ACP explico las diferencias a partir de los dos primeros componentes, donde el primero
explico el 78.4% de la variacion total, representado por las variables SLV (contribucion de
0.49) y FL (0.22). El segundo componente explicé el 8.4% de la variacion, representado por
las variables SL (Longitud del hocico) (0.91) (Tabla 7, Figura 5A). Este andlisis no arrojo
agrupamientos claros que fueran representados segun las localidades, taxones y/o la altitud,
observandose una distribucion homogénea de los puntos sobre todo el plano multivariado

(Figura 5B-D).

Tabla 7: Contribucion de cada una de las variables al ACP.

DIMENSIONES

VARIABLE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14
SLV 49.804 0.784 39.855 8.083 0.277 0.309 0.259 0.116 0.024 0.425 0.000 0.012 0.013
HL 4389 1.402 0.001 19.461 3.183 27.329 0.235 14.011 23.084 6.746 0.099 0.031 0.001
HW 5.690 2.004 0.030 16.109 0.019 8.569 2.729 0.060 52.899 7.979 3.413 0.038 0.011
SL 0.085 91.160 0.048 5.848 0.000 0.531 0.514 0.017 0.004 0.908 0.229 0.143 0.003
EN 0.631 0.524 0.005 0.668 2.379 0.018 0.309 0.654 12.343 68.508 5.537 0.903 0.001
IN 0.749 0362 0.011 2.017 0.133 1.087 1.645 1.637 0.113 0.343 4.687 71.901 0.295
ED 0.285 0.575 0.027 3.508 0.021 0.342 3.612 1.087 2311 8.082 63.495 1.944 0.096
10 1.954 0353 0.001 16.937 7.261 2.186 2.557 49.903 7.149 1.160 7.648 1.430 1.171
TYM 0.198 0364 0.086 0.586 0.041 0.455 0.172 0.587 0.072 3.198 11.413 21.019 0.294
FAL 1.645 1.202 0.908 6.461 0.729 0.644 85.083 0.279 1.050 0.692 1.042 0.035 0.196
MANO  2.897 0.001 0.581 0.025 76.276 0.610 0.766 15.442 0.636 1.800 0.511 0.199 0.202
TL 9.345 0.017 8.842 5.786 9.158 49.967 1.828 11.653 0.015 0.032 1.627 1.599 0.010
FL 22.223 1.245 49.597 14.489 0.082 7.940 0.006 4.283 0.000 0.040 0.043 0.010 0.034

El anélisis multivariado demostr6 la ocurrencia de dos grupos dentro de “L. brachistriatus”
sensu lato, asi mismo no mostr6 diferencias entre los datos fenotipicos de los especimenes
provenientes de Antioquia de la Cordillera central y occidental (Figura 5B). Lo anterior
puede deberse a la heterogeneidad en el nimero de individuos analizados para cada localidad
y que puede ocasionar que los resultados no sean del todo robustos. Los analisis no

incluyeron a los individuos de L. yaguara porque al ser incluidos los resultados no se
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modificaban respecto a los demas grupos obtenidos, demostrando también su validéz como

especie.
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Figura S: Resultados del analisis de ACP y discriminante.

Especies

O L. brachistriatus 1
L. brachistriatus 2
L. fraterdanieli

+ L. sp. “Bitaco”

% L. sp. Antioq. C. Central y Occ.
L. sp. “Chachagiii”

A. Agrupamiento de las variables segiin los componentes principales; B. Agrupamiento de

las variables segtin el analisis discriminante. L. brachistriatus formé dos grupos, Grupo 1:
Individuos de Cauca, Quindio, Risaralda (PNN Tatamd) y Valle del Cauca (Ginebra,
Roldanillo y Yumbo); Grupo 2: Individuos del Valle del Cauca (Obando) y Risaralda (Pere)

C. Distribucion de los individuos segun los taxones; D. Distribuciéon de los individuos segun

los agrupamientos por regiones; E. Distribucion de los individuos segiin los agrupamientos

por rangos altitudinales.
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Figura S (Continuacion): Resultados del analisis de ACP.
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Morfologia externa e interna

Algunas de las caracteristicas morfologicas estudiadas en los topotipos colectados de
Leucostethus brachistriatus y L. yaguara, mostraron claras diferencias con sus descripciones
originales (Rivero & Serna, 1986; 1991). La linea oblicua lateral completa clara, que es un
caracter distintivo del “verdadero” L. fraterdanieli estuvo presente en todos los individuos
con algunas variaciones en su grosor y continuidad. Los especimenes de Ginebra (Valle del
Cauca) e Ituango (Antioquia), localidades tipo de L. brachistriatus y L. yaguara
respectivamente, presentaron la linea mas delgada respecto a las demas localidades
estudiadas (Figura 6, 7 y 8). En vida, la coloracion amarilla en axilas e ingle fue diferente
tanto en intensidad como en area ocupada y esta variacion se presentd dentro de una misma
poblacion, es decir, los patrones no fueron homogéneos dentro de una misma localidad. los
ejemplares del clado de la localidad del bosque de Bitaco, Valle del Cauca (Figura 6L.-M)
por ejemplo, presentaron el color amarillo mas intenso, pero solo a nivel de axilas y en los
pliegues de los muslos. Los integrantes del clado 4 de Caloto y EI Tambo, Departamento del
Cauca (Figura 6F-G) y PNN Tatamd, Departamento de Risaralda (Figura 6J-K), el amarillo
presente en axilas e ingle se extendié sobre brazos y piernas ventralmente y hasta mitad del
abdomen. Los demés ejemplares, es decir, aquellos de las localidades de Quindio, Caldas y

Chachagiii presentaron el patron del color amarillo de forma similar a la poblacion de Bitaco.

Se describe una nueva condicion morfoldgica que se presentd en algunos de los topotipos
colectados en la localidad de Ginebra, Valle del Cauca. Se trata de una linea delgada clara
central que va desde la punta del hocico hasta la cloaca y dos lineas claras delgadas ventrales
formando una cruz desde la boca hasta la cloaca y de axila a axila, ambas lineas dorsal y
ventral tienen el mismo color de la linea lateral oblicua (Figura 6C-E). Este patrén no se
encontr6 en todos los individuos colectados en esa misma localidad, pero en aquellos
individuos donde la linea clara dorsal estaba presente, también estaban presentes las lineas

ventrales en forma de cruz.
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F G

El Tambo — Cauca

Figura 6: Patrones de coloracion externa dorsal, lateral y ventral en individuos de las
localidades estudiadas.

Se evidencia el patron de la linea lateral oblicua clara y la variacion de la coloracion amarilla
en miembros inferiores y superiores e ingle (B, G, I, K y M). Se reporta una nueva condicion
dorsal y ventral en algunos ejemplares topotipos de Leucostethus brachistriatus representada

por una linea dorsal y dos ventrales en forma de cruz (C, D y E).
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Figura 6 continuacion: Diferencias de coloracion externa de los cuatro Clados encontrados
en la politomia en el arbol filogenético.
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Filandia — Quindio

Figura 6 continuacion: Diferencias de coloracion externa de Leucostethus.

Cali — Valle del Cauca

Caloto — Cauca Roldanillo — Valle del Cauca

Figura 7: Variacion del grosor de la linea oblicua lateral clara en hembras preservadas.
Se muestra la variacion tanto en el grosor como en la intensidad de la linea lateral oblicua de

especimenes colectados y preservados en este estudio.
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San Rafael — Risaralda

Filandia — Quindio Ituango — Antioquia

Ginebra — Valle del Cauca

Figura 7 continuacion.
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Bitaco — Valle del Cuca Roldanillo — Valle del Cauca
. 5mm

Ituango — Antioquia | Tambo — Cauca

Figura 8: Variacion en el grosor de la linea oblicua lateral clara en machos preservados.
Se muestra la variacion tanto en el grosor como en la intensidad de la linea lateral oblicua de

especimenes colectados y preservados en este estudio.
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Chacagiii — Narifio

Figura 8 continuacion.

