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RESUMEN EJECUTIVO

Ecuador tiene una gran diversidad de anfibios, un total de 678 especies de las cuales 326 son
endémicas, pero tiene una gran cantidad de amenazas. El género Pristimantis es abundante y
diverso en el Neotropico, se sabe poco y es complicado de estudiar por su cantidad de diversidad
criptica. La especie Pristimantis ernesti es conocida Unicamente en base a un individuo descrito
en 1987 y desde entonces no se habia vuelto a encontrar y describir. Por ello, existe
incertidumbre sobre si esta especie es valida y endémica del Parque Nacional Sumaco Napo-
Galeras. Este trabajo tiene el objetivo de describir la identidad genética de Pristimantis ernesti a
través de anélisis filogenéticos para corroborar si es 0 no una especie valida y endémica del
Parque Nacional Sumaco. Se extrajo y secuencio ADN de 5 individuos asignables a P. ernesti y
60 individuos de especies cercanas a P. ernesti y otras especies de Pristimantis del volcan
Sumaco. Ademas, se descargaron 13 secuencias del gen 12s rRNA y 11 secuencias del gen 16s
rRNA y se alinearon con las secuencias obtenidas en laboratorio. Se realizaron inferencias
filogenéticas de maxima verosimilitud para cada gen y se observo que P. ernesti en efecto
constituye un linaje monofilético, con niveles medios y altos de soporte de bootstrap. Los
resultados respaldan que P. ernesti es una especie valida y endémica del VVolcan Sumaco,
destacando su importancia para la conservacién de la biodiversidad. Debido a que las
divergencias con los grupos mas cercanos a P. ernesti que son P. buckleyi, P. curtipes y P.
vertebralis, no son muy altas en los fragmentos de genes estudiados, se necesitan mas estudios
para saber cual es el grupo mas cercano. Los hallazgos subrayan la necesidad de continuar
investigando y protegiendo las especies endémicas en reas protegidas como el Parque Nacional
Sumaco Napo-Galeras.

DESCRIPTORES: 12s rRNA, 16s rRNA, Filogenia, Pristimantis ernesti
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ABSTRACT

Ecuador has a great diversity of amphibians, a total of 678 species of which 326 are endemic, but
this diversity is highky theratened. The genus Pristimantis is abundant and diverse in the
Neotropics, but because of the amount of cryptic diversity and few studies done, much work is
needed. The species Pristimantis ernesti was described in 1987 based only on one specimen and
has not been found and described since. Therefore, there is uncertainty as to whether this species
is valid and endemic to the Sumaco Napo-Galeras National Park. This work aims to describe the
genetic identity of Pristimantis ernesti through phylogenetic analyses to corroborate whether or
not it is an endemic species of Sumaco National Park. DNA was extracted and sequenced from 5
individuals of P. ernesti and 60 additional individuals of species close to P. ernesti and other
Pristimantis species from Sumaco Volcano. In addition, 13 sequences of the 12s rRNA gene and
11 sequences of the 16s rRNA gene were downloaded and aligned with the sequences obtained
in the laboratory. Maximum likelihood phylogenetic inferences were made for each gene, and it
was observed that P. ernesti constitutes a monophyletic lineage, with medium and high levels of
bootstrap support. The results support that P. ernesti is a valid species endemic to Sumaco
Volcano, highlighting the importance of its conservation. Because divergences with P. ernesti's
closest groups, P. buckleyi, P. curtipes and P. vertebralis, are not very high in the gene
fragments studied, further work is needed to determine the closest group. These findings
highlight the need for continued research and protection of endemic species in protected areas
such as Sumaco Napo-Galeras National Park.

