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RESUMEN

La bioacustica, la filogenética y la morfologia son consideradas herramientas Utiles para resolver hipdtesis de
delimitacion de especies, debido al amplio conjunto de caracteres informativos que estas fuentes de evidencia
proveen. Pristimantis es un género con una gran cantidad de especies morfoldgicamente cripticas que se
estan descubriendo gracias al uso de varias lineas de evidencia. Aqui integramos evidencia bioacustica,
molecular y morfométrica para evaluar y delimitar la especie Pristimantis paisa, una rana de lluvia de
alta montafia con una taxonomia confusa y posicion filogenética desconocida en la actualidad. Los
analisis revelaron un escenario mas diverso de lo previamente sospechado y con ello la existencia de
cinco entidades evolutivas morfolégicamente cripticas que han sido tratadas bajo el nombre de P. paisa.
y que fueron corroboradas por evidencia acustica y cuatro de ellas por inferencia genética y filogenética.
Ademas, pudimos establecer a partir de nuestra estructura filogenética a cual de los clados pertenece P.
paisa ya que obtuvimos informacion de la localidad tipo. Los caracteres méas efectivos para discriminar
entre estas entidades fueron los cantos de anuncio y las secuencias de ADN, tanto que las diferencias
morfométricas y morfoldgicas no fueron tan decisivas. Se proporciona por primera vez la descripcion
del canto de anuncio de P. paisa, la primera hipétesis formal de la posicion filogenética y relaciones
filogenéticas de la especie y herramientas practicas para el reconocimiento de los diferentes patrones
morfoldgicos que presenta la especie en contraste a la pobre informacién morfoldgica proporcionada en
su descripcion original. Nuestros resultados sugieren que la riqueza de especies de Pristimantis en los
Andes se encuentra subestimada y resaltan la importancia de integrar diferentes lineas de evidencia para
resolver problemas taxonémicos en linajes cripticos dentro de un grupo de ranas altamente diverso y

taxondémicamente complejo.

Palabras clave: Pristimantis paisa, analisis integrativo, canto de anuncio, patrones morfolégicos,

relaciones filogenéticas.



INTRODUCCION

La diversidad criptica es definida como la asignacion de dos 0 mas especies distintas bajo un mismo
nombre (Bickford et al. 2006), es decir, que han sido identificadas como una Unica especie. Estas
constituyen un importante desafio taxondémico debido aque, en la mayoria de los casos, se subestima la
real diversidad de especies y el nimero de entidades contenidas bajo su taxonomia. Para facilitar la
deteccidn de estas especies, en la actualidad, se emplean diferentes herramientas cientificas, tales como
la bioacustica y la genética (Padial et al. 2010; Katz et al. 2015) adicional a la morfologia tradicional,
que constituyen criterios operacionales para la delimitacion de entidades evolutivas independientes.

La bioacustica, disciplina que evalia los sonidos de la naturaleza, se constituye en una
herramienta til para estudios taxondmicos (Padial et al. 2008; Kdéhler et al. 2017) ya que los caracteres
fenotipicos obtenidos de estos son frecuentemente evidencia cualitativa y cuantitativa, en particular en
anfibios anuros, los cuales en su mayoria emiten sonidos o vocalizaciones. En ese sentido, las
vocalizaciones han sido utilizadas para establecer limites de especies (Kohler y Lotters, 1999; Kohler,
2000; Reichle et al. 2001; Kohler et al. 2017; Hepp y Pombal, 2019) al considerarse mecanismos de
aislamiento precigético (Duellman y Pyles, 1983), por lo que andlisis comparativos de estos atributos
pueden contribuir al entendimiento de la complejidad de anuros cripticos (Heyer et al. 1996; Wycherley
et al. 2002; Angulo et al. 2003; Gergus et al. 2004; Padial et al. 2008; Glaw et al. 2010).

En afos recientes, la evaluacion de la diversidad genética entre especies, ha cobrado interés para
valorar la magnitud de la variabilidad y el impacto en la comprension de los limites de especies en anuros
(Vences et al. 2005a; Vences et al. 2005b; Fouquet et al. 2007; Rivera-Correa y Daza 2016; Rivera-
Correa et al. 2017; Ron et al. 2018) y ha sido empleada en analisis integradores Utiles en la identificacion
de especies cripticas (Fouquet et al. 2016; Peloso et al. 2018). Sumado a esto, para algunas especies
existen limitaciones operacionales de distincion morfoldgica entre especies, por carencia de atributos

distintivos discretos, lo cual no siempre es proporcional a su diferenciacion genética (e.g., Chek et al.



2001). En tales casos, la morfologia debe ser valorada en conjunto con otras fuentes de evidencia para el
reconocimiento de entidades distintas.

Pristimantis (Jiménez de la Espada, 1870) es el género de anuros con mayor diversidad en el
Neotrdpico (ver AmphibiaWeb 2021; Frost, 2021). Actualmente se reconocen 569 especies, cerca del
85%, se encuentra en los ecosistemas andinos (Frost, 2021) y de las cuales 230 especies se distribuyen
en Colombia (Acosta-Galvis, 2021). A pesar de esfuerzos histéricos en el conocimiento del género (e.g.
Lynch y Duellman 1997; Duellman y Lehr, 2009), este aun continta siendo ampliamente documentado
a nivel taxonomico (Hedges et al. 2008; Padial et al. 2008; Padial y De la Riva, 2009), es asi como de
las 1570 especies descritas en la Gltima decada (Amphibiaweb 2021), el 8% pertenece al género
Pristimantis.

A pesar de su gran diversidad, Pristimantis ha sido tradicionalmente un género confuso desde el
punto de vista taxondémico (ver Crawford y Smith 2005; Elmer et al. 2007; Padial y De la Riva, 2009;
Crawford et al. 2010; Garcia et al. 2012; Ortega Andrade et al. 2015). Algunas especies del género
presentan atributos cripticos, es decir, sutiles diferencias morfoldgicas interespecificas, las cuales
dificultan la deteccion de los caracteres diagndsticos y por tanto establecer los limites de las especies
(ver Bickford, 2006; Padial et al. 2010). Sumado a ello, algunos Pristimantis exhiben altos niveles de
polimorfismo intraespecifico (Lynch, 1992; Navarro-Salcedo et al. 2019), complejizando la naturaleza
de la variacién, motivo por el cual, el uso de andlisis morfolégicos como Unica linea de evidencia, en
muchos casos, es limitado.

En esos casos, la implementacién de herramientas y analisis integradores (Dayrat 2005; Padial et
al. 2010), tales como la evaluacién molecular para determinar la posicion filogenética de la especies y la
magnitud de la variacion genética y/o los analisis bioacusticos, son cada vez mas frecuentes (e.g.,

Crawford y Smith, 2005; Elmer y Cannatella, 2008; Padial et al. 2008; Brown et al. 2009; Ron et al.



2018; Rivera-Correa y Daza, 2020), y han contribuido a evaluar la taxonomia en complejos de especies
0 especies cripticas (Camargo et al. 2006; Funk et al. 2011).

Pristimantis paisa (Lynch y Ardila-Robayo, 1999; Fig. 1) es una especie endémica de Colombia
con una distribucién restringida al norte de la cordillera Central en el departamento de Antioquia, en
altitudes que van desde los 1800 hasta los 3100 m.s.n.m. (Palacio et al. 2006; Frost, 2020). Esta especie
fue descrita a partir de 18 ejemplares provenientes de cuatro localidades: Cerro Padre Amaya, municipio
de Medellin; Serrania Las Baldias, municipio de Bello; Alto de San Miguel, municipio de Caldas y
Veredas San Francisco y La Sirigua, municipio de Sonsén. La descripcion de la especie es ajustada a las
usuales descripciones en el género, pero presentd algunas limitaciones por ejemplo: (1) La diagnosis
resulto de la combinacion de 14 estados de caracter, pero sin un atributo morfoldgico diagndstico Unico
claramente diferenciable de las otras especies congenéricas; (2) la descripcion no presentd una diagnosis
comparativa con especies hipotéticamente emparentadas, excepto por la presentacion de un tabla de
medidas morfométricas y (3) la Unica fuente de evidencia descriptiva, como fue la tradicién en el
momento de la descripcion, fue la morfologia (Fig. 1). Estos factores, en parte, han conducido a que
muchos individuos del género Pristimantis colectados en tierras altas de la cordillera Central en
Antioquia, que se ajusten a los atributos descritos de la publicacion original sean asignadas a esta especie
(ver base de datosdel Museo de Herpetologia de la Universidad de Antioquia, MHUA) generando en

muchos casos incertidumbre taxondmica.




Figura 1. Representacion morfolégica de Pristimantis paisa propuesta en la descripcion original de la especie A) Vista dorsal

de la cabeza.B) Vista palmardela mano.C) Vista ventralde la pata y eltarso. Modificado de Lynch y Ardila-Robayo (1999).

Adicionalmente, la posicion taxonomica de Pristimantis paisa ha sido relativamente inestable,
siendo posicionada entre diferentes agrupaciones al interior del género; Lynch y Ardila-Robayo (1999)
asignaron a P. paisa dentro del complejo P. taeniatus, a pesar de que este complejo no fue formalmente
definido. Posteriormente, Hedges et al. (2008) la asignan al grupo de especies P. frater sin incluirla en
los analisis filogenéticos, mientras que Pinto et al. (2012) proponen a P. paisa como especie hermana de
P. erythropleura con base en evidencia molecular a partir de los voucher: MHUA 4811 (ACJ 1344) y
ANDES 0466 (EMM 247). Siguiendo estos resultados, Padial et al (2014) la asignan al grupo P. ridens
sin comentarios adicionales. Posteriormente, los voucher usados por Pinto et al. (2012) fueron
identificados y reasignados a P. penelopus (Restrepo et al. 2017). Por lo tanto P. paisa nunca ha sido
formalmente incluida en un analisis filogenético, indicando que su actual posicion filogenética al interior
del género Pristimantis aln es desconocida.