La comparacion de las patas y manos no mostrd diferencias en su estructura respecto a las
localidades muestreadas, comparadas con la descripcion hecha para Leucostethus
fraterdanieli (Silverstone 1971). La formula de la longitud de los dedos en el verdadero
Leucostethus fraterdanieli es 1I<I (Marin et al., 2018); pliegue en dedos ausente; linea
ventrolateral ausente (presente en Leucostethus jota); ingle, axilas y punta posterior de la

linea lateral amarillas; las membranas pediales basales.

Los individuos colectados de la localidad tipo de Leucostethus brachistriatus (Ginebra, Valle
del Cauca) presentaron pliegues laterales en el dedo IV de las patas y en las manos en los
dedos Il y III, contrario con la descripcion original, que los describe como ausentes en patas
y manos; la formula de la longitud de los dedos tampoco correspondié con la original (II<I,
[I<IV) encontrandose I>II; el pliegue en dedos es ausente; la formula de la longitud de los

dedos fue IV>III>II>1; las membranas pediales fueron basales (Tabla 8).
Los individuos colectados de la localidad tipo de Leucostethus yaguara (Ituango, Antioquia)

fueron idénticos morfologicamente a lo descrito para L. brachistriatus (Tabla 8). De esta

manera, los caracteres diagnosticos para ambas especies no son informativos o contrastantes.
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Tabla 8: Comparacion de caracteres diagnosticos entre algunas especies de Leucostethus.

Se muestran los caracteres diagnosticos consignados en Marin ef al., (2018) y se contrastan con los caracteres encontrados en los

topotipos colectados en el presente trabajo.

. Linea Llflea Linea Pliegues laterales Pliegues laterales Longitud Longitud Membrana
Especies oblicua dedos de dedos de ,
dorsolateral ventrolateral en dedos de manos en dedos de patas del pie
lateral mano patas
L. fraterdanieli Ausente Completa Ausente Ausente Ausente 11<I I<I<V<II<IV | 2_1111\/2;335_\1/1 13-
L. brachistriatus* Ausente Completa Ausente Presente 11 y 111 Presente IV < II<IV  I<I<V<II<IV Basal icln}t,rildedos
L. yaguara*® Ausente Completa Ausente Presente Il y III Presente IV II<L II<IV  I<II<V<III<IV Basal
L. ramirezi Ausente Completa Ausente - Presente IV I<II --- Basal
. 12-223112-323 111
L. jota Ausente Completa Presente Ausente Ausente IV<I<I<II  I<II<V<HI<IV 34TV
L. sp. “Gorgona”* Presente Completa Presente Ausente Ausente I<II<V<III<IV
_ A2
Colostethus alacris Ausente Completa Ausente Ausente Ausente II<I Machos I<II<V<III<IV 213/14_2 IIIVZ 421/2_311\17

* Topotipos.
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Figura 9: Diferencias morfologicas en pie y mano de Leucostethus brachistriatus.

Se aprecia la pata trasera (A) y las diferencias entre la pata delantera izquierda de una hembra

(B) vs. el macho (C), se indica el dedo III hinchado en el macho.

La coloracion ventral en la gula de machos y hembras presentd variaciones intra e inter
poblacionalmente. No se encontraron patrones homogéneos que permitieran agrupar
poblaciones respecto a este caracter. Las hembras maduras (oviductos completamente
convolucionados y ovarios desarrollados) presentaron la pigmentacion en diferentes
proporciones, que en unos casos ocupaba toda la gula. Se encontraron hembras maduras con

pigmentacion facilmente distinguible y gulas poco pigmentadas que parecian a simple vista
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blanco inmaculado, pero al verla con un mayor aumento bajo el estereoscopio electrénico, se

lograban observar pequeiios puntos aislados (Figura 10).

La pigmentacién de la gula en machos tuvo también variaciones entre las diferentes
poblaciones, encontrandose machos con la gula intensamente oscura y en otros casos, la
pigmentacion gular fue tenue. Al hacer las comparaciones entre este caracter y la
pigmentacion testicular, se evidencid que la intensidad de la pigmentacion gular en los
machos estaba presente al mismo tiempo que la intensidad en la pigmentacion de las génadas
o testiculos. Es decir, los machos con gula muy oscura presentaron testiculos completamente
oscuros o grises (ver Figura 11) y los machos con gula pigmentada de manera menos intensa,
presentaron testiculos poco pigmentados o completamente blancos. No sobra decir, que
dichas intensidades de pigmentacion oscura tanto en machos como en hembras no cambid

luego de la fijacion/montaje de los individuos para ser ingresados a Museo.

%

anillo - Madura

L. brachistriatus, Rold

Figura 10: Variacion en el patron de coloracion ventral en hembras preservadas.

Se muestra como las hembras pueden presentar reticulacion parcial (C-D) o total (A, E-F) en
la gula, que en algunos casos recorre parte de las axilas y vientre y en otros, solamente unos
pocos y dispersos puntos que no son notorios a simple vista (B, G-H), pero pueden ser vistos
bajo un estereoscopio. Dicha pigmentacion no dependi6 de la maduréz sexual. Entiéndase a

una hembra madura cuando los oviductos estan extensamente convolucionados.
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’ . - / ¢ ¢ Y ”
L. brachistriatus, Quindio - Madura L. brachistriatus, Ginebra (Topotipo) — M.

Figura 10 (continuacion). (M. = Madura)
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L. yaguara, Ituango - Madura

Figura 10 (continuacion).

" — \ ‘ - (

> ’ ’ e - e
L. brachistriatus (PNN Tatama) — L. sp. “Bitaco” — Testiculos Tipo 1
Testiculos Tipo 3

Figura 11: Variacion en el patron de coloracion ventral en machos preservados.
Se muestra las diferentes intensidades en la coloracion gular en machos, tanto en topotipos

como en ejemplares del clado L. brachistriatus.
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.

Caldas — Testiculos del Tipo 1 Quindio - Testicuis Tipo 2

Figura 11 (continuacion).
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Narifio — Testiculos Tipo 2 Narifio — Testiculos Tipo 5

i

Figura 11 (continuacion).

No se encontrd un patron diagnéstico en los 41 machos colectados que sirviera para emplear
la coloracion de los testiculos como un caracter que soportara los clados encontrados en el
arbol de parsimonia (Figura 2). En una misma localidad se evidenciaron diferentes tipos de
coloracion de los testiculos. En el Bosque de Bitaco-Valle del Cauca, se encontraron machos
con ambos testiculos pigmentados en un 50% (pigmentacion tipo 4, Tabla 8) (Figura 12A) y

otros con testiculos grises (Figura 12B).
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Figura 12: Variacion en la pigmentacion de los testiculos en machos preservados.
A. Ambos testiculos pigmentados en un 50% (Tipo 4), B. Testiculos pigmentados color gris
(Tipo 1), C. Un testiculo pigmentado y el otro no (Tipo 5), D. Testiculos pigmentados,

completamente negros (Tipo 2).