KEYWORDS: 12s rRNA, 16s rRNA, Phylogeny, Pristimantis ernesti
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CAPITULO |
1 INTRODUCCION

Ecuador es el pais con mayor biodiversidad por unidad de superficie del mundo debido a
su gran variedad de hébitats (Marchese, 2015; Mestanza et al., 2020; Székely et al., 2020). Con
tan solo el 0,06 % de la superficie terrestre global, posee un total de 678 especies de anfibios de
las cuales 326 son endémicas (Ron et al., 2022a). Los anfibios son importantes ya que tienen
diversos roles como: mantenimiento de la estabilidad y resiliencia de los ecosistemas; dindmica
de minerales y nutrientes; formar parte esencial de la red alimentaria y dindmica energeética;
indicador ambiental de calidad y salud de los ecosistemas; entre otros (West, 2018). A pesar de
ello, este grupo se encuentra altamente amenazado por multiples causas como son la pérdida de
habitats, la expansion de la frontera agricola y ganadera, la expansion urbana, la construccion de
infraestructura, las actividades mineras y petroleras, el cambio climético y las enfermedades
(Ortega et al., 2021). Segun la UICN (2024), en Ecuador el 12,8 % de anfibios se encuentran

vulnerables, el 20,4 % en peligro y el 14,1 % en peligro critico de extincion.

A pesar de las amenazas, en los ultimos afios en Ecuador existe un promedio de 15
descripciones anuales de especies de anfibios y alin quedan muchas mas por describir (Ron et al.,
2022b). Los anfibios son un grupo muy dificil de estudiar, a nivel taxonémico, debido a que
existe una gran cantidad de diversidad criptica. Por ello, la clasificacion de algunas familias,
géneros y especies sigue siendo controvertida, por lo que se debe llevar a cabo una investigacion
integrada en profundidad, incluida la recopilacion de datos ecoldgicos basicos y el analisis
integrado de datos genéticos y morfoldgicos, para ayudar a profundizar la comprension de los
mecanismos e historia de especiacion de las especies (Kai et al., 2020). Ademas de ello, la
informacion de ciertos registros de especies esta basada en literatura antigua, la cual contiene

1



datos cuestionables, pero debido a la falta de estudios y de material comparativo, no se conoce la
validez de muchas especies de anfibios que han sido descritos (Chen et al., 2017), sin contar los

muchos gque adn quedan por describir.

Pristimantis es un género de ranas de desarrollo directo perteneciente a la familia
Strabomantidae, orden Anura, clase Amphibia y filo Chordata. Alrededor del Neotrdpico poseen
un total de 591 especies y en Ecuador existen 259 (43,8 % del total de ranas del Neotropico)
especies de las cuales 162 son endémicas (Reyes & Mancero, 2022; Ron et al., 2022a). Un
mayor enfoque en técnicas moleculares, acusticas y morfolégicas combinado con un aumento
significativo en los esfuerzos de muestreo ha llevado a un aumento en el nimero de especies
recientemente descritas, lo que permite realizar mas investigaciones para comprender su
taxonomia y sistematica (Gonzalez et al., 2017). Sin embargo, de todas las especies de
Pristimantis descritas, el 36,8 % se encuentra en las categorias No evaluadas o Datos
insuficientes de la lista roja mundial de la UICN. En los dltimos 20 afios, el aumento en las tasas
de descripcion de especies en Ameérica Latina ha puesto en evidencia la diversidad y endemismo
de Pristimantis, al mismo tiempo que ha dejado ver los complejos patrones de especiacion que
estan teniendo lugar. Ecuador en relacion a este género tiene la tasa mas alta de descripcion por
afo (3,9 %). Dada la naturaleza criptica que se encuentra en los miembros de este género, el
trabajo para descubrir y describir nuevas especies parece estar lejos de terminar (Reyes &

Mancero, 2022).

Pristimantis ernesti, conocida como la rana ladrona de Ernest, es una especie descrita por
Glenn Flores en 1987, y es endémica del Parque Nacional Sumaco Napo-Galera, lo que significa
que su distribucion conocida se limita a esta zona. La especie fue descrita por primera vez como