Teniendo en cuenta lo anterior, atributos de la historia evolutiva de P. paisa, ampliamente
importantes en la comprension de las diferencias intra e interespecificas, como las vocalizaciones,
morfometria y diversidad genética, no han sido evaluados ni descritos para la especie. Por lo tanto,
documentar estos atributos evolutivos en diferentes poblaciones donde se ha sugerido la presencia de P.
paisa permitiran obtener informacion solida para comprender la taxonomia de este linaje. Dadoesto, esta
investigacion se traz6 como objetivo integrar evidencia acustica, morfométrica y filogenética en P. paisa

para establecer el nivel de variacion y su delimitacion taxondmica.



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Los sitios de muestreo evaluados en este estudio comprenden ocho municipios donde la especie ha sido
registrada previamente en las subregiones Norte, Oriente y Valle de Aburrd, Antioquia, Colombia (base
de datos MHUA; Fig. 2, Tabla 1): Medellin (Localidad tipo, Subregién Valle de Aburra), El Retiro,
Rionegro, El Carmen de Viboral, La Uniény Sonson (Subregion Oriente), SantaRosa de Ososy Valdivia
(Subregion Norte). Registramos las localidades, coordenadas y elevaciones utilizando un GPS Garmin
60Cx, georreferencias validadas en GoogleEarth. Se colectaron 66 individuos y fueron sacrificados con
lidocaina al 2%, fijados en etanol al 80% y almacenados en etanol al 70%. Antes de la fijacion, se extrajo
tejido de las extremidades posteriores de algunas muestras y se conservaron en etanol al 95% para los

estudios genéticos.
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Figura 2. Mapa delarea de estudio que indica la posicion geografica delas 11 localidadesde Pristimantis paisa muestreadas
en las subregiones Norte, Valle de Aburrd y Oriente del departamento de Antioquia, en el norte de la Cordillera Central de

Colombia. Fotografias: MRC.



Analisis acustico

Las grabaciones se realizaron con dos grabadoras digitales, TASCAM DR-40y TASCAM DR-22WL,
esta Ultima unida a un micréfono unidireccional SENNHEISER MEG66/K6 con una frecuencia de
muestreo de44.1 kHz y 16 bits de resolucion. Se colectd y analiz6 un total de 566 cantos correspondientes
a 48 individuos (25 especimenes colectados) registrados en 11 localidades. Las variables espectrales y
temporales de los cantos se calcularon en el software Raven Prol.6 (Bioacoustics Research Program,
2014). Los espectrogramas fueron construidos con una ventana de Hann al 90% de sobrelapamiento 256
puntos de resolucion para la transformacion rapida de Fourier (FFT). Se midieron los siguientes
parametros acusticos, siguiendo recomendaciones de Kohler et al. (2017): (1) duracion del canto (s), (2)
frecuencia dominante (kHz), (3) nimero de notas (n notas/ canto), (4) frecuencia de cada nota (kHz), (5)
namero de armoénicos (n arménicos / nota), (6) frecuencia de cada arménico (kHz), (7) intervalo entre
notas (s), (8) ancho de banda (BW 90%), (9) tasa de canto (n cantos / min) y finalmente, (10) frecuencia
5% (kHz) y (11) frecuencia 95% (kHz), que incluyen la frecuencia més baja y la frecuencia mas alta,
ignorando 5% por encima y por debajo de la banda de frecuencia formada por la distribucién de energia.
Los espectrogramas y oscilogramas se generaron utilizando el paquete Seewave v 2.1.3 (Sueur et al.
2019) en la version R 3.6.0 (R Core Team, 2019) Los valores son representados como media + desviacion

estandar seguido del rango (minimo-méximo).

Analisis Morfométrico

Se midieron 50 individuos machos y 16 hembras delas 11 localidades, que fueron colectados y asignados
temporalmente bajo el nimero de campo (MRC; Mauricio Rivera-Correa) y serdn depositados
posteriormente en la coleccion del Museo de Herpetologia de la Universidad de Antioquia (MHUA). Los
caracteres diagndsticos de la especie se basaron en la descripcion realizada por Lynch y Ardila-Robayo
(1999) y se midieron 18 variables morfométricas seleccionadas siguiendo a Rivera-Correa y Daza (2016),

haciendo uso de un calibrador digital Mitutoyo CD-6"’CSX. Estas medidas corresponden a: (1) longitud

8



rostro-cloaca (LRC); (2) ancho de la cabeza (AC); (3) longitud de la cabeza (LC); (4) didmetro del ojo
(DO); (5) distancia ojo-narina (DON); (6) distancia narina-rostro (DNR); (7) distancia internarinal
(DIN); (8) distancia interocular (DIO); (9) didmetro del timpano (DT); (10) longitud del antebrazo
(LAB); (11) ancho del antebrazo (AAB); (12) longitud de la mano (LM); (13) longitud del fémur/muslo
(LFM); (14) longitud de la tibia (LT); (15) longitud del tarso (LTA); (16) longitud de la pata (LP); (17)

ancho del disco del dedo I11 de lamano (ADII1); (18) ancho del disco del dedo IV del pie (ADIV).

Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas univariadas tanto para las variables acuUsticas como para las variables
morfométricas, en las que se evalud la homogeneidad de varianzas y se aplic6 un ANOVA de una via,
con el fin de probar diferencias significativas entre poblaciones, seguido de la prueba post hoc HSD
Tukey, que permitiera determinar cuales poblaciones diferian significativamente para cada uno de los
parametros acusticos y medidas morfométricas analizadas. Posteriormente, se realizaron pruebas
multivariadas para determinar si los parametros acusticos y medidas morfométricas podrian usarse
potencialmente para discriminar entre poblaciones (Simdes et al. 2008; Padial y De La Riva, 2009;
Gambale et al. 2014), reduciendo la dimensionalidad de los valores medios de los 11 parametros
acusticos y 18 morfométricos, mediante un Analisis de Componentes Principales (ACP). Posteriormente
se incluyeron los puntajes generados para cada factor como variables independientes para un andlisis de
funcién discriminante (AFD), eliminando posibles autocorrelaciones entre las variables. Todos los

analisis estadisticos se realizaron con el software R version 3.6.0 (R Core Team 2019).

Laboratorio molecular
Se evaluaron dos fragmentos de genes mitocondriales (COIl y 16S) de 45 especimenes, 41 de ellos
pertenecientes a priori a Pristimantis paisa. El ADN genémico total fue extraido de tejidos conservados

en etanol utilizando el kit de purificacion de ADN gendmico GeneJET (Thermo Fisher Scientific, Inc.).



Se amplificé un fragmento del gen ribosdémico 16S usando los cebadores 16SCL-16SDH (Santos et al.
2003) y un fragmento de la subunidad I de la Citocromo Oxidasa usando los cebadores dgLCOy dgHCO
(Folmer et al. 1994). Se enviaron los productos de PCR purificados a Macrogen (Macrogen, Inc., Corea)
para su secuenciacion. Se verificaron y editaron los cromatogramas manualmente usando Geneious 9.1.8

(creado por Biomatters y disponible en http://www.geneious.com).

Analisis filogenético

Se usaron algunas de las terminales empleadas por Rivera-Correa y Daza (2020) para construir el
conjunto de datos moleculares, agregando representantes filogenéticamente cercanos a Pristimantis
paisa segun los resultados preliminares al realizar un alineamiento por similitud usando BLAST (Tabla
S4). Lamatriz incluyd 132 terminales que representan 40 especies nominales dentro de Pristimantis y se
empeld Craugastor metriosistus como grupo externo (Apéndice 1). El conjunto de datos completo
incluyo 1476 pares de bases alineadas: 846 pb de 16Sy 630 de COI, utilizando el método G-INS-i en
MAFFT v7 (Katoh y Standley 2013). Se establecieron cuatro particiones (16S, COIposl, COlpos2,
COlpos3)y se infirio el mejor esquema de particion y modelo de evolucion para cada particion utilizando
ModelFinder bajo el criterio BIC (Kalyaanamoorthy et al. 2017), los cuales fueron, 16S: TIM2 + F + R6,
COlposl: TIM3e + G4, COlpos2: TPM3 + F + R2'y COlpos3: TPM3 + F + R2. El arbol filogenético se
infirid usando maxima verosimilitud en IQTREE (Nguyen et al. 2015) y los soportes de las ramas se
estimaron a partir de 10000 pseudo-replicas utilizando el enfoque ultrarrapido Bootstrap (Hoang et al.

2018).

Distancia genética

Se calcularon las distancias genéticas (DG) sin corregir entre Pristimantis paisa y las especies méas
estrechamente relacionadas de acuerdo a la inferencia filogenética utilizando el software MEGA 7

(Tamura et al. 2013), a partir de la comparacion de 630 pb del marcador COIl que tuvo mayor
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disponibilidad en el conjunto de datos. Para las distancias genéticas significativas entre linajes, en caso
de monofilia reciproca se considero un umbral de 7,5% para COI (Lyra et al. 2017), para una eventual
asignacion a especies candidatas.

Consideraciones eticas

Este proyecto contd con la aprobacion del Comité de Etica de Experimentacion Animal (CEEA) y se
ajusto a la regulacion normativa de recoleccion y almacenamiento de especimenes de especies silvestres
con fines de investigacion cientifica, amparado en los decretos de 1375 y 1376 del 27 de junio de 2013
y expedidos por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. Adicionalmente todo el material fue
depositado en el Museo de Herpetologia Universidad de Antioquia, coleccion de referencia avalado por

el Instituto Humboldt con el cddigo 080.