Segtin las pigmentaciones de las gonadas mostradas en la Figura 12, se encontraron
diferencias respecto a la proporcion de individuos que presentaban estas coloraciones
encontradas en cada localidad (Tabla 9). Dos tipos de pigmentacion testicular fueron menos
frecuentes: la Tipo 3 y 5 (n=4) repartidas en cuatro localidades (Rio Guacaica, Caldas; El
Tambo, Cauca; Planes de San Rafael, Risaralda y Bosque de Bitaco, Valle del Cauca). La

pigmentacion testicular mas frecuente fue la del tipo 4 (n=15).
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Tabla 9: Numero de individuos por localidad presentando los diferentes tipos de
pigmentacion en testiculos.
Tipos con pigmentacion testicular nombradas dentro del texto como pigmentacion del Tipo

1, Tipo 2..., etc. respectivamente.

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Tipo 5

Departamento/Localidad Grises 1\118%2? Bll 335/? Pigmse(:lot/‘:l dos* otllj':)l(;\lii’{ N
Antioquia/Ituango 2 1 -- 2 -
Valle del Cauca/Ginebra - - - 1 -
Caldas/Parque Bosque Popular -- - - 1 -
Caldas/Parque Los Alcazares -- 2 -- 1 --
Caldas/Universidad de Manizales 2 - -- - -
Caldas/Rio Guacaica 1 -- -- 1 1
Caldas/Termales del Otofio -- 1 - - -
Risaralda/Planes de S. Rafael -- 1 1 3 --
Quindio/Universidad del Quindio -- 1 -- 1 --
Quindio/Filandia -- 3 - - -
Valle del Cauca/Roldanillo 1 1 -- -- --
Valle del Cauca/Bosque de Bitaco 3 -- 1 3 --
Cauca/Caloto - -- - 1 -
Cauca/El Tambo -- 1 - - 1
Narifio/Chachagiii -- 1 -- 1 -

Totales 9 12 2 14 2

*La pigmentacion testicular la presenta cada testiculo.
**Solo uno de los testiculos presentaba coloracion, el otro era completamente blanco.
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Analisis de los Cantos

Se analizaron un total de 185 minutos de grabaciones (3 horas, 5 minutos). Luego del analisis
de los cantos de topotipos de Leucostethus fraterdanieli, L. brachistriatus y L. yaguara
ademas de los registrados en otras localidades referentes a la distribucion de las especies del
complejo L. fraterdanieli, se obtuvieron los resultados de los andlisis espectrales y
temporales (Tabla 10, Figura 13 y 14). Los cantos de anuncio de L. fraterdanieli, L.
brachistriatus y L. yaguara se compusieron de una sola nota no pulsada (Figura 13). La
frecuencia dominante o frecuencia fundamental fue en casi todos los casos, el segundo
armonico (Tabla 11). La amplitud maxima estd en el medio de la nota. La frecuencia
dominante en topotipos de L. fraterdanieli oscil6 entre 2.900-4.000 Hz. Para los topotipos de
L. brachistriatus la frecuencia fundamental oscilé entre 3.600-3.900 Hz. L. brachistriatus
presento una variacion importante, encontrandose un rango de 3.000-4600 Hz. En L. yaguara
la frecuencia dominante estuvo entre 4.000-4.300 Hz. L. sp. “Bitaco” presentd poca
variacion, encontrandose un rango de 3.273-3.660 Hz. Finalmente, para L. sp. “Chachagiii”,
la frecuencia pico varid entre 3.919-4.091 Hz, siendo el grupo con el menor rango de

variacidon encontrada.

En casi todas las localidades, a excepcion de la localidad tipo de Leucostethus brachistriatus
(Ginebra, Valle del Cauca) y la localidad del Quindio, el nimero de cantos de anuncio fue
>100 llamadas/minuto pero no >130 llamados/minuto (Figura 14). Los machos topotipo de
L. fraterdanieli oscilaron entre 124-190 llamados/minuto siendo la localidad con el mayor
numero de llamadas/minuto. El nimero de llamadas/minuto en los topotipos de Leucostethus
brachistriatus fueron menores, oscilando entre 100-117, mientras que los ejemplares de
Leucostethus yaguara tuvieron una tasa de frecuencia mas alta de 126-148 llamados/minuto.
Las demas localidades fueron muy variables, encontrandose tasas de llamados bajas de 70
llamados/minuto en la Universidad de Manizales, Caldas o llamados mas consecutivos e
intensos de 168 llamados/minuto de un individuo en la Universidad del Quindio, siendo este

ultimo el mas intenso en L. brachistriatus.
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La duracion del silencio fue en casi todas las localidades <1 segundo. En las localidades de

Caldas, Risaralda, Cali, Roldanillo y Caloto tuvieron rangos superiores a un minuto, pero el

promedio siempre fue <1 segundo (Tabla 10, Figura 14).
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Figura 13: Espectrograma y oscilograma del canto uninota no pulsado en topotipos de

Leucostethus. Cantos obtenidos en las localidades tipo de las especies Leucostethus

fraterdanieli’, L. brachistriaus’ y L. yaguara® y demas localidades.
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Figura 13 (continuacion).

Los andlisis descriptivos con base a las varianzas, rangos y promedios de los resultados para

cada agrupacion también mostraron que los cantos en las especies Leucostethus

brachistriatus, L, yaguara y L. fraterdanieli tienen varianzas notorias, respecto a la poca

variacion evidente que presentaron las variables analizadas en los ejemplares de L. sp.

“Chachagiii” (Figura 14).
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Figura 14: Variacion de los parametros en las llamadas de anuncio, agrupadas segun

los clados obtenidos en los analisis moleculares.
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Tabla 10: Variables estudiadas del llamado de advertencia en las localidades tipo de L. fraterdanieli, L. yaguara 'y L.
brachistriatus y para L. sp. “Bitaco” y L. sp. “Chachagiii”.

Se muestran también las variaciones para las especies de L. sp. “Bitaco” y L. sp. “Chachagiii”. Desviacion estandar (D.S.) y promedio
(u) de los cantos de anuncio. Frecuencia pico (Hz) = Frecuencia dominante; Duracién llamada (s) es el tiempo de duracion del llamado
uninota; Dur. entre llamadas (s) = Silencio, es el tiempo de duracion en segundos entre llamados; y las Llamadas/minuto = Numero

promedio de llamadas de anuncio hechas en un minuto.

Departamento/Localidad Frecuencia Low Freq. High Freq. Duracién Dur. entre Llamadas/
Pico (Hz) (Hz) (Hz) llamada (s) llamadas (s) minuto
Rango: 2971.6-3057.7  2767.9-2803.6  3268.5-3375.8 0.060-0.077  0.378-0.482 -
Antioquia/Santa Rita u: 30362 2779.4 33194 0.070 0.431 124
D.S.: 382 15.4 40.7 0.005 0.023 -
Rango: 3230.0-3359.2  2852.3-2923.1 3621.1-3853.7  0.072-0.088  0.334-0.593 -
Antioquia/Guatapé u: 33333 2890.5 3730.1 0.079 0.410 128
D.S.: 324 27.1 71.8 0.005 0.065 -
Rango: 3876.0-3962.1  3530-3590.7 4308.9-4389.8 0.039-0.051 0.220-0.560 -
Antioquia/Sonsén p: 39083 3567.1 4338.1 0.049 0.295 190
D.S.: 33.8 22.0 55.5 0.003 0.075 o
Rango: 4005.2-4349.7  3236.7-3337.8  4551.6-4753.9  0.057-0.086  0.452-0.996 126-148
Antioquia/Ituango u: 41939 3321.6 4628.5 0.073 0.595 137
D.S.: 80.5 48.29 83.9 0.006 0.131 11.5
Rango: 3660.6-3876.0  3418.8-3479.4  4147-4369.5 0.047-0.071 0.301-0.640 100-117
Valle del Cauca/Ginebra u: 3802.8 3447.4 4214.4 0.058 0.391 108.5
DS.: 754 16.0 74.4 0.005 0.073 8.9
Rango: 3445.3-3531.4  2791.7-2872.6  3965-4106.6 0.046-0.062  0.516-0.799 -
Caldas/Parque Bosque Popular wu: 3490.5 2848.3 69.19 0.053 0.659 84
D.S.: 169 48.3 4049.9 0.005 0.082 -
Rango: 3186.9-3488.4  2629.8-2650 3843.6-4329.1 0.032-0.054  0.420-1.560 70-106
Caldas/Universidad u: o 3330.1 2633.2 4062.7 0.043 0.724 88
D.S.: 1327 8.2 226.5 0.003 0.275 19.7
Rango: 3186.9-3273.0  2710.7-2892.8  3580.6-3621.1 0.036-0.051 0.408-0.885 88-102
Caldas/Rio Guacaica p: 32353 2848.9 3600.8 0.044 0.613 95
D.S.: 36.7 69.4 12.8 0.004 0.133 7.6
Rango: 34453-3574.5  2913-3014.2 4005.4-4329.1 0.043-0.056  0.348-0.540 -
Caldas/Termales del Otofio u: 35487 2983.8 4150.4 0.050 0.439 112
D.S.: 45.1 39.9 108.1 0.004 0.061 ---
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Tabla 9 (Continuacion).