Eleutherodactylus ernesti y posteriormente fue reclasificada como Pristimantis ernesti. La



descripcidn original sugiere que el grupo hermano de P. ernesti es P. devillei , sin embargo se
realizé basandose en un unico individuo, macho adulto, el cual fue recolectado en la cumbre del
volcan Sumaco a 3900 msnm, en el afio 1979 (Flores, 1987). Como sugiere la descripcién
original, pareci0 existir una deficiente preservacion y ademas, al ser colectada 8 afios antes de ser
descrita, resultd en una pérdida de pigmentacion. Por ello, la validez de esta especie es
cuestionable debido a las condiciones en las que fue realizada y a la falta de investigacién tanto
morfoldgica, ecoldgica y genética. Por lo descrito con anterioridad nace la incertidumbre y la
pregunta de estudio, ¢es Pristimantis ernesti una especie valida y endémica del Parque Nacional
Sumaco Napo-Galeras?, y para responder esta preguntan se platean dos hipétesis. H1: P. ernesti
es una especie cercana a P. devillei. H2: P. ernesti es una especie Unica y endémica del Parque
Nacional Sumaco. Al responder esta pregunta, se estara contribuyendo de manera importante al
conocimiento de los anfibios del Ecuador, y en particular a los anfibios del Volcan Sumaco, el
cual es de enorme importancia debido a su geografia y geologia, y no ha recibido suficiente

atencion de investigadores locales e internacionales.

1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es Pristimantis ernesti una especie valida y endémica del Parque Nacional Sumaco Napo-

Galeras, Ecuador?

1.2 HIPOTESIS

H1: P. ernesti es una especie cercana a P. devillei.

H2: P. ernesti es una especie Unica y endémica del Parque Nacional Sumaco.



1.3 OBJETIVO GENERAL

Describir la identidad genética de Pristimantis ernesti a traves de analisis filogenéticos para
corroborar su validez como especie y su endémismo del Parque Nacional Sumaco Napo-Galeras,

Ecuador.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener secuencias del gen 12S rRNA y 16s rRNA de Pristimantis ernesti y otras
especies cercanas de Pristimantis.
e Generar alineamientos de las secuencias obtenidas de Pristimantis y de secuencias
relevantes de Pristimantis descargadas de GenBank.
e Obtener un &rbol filogenético de méxima verosimilitud para evaluar si Pristimantis
ernesti se trata de una especie endémica del Parque Nacional Sumaco Napo-Galeras, 0

por lo contrario si se trata de un sindnimo de otra especie de amplia distribucion.

CAPITULO II
2 METODOLOGIA

El tipo de investigacion empleado en este trabajo fue cuantitativo debido a que se utilizan
secuencias genéticas y se realizan arboles filogenéticos con soportes estadisticos, en donde las
distancias genéticas nos ayudan a estimar cuan distintas son las secuencias entre si.
Adicionalmente es un trabajo de investigacion correlacional y explicativo porque se relaciona a
Pristimantis erneti con otros Pristimantis para saber su identidad genética y se explica el

endemismo de la especie con ayuda de los analisis filogenéticos.



2.1 Area de estudio

Este estudio se realiz6 con cinco individuos asignados morfologicamente a Pristimantis
ernesti recolectados en el Parque Nacional Sumaco Napo-Galeras, tres colectados en el crater el
volcan Sumaco a 3751 msnm y dos colectados en las faldas del volcan Sumaco a 3295 msnm
como se observa en la Figura 1. Esta area protegida esta ubicada en las provincias de Napo y
Orellana con una extension de 205.751 hectareas y un rango altitudinal que va de los 500 msnm
a los 3.990 msnm. Este parque fue declarado Reserva de Biosfera en el afio 2000 por la
UNESCO. La reserva esta conformada por dos bloques. El primer blogue es el mas grande y
contiene al volcan Sumaco, el Cerro Negro y el Cerro Pan de Azlcar. El segundo es mas
pequerfio y contiene la cordillera Napo-Galeras. Dentro de esta area podemos encontrar: bosques
himedos tropicales en las zonas bajas, bosques montanos en los cerros y montafias, y paramo en

la cumbre del volcan Sumaco (MAE, 2015).
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Figura 1: Mapa de muestreo de Pristimantis ernesti. Mapa del volcan Sumaco. P. ernesti punto

rojo.