RESULTADOS

Analisis acustico

En términos generales, los cantos de cada poblacion evaluada consistieron en cantos de series tonales,
constituidos por 4 a 29 notas en promedio. Algunas poblaciones registraron una, dosy tres notas. Sin
embargo, el andlisis de varianza (ANOVA) mostro que existen diferencias significativas entre los cantos
de las poblaciones, para cada una de las variables temporales y espectrales (Tabla 2, Fig. 4A-D), las
cuales permitieron discriminar entre las vocalizaciones e identificar cinco tipos de cantos diferentes (Fig.
3A-E). Laprueba post hoc de Tuckey HSD establecié diferencias en cadauno de los atributos evaluados,
que permitié determinar la notable diferencia entre las variables analizadas para cada uno de los tipos de

canto (Tabla S2). Los cinco tipos de canto son descritos a continuacion:

11
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Figura 3. Representacion de los cinco tipos de canto de anuncio caracterizados en las diferentes poblaciones analizadas de

Amplitud

Pristimantis paisa. A) Cantotipo 1 (MRC1779,LRC 20.08 mm, color verde claro). B) Cantotipo 2 (MRC1777, LRC 19.37
mm, color azul). C) Canto tipo 3 (MRC1240,LRC 16.28 mm, color rojo). D) Cantotipo4 (MRC1851,LRC 18.26 mm,color

naranja). D) Cantotipo 5 (MRC1961, LRC 21.06 mm, color verde oscuro). F) Espectros de podersuperpuestos de los cinco

tipos de canto.

Canto tipo 1: Se analiz6é un total de 113 cantos correspondientes a 16 individuos provenientes de cuatro
de las poblaciones estudiadas (Vereda La Frisola, Medellin; Vereda La Madera, EI Carmen de Viboral,
Vereda La Cabafia, La Union; Vereda Roblalito, Sonsén; Fig. 2). El canto consistié en una serie tonal
que comprende de 8 a 15 notas cortas (Fig. 3A) que podian llegar a presentar hasta cuatro bandas
armonicas cada una (Tabla 2). La duracién del canto fue de 4,039 + 0,470 (3,504-4,982) s, siendo el
canto con mayor duracién de los cinco tipos, con notas de 0,007 £ 0,001 (0,005-0,010) s, separadas por

intervalos silenciosos de 0,380 + 0,073 (0,280-0,499) s. La frecuencia dominante del canto fue de 2,886
12



+ 0,168 (2,347-3,087) kHz sin modulacién aparente. El espectro de poder muestra varios picos, estando
el punto de mayor energia del canto cerca a los 3 kHz (Fig. 3F). En términos cualitativos, la amplitud de
cada nota tiene un incremento al inicio, el cual disminuye abruptamente hasta terminar en un pequefio

pico (Fig. 3A).

Historia natural: Seencontraron individuos vocalizando a una altura media del suelo de 0,2 a1 msobre
las ramas y hojas de helecho, pastos y vegetacion arbustiva baja cercana a bordes de camino y areas
abiertas con alto grado de intervencion antrdpica, principalmente para uso agricola y servidumbres. Dos
de las poblaciones en las que registramos este tipo de canto fueron simpatricas con otro tipo de canto
diferente, una de ellas fue en la vereda La Madera (EI Carmen de Viboral; Fig. 2), en la que se registrd
junto con individuos con canto tipo 2, ambas poblaciones acusticas con un pico de actividad compartido
entre las 17:00 y las 19:00 horas. La otra poblacion simpatrica fue en la vereda La Cabafia (La Union;
Fig. 2), en la que también se encontraron individuos con canto tipo 3, en este caso, con una reparticion
de la actividad acustica marcada, en la que los individuos con canto tipo 1 iniciaban su actividad por un
periodo de tiempo de 2 horas, inmediatamente después de que los individuos con canto tipo 3 cesaran

sus vocalizaciones (15 min después, aprox), alrededor de las 19:00 horas.

Canto tipo 2: La descripcion se realizd a partir de 164 cantos correspondientes a 13 individuos
provenientes de cuatro de las poblaciones (Veredas EI Carmin y Galicia, Rionegro; Veredas La Madera
y LaRivera, EI Carmen de Viboral; Fig. 2). Este canto comprende de una serie de 5 a 23 notas (Fig. 3B),
cada una de ellas con una duracion media de 0,020 + 0,005 (0,012-0,028) s, separadas por intervalos
silenciosos de 0,056 + 0,008 (0,048-0,074) s y cada nota podia presentar un total de hasta cuatro bandas
armonicas (Tabla 2). La duracién del canto fue de 0,602 + 0,269 (0,362-1,358) s con una frecuencia

dominante de 2,360 + 0,042 (2,279-2,412) kHz (Fig. 3F). Adicionalmente, la amplitud de la nota
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incrementa moderadamente hacia la mitad de su duracion y luego disminuye de manera similar hasta su

finalizacion, adoptando una forma ovalada vertical (Fig. 3B).

Historia natural: Fueron registrados individuos vocalizando entre 0 y 0,6 m del suelo, sobre hojarasca
y vegetacion baja que crece principalmente en barrancos empinados al borde de caminos y carreteras, y
en areas con alto grado de transformacion como jardines y “cercos vivos”, con un periodo de actividad
acustica que tiene su pico entre las 17:00 y las 19:00 horas. Una de las poblaciones fue simpatrica con
individuos de canto tipo 1 (Vereda La Madera, EI Carmen de Viboral; Fig. 3C), con los que compartian

el mismo periodo de actividad y un uso de habitat similar.

Canto tipo 3: Se analiz6 un total de 75 cantos correspondientes a 5 individuos provenientes de dos de
las poblaciones (Vereda Guanacas, Santa Rosa de Osos; Vereda La Cabafia, La Unidn; Fig. 2). El canto
tuvo una duracién media de 0,590 * 0,113 (0,475-0,719) s con una frecuencia dominante de 3,095 +
0,104 (2,934-3,190) kHz (Fig. 3F) y consistio en una serie tonal de 3a 5 notas (Fig. 3C), siendo el canto
con nimero de notas mas conservado entre los cinco tipos. Cada nota presenté una duracion media de
0,068 + 0,009 (0,060-0,081) s, separadas por intervalos silenciosos de 0,080 + 0,014 (0,072-0,104) s,
presentando hasta cuatro bandas armdnicas por notay siendo las més largas en comparacién a la duracion
de las notas de los demas tipos de canto (Tabla 2). Las notas presentan modulacion en la frecuencia, que
es menor al inicio e incrementa hacia el final de manera homogénea. La amplitud de la primera nota
incrementa abruptamente al inicio y luego disminuye lentamente hacia el final, tomando una forma de
campana, mientras que la de las demas notas incrementa de forma convexa y disminuye gradualmente

hacia el final tomando una forma ovada horizontal.

Historia natural: Los individuos con este tipo de canto vocalizaban en alturas de 0,2 y 1 m del suelo, al
interior de vegetacién arbustiva baja bastante enmarafiada, caracteristica de terrenos en sucesion o estado
de “rastrojo” cercana a bosques secundarios en recuperacion o con algin grado de intervencion. Una de
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sus poblaciones fue simpatrica con individuos de canto tipo 1 (Vereda La Cabafa, La Unién; Fig. 2),
mostrando una actividad acustica previa a la actividad de los individuos con canto tipo 1. No se

registraron individuos con los dos tipos de canto vocalizando durante el mismo periodo de tiempo.

Canto tipo 4: Fueron analizados 115 cantos correspondientes a 12 individuos provenientes de una de las
poblaciones (Vereda San Fermin, Valdivia; Fig. 2). Este canto tuvo una duracion de 0,558 + 0,424
(0,206-1,727) s, con una frecuencia dominante de 3,587 + 0,084 (3,402-3,695) kHz y consistié en una
serie tonal de 2 a 29 notas (Fig. 3D), siendo el tipo de canto con mayor nimero de notas registrado en un
solo canto (Tabla 2) y el canto con la frecuencia mas alta (Fig. 3F). Cada nota presentd una duracion
media de 0,014 + 0,002 (0,009-0,019) s, separadas por intervalos silenciosos de 0,100 + 0,013 (0,081—
0,119) sy podia llegar a tener hasta cuatro bandas arménicas por nota (Tabla 2). En términos cualitativos,
cada nota presenta una leve modulacién de frecuencia, que es mayor al inicio y disminuye brevemente
hacia el final de esta y la amplitud de cada nota presenta un aumento repentino al inicio y disminuye

homogéneamente a manera de triangulo (Fig. 3D).

Historia natural: Los individuos registrados vocalizaban entre 2 y 5 m del suelo, sobre vegetacion
arbustiva alta o ramas de arboles cubiertas de musgo, Unicamente en el borde de bosques secundarios
maduros, con un pico de actividad entre las 17:00 y las 19:00 horas. Esta poblacion fue simpatrica con

individuos de canto tipo 5 (Fig. 2), pero su uso de hébitat fue diferente y no se compartia.

Canto tipo 5: Se analizaron 99 cantos correspondientes a 2 individuos provenientes de una de las
poblaciones (Vereda San Fermin, Valdivia; Fig. 2). El canto consistio en una serie de 1 a 11 notas (Fig.
3E), siendo 4 notas las mas frecuentes, sin embargo, se registrdé una sola nota por canto en dos ocasiones
(Tabla 2), Cada nota presenté una duracion media de 0,005 + 0,0001 (0,005-0,006) s, separadas por
intervalos silenciosos de 0,206 + 0,032 (0,183-0,229) s y podian presentar un total de hasta ocho bandas
armonicas por nota (Tabla 2), siendo el tipo de canto con mayor nimero de armonicos de los cinco tipos.
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La duracién del canto fue de 0,673 + 0,328 (0,441-0,904) s, con una frecuencia dominante de 2,399 +
0,012 (2,391-2,407) kHz sin modulacion aparente (Fig. 3E) y con varios picos de energia, estando el
punto de mayor energia cerca de los 2,5 kHz (Fig. 3F). Laamplitud de la onda incrementa abruptamente

al inicio y disminuye rapidamente hacia el final formando un pequefio pico (Fig. 3E).

Historia natural: Se encontraron individuos con actividad acustica entre las 17:00 y las 19:00 horas,
con machos vocalizando sobre vegetacion baja u hojarasca en el interior de bosque secundario maduro,
entre 0 y 0,5 m del suelo. Esta poblacién fue simpatrica con la poblacién registrada de individuos con
canto tipo 4 (Fig. 2), sin embargo, el uso de habitat es bastante diferente entre estas dos poblaciones, ya
que los individuos con canto tipo 5 utilizan exclusivamente vegetacion de sotobosque baja y solo se
registraron activamente en el interior de bosque, mientras que todos los individuos con canto tipo 4
registrados, se encontraron Unicamente sobre la vegetaciéon de borde de bosque y en alturas que superan

los 2 m del suelo.