Departamento/Localidad Frecuencia Low Freq. High Freq. Duracién Dur. entre Llamadas/
Pico (Hz) (Hz) (Hz) llamada (s)  llamadas (s) minuto
Rango: 3014.6-3703.7  2366.8-2892.8  3621.1-4005.4  0.043-0.071 0.220-1.560 96-122
Risaralda/Planes de San Rafael u: 33204 2723.6 3828.9 0.061 0.490 113.8
D.S.: 1934 154.2 143.6 0.007 0.155 13.9
Rango: 3962.1-4005.2 3418.8-3600.8  4268.4-4632.5  0.039-0.068 0.283-0.614 117-168
Quindio/Universidad o 3976.1 3503.1 4450.5 0.044 0.413 142.5
D.S.: 204 72.8 172.1 0.004 0.111 26.9
Rango: 3316.1-3445.3 2913-2993.9 3661.5-4086.3  0.034-0.058 0.424-0.614 96-111
Quindio/Filandia u: 3407.6 29535 3904.1 0.046 0.512 103.5
D.S.: 34.1 24.2 196.7 0.006 0.045 7.9
Rango: 3445.3-4651.2 3722.2-4288.6  4996.7-5381.0  0.033-0.051 0.739-1.416 126-148
Valle del Cauca/Cali m: 40825 3906.8 5270.5 0.04 1.092 137
D.S.: 509.9 229.6 137.8 0.004 0.208 11.6
Rango: 3746.8-4005.2 3439-3580.6 4167.2-4511.1  0.046-0.068 0.352-1.454 86-96
Valle del Cauca/Roldanillo m: 38824 3525.9 4333.1 0.056 0.603 91
D.S.: 783 43.9 943 0.005 0.269 53
Rango: 3273.0-3660.6  2973.7-3135.6  3742.4-3863.8  0.032-0.053 0.284-0.586 132-154
Valle del Cauca/Bosque de Bitaco* u: 34704 3054.64 3813.23 0.046 0.370 143.1
D.S.: 103.2 64.7 52.5 0.004 0.068 9.9
Rango: 4349.7-4522.0 3965-4167.2 4693.2-4996.7  0.032-0.054  0.289-1.454
Cauca/Caloto u: 44832 4066.1 4849.5 0.040 0.592 120
D.S.: 417 48.7 112.3 0.007 0.279
Rango: 3746.8-3832.9  2993.9-3317.6  3965-4369.5 0.037-0.053 0.303-0.923 75-134
Cauca/El Tambo m: 37952 32448 4128.9 0.042 0.423 104.5
D.S.: 31.1 132.6 102.2 0.004 0.109 31.1
Rango: 3919.0-4091.3  3540.1-3600.8  4490.9-4511.1  0.044-0.060  0.369-0.631 105-110
Narifio/Chachagiii** u: 4005.2 3564.1 4553.4 0.052 0.499 107.5
D.S.: 352 253 332 0.004 0.070 2.6

* Especie referida como L. sp. “Bitaco” en el capitulo 1.
**Especie referida como L. sp. “Chachagiii” en el capitulo 1.
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Tabla 11: Nimero de armonicos en el llamado de advertencia en cada localidad.
Se muestra la variacion en los armonicos dentro del espectrograma obtenido con el programa Raven 1.3. Noétese la frecuencia dominante

uninota (flecha roja) que en algunos casos se sobrelap6 con la frecuencia fundamental. Se puede observar en los espectrogramas (A, C,

D) la frecuencia fundamental, que en algunos individuos estaba sobrelapada con la frecuencia dominante (B).

Departamento Localidad Armoénicos ff::ical:ﬁgﬁltzl Espectrogramas
Santa Rita* 4 Ausente
Antioquia Guatapé 6 Ausente
Sonson 3 Ausente
Antioquia Ituango* 6 Presente
Ginebra* 7 Presente
Bitaco 5 Ausente
Valle del Cauca Roldanillo 6 Presente
Cali 5 Ausente oo ——
P.B. Popular 4 Presente ¢ e ¢ gl %2
y Univ. de Caldas 8 Ausente F.F. presente F.F. solapada
Caldas T. del Otofio 4 Presente
R. Guacaica 4 Ausente
. Univ. de Quindio 4 Ausente
Quindio Filandia 6 Presente
Cauca Tambo 6 Presente
ue Caloto 3 Ausente
Narifio Chachagiii 4 Presente Wiz P o
F.F. presente
*Topotipos
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DISCUSION

ESTUDIO FENOTIPICO

Morfometria

La ausencia de diferencias entre machos y hembras en las variables morfométricas analizadas
es explicada por el hecho de que la fuerza de seleccion puede estar actuando de igual modo
entre sexos en cuanto al tamafio. Debido a que, en general, la tasa de crecimiento para machos
y hembras en anuros es la misma, las diferencias en tamafio corporal resultan por la diferencia
de edad entre los individuos de una poblacién evaluada (Howard, 1981). Lima y Keller
(2003) encontraron que no hay dimorfismo sexual en el tamafio corporal (SVL) de Allobates
marchesianus, anteriormente asignada dentro de los Colostethus sensu stricto, mientras que
Tolosa et al. (2015) reportaron que las hembras son de mayor tamafio en comparacion con

los machos en Leucostethus jota.

Mis resultados muestran que la variacion morfométrica a nivel intra e interespecifico no
permite diferenciar entre si a las especies que componen el complejo Leucostethus
brachistriatus. Sin embargo, existen agrupamiento por region y por rangos altitudinales. La
falta de diferencias significativas entre las variables morfométricas sugiere que la
morfometria de las especies de este grupo es conservativa. La ausencia de datos ecologicos,
como condiciones ambientales en cada localidad, no permiten inferir alguna relacion entre
variables como la altitud vs. morfometria (Calderon-Espinosa & Barragan-Contreras, 2014).
La no diferenciacion morfométrica entre las especies no es consistente con la distincion
molecular de los cinco clados documentados por Marin et al., (2018), exceptuando
parcialmente la agrupacion de los individuos de las poblaciones analizadas de Leucostethus
sp. C2. Lo anterior puede estar sugiriendo que en este grupo de especies el tiempo de
divergencia morfologica no ha sido suficiente en comparacion con la divergencia molecular

(Sites & Marshall, 2004).