2.2 Extraccion y secuenciacion de ADN

Para la extraccion, secuenciacion y amplificacion de ADN gendmico se usaron 30mg de
tejido de los higados de Pristimantis preservados en etanol al 96 % y se los triturd. Se extrajo
ADN de un total de 5 individuos asignables a Pristimantis ernesti y 60 individuos adicionales de
especies cercanas a P. ernesti y de otras especies de Pristimantis del volcan Sumaco. Para la
extraccion se utilizo el kit comercial de la marca (E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit Omega Bio-Tek)
siguiendo los pasos del protocolo establecido. Se realizd PCR (Reaccion en cadena de la

polimerasa) para amplificar fragmentos de los genes 12S rRNA y 16S rRNA; para 12S se



utilizaron los primers L1091 (AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT) y H1557
(GTACACTTACCTTGTTACGACTT), y para 16S se usaron los primers 16Sc-F
(GTRGGCCTAAAAGCAGCCAC) y 16Sbhr-H-R (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT). Las
concentraciones utilizadas en cada reaccion fueron las siguientes: 0.2 uM de cada primer, 1 mM
de MgSO4, 0.2 uM de dNTPs, 1X buffer PCR, 0.75 U de Tag ADN polimerasa (Applied
Biological Materials Inc.) y ~50 ng de DNA, en un volumen total de 25 pL. EIl programa de PCR
utilizado fue: denaturacién inicial de 3 minutos a 94 °C, 30 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45
segundos a 57 °C para 12S y 60 °C para 16S, 1 minuto a 72 °C y una extension final de 10
minutos a 72 °C. Los productos PCR fueron observados en un gel de agarosa al 1.5 %y

posteriormente se enviaron a Macrogen en Corea para su secuenciacion Sanger.

2.3 Secuencias genéticas GenBank

Basandonos en especies cercanas a P. ernesti, se realiz6 una busqueda en la pagina web
National Center for Biotechnology Infromation (NCBI) de GenBank (NCBI, 1988) donde se
puede acceder a secuencias genéticas de diferentes especimenes. Se realizaron descargas
separadas de 13 secuencias de ADN ribosomal con el gen 12S y 11 secuencias de ADN

ribosomal con el gen 16S.

2.4 Alineamiento y edicion de secuencias genéticas

Una vez obtenidas las secuencias de Macrogen y descargadas las secuencias de GenBank,
colocamos todas las secuencias genéticas obtenidas en un solo archivo, utilizando el editor de
texto Sublime Text (Sublime HQ, 2023). Luego ese archivo se lo subi6 al programa en linea de
alineamiento Clustal Omega (Madeira et al., 2022) donde se obtuvo un alineamiento cortado, el
cual se lo paso al editor de texto y se lo guardd con la extension .nex. Este ultimo archivo .nex, lo

abrimos en el programa Mesquite version 3.81 (Maddison & Maddison, 2023) en donde



realizamos la edicién de manera manual de los alineamientos obtenidos con anterioridad, para asi
resolver regiones altamente variables o con alta cantidad de datos faltantes (mayor al 90 %).
Finalmente, se edit6 manualmente el archivo de alineamiento en el programa Sublime Text para

generar un archivo en formato phylip para ser usado en las inferencias filogenéticas.

2.5 Filogenia

Antes de la inferencia filogenética estimamos el modelo de evolucion de nucledtidos
usando el programa jModelTest2 (Darriba et al., 2012). Luego usamos el programa RAXML
(Stamatakis, 2014) para estimar un arbol de maxima verosimilitud usando el modelo apropiado.
Para ello, se escogio el mejor de 20 arboles de maxima verosimilitud, y luego se hicieron 1000
repeticiones de bootstraps. Los bootstraps son un método estadistico el cual se utiliza para
evaluar la confiabilidad de las ramas en un arbol filogenético. Este método consiste en realizar
maultiples réplicas de muestreo con reemplazo a partir de los datos originales y construir arboles
filogenéticos para cada réplica. Ademas, ayuda a evaluar la frecuencia con la que una
determinada agrupacion de especies aparece en los arboles, lo que proporciona una estimacion de

la robustez en el arbol final (Pérez et al., 2024).

2.6 Distribucion de Pristimantis

A raiz de los arboles filogenéticos inferidos en este estudio, se verificaron los puntos de
distribucidn de las especies mas emparentadas a P. ernesti, asi como de P. devillei, obteniendo
registros disponibles en la base de datos GBIF (GBIF.org., 2024), los cuales fueron registrados
por Museo de Zoologia QCAZ de la PUCE (PUCE, 2024). Y se realizé un mapa de distribucion

con ayuda del programa QGIS version 3.36 (QGIS.org, 2024).