Elanalisis de componentes principales (ACP) revela una separacion entre los cinco tipos de canto,
sin ningun tipo de superposicion (Fig. 4E). El primer componente (CP1) explico el 42% de variacion,
mientras que el segundo componente (CP2) explicd un 37,7%. Para el CP1 la duracion del canto, el ancho
de banday la duracion del intervalo entre notas fueron las variables que mas aportaron a la variacion del
andlisis (Tabla 3). En su lugar, las variables de energia, es decir, la frecuencia dominante la frecuencia
minima y la frecuencia maxima fueron las variables que mas aportaron para el segundo componente
(Tabla 3). Finalmente, nuestro analisis de funcion discriminante (AFD) confirmé una separacion

significativa entre los cinco tipos de canto (Fig. 4F) que fue respaldada por una confiabilidad del 100%.

16



Valor p = 2e-16 Valor F =203.3

>

W

Valor p = 2e-16 Valor F =414.8

51 . .re
o | = AN
] -[\. A .'[—; .
z af vt x 34 J
E ] $ ']
2 1 E )
8 3- £
T g 3 '17 f *
© 1 Xy .
o e
5 24 = . 3}.
[ v 2
5 | g 2.6
a1 j\, of Ne H
Aty E— . - £ i ————
C Valor p = 2.66e-11 Valor F =27.73 D Valor p = 3.88e-5 Valor F = 8.542
| o 16 . ‘
- : E .
Fos{ : 3 x\ . |
S A S |
= W a 129 | L i . \.|
= 0
s06{ | . 5 ' I . . | .
e . c \f 1 .
.§ .o|—1 ;; 3 8 ¢ . . A
= . sd e ° A
g 04 g o 2 : -
g L £, i :
=z .
Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo Canto tipo
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
© Cantotipo1
° © | Cantotipo 2
2-<
0% o mcantutl.poa
° © Cantotipo 4
@ ) © [0|Cantotip05
o
°
= 2 w 8
R0 -3 s
~ i W
a £ S ' ®
3 3 ce
[=]
O 14 w 07
o & e ©
°
e o
-21 o cantotipo1 e e @ a°
‘O ‘zantutipui ® & 0%0000 m %
® Cantotipo (o] - -
o] © Cantotipo4 ® 2 g“ &'
- + -5 NS
|® | cantotipos Fmax F; L
-2 0 2 5 0 5 10

0
CP1(42%)

0
FD1 (67.06%)

Figura 4. A-D) Diferencias en variables espectrales y temporales del canto de anuncio de Pristimantis paisa de diferentes
localidades: A) Duracion del canto (DC), B) Frecuencia dominante (FD), C) Ancho de banda (AB)y D) Numero de notas por
canto (NC). E-F) Diferenciacién de los cantosde anuncio de Pristimantis paisa en cinco grupos de acuerdo con las pruebas
multivariadas: E) Andlisis de componentes principales (ACP) y F) Analisis de Factor discriminante (AFD). Agrupacion de
los tipos de canto: Canto tipo 1 (circulo verde claro), Canto tipo 2 (circulo azul), Canto tipo 3 (circulo rojo), Canto tipo 4
(circulo naranja)y Cantotipo 5 (circulo verde oscuro). La clasificacion de las elipses esta soportada porel 100% de confianza

para el agrupamiento.
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Analisis morfométrico

El analisis de varianza (ANOVA) mostrd la existencia de diferencias en los tamafios corporales
correspondientes a los cinco grupos identificados en el andlisis acustico, con una relacién de tamafio
conservada para la mayoria de las 18 estructuras medidas (Tabla 4, Fig. 5A-D). De los cinco grupos
identificados, los individuos con canto de tipo 1 presentaron una mayor longitud rostro-cloaca (LRC),
mientras que los individuos con canto tipo 3 fueron los mas pequefios en su LRC (Fig. 5A). Esta misma
relacion fue conservada para las demas variables, como se puede observar en las longitudes de la mano
(LM) y de la pata (LP) (Fig. 5C-D), pero en cuanto al diametro del ojo (DO), fueron los individuos con

canto de tipo 5 los que presentaron un mayor tamafo para esta estructura (Tabla 4. Fig. 5B).

La prueba post hoc de Tuckey HSD permitié identificar que estas diferencias se daban
principalmente entre los individuos que presentan cantos de tipo 1 y tipo 5, con los individuos de canto
tipo 2, tipo 3y tipo 4 (Tabla S3). Sin embargo, el ACP revel6 una notable superposicion entre todos los
grupos (Fig. 5E), exceptuando los individuos que presentan canto tipo 4, que difieren de los individuos
con canto tipo 1 y tipo 5, siendo el Unico caso en que uno de los grupos no esta superpuesto. Este analisis
es explicado por un 79,4% de variacion, donde el CP1 explico el 72,4% de proporcion de variacion y
mostrd una alta correlacion entre todas las variables (Tabla 5), mientras que el CP 2 explic6 solo el 6,8%
de la variacién. Esta clasificacion fue respaldada por el andlisis de factor discriminante (AFD) basado en
los puntajes del ACP, con una confiabilidad del 100% (Fig. 5F). El resumen de las medidas

morfométricas de los 50 individuos machos medidos se muestra en la Tabla 4.
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Anadlisis morfoldgico

En términos generales, los individuos presentan un tamafio pequefio y dimorfismo sexual marcado en su
longitud rostro-cloaca (LRC), siendo las hembras méas grandes que los machos en todos los casos (Fig.
6A-E), la diferencia de tamafio entre machos y hembras fue mayor para los individuos con canto tipo 3
y tipo 4 (Fig. 6C-D)y las hembras de las poblaciones con canto tipo 1y tipo 5 fueron las que presentaron
un mayor tamarfio (Fig. 6Ay E). La cabeza es mas ancha que larga e igual de ancha que el cuerpo en los
machos (Fig. 7A, B y D-L), mientras que en las hembras es ligeramente mas estrecha que el cuerpo (Fig.
7C). El rostro es subacuminado en vista dorsal (Fig. 7A—L), con presencia de barras labiales que se
extienden desde el labio superior hasta la region inferior del o0jo. Los ojos son de color dorado, mas
oscuro en algunos individuos con canto tipo 4, y con una franja gruesa de color cobrizo rodeando la
pupila, que es horizontal. Todos los machos presentan almohadilla nupcial blanca en el pulgar. La

coloracion del dorso es variada, con tonos que van del café claro y beige, al cafe rojizo y café oscuro.
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Figura 6. Dimorfismo sexual de las diferentes poblacionesacusticas. A-E) Clasificacién de acuerdoa los tipos de canto de

los individuos. F) Amplexus de Pristimantis “paisa” canto tipo 5 (MRC1954, LRC 19,53 mm & y MRC1955, LRC 26,96

mm Q).

Hay una gran diversidad en los patrones de coloracién dorsal, pudiendo encontrarse: (1) patrones
en forma de “W” dirigidos hacia el rostro (Fig. 7A, B, C, E, | y K), (2) franjas dispuestas
longitudinalmente desde el rostro hasta la cloaca (Fig. 7D, Fy H), (3) dorso uniforme con costados mas
claros (Fig. 7G y J) o (4) dorso completamente uniforme (Fig. 7L). Algunos individuos pueden presentar
una linea longitudinal blanca desde la punta del rostro hasta la cloaca (Fig. 7Dy L). De todos los patrones
dorsales encontrados, el patron con forma de “W” es el tinico que se comparte para todos los grupos y es
el Unico exhibido por P. paisa a lo largo de las localidades en las que se encontrd. El patron de lineas
longitudinales fue el segundo mas compartido entre los grupos, exhibido por algunos individuos con
canto de tipo 2, tipo 3 y tipo 4. Por su parte, los individuos con canto de tipo 5 fueron los Gnicos a los
que se pudo asignar un caracter morfologico discreto, ya que presentan 0jos mas grandes en comparacion
a los individuos con canto tipo 1, tipo 2, tipo 3 y tipo 4, con un DO 23% por encima del promedio (Tabla

4, Fig. 73-L).
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Figura 7. Variacion de los patrones de coloracion dorsal de individuos de Pristimantis paisa de las diferentes localidades
evaluadas. A) MRC1779, LRC 20,08 mm &, La Union; B) MRC1833, LRC 20,06 mm &, Medellin (Localidad tipo); C)
MRC1549, LRC 26,46 mm @, El Carmen de Viboral; D) MRC1551,LRC 17,57 mm &, El Carmen de Viboral; E) MRC1778,
LRC 17,05 mm &, La Unién; F) MRC1785,LRC 14,79 mm &, La Unién; G) MRC1240,LRC 16,28 mm ¢, Santa Rosa de
Osos; H) MRC1941,LRC 16,13 mm &, Valdivia; I) MRC 1937,LRC 16,91 mm &, Valdivia; J) MRC1940,LRC 19,73 mm
4, Valdivia; K) MRC1946,LRC 17,95 mm &, L) MRC1950,LRC 16,99 mm J&. El cédigo de color refiere al tipo de canto
que presenta cada individuo: Colorverde claro (canto tipo 1). Color azul(canto tipo 2), color rojo (canto tipo 3), color naranja

(cantotipo 4) y color verde oscuro (canto tipo 5).
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Anadlisis filogenético