Algunas especies poseen caracteristicas externas que les confieren atributos dificiles de

cotejar taxondémicamente. No importa si se emplean métodos morfoldgicos, moleculares,
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cantos o ecoldgicos, siempre habra dificultad en describir especies. Por ejemplo, Pdez-Vacas
et al., (2010) estudiaron a nivel molecular y morfoldgico, el conjunto de especies del clado
Hyloxalus bocagei y determinaron dos especies nuevas pero indistinguibles mediante
caracteres morfoldgicos cualitativos y cuantitativos. También determinaron que las especies
en ese grupo variaban en los llamados de advertencia (bioacustica) y en la morfologia de

renacuajos.

El complejo Leucostethus brachistriatus no presenta una diferencia significativa a nivel
morfométrico entre especies, lo que hace necesario encontrar nuevos caracteres informativos
que permitan separar las especies. La sistematica integrativa podria servir para abordar estos
problemas de delimitar especies cripticas, empleando conjuntamente caracteres bioacuaticos,
morfologia en larvas, coloracion en vida y andlisis moleculares, que permitan encontrar

diferencias significativas entre grupos (Padial & De La Riva, 2010).

Morfologia externa

En la descripcion de los caracteres diagnosticos para las especies de Leucostethus hecha por
Marin et al., (2018), no se reportaron las formulas de la longitud de los dedos de los pies para
L. brachistriatus y L. yaguara. Acé reportamos que la formula es igual en ambas localidades
(I<II<V<III<IV). Contrario a lo reportado por los mismos autores, la membrana de los pies
que habia sido descrita como basal en dedos Il y V, se encontrd que es basal en todos los
dedos para los topotipos de L. brachistriatus y L. yaguara y en el resto de las localidades
muestreadas. Mientras que L. fraterdanieli (Santa Rita, Antioquia) tuvo diferencias en la

membrana pedial (I 2-3 11 2-3.5 11 3-4 IV 4.3-V).

Reportes previos referentes a la coloracion de los testiculos en machos adultos de
Leucostethus aff. fraterdanieli (Tolosa et al., 2014) mostraron que dicha coloracion, cercana
a la localidad tipo de L. fraterdanieli se veian como lo reportado en este estudio (Figura 12A
- Tipo 4: Ambos testiculos pigmentados en un 50%). Lo anterior contrasta a lo reportado por
Marin et al., (2018) para la especie L. jota, donde se describe que los testiculos pueden ser
usualmente “sin pigmentacion”, pero seialan que algunas veces pueden presentarla a lo largo

de los tibulos seminiferos y citan el trabajo de Tolosa et al., (2014) el cual muestra unos
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testiculos ligeramente pigmentados similares a los reportados en este trabajo (Figura 12). Los
estudios de evidencia total realizados por Grant et al., (2006) donde se estudiaron un gran
numero de especies de Dendrobatidos, emplearon la coloracidon del mesorquio en testiculos
y describieron solo tres estados de caracter: sin pigmentacion=0, pigmentados solo la mitad
=1 y completamente pigmentados =2 y estos mismos autores sefialaron que esta variacion se
explicaba ontogenéticamente, por lo que en juveniles se presentaba el mesorquio sin
pigmentacion. Esta variacion de la pigmentacion testicular descrita en Grant et al., 2006 no
fue relacionada con el tamafo del adulto o con la extension e intensidad de la pigmentacion
ventral en machos y hembras o incluso la maduréz de los individuos. Dicho desarrollo de la
pigmentacion ha sido demostrado molecularmente y puede ser inhibido alterando el “factor
inhibidor de melanizacion - MIF” en la rana leopardo Lithobates forreri (Fukuzawa et al.,
1995). En el presente trabajo se encontrd suficiente evidencia para asumir que el grado de
pigmentacion (claros y/o oscuros) de los testiculos esta estrechamente relacionada con
estados avanzados de maduréz entre adultos activos. Es decir, aunque los machos hayan sido
colectados cantando, estos pudieron ser “adultos jovenes” o inclusive “machos satélite” los

cuales no tienen una pigmentacion testicular con en adultos mayores.

También se encontrd correspondencia entre la pigmentacion testicular y la coloracion de la
gula tanto en machos como en hembras. Sin embargo, la coloracion ventral tampoco permitio
hacer referencia de estos patrones con los clados reportados entre poblaciones o especies de
la politomia en el capitulo 1. En aquellos machos donde la pigmentacion era oscura intensa,
los testiculos también presentaban uno de los dos tipos de pigmentacion mas intensa, que
eran grises (Tipo 1) o completamente negros (Tipo 2). Es necesario profundizar mas en este
tema en estudios posteriores, los cuales podrian enfocarse en el area de la histologia,

permitiendo establecer el nivel de madurez sexual gonadal y no solo por los cantos.

Analisis de Cantos

Los analisis de los cantos se caracterizaron por su alta variabilidad en las variables estudiadas.
La frecuencia fundamental de Leucostethus fraterdanieli tuvo una variacion mayor y se ubico
en rangos diferentes a la reportada por Grant & Castro (1998), quienes indicaron valores

entre 3.593-3.656 Hz, los cuales contrastan con los rangos de 2.900-4.000 Hz encontrados
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en los topotipos de L. fraterdanieli. Cabe resaltar que los ejemplares estudiados por Grant &
Castro (1998) no corresponden a ejemplares de la localidad tipo, sino a ejemplares del
municipio de Dagua, en el Valle del Cauca, localidad que es mas cercana a los ejemplares de
Bitaco. Sin embargo, los llamados de anuncio de la especie L. sp. “Bitaco” no se asemejan a
los llamados de localidades mas cercanas como fueron las de Cali, Ginebra o Roldanillo,
todas ellas del departamento del Valle del Cauca. Mas variacion presentaron los valores
analizados en los topotipos de L. brachistriatus, ademés de ejemplares conespecificos de L.
brachistriatus. No se encontrd un patron que reflejara las localidades estudiadas, ni tampoco
una variacion del llamado respecto a la altitud o al tamafio del macho. Antes de este
documento, no se habia descrito el canto de Leucostethus brachistriatus ni el de L. yaguara,
ni de su localidad tipo ni de especies reportadas como conespecificas. En ambas especies no
hubo diferencias respecto a la frecuencia fundamental, siendo esta muy variable entre y
dentro de las poblaciones estudiadas. Esta alta variaciéon dentro y entre las especies,
demuestra la falta de seleccion mostrada por las hembras para el aislamiento por alopatria
entre especies, tal cual se describe para las especies de Mannophryne olmonae y M. trinitatis
que habian sido consideradas conespecificas, pero solo con evidencia molecular (/6S)
permitio su diferenciacion (Lehtinen et al., 2011). En ese mismo trabajo se sugiere seguir
empleando e interpretando los datos bioactsticos con precaucion en poblaciones alopatricas.
Al parecer, los resultados obtenidos demuestran mas una falta de datos respecto a la cantidad
de estos para cada poblacion, ya que se contaba por ejemplo con un nimero considerable de

cantos para el clado de L. brachistriatus y pocos para el clado “Chachagiii” o L. yaguara.