El analisis incorpordé 770 caracteres moleculares invariantes (= 56,2% de todos los sitios) y 611
posiciones informativas (= 44,7% de todos los sitios). El arbol de maxima verosimilitud (-InL = -
16533,67, AlCc = 33593,3) recuperd un alto soporte en la mayoria de las ramas (Fig. 8A). La topologia
inferida mas dptima recuperd a Pristimantis paisa [sensu lato] polifilético formando al menos cuatro
clados congruentes con los tipos de canto (la poblacién asignada al canto tipo 4 no fue incluida en el
andlisis filogenético por carecer de secuencias moleculares a la fecha). Los resultados recuperaron solo
dos clados estrechamente relacionados entre si con maximo soporte. El clado asignado a P. paisa [sensu
stricto] (canto tipo 1) se recupero relacionado a un clado conformado por P. juanchoi, P. palmeri, P.
paisa (canto tipo 5) y P. cf. helvolus. Mientras que P. paisa (canto tipo 2) y P. paisa (canto tipo 3) fueron
recuperadas como clados hermanos de un clado conformado por P. zophus, P. tochus y P. aff. zophus.
Las distancias geneticas no corregidas para el marcador COI en Pristimantis paisa fueron
relativamente altas (Tabla S4). Entre los clados recuperados, las distancias mas bajas se evidenciaron
entre P. paisa con cantos tipo 2 y canto tipo 3, con rangos entre 8,9 y 10,2%, por el contrario, las
diversidades genéticas mas altas fueron entre P. paisa canto tipo 1 y canto tipo 5 con distancias entre
17,2y 17,7% (Fig. 8B, Tabla S4). Mientras que al interior de P. paisa [sensu stricto] (canto tipo 1) el
rango de distancia fue de 0,0 y 0,7% (16 individuos), para el clado con canto tipo 2 el rango fuede 0,0 y
1,5% (11 individuos), para el clado con canto tipo 3 las distancias tuvieron un rango entre 0,0 y 0,6% (8
individuos), y finalmente para el clado con canto tipo 5 los haplotipos no mostraron diferencias entre los

individuos analizados (3 individuos).
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Figura 8. A) Arbol de méaxima verosimilitud (-InL = -16533,67) que representa las relaciones evolutivas dentro de
Pristimantis inferidas de un andlisis utilizando 1476 sitios, cuatro regiones genomicasy 132 terminales. EI arbolcompleto se
muestra en el apéndice 1. B) Distancias genéticas no corregidas entre las cuatro entidadesde Pristimantis paisa incluidas en
el analisis filogenético. La distancia genética esta dada en porcentajey basada en 630 sitios alineados de COIl. El cédigo de
color refiere altipo de canto que presenta cada individuo. Lossoportes de las ramas se muestran a partirde valores superiores

a90% vy los asteriscos representan valores de soporte del 100%.

DISCUSION

El género Pristimantis, con frecuencia, exhibe altos niveles de diversidad criptica (Elmer y Cannatella,
2008; Padial y De la Riva, 2009; Hutter y Guayasamin, 2015; Ortega-Andrade et al. 2015; Pdez y Ron,
2019; Trevisan et al. 2020) lo que probablemente ha llevado a una notable subestimacion de la riqueza
de especies. Tradicionalmente los trabajos taxondmicos sobre el limite de especies suelen estar basad 0s
en diferencias fenotipicas discretas, es decir atributos diagnosticos usualmente no superpuestos entre
individuos. Sin embargo, por las dificultades de encontrar empiricamente uno o mas caracteres
diagnosticos, se ha naturalizado usar al menos 14 estados de caracter como conjunto de informacion
diagndstica; esto ha sido casi una tradicion desde la propuesta formal por Lynch y Duellman (1997). La
fuente de evidencia predominante en ese conjunto de diagnosis para desarrollo de estos trabajos
taxondmicos hasido la morfologia (ver Lynchy Duellman, 1980; Lynch, 1986; Lynch y Duellman, 1997,
Chaparro et al. 2012; Ortega-Andrade y Valencia, 2012; Brito y Almendariz, 2018), como es el caso de
las especies incluidas en el complejo Pristimantis taeniatus agrupacion a la que pertenece P. paisa,
nuestra especie modelo de estudio (ver Lynch y Ardila-Robayo, 1999).

No obstante, recientemente se ha empleado con mayor frecuencia las vocalizaciones en la
delimitacion y descripcion de especies en el género Pristimantis (Arteaga et al. 2013; Padial et al. 2016;
Oliveira et al. 2017; Ospina-Sarria y Angarita-Sierra, 2020; Rivera-Correa y Daza, 2020). Los cantos de
anuncio constituyen una importante herramienta para inferir barreras reproductivas precigéticas (Vences

y Wake, 2007) lo que los constituye, a su vez, en un buen indicador para la identificacion entre especies
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(Padial et al. 2008; Padial y De La Riva 2009) y para la deteccion de diferencias entre ellas. Pristimantis
es el género con mayor diversidad de anuros de Colombia, 230 de las 850 especies pertenecen a este
(Acosta-Galvis, 2021), sin embargo, es uno de los més desconocidos en términos de su canto de anuncio,
a solo 17 especies se les ha descrito formalmente la vocalizacion en el pais, (Rivera-Correa et al. en
prensa). En ese sentido, a la fecha se desconocia el canto de anuncio de Pristimantis paisa y si esta
vocalizacion pudiese presentar variaciones en ordende ser cuantificadas, por lo tanto, nuestros resultados
revelan una diversidad acuUstica mas sorprendente de lo previamente sospechado.

La variacion en el canto deanuncio a nivel intraespecifico se hadocumentadoen algunas especies
del género, principalmente en atributos estructurales como el nimero de notas por canto (Batallas y Brito,
2016; Hutter et al. 2015; Rios-Soto y Ospina-L, 2018), lo cual puede interpretarse como una respuesta
competitiva de los machos a otros individuos conespecificos en defensa del territorio o para aumentar las
posibilidades de atraer hembras (ver Wells, 2007). En nuestro caso, la variacion en el nimero de notas
registrado para cada tipo de canto fue muy similar entre ellos (Tabla S2. Fig. 4D). Sin embargo, la
variacion encontrada en las diferentes poblaciones analizadas de P. paisa no se limita Gnicamente a
atributos estructurales. El analisis de componentes principales indicé que dentro de las variables que mas
aportan a la variacion estan la duracion del cantoy la frecuencia dominante, dos atributos acusticos muy
relevantes y ampliamente utilizados en taxonomia de anuros (Kohler et al. 2017), siendo la frecuencia
dominante, en particular, un factor importante para el reconocimiento y la identificacién de especies
(Gerhardt, 1991; Gerhardt y Huber, 2002), lo que podria estar sugiriendo procesos de especiacion, mas
que a polimorfismo interpoblacional.

De los cinco tipos de canto encontrados en este estudio, el canto tipo 1 corresponde realmente a
Pristimantis paisa, ya que es el tipo de canto emitido por los individuos registrados en la localidad tipo
de la especie y donde sucesivos muestreos en diferentes épocas del afio no revelaron simpatria con otra

poblacion acustica. De acuerdo con nuestras comparaciones, este tipo de canto fue el de mayor duracion
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(Fig. 4A), diferenciandosea las restantes poblaciones acusticas (Tabla S2). La prueba post hoc de Tuckey
indico que ninguno de los tipos de cantos presenta similitudes en la frecuencia dominante, exceptuando
los cantos tipo 2 y tipo 5, quienes no mostraron diferencias significativas para esta variable (Tabla S2,
Fig. 4B). Dado que las diferencias entre poblaciones y/o especies en caracteres como la frecuencia
dominante pueden ser méas relevantes que las diferencias en caracteres temporales (Castellano &
Giacoma, 1998; Kohler et al. 2017), la frecuencia dominante, en este caso, estaria proporcionando una
fuerte evidencia de divergencia entre las poblaciones de la especie, sugiriendo la existencia de entidades
evolutivas diferentes, al menos desde la perspectiva acustica, resultados opuestos a los datos preliminares
propuestos a nivel morfoldgico, que sugieren que no existen diferencias marcadas entre las poblaciones
de P. paisa.

Se observo gque ninguno de los tipos de canto presenta un marcado patron geogréafico reflejado en
las poblaciones analizadas, ya que se encontraron poblaciones en las que individuos con diferentes tipos
de canto estaban presentes (Fig. 2), como es el caso de las Veredas San Fermin (Valdivia), La Madera
(El Carmen de Viboral) y La Cabafia (La Uni6n), donde ocurren por lo menos dos poblaciones acusticas,
indicando una distribucion simpatrica entre estas entidades. Se ha sugerido que la disimilitud en el canto
depoblaciones simpatricas puede indicar diversificacion de las unidadestaxonémicas (Duellman & Pyles
1983; Bridges & Dorcas 2000; Wells 2007; Toledo et al. 2015), lo que podria sugerir, a su vez, que
presiones selectivas estén promoviendo la divergencia bioacustica evitando un sobrelapamiento en la
emision de la sefal.

Por el contrario, la morfometria fue insuficiente para distinguir entre grupos ya que las
distribuciones de las variables analizadas se superponen notablemente, a pesar de que es posible destacar
algunas caracteristicas entre los tamarios corporales de algunos de los grupos. Algunos autores sugieren
que la variacién en el tamafio corporal puede ser explicada por multiples factores ambientales asociados

a efectos climaticos y geograficos (Angilletta & Dunham, 2003; Ficetola et al., 2010; Valenzuela-
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Sanchez et al., 2015). Pristimantis paisa (canto tipo 1) y los individuos con canto tipo 5 exhiben tamafios
corporales mas grandes y similares entre ellos que con cualquiera de los otros tres tipos de canto (Tabla
4, Fig. 5A-D) y a pesar de que en este trabajo no se evalud la relacion entre variables ambientales y
corporales, probablemente estas diferencias encontradas no se deban a factores ambientales ya que la
distribucién altitudinal y latitudinal es muy similar para todas las poblaciones evaluadas, lo cual podria
indicar que la disimilitud en el tamafio corporal encontrado en estos grupos pueda deberse a un evento
de divergencia producto de la historia evolutiva de las especies. En términos de la morfologia externa,
no fue posible encontrar un atributo morfoldgico diagndstico claramente diferenciable para cada uno de
los grupos, pero se observé una amplia variacion morfoldgica intra e interpoblacional, especialmente en
la coloracion dorsal, como ocurre tipicamente en varias especies del género Pristimantis (Lynch, 1968;
Lynch, 1980; Arteaga et al. 2013; Rivera-Prieto et al. 2014; Hutteret al. 2015). Esta variacion suele estar
relacionada a factores geograficos en los que destaca la presencia de patrones morfoldgicos Unicos, cuya
ocurrencia permite identificar poblaciones especificas de otras poblaciones de la misma especie (Lynch,
1992). Sin embargo, la diversidad de patrones, en nuestro caso, no estaba definida por factores
geograficos, encontrando diferentes individuos con un mismo tipo de canto presentes dentro de una
misma poblacién que exhibian distintos patrones dorsales (i.e. Fig. 7E-F), por lo que esta variacién no

fue suficientemente informativa para discriminar entre grupos.

En ese sentido, las diferencias morfométricas entre las poblaciones acusticas no fueron tan
decisivas como lo fueron las diferencias bioacusticas. Esto es consistente con otros estudios en anuros
con morfologia criptica (Padial et al. 2008; Angulo et al. 2010; Funk et al. 2011), que sugieren que los
caracteres bioacusticos evolucionan més rapido que la morfologia (Funk et al. 2011), por estar expuestos
a mayores presiones selectivas de caracter sexual. Adicionalmente, se ha sugerido que la falta de
diferencias morfoldgicas entre individuos pertenecientes a especies diferentes, en este caso especies

cripticas, podria deberse mas a la incapacidad operativa de detectar las diferencias a nivel morfologico y
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a la falta de empleo de otro conjunto de datos fenotipicos (Chek et al. 2001; Elmer y Cannatella, 2008;
Paez y Ron, 2019; Patifio et al. Enrevision). Ademas, estas dificultades en la deteccion de diferencias en
la morfologia pueden deberse al hecho de que la especiacién no siempre va acompafiada de cambios
morfoldgicos y a que los cambios en la morfologia podrian no estar correlacionados con los limites de
las especies o bien, podrian no ser Gtiles para discriminar entre ellas (Bickford et al. 2007; Hutter y
Guayasamin, 2015).

Las hipétesis previas de la posicion filogenética de Pristimantis paisa (ver Pinto et al. 2012)
fueron propuestas a partir de una errada identificacion taxondmica (Restrepo et al. 2017), por lo tanto, la
inferencia obtenida en este trabajo es la primera hipdtesis formalmente presentada para la especie. Dicho
esto, las relaciones evolutivas recuperadas para P. paisa [sensu lato] revelaron una historia filogenética
mas compleja de lo inicialmente sugerido. La no monofilia y al menos tres clados recuperados (ya que
no pudimos obtener secuencias para la P. “paisa” con canto tipo 4), uno de ellos con dos entidades
acusticamente divergentes (canto tipo 2 y canto tipo 3) fueron congruentes con la evidencia fenotipica a
nivel de las vocalizaciones (Fig. 8A), sugiriendo que la taxonomia de la especie ha estado ampliamente
subestimada. Pristimantis paisa [sensu stricto] es una especie que a la luz de nuestros resultados esta
relacionada con P. juanchoi y P. palmeri dos especies con distribucion en el flanco occidental de la
Cordillera Occidental y con P. “paisa” de canto tipo 5y P. cf. helvolus, que se recuperan como clados
hermanos (Tabla S4; Fig. 8A). Mientras que los P. “paisa” caracterizados con canto tipo 2 y tipo 3
fueron recuperados como especies hermanas y estrechamente relacionados (Tabla S4; Fig. 8A-B),
aungue en una relacién ain no definidapor la presencia de una politomia, con P. cajamarcensis y P.
matidiktyo, dosespecies con distribucion en Ecuadory Per(, y con P. ptochus y P. zophus de la Cordillera
Occidental de Colombia. La politomia podria ser consecuencia de ausencia de datos para uno de los
marcadores (e.g. COl) en algunas de estas especies, impidiendo establecer con claridad la relacion de P.

“paisas” con cantos tipo 2 y tipo 3.
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A pesar de no poder incluir una de las entidades acusticas halladas (i.e. canto tipo 4), los
resultados obtenidos en los analisis morfométricos mostraron la existencia de un agrupamiento que
relaciona los ejemplares de canto tipo 4 con los ejemplares de canto tipo 2 y tipo 3 (Fig. 5E-F), lo que
podria sugerir una posible posicion filogenética de los individuos con canto tipo 4 cercana a estos dos
grupos. Anteeste escenario y sumado al hecho de que las relaciones filogenéticas y la diversidad genética
entre las poblaciones del género Pristimantis presentes en los Andes colombianos son en gran parte
desconocidas para la mayoria de las especies (Rivera-Correa y Daza, 2016; Paez y Ron, 2019; Rivera-
Correa y Daza, 2020), se hacen necesarios futurosanalisis en los que se incluya el material genético de
los individuos con canto tipo 4, para determinar su posicion filogenética al interior del género.

Nuestros resultados sugieren que en el género Pristimantis aln se esconde una gran cantidad de
especies cripticas, por tanto, una diversidad notablemente subestimada. Aqui delimitamos a la especie
Pristimantis paisa y documentamos la existencia de 4 entidades evolutivas morfoldgicamente cripticas
que han sido tratadas histéricamente bajo el mismo nombre y que fueron respaldadas por evidencia
genética y acustica como entidades diferentes a P. paisa. Adicionalmente, a pesar de que nuestro trabajo
no permitié una diagnosis con fuertes diferencias morfologicas, proporcion6 material sumamente
practico para el reconocimiento de los diferentes patrones morfoldgicos que puede presentar la especie
y las demas entidades relacionadas (Fig. 7A-L), en contraste a la pobre informacion de carécter
morfoldgico proporcionada por Lynchy Ardila-Robayo (1999) en la descripcién original de la especie
(Fig. 1). La escasez de informacién que se proporcioné en la descripcion de P. paisa se ha debido, en
parte, all limitado material con el que disponian en su momento, sin embargo, este aspecto se ha mejorado
con el incremento de expediciones, obtencion de datos de historia natural, revisiones de colecciones y
analisis moleculares recientes. Este trabajo es una muestra clara de la relevancia de integrar diferentes
lineas de evidencia para resolver problemas taxondmicos en linajes cripticos dentro de un grupo de ranas

altamente diverso y taxondémicamente complejo y demuestra la necesidad de realizar estudios
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exhaustivos de la diversidad criptica en los anfibios andinos, especialmente en las ranas del género

Pristimantis.

Aunque este trabajo empirico fue disefiado para comprender las relaciones e historia evolutiva de
una especie protagonista en los bosques altoandinos de Antioquia, nuestra inferencia filogenética reveld
que algunas especies requieren futuros trabajos taxonomicos, en los que se incluya evidencia acustica y
morfoldgica y que pueden conducir a una nueva interpretacion y delimitacion de otras especies. Por
ejemplo, encontramos que algunas especies fueron recuperadas como polifiléticas, siendo el caso de
Pristimantis martiae, con dos terminales QCAZ17998 y QCAZ 18018 molecularmente idénticas a P.
delius (QCAZ 53035), estas a su vez estrechamente relacionadas a P. librarius (QCAZ 25852).
Pristimantis ockendeni, con una terminal QCAZ 25766 hermana de un clado que contiene a P.
kichwarum (QCAZ 25866 y QCAZ 52975) estrechamente relacionada con una terminal de P. ockendeni
(QCAZ 25428). Pristimantis platydactylus mostrd gran incertidumbre al recuperarse una terminal AC
7614 como hermana de dos clados a su vez polifiléticos, uno de ellos con dos terminales de P.
platydactylus (CORBIDI 16769 y MVZ 272359) cercanamente relacionadas con P. llojsintuta
(MNCN7317, MNCN7314, MNCN4121 y MNCN5990), y el otro clado que contiene una terminal de P.
platydactylus (MBH5746) como hermana de P. carvalhoi (CORBIDI16294y EB 1413) y P. imitatrix
(KU 215476). Una terminal AJC 0594 de Pristimantis pirrensis se recuperé como hermana de un clado
que contiene a P. pardalis (KRL 0690 y CH 6284) estrechamente relacionada con una terminal de P.
pirrensis (AJC 0398). Por ultimo, Pristimantis zophus, que presento tres terminales notablemente
distantes dentro de la filogenia, dos de ellas (NRPS 0071 y 0072) recuperadas como polifiléticas en el
clado que contiene alos P. “paisa” con canto tipo 2 y tipo 3, y la tercera (NRPS 0060) se recuperé como
hermana del clado que contiene a P. paisa [sensu stricto]. Adicionalmente, la profundidad de las ramas
dentro de Pristimantis taeniatus, indican distancias genéticas mayores al 7% (Apéndice 1), lo que podria

estar sugiriendo la existencia de mas de unaentidad evolutiva independiente asignada a esta especie, por
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lo tanto, poder documentar las vocalizaciones de estas subpoblaciones podria contribuir al entendimiento
de sus relaciones filogenéticas, constituyendo un posible caso de diversidad criptica al interior de este

linaje.

CONCLUSIONES

El uso de la morfologia como Unica linea de evidencia para descripcion y delimitacion de las especies es
muy limitada. La diversidad oculta bajo el nombre de Pristimantis paisa y las relaciones filogenéticas de
la especie habian sido subestimadas. La existencia de cinco entidadesevolutivas que habian sido tratadas
histéricamente bajo el nombre de P. paisa, que fueron corroboradas gracias a la combinacion de
evidencia acustica e informacién genética y filogenética, son una muestra de que a pesar de la
inexistencia de diferencias morfoldgicas claramente distinguibles, el uso de lineas de evidencia
independientes constituyen una herramienta Util para probar y respaldar hipétesis de taxones de especies,
especialmente para resolver problemas taxonémicos de manera objetiva. Adicionalmente, teniendo en
cuenta la relevancia del uso de la herramientas genéticas y acusticas en la delimitacion de especies y
descubrimiento de linajes cripticos, consideramos a cada una de ellas como hipétesis taxonémicas
estables que merecen una futuradelimitacion y sean consideradas como especies candidatas confirmadas

(CCS) para ser descritas.

CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta que en algunas poblaciones simpétricas fue posible documentar una posible
reparticion de la actividad acustica (Pristimantis “paisa™ con canto tipo 1y tipo 3, La Cabafia) y un uso
de habitat particularmente marcado (P. “paisa” con canto tipo 4y tipo 5, San Fermin), un estudio mas
detallado sobre estas variables ecoldgicas en estas especies podria proporcionar informacion Util para en
entendimiento de su historia natural y evolutiva. Finalmente, ya que nuestro muestreo se realizé en

diferentesépocas del afio, donde las especies fueron abundantes y actsticamente activas, la alta actividad
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acustica y abundancia poblacional de cada una de las entidades podria convertirlas en excelentes modelos

para investigacion acustica en programas de monitoreo y ecoacustica.
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TABLAS

Tabla 1. Localidades de los 89 ejemplares de Pristimantis paisa que fueron incluidos en este estudio: 66 ejemplares

colectados, 25 de ellos con voucherde audio, y 23 individuos a los que solo se les grabé el canto de anuncio.

N Municipio Vereda Longitud Latitud Elevacién(m s.n.m.)
19 El Carmende Viboral La Madera -75,328 6,033 2670
El Carmende Viboral La Chapa -75,318375 6,03871 2530
El Carmende Viboral La Rivera -75,306982 6,091613 2250
2 El Retiro Don Diego -75,470083 6,101361 2140
10 La Union La Cabana -75,386 5,939 2345
7 Medellin La Frisola -75,673 6,292 2650
4 Rionegro El Carmin -75,407755 6,194167 2130
3 Rionegro Galicia -75,356635 6,195275 2120
8 Santa Rosa de Osos Guanacas -75,359627 6,7004417 2300
4 Sonsén Roblalito -75,304 5,696 2450
27  Valdivia San Fermin -75,482269 7,094899 1800
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de 48 individuos (N), También se incluyen valores del ANOVA (con P < 0,05),

4 Tipo de canto
Pargm.etros _ _ p : _ _ ANOVA
acusticos Canto tipo 1 Canto tipo 2 Canto tipo 3 Canto tipo 4 Canto tipo 5

N 16 13 5 12 2

Valor F Valorp
n 113 164 75 115 99
Duracién del 4039+ 0470  0602+0269 0590+ 0,113 0,558 + 0,424 06730328  , ., 200E-
canto (s) (3504 -4982) (0,362—1358) (0,475-0,719)  (0,206—1,727) (0,441 —0,904) ' 16
Ancho de banda ~ 0,687+0,136  0,383+0,044 0,350 0,010 0,472+ 0,048 0689%0126 ., 266
(kHz) (0,495-0,937) (0,266—0,452)  (0,339-0,366)  (0,392—-0,560) (0,600 —0,778) ’ 11
Frecuencia 2565+0172  2122+0046  2,926+0,118 3,305+ 0,075 2101£0019 ... 200E-
minima (kHz) (2,003-2,771) (2,038—2,217) (2756—3,039) (3,144—3381)  (2,088—2,114) ' 16
Frecuencia 2886+0,168  2,360+0042 3,095+ 0,104 3,587+ 0,084 239940012 . o 200E-
dominante (kHz) (2,347 -3087) (2279-2412) (2,934-3190) (3,402—3,695) (2,391 2,407) ' 16
Frecuencia 3252+0195  2505+0038  3,276+0,119 3,777+ 0,079 27900107 . ., 200E-
méxima (kHz) (2,842-3,671) (2430—2,555) (3,095-3,384)  (3,618—-3893) (2,714 —2,865) ' 16
N notas/canto 8-15 5-23 3-5 2-29 1-11 8,542 3’%*;5
Duracion de la 0007+0001  0020+0005 0,068+ 0,009 00140002  0,005%00001  , .  200E-
nota (s) (0,005-0,010) (0,012—-0,028) (0,060—0,081) (0,009 —0,019) (0,005 — 0,006) 16
Pntt’gf\f;‘;g e‘ft' o 0380+0073  0056+0008  0080+0014 0,100+ 0,013 020640032 ..  200E-
hotas (5 (0,280 0,499)  (0,048-0,074) (0,072-0,104) (0,081 -0,119) (0,183 - 0,229) ' 16
Frecuenciade la  2,813+0,178  2.294+0,037 3,001+ 0,112 3,526+ 0,073 2349+ 0,016 ) )
nota (kHz) (2,252 3,044) (2,236-2,338) (2921-3,193)  (3,368-3,631) (2,337 - 2,360)
N armoénicos/nota 1-3 0-4 0-4 0-4 0-8 - -
Frecuencia del 5577+0380  4596+0076 6221+ 0,259 6,991+ 0,134 4421+ 0,087

primer arménico

(kHz)
Frecuencia del
segundo
arménico (kHz)

Frecuencia del

(4,388 — 5,994)

8,517 + 0,674
(6,596 — 9,273)

10,818+ 1,472

(4,459 — 4,699)

6,880+ 0,161
(6,634 — 7,200)

9,272+ 0,109

(5,840 — 6,463)

9,361+ 0,367
(8,770 - 9,666)

12,019+ 0,465

(6,797 - 7,213)

10,707+ 0,284

(10,506 — 10,908)

14,143+ 0,163

(4,359 — 4,482)

6,786+ 0,008
(6,717 — 6,855)

9,087+ 0,071

Tabla 2, Caracteristicasde los cinco tipos de cantosde anuncioen las 11 poblaciones evaluadasde Pristimantis paisa, obtenidasa partir de 566 cantos (n) provenientes

Eﬁﬁ’g‘r armonico 9121 ~11,755) (9,182 -9,393) (11,691-12,348) (14,028 14,258) (9,037 —9,137) - -
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Frecuencia del
cuarto arménico
(kHz)
Frecuencia del
quinto arménico
(kHz)
Frecuencia del
sexto armonico
(kHz)
Frecuencia del
séptimo arménico
(kHz)
Frecuencia del
octavo arménico
(kHz)

14,4670
(14,467 — 14,467)

11,355+ 0,284
(11,154 — 11,556)

15,506 + 0
(15,506 — 15,506)

17,635+ 0,228
(17,474 — 17,796)

11,510+ 0,350
(11,263 - 11,757)

13,980+ 0
(13,980 — 13,980)

16,994 + 0
(16,994 — 16,994)

19,444+ 0
(19,444 — 19,444)

21,232+ 0
(21,232 - 21,232)
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Tabla 3, Analisis de Componentes Principales correspondiente a las variables bioacusticas,

Parametros acusticos

Componentes principales

PC1 PC2

DC *-0,500 0,073

AB *-0,473 -0,042

Fmin 0,000 *-0,570

FD -0,055 *-0,569

Fmax -0,151 *-0,552
Notas,canto -0,342 0,186

DN 0,367 -0,062

DIN *-0,499 0,022
Desviacidn estandar 1,834 1,736
Proporcion de variacion (%) 0,4203 0,3767
Proporcion acumulada (%6) 0,4203 0,7971

Tabla 4, Medidas morfométricas de los individuos clasificados en cinco grupos por tipo de canto de Pristimantis paisa,

obtenidasde 50 individuos (N), provenientesde las11 poblacionesevaluadas, También se incluyen valores del ANOVA (con

P< 0,05), MM = Medidas morfométricas,

MM

N

LRC

AC

LC

DO

DON

DNR

DIN

DIO

DT

LAB

Tipo de canto

: : : : : ANOVA

Canto tipo 1 Canto tipo 2 Canto tipo 3 Canto tipo 4 Canto tipo 5
15 16 9 3 7 Valor F  Valorp

2086115 17645075  1621%078 1710107 1939145

(19,03 - 22,60) (16,64 19,37) (14,79 17,06) (16,13 1826) (16,99 2135) °°' !
787+037  665+041  630£037  648+024  7,59+058
(718-870) (588-731) (540-666) (621-667) (660-832) 2001 598E12
709+036  627+022 5824026  548+054  7,20+048
(6.35-7.72) (583-660) (541-618) (486-583) (637768 o120 96IE14
283+020  247+032 2324016  2,60+011 314021
(263-342) (181-316) (214 265 (252-272) (278-3s50) o°2 213E08
238+015  207+013  209+010  175+040  238+0,16
(2.04-256) (188-246) (1.94-228) (1.30-207) (209-258)  -0°8 204E-08
1374016  121+011  113+010  1,13+011  1,18+0,11
(115-169) (105-152) (L01-128) (1,03+124) (098-133) 036 0000275
193£008  183%018 185011  176+009 1942013 .o o oo
(183-207) (127-200) (176-209) (168-186) (166-208) - !
4294027 366018  365%¢028  362%008 427034 .o oo oo
(363-480) (327-386) (296-383) (353-366) (381-482) : !
101£011  083+009  073+006  079+008  081+0,11
(088-123) (0.70-104) (063-082) (069-084) (069-008) 01 237E07
526+030  452+021 441023  436+023  486+0,27
(443-557) (422-488) (397 476) (414-459) (429 508) o0 211E-10
170£019  128+016  101£009  1,15+012  148+0,13
(130-200) (104-160) (0.89-119) (100-123) (134-171) 034 172E12
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LM

LFM

LT

LTA

LP

ADIII

ADIV

6,14 +0,37 4,86 £0,29
(542 -659) (4,22 -528)
11,21+ 0,64  9,08+045
(9,61 -12,08) (8,18 — 9,76)
11,38+ 0,46  9,38+0,40
(10,63 -12,25) (8,60 - 10,08)
6,76 +0,28 5,90 +0,24
(6,04-7,05) (544 6,42)
9,77 £0,63 7,67 +0,47
(828 -10,70) (6,91 — 8,45)
1,14 +0,12 0,82+0,11
(0,88 -1,38) (0,49 — 0,99)
1,10+0,16 0,89 0,12
0,84 -1,43) (0,56 — 1,05)

4,39 0,29
(3,81 -4,73)
8,60 +0,48
(7,62 -9,24)
8,92 +0,40
(8,01 -9,25)
5,52 +0,61
(4,05 - 5,95)
7,12 £0,51
(5,91 - 7,55)
0,71+0,13
(0,52 - 0,98)
0,70 £0,12
(0,56 — 0,95)

4,73+0,39
(4,30 — 5,05)
8,14 +0,31
(7,92 — 8,50)
8,58 +0,29
(8,27 — 8,86)
5,17 £0,07
(5,09 - 5,22)
6,59 +1,17
(5,40 — 7,75)
0,87 £0,08
(0,78 — 0,94)
0,82 0,20
(0,63 - 1,02)