El rango de los valores de la duracion del silencio, aunque fue variable entre las poblaciones,
el promedio de todas las localidades estudiadas, incluyendo los ejemplares topotipo, no tuvo
la misma variacion. La duracion del silencio (tiempo entre cantos) puede estar relacionada
mas con perturbaciones que se hicieron al individuo al momento de realizar la grabacion, lo
cual implic6 que el macho fuera mas precavido al momento de emitir las llamadas de anuncio
(observacion personal). En las ocasiones en que el macho fue perturbado y por ende la
continuidad de los cantos, se tardo hasta un maximo de 30 minutos para volver a cantar y en

otras ocasiones, tardaba en promedio tres minutos en reincorporarse. Sin embargo, los
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machos retomaban los cantos de anuncio (casi inmediatamente) y las tasas de frecuencia eran

mas intensas cuando el investigador se alejaba.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con la evidencia molecular empleando genes mitocondriales para estudiar el
complejo Leucostethus fraterdanieli, se abren nuevos interrogantes sobre lo que realmente
es este complejo. Es necesario sumar mas evidencia molecular, como el uso de marcadores

nucleares, que permitan resolver la politomia del complejo de especies

Leucostethus fraterdanieli es una especie valida, monofilética, distribuida en el Municipio
de Santa Rita, sobre la Cordillera Central, flanco occidental entre los 1300 — 1600 m.s.n.m.
Asi mismo L. yaguara (comb. nov.) fue monofilética, anidandose con ejemplares de la

Cordillera central en el departamento de Caldas.

La politomia obtenida en el arbol demuestra que es necesario profundizar en la ocurrencia de
las dos especies L. sp. “Bitaco” y L. sp. “Chachagiii”’ y en lo que respecta al clado de L.
brachistriatus presente desde Cauca hasta Risaralda. Este ultimo debera llevar el nombre del
complejo de especies que antes era atribuido a fratedanieli. Es posible que existan nuevas

especies encriptadas dentro de lo descrito como L. brachistriatus.

Los clados que conformaron el grupo L. brachistriatus tfueron:

1. L. sp. “Bitaco” — Bosque de Bitaco + Cerro Dapa + Paramo El Duende, Valle del
Cauca.

2. L. yaguara — Manizales y/o alrrededores + Ituango, Caldas (Cordillera central) +
Antioquia (Cordillera occidental).

3. L. sp. “Chachagiii” — Chachagiii (Cordillera central), Narifio.

4. L. brachistriatus — (El Tambo + Caloto (Cauca)) + (Cali + Ginebra + Roldanillo
(Valle del Cauca)) + (Filandia + Universidad del Quindio (Quindio)) + (Planes de
San Rafael-PNN Tatama (Risaralda)).

El complejo Leucostethus brachistriatus lo conforman individuos presentes en el flanco

oriental de la Cordillera Occidental, entre los 1000 — 2100 m.s.n.m. y sobre el flanco

occidental de la Cordillera Central entre los 1000 — 2260 m.s.n.m.
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El flanco occidental de la Cordillera Occidental contintia sin resolverse, pero debera tenerse
en cuenta para futuros trabajos que incluyan topotipos de Colostethus alacris y muestreos
que abarquen los departamentos de Narifio, Cauca, Valle del Cauca entre los 1000 — 2000

m.S.n.m.

Los analisis fenotipicos soportaron los resultados moleculares y dieron nuevas perspectivas
respecto a los nombres que deben ser asignados a las poblaciones estudiadas de la Cordillera
Central y Occidental en el departamento de Antioquia. Se hace necesario un analisis de cantos
mas profundo que contenga un mayor numero de individuos por éarea (localidad) e incluso

mas areas que incluyan gradientes altitudinales.
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ANEXOS

ANEXO 1. Genes y primers empleados en el presente estudio (Grant et al., 2006).

Gen/Region  Tamafio  Primer Secuencia (5°-3°) Direccion
580 pb AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT Forward!
580 pb BR CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Reverse!
16S/ADNr 580 pb L2A CCAAACGAGCCTAGTGATAGCTGGTT Forward?
580 pb H10 TGATTACGCTACCTTTGCACGGT Reverse?
620 pb L13 TTAGAAGAGGCAAGTCGTAACATGGTA Forward?
620 pb TitusI  GGTGGCTGCTTTTAGGCC Reverse?
12S/ADNr 862pb MVZ59 ATAGCACTGAAAAYGCTDAGATG Forward*
862pb MVZ50 TYTCGGTGTAAGYGARAKGCTT Reverse*
col 646 pb AnlF  HAAYCAYAAAGAYATYGG Forward’
646 pb AnlR  CCRAARAATCARAADARRTGTTG Reverse®
Cyib 385pb MVZ15 GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA Forward®
385 pb CytB2  AAACTGCAGCCCCTCAGAAATGATATTTGTCCTCA  Reverse’

"Palumbi ef al., 1991
’Hedges, 1994

3Feller & Hedges, 1998
4Graybeal, 1997

SLyra, 2011

®Moritz et al., 1992
"Kocher et al., 1989
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ANEXO 2. Especies incluidas en los géneros Colostethus y Leucostethus (Marin et al.,

2018, Frost 2020).

Colostethus latinasus (Cope 1863)

Colostethus inguinalis (Cope 1868)

Colostethus pratti (Boulenger 1899)

Colostethus panamansis (Dunn 1933)

Colostethus mertensi (Cochran & Goin 1964)
Colostethus thorntoni (Cochran & Goin 1970)
Colostethus imbricolus (Silverstone 1975)

Colostethus agilis (Lynch & Ruiz-Carranza 1985)
Colostethus alacris (Rivero & Granados-Diaz 1990)

Colostethus furviventris (Rivero & Serna 1991)

Colostethus yaguara (Rivero & Serna 1991)
Colostethus jacobuspetersi (Rivero 1991)

Colostethus lynchi (Grant 1998)

Colostethus dysprosium (Rivero & Serna 2000)
Colostethus ucumari (Grant 2007)

Leucostethus fraterdanieli (Silverstone 1971)
Leucostethus brachistriatus (Rivero & Serna 1986)
Leucostethus fugax (Morales & Schulte 1993)
Leucostethus argyrogaster (Morales & Schulte 1993)
Leucostethus ramirezi (Rivero & Serna 2000)
Leucostethus sp. “Gorgona” (Grant et al., 2017)
Leucostethus jota (Marin et al., 2018)
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ANEXO 3: Distribucion espacial en el territorio colombiano del género Colostethus y

del complejo Leucostethus fraterdanieli (Acosta-Galvis & Cuentas 2017).

Leucostethus fraterdanieli
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ANEXO 4: Arbol filogenético consenso para las especies de Colostethus y Leucostethus
(Grant et al, 2017). El Clado B muestra los tres grupos del complejo Leucostethus
fraterdanieli propuestos por los mismos autores, conformado por ejemplares de la Cordillera

Central, Occidental y del Valle del Cauca.

OUTGROUP
Ly 7 AROMOBATIDAE
e DEMDROBATINAE + HYLOXALINAE
rail Siverstoniea_punctiventris. MHNUC320
41 Silverstoneia_punctiventris_ MHNUC321
Silverstoneia_fiotator_KS35
) i e N e Silverstonaia_fiotator_TNHCFS4804
T B 1 Siverstoneia_liotator CH5100
"-,_ 4 Silverstonela_flotator SILCTEE4
:‘3 Silverstoneia_flotator_SIUCTEST
5 2 1 Silverstoneia_erasmios_MAR33316
Silverstoneia_arasmios_MAR3149
Silverstonela_erasmios_LSB218
[EREENNE 42 Silverstoneia_afl_nubicola TNHCFS4942

R Silverstoneia_nubicola_CH5559
TR 47 Silverstoneia_nubicola_CHS5099

“I [ siverstoneia_nubicola_CHS316

22| Silverstaneia_nubicola_SIUCTEE3
Silverstoneda_nubdcola_SIUCTES2

Epipedobates _boulengeri Gorgona
Epipedobates_boulengeri_Gorgona TNHCFS4541
Epipedobates_boulengeri_QICAZ16574
Epipedobates_boulenger_UMMZ227952
Epipedobates_espinosai_QUAZ27224
s Epipedobates darwinwallacel AMNHA162663
1 Epipedobates_darwinwallacei QCAZ16550
Epipedobates_darwinwallacei QUAZ16589
EEpipedubates_anthonyi_KLJ219?61