5,79 £0,28
(5,26 — 6,15)
9,95 +0,41

(9,23 - 10,51)
10,19+ 0,59

(9,47 — 11,35)
6,00 +0,45
(5,44 — 6,66)
8,93 +0,50
(7,94 — 9,45)
1,14 £0,10
(0,98 — 1,33)
1,20 £0,07
(1,09 — 1,29)

57,39

55,26

60,51

21,76

45,87

29,98

21,36

2,00E-16

2,00E-16

2,00E-16

4,80E-10

2,53E-15

3,53E-12

6,25E-10

Tabla 5, Analisis de Componentes Principales correspondiente a las variables morfométricas,

Parametros acusticos

Componentes principales

PC1 PC2

LRC *-0,263 0,040

AC *-0,264 -0,099

LC -0,252 -0,126

DO -0,200 *-0,460

DON -0,204 -0,201

DNR -0,169 *-0,532

DIN -0,124 0,080

DIO -0,252 -0,100

DT -0,215 0,290

LAB -0,256 0,137

AAB -0,253 0,089

LM *-0,266 -0,057

LFM -0,260 0,142

LT -0,262 0,161

LTA -0,233 0,223

LPA *-0,264 0,047

ADIII -0,239 -0,267

ADIV -0,210 -0,373

Desviacion estandar 3,610 1,106
Proporcion de variacion (%) 72,4 6,8
Proporcion acumulada (%) 72,4 79,2
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ANEXOS

Tabla S1, Total de individuos incluidos en el estudio correspondientes a 66 ejemplarescolectados, 25 de ellos con voucher

de audio, y 23 individuos a los que solo se les grabé el canto deanuncio (Total: 89), Los cédigos de los voucher corresponden

a MRC: Investigador Mauricio Rivera-Correa, NV: No Voucher, corresponden a individuos no colectados, *Vouchers que

incluyen tanto medidasacusticas como medidas morfométricas,

Canto Espécimen Municipio Localidad Latitud Longitud (Enl]e;/,?fr':;
Tipo 1 MRC1714-18* El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipol MRC1782-83 La Unién Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo1 MRC1564* La Unidn Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo 1l MRC1779-80* La Unién Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo 1 MRC1833-35* Medellin Cerro Padre Amaya  6,2918684  -75,6726084 2650
Tipol MRC1841 Medellin Cerro Padre Amaya  6,2918684  -75,6726084 2650
Tipo 1 NV01-03 Medellin Cerro Padre Amaya  6,2918684  -75,6726084 2650
Tipol MRC1687 Sonson Vereda Roblalito 5,6958 -75,30405 2450
Tipo 1 MRC1688-89* Sonson Vereda Roblalito 5,6958 -75,30405 2450
Tipo1 NVO04 Sonson Vereda Roblalito 5,6958 -75,30405 2450
Tipo 2 MRC1561 El Carmende Viboral Vereda La Chapa 6,03871 -75,318375 2530
Tipo 2 MRC1438 El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1454 El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1455* El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1456-60 EI Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1723-25 El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1788 El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 NV06-07 El Carmende Viboral Vereda La Madera 6,032983 -75,3278 2670
Tipo 2 MRC1549 El Carmende Viboral Vereda La Rivera 6,091613 -75,306982 2250
Tipo 2 MRC1550 El Carmende Viboral Vereda La Rivera 6,091613 -75,306982 2250
Tipo 2 MRC1551* El Carmende Viboral Vereda La Rivera 6,091613 -75,306982 2250
Tipo 2 MRC1552 El Carmende Viboral Vereda La Rivera 6,091613 -75,306982 2250
Tipo 2 MRC1776-77* EIl Retiro Don Diego 6,101361 -75,470083 2140
Tipo 2 MRC1774-75* Rionegro Vereda El Carmin 6,194167 -75,407755 2130
Tipo 2 NVO05 Rionegro Vereda Galicia 6,195275 -75,356635 2120
Tipo 2 NV08-11 Rionegro Vereda Galicia 6,195275 -75,356635 2120
Tipo 3 MRC1778* La Unién Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo 3 MRC1784-85 LaUnidn Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo 3 NV12-13 La Unién Vereda La Cabafia 5,93875 -75,385816 2345
Tipo 3 MRC1215-16 Santa Rosa de Osos Vereda Guanacas 6,7004417  -75,359627 2300
Tipo 3 MRC1240-41* Santa Rosa de Osos Vereda Guanacas 6,7004417 -75,359627 2300
Tipo 3 MRC1242-45 Santa Rosa de Osos Vereda Guanacas 6,7004417 -75,359627 2300
Tipo 4 MRC1851* Valdivia Vereda San Fermin 7,094899 -75,482269 1800
Tipo 4 MRC1937* Valdivia Vereda San Fermin 7,094899 -75,482269 1800
Tipo 4 MRC1941 Valdivia Vereda San Fermin 7,094899 -75,482269 1800
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Tipo 4
Tipo 4
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5
Tipo 5

MRC1956
NV14-23
MRC1862
MRC1864
MRC1940
MRC1945-46
MRC1949-50
MRC1954-55
MRC1958*
MRC1959
MRC1961*
MRC1962

Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia
Valdivia

Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin
Vereda San Fermin

7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899
7,094899

-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269
-75,482269

1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
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Tabla S2, Diferencias en las variablesacusticasencontradas entre cada tipo de canto de acuerdo con la prueba post hoc de Tukey HSD, En negrilla se resaltan variables

en las que no existen diferencias significativas,

_T_Lléit:; Duracién del Ancho de Ergcuencia F_recuencia Ifre_:cuencia Notas / Duracidn de la Intervalo
HSD canto (s) Banda (kHz) minima (kHz)  dominante (kHz)  méaxima (kHz) Canto nota (s) entre notas (s)
Tég?\i:e Valor p Valor p Valor p Valor p Valor p Valor p Valor p Valor p
1-2 0 0 0 0 0 0,2175 0 0
1-3 0 0 0 0 1 0 0 0
1-4 0 0 0 0 0 0,0019 0 0
1-5 0 1 0 0 0 0,0404 0,9966 0
2-3 1 0,9509 0 0 0 0,0169 0 0,8121
2-4 0,9985 0,0975 0 0 0 0,3412 0,0057 0,0910
2-5 1 0 0,9965 0,9644 0,0167 0,3662 0 0
3-4 1 0,0824 0 0 0 0,3731 0 0,9057
3-5 1 0 0 0 0 0,9947 0 0,0078
4-5 0,9951 0,0170 0 0 0 0,9165 0,0928 0,0160

Tabla S3, Diferencias en las medidas morfométricasencontradas entre cada grupo, de acuerdo con el tipo de canto, en la prueba post hoc de Tukey HSD, En negrilla se

resaltan variablesen las que no existen diferencias significativas,

LRC AC LC DO DON DNR DIN DIO DT LAB AAB LM LFM LT LTA LP ADIII ADIV
Tiposde Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
canto p p p p p p p p p p p p p p p p p
1-2 0 0 0 00018 0 00135 0,2724 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-3 0 0 0 0 0 0 06548 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1-4 0 0 0 05790 0 0,0313 0,2548 0,0011 0,0067 O 0 0 0 0 0 0 0,0057 0,0146
1-5 0,0189 0,5448 0,9557 0,0461 1 0,0127 1 1 0 0,0087 0,0238 0,1112 0 0 0 00146 1 0,3884
2-3 0,0144 0,2915 0,0178 0,5526 0,9994 0,4659 0,9954 1 0,1305 0,8249 0,0018 0,0066 0,1733 0,1169 0,1270 0,1696 0,1343 0,0144
2-4 0,9196 0,9657 0,0051 0,9109 0,0195 0,7973 0,8924 0,9988 0,9604 0,8570 0,6511 0,9610 0,0371 0,0520 0,0280 0,0357 0,9619 0,9312
2-5 0,0025 0 0 0 0 09712 03289 0 0,9949 0,0304 0,0305 O 0,0022 0,0014 09725 O 0
3-4 0,6955 0,9704 05928 0,4083 0,0217 1 0,8086 1 0,9066 0,9987 0,7313 0,4943 0,6451 0,7926 0,6399 0,6404 0,2250 0,6735
3-5 0 0 0 0 0,0044 09047 0,6476 0 0,4323 0,0063 0 0 0 0 00826 0 0
4-5 0,0159 0,0027 0 00166 0 09675 0,2539 0,0035 0,9955 0,0468 0,0194 0 0 0 00178 0 0,0109
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Tabla S4, Distancias genéticas no corregidas entre las cuatro entidades de Pristimantis paisa incluidas en el analisis

filogenético y las especies mas cercanamente relacionadas recuperadas en el analisis, La distancia genética estad dada en

porcentajey basada en 630 sitios alineadosde COl,

Distancias genéticas

Especies
1 2 3 4 5 6 7
1 Pristimantis paisa C1 (16) 0-0,7
2 Pristimantis paisaC2 (11) 15,7-176 0-15
3 Pristimantis paisa C3 (8) 15,3-16,3 8,9-10,2 0-06
4 Pristimantis paisa C5 (3) 17,2-17,7 16,1-17,2 155-159 0
5 Pristimantis cf, helvolus(2) 17-17,7 146-159 14,8-153 94 0
6 Pristimantis palmeri (3) 174-19,4 16,3-17,7 152-159 105-109 83-94 0,6-5.2
7 Pristimantis ptochus (1) 13,3-13,7 135-14,8 13,7-14.2 17,2 155 165-166 O
8 Pristimantis zophus (1) 155-16,1 13,7-14,8 129-13;3 16,1 16,3 16,1-16,3 135
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Apéndice 1, Arbol de maxima verosimilitud (-InL = -16533,67) que representa las relaciones evolutivas dentro de Pristimantis
inferidas de un andlisis utilizando 1476 sitios, cuatro regiones gendmicasy 132 terminales, Los cladosen colores representan
las posiciones filogenéticas de las diferentes poblaciones acusticas halladasy que han sido tradicionalmente identificadas

como Pristimantis paisa, La barra horizontalindica el nimero de mutacionesacumuladas (7%) entre la longitud de las ramas,
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