Epipedobates_anthonyl QCAZ16597
1 Epipedobates_anthonyl QCAZ16581

Epipedobates_anthonyi 838
Epipedobates_tricolor_QCAZ21388
Epipedobates_tricolor_QCAZ21977
5] Epipedabates_Iricalor AY395951
Epipadobates_machalilla QCAZ16526

Epipedobates machalila QCAZ16527
Epipedobates_machalilla_KU220631

Epipedobates_machalilla_ KU220632
== Colostethus_inguinalis_MLUJ3247
33 s0p Colostethus_panamansis CH5546
Colostethus_imbricolus. MHNUC257
Colostethus_imbricolus_MAREGIE
Colostethus_panamansis_ K518
29 Colostethus_panamansis_TNHCFS4810
Colostethus_panamansis_SIUCTE66
28y Colostethus_latinasus CHE38S

Colostethus_latinasus_ CHE381 A
2 2= Colostethus_pratti_SIUCTE58
Colostethus_sp_TNHCFS4809
if— Colastethus_pratti TNHCFS4807
Colostathus_cf _pratti TNHCFS4808

¥ Colostethus_pratii_like_MVUP1883
Colostethus_pratti_like_CH5524
Colastethus_Tlatinasus’_CH5601
Colastethus_"latinasus” CH5598

3 M 35 47 B3 BT B &

B9

5 31 162 168

sEll| -

-3

8
3
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ANEXO 4 (Continuacion)

Colostethus_sp_Gorgona_WB3051
Colostethus_sp_Gorgona_WB3050
Colostethus_ramirezi MAR3318
Colostethus_ramirezi_MAR3312
Colostethus_fraterdanieli_TG1230
Colostethus_fraterdaniel_TG2131

Cordillera Central
Colostethus_fraterdanieli_TG2130

7) Caolostethus fraterdanieli_Chicoral_CDT2833

1
A JC'-DDS‘!ETDUS tfraterdanieli_Duende_CDT1292
42 43 M2

Cordillera Occidental
39 g Colostethus fraterdanieli_CeroDapaCarisucio_CDT2884
| i Colostethus brachistriatus MHNUC364
sColostethus brachistriatus MHNUC3681
Colostethus brachistriatus MHNUC360
Colostethus brachistriatus WB3064
Colostethus brachistriatus MAR2154 Valla del Cauca
Colostethus brachistriatus SSP0O72
Colostethus brachistriatus GGD1076
Colostethus brachistriatus TNHCFS4367
Colostethus brachistriatus TNHCFS4977
Colostethus_fugax QCAZ16608
i Colostethus_fugax_QCAZ16513
Colostethus_argyrogaster MHNSM22877
Colostethus_argyrogastar_MHNSM22670
35 ¥} Ameerega_bilinguis QCAZ28835
Ameerega_bilinguis_OMNH34127
Ameerega_parvula_QCAZ16584
Ameerega_sp_zaparo_auct_KU221841
Ameerega_silverstonei_646
arr\meerega__ugnipedis_ism
4 Ameerega_berohoka_NMM2011 /
Ameerega_bassleri_MHNSM22600 A ) baSS!en group
ir Ameerega_yoshina_isos
Ameerega_pepperi_isol
Ameerega_picla_SS_AF124126
o) Ameerega yungicola CBF3900
#y Ameerega_picta_ TNHCFS5642
Ameerega_picta BPN1074
L Ameerega_trivittata TNHCFS4066
Ameerega_trivittata_ MPEG 12504
2| Ameerega_boehmei_EB81_3
Ameerega flavopicta MzUSP111790 | A, braccata group
Ameerega_braccata MRTS603
Ameerega_sp_PortaWaller1_MPEG12482
Ameerega_macero_LR742
2 Ameeraga_rubriventris_KS37
Ameerega_altamazonica_iso2
Ameerega_petersi_MJH3715
Ameerega_cainarachi_MHNSM22720 -
Ameerega_simulans_EsimQuinceviiisa A pe tersj g rou p
Ameerega_smaragdina_iso812
Ameerega_pongoensis_EpongoHC11C
Ameerega_pulchripecta. CWM19053
Ameerega_hahneli_QCAZ19240
Ameerega_hahneli_Leticia_ICN50410
Y Ameerega hahneli PorloWaller MPEG12420
Ameerega_hahneli_CuscoAmazonico_KUZ215185
Ameerega_hahneli_Manaus_MPEG13849

&5

A. rubriventris group

2
900.0
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ANEXO 5: Script empleado para el analisis filogenético en TNT.

log prueba_colostethus.;
mxram 70000;

taxname +80;

proc v2concatenados.tnt;

hold 90000;

rseed 0;

xmult= replications 100000 ratchet 70 drift 20 fuse 5;
mult 1000 =tbr spr;

tsave *arboles_colostethus.tnt;
taxnames=;

tplot;

save;

tsave/;

length;

tsave *arbol_consensus.tnt;
nelsen*;

save/;

tsave/;

cls;

quit;
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ANEXO 6: Script empleado para

optimalidad de Bremer en TNT.

log GB_support.log;
mxram 70000;

taxname +80;

proc v2concatenados.tnt ;
proc arboles_colostethus.tnt ;
proc BremerTG1.RUN ;
Taxname=;

ttag & bremer.svg;

tsave *GBsupport.tre ;
save*;

tsave/;

log/;
quit;

calcular las
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ANEXO 7: Script empleado para calcular las medidas de soporte basada en remuestreo

de Bootstrap en TNT.

log bootresults.txt;

mxram 1000;

taxname +80;

proc v2concatenados.tnt;

proc arbol_consensus.tre;

hold 100000;

ttags=;

naked=;

taxname=;

mult: noratchet repl 10 tbr hold 10;
resample jak rep 1000 freq from 0 [mult];

ttag & boot.svg;
export - boot.nwk;
log/;

proc/;

102



ANEXO 8: Script empleado para calcular las medidas de soporte basada en remuestreo

de Jacknife en TNT.

log bootresults.txt;

mxram 1000;

taxname +80;

proc v2concatenados.tnt;

proc arbol_consensus.tre;

hold 100000;

ttags=;

naked=;

taxname=;

mult: noratchet repl 10 tbr hold 10;
resample jak rep 1000 freq from 0 [mult];

ttag & boot.svg;
export - boot.nwk;
log/;

proc/;
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ANEXO 9: Informacion adicional de las localidades de los individuos colectados. Se

muestra el nimero de coleccion para el Museo de la Coleccion de Précticas Zoologicas de la

Universidad del Valle (CPZ-UV).

Localidad

Coleccion
CPZ-UV

Coordenadas

Sexo

Valle del Cauca - U. del Valle, Micro Estacion
Valle del Cauca - U. del Valle, Micro Estacion

CD 5358

N 03°22°24.0"" - W 76°31°48.1
N 03°22°24.0"" - W 76°31°48.2

Macho

Hembra

Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco
Valle del Cauca - Bosque Bitaco

CD 5359
CD 5378
CD 5379
CD 5360
CD 5361
CD 5362
CD 5380
CD 5363
CD 5364

N 03°34'30.7" - W 76°35"37.2"
N 03°34°30.7"" - W 76°35'37.2"
N 03°34°30.7"" - W 76°35'37.2"
N 03°34'30.7" - W 76°35"37.2"
N 03°34°30.7"" - W 76°35'37.2"
N 03°34'30.7" - W 76°35"37.2"
N 03°34'30.7" - W 76°35"37.2"
N 03°34°30.7"" - W 76°35'37.2"
N 03°34'30.7" - W 76°35"37.2"

Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho

Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada
Valle del Cauca - Roldanillo, La aguada

CD 5602
CD 5293
CD 5603
CD 5291
CD 5258
CD 5604
CD 5605
CD 5606
CD 5282
CD 5275
CD 5285

N 04°22°48.6™" - W 76°13'33.8""
N 04°22°48.6™" - W 76°13°33.8""
N 04°22°48.6"" - W 76°13°33.8™
N 04°22°48.6™" - W 76°13°33.8""
N 04°22°48.6"" - W 76°13°33.8™
N 04°22°48.6"" - W 76°13°33.8™
N 04°22°48.6™" - W 76°13°33.8""
N 04°22°48.6"" - W 76°13°33.8™
N 04°22°48.6™" - W 76°13°33.8""
N 04°22°48.6™" - W 76°13°33.8""
N 04°22°48.6" - W 76°13°33.8™

Juvenil

Macho

Juvenil

Hembra
Macho

Juvenil

Juvenil

Juvenil
Hembra
Hembra

Hembra

Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva
Valle del Cauca - Ginebra, Costa Rica, La Selva

CD 5365
CD 5372
CD 5373
CD 5374
CD 5375
CD 5376
CD 5382

N 03°44°25.1"" - W 76°12°12.1"
N 03°44°25.1"" - W 76°12°12.1"
N 03°44°25.1"" - W 76°12"12.1""
N 03°44°25.1"" - W 76°12°12.1"
N 03°44°25.1"" - W 76°12"12.1""
N 03°44°25.1"" - W 76°12"12.1""
N 03°44°25.1"" - W 76°12°12.1"

Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho

Cauca - El Tambo, Fondas Villa al Mar
Cauca - El Tambo, Fondas Villa al Mar

CD 5383
CD 5377

N 2°3072.95"" - W 76°58716.06""
N 2°3072.95"" - W 76°58716.06""

Macho
Macho

Cauca - Caloto
Cauca - Caloto
Cauca - Caloto

Cauca - Caloto

CD 5294
CD 5271
CD 5257
CD 5592
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N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3""
N 02°59'41.8"" - W 76°24°13.3"
N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3""
N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3™"

Hembra
Juvenil
Macho

Juvenil



Cauca - Caloto CD 5593 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5594 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3™" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5595 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5596 N 02°59°41.8" - W 76°24°13.3" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5597 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3™" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5598 N 02°59°41.8" - W 76°24°13.3" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5599 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3™" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5600 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3™" Juvenil

Cauca - Caloto CD 5601 N 02°59°41.8"" - W 76°24°13.3" Juvenil

Risaralda - Planes de San Rafael CD 5269 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Macho
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5264 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Hembra
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5270 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Macho
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5265 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Hembra
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5290 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Hembra
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5284 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Macho
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5274 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Hembra
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5607 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Juvenil
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5261 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Macho
Risaralda - Planes de San Rafael CD 5277 N 05°07°31.5"" - W 76°00°06.2"" Macho
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5268 N 05°03°52.9"" - W 75°31'51.1" Macho
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5292 N 05°03'52.9"" - W 75°31°51.1"" Hembra
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5281 N 05°03'52.9"" - W 75°31°51.1"" Hembra
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5287 N 05°03°52.9"" - W 75°31'51.1" Hembra
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5260 N 05°03'52.9"" - W 75°31°51.1"" Hembra
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5296 N 05°03°52.9"" - W 75°31'51.1" Macho
Caldas - Manizales, Ecoparque Los Alcazares CD 5280 N 05°03°52.9"" - W 75°31'51.1" Macho
Caldas - Manizales, Jardin Botanico U. Manizales = CD 5283 N 05°0323.6"" - W 75°29°40.4" Macho
Caldas - Manizales, Jardin Botanico U. Manizales  CD 5297 N 05°03°23.6"" - W 75°29°40.4"" Macho
Caldas - Manizales, Parque Bosque Popular CD 5286 N 05°02°14.5"" - W 75°28°48.1"" Hembra
Caldas - Manizales, Parque Bosque Popular CD 5259 N 05°02°14.5"" - W 75°28°48.1"" Macho
Caldas - Manizales, Parque Bosque Popular CD 5273 N 05°02°14.5"" - W 75°28°48.1" Hembra
Caldas - Manizales, Termales del Otofio CD 5608 N 05°00°33.17" - W 75°26°17.9" Juvenil
Caldas - Manizales, Termales del Otofio CD 5272 N 05°00°33.1"" - W 75°26°17.9"" Macho
Caldas - Manizales, Rio Guacaica CD 5262 N 05°08°11.9"" - W 75°29'44.1"" Macho
Caldas - Manizales, Rio Guacaica CD 5298 N 05°08°11.97 - W 75°29°44.1"" Macho
Caldas - Manizales, Rio Guacaica CD 5267 N 05°08°11.9"" - W 75°29'44.1"" Macho
Quindio - Jardin Botanico, Universidad CD 5295 N 04°33712.8"" - W 75°39'42.3" Macho
Quindio - Jardin Botanico, Universidad CD 5278 N 04°33712.8"" - W 75°39°42.3"" Macho
Quindio - Filandia CD 5388 N 04°40°13.5"" - W 75°39°43.8"" Macho

Quindio - Filandia CD 5276 N 04°40713.5"" - W 75°39°43.8"" Macho
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Quindio - Filandia CD 5289 N 04°40°13.5"" - W 75°39°43.8"" Hembra

Quindio - Filandia CD 5288 N 04°40713.5"" - W 75°39°43.8" Hembra

Quindio - Filandia CD 5263 N 04°40°13.5"" - W 75°39°43.8"" Hembra

Quindio - Filandia CD 5279 N 04°40°13.5"" - W 75°39°43.8"" Hembra

Quindio - Filandia CD 5266 N 04°40713.5"" - W 75°39°43.8" Macho

Antioquia - Ituango, Finca San Juan de Rodas CD 5366 N 7°8718.24"" - W 75°41°36.45""  Hembra

Antioquia - [tuango, Finca San Juan de Rodas CD 5367 N 7°8718.24"" - W 75°41736.45"" Macho

Antioquia - [tuango, Finca San Juan de Rodas CD 5368 N 7°8718.24"" - W 75°41'36.45""  Hembra

Antioquia - [tuango, Finca San Juan de Rodas CD 5381 N 7°8718.24"" - W 75°41'36.45"" Macho

Antioquia - [tuango, Finca San Juan de Rodas CD 5369 N 7°8718.24"" - W 75°41'36.45"" Macho

Antioquia - [tuango, Finca San Juan de Rodas CD 5370 N 7°8718.24"" - W 75°41'36.45"" Macho

Antioquia - Cerca pueblp Ituango Finca La CD 5609 NO07°9'5831 - W 75%5'1.25"  Juvenil
mandarina

Antioquia - Cerca pueblp Ituango Finca La CD 5371 N07°9'5831" - W 75°45'1.25""  Hembra
mandarina

Antioquia - Cerca pueblp Ituango Finca La CD 5610 N 07°9758 31" - W 75°45°1 25" Juvenil
mandarina

Narifio - Chachagiii CD 5384 N 1°23°091°" - W 77°17°11.32"" Hembra

Nariflo - Chachagiii CD 5385 N 1°23°0.91"" - W 77°17°11.32" Macho

Narifio - Chachagiii CD 5386 N 1°23°0.91"" - W 77°17°11.32"" Macho

Narifio - Chachagiii CD 5387 N 1°23°091°" - W 77°17°11.32"" Macho
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