CAPITULO III
3 RESULTADOS

Se obtuvo un alineamiento editado para el gen 12S rRNA de 453 pares de base (pb) y 57
secuencias genéticas de Pristimantis, 44 obtenidas en laboratorio y 13 de GenBank, y un
alineamiento para el gen 16S rRNA de 910 pb y 67 secuencias genéeticas de Pristimantis, 56

obtenidas en laboratorio y 11 de GenBank.

Se obtuvieron dos arboles filogenéticos uno del gen 12s que se muestra en la Figura 2 y
por otro del gen 16s que se muestra en la Figura 3. Los arboles incluyen varias especies y
muestra como estan relacionadas entre si. Para ambos genes estudiados P. ernesti representa un
linaje monofilético al estar agrupado en una sola rama del arbol con un soporte del 89 %y 60 %
respectivamente, como se observa en la Figura 2 y 3. Por otro lado, en la Figura 2y 3 los
Pristimantis que estan en la parte superior del arbol, resuelven las diferencias de mejor manera,
ya que, los soportes son mas altos, hay mas mutaciones y hay mas distancia genética entre esas

especies.
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Figura 2: Arbol de maxima verosimilitud del gen 12s rRNA. Obtenido con 1.000 bootstraps
mediante RAXML. Los valores en las ramas de los arboles representan los porcentajes de
bootstraps, y la escala de abajo representa un numero de sustituciones por base (nucleétido) de

0,07.
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Figura 3: Arbol de maxima verosimilitud del gen 16s rRNA. Obtenido con 1.000 bootstraps
mediante RAXML. Los valores en las ramas de los arboles representan los porcentajes de

bootstraps, y la escala de abajo representa un numero de sustituciones por base de 0,05.

Tabla 1: Tabla de rangos de distancias genéticas del gen 12s rRNA entre P. ernesti y especies
cercanamente emparentadas en las filogenias. Los porcentajes nos muestran el rango de la
diferencia entre dos especies (estimado a partir de todos los pares de individuos). Distancias

genéticas de todos los individuos del gen 12s en Anexo 1.

£ i Rango de distancias
species

genéticas
P. ernesti - P. devillei 3,2% - 8,2%
P. ernesti - P. buckleyi 2% - 2,9%
P. ernesti - P. vertebralis 5,1% - 5,9%
P. ernesti - P. curtipes 1,1% - 5,6%

Tabla 2: Tabla de rangos de distancias genéticas del gen 16s rRNA entre P. ernesti y especies
cercanamente emparentadas en las filogenias. Los porcentajes nos muestran el rango de la
diferencia entre dos especies (estimado a partir de todos los pares de individuos). Distancias

genéticas de todos los individuos del gen 16s en Anexo 2.

Rango de distancias

Especies genéticas
P. ernesti - P. devillei 4% - 7,3%
P. ernesti - P. buckleyi 2,8% - 4,7%
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Figura 4: Mapa de distribucion de Pristimantis ernesti, Pristimantis devillei, Pristimantis
buckleyi, Pristimantis curtipes y Pristimantis vertebralis en Ecuador. Punto rojo P. ernesti, punto
azul P. devillei, punto rosa P. buckleyi, punto verde P. curtipes y punto amarrillo P. vertebralis.
Los datos de distribucion de estas especies fueron obtenidos de GBIF.org

(https://www.gbif.org/occurrence/search).
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CAPITULO IV
4 DISCUSION

4.1 Filogenia

En el arbol del gen 12s, el grupo de interés, Pristimantis ernesti, es monofilético y tiene
un buen soporte de bootstraps del 89 %, el cual nos dice que las secuencias utilizadas en la
construccion del arbol filogenético respaldan que P. ernesti forma un grupo o clado Unico y por
lo tanto se valida su identidad genética. Similarmente, en el arbol del gen 16s, aunque con un
soporte menor de bootstraps del 60 %, también se evidencia que P. ernesti forma un grupo o
clado unico y, por lo tanto, también se valida su identidad genética. Adicionalmente, en las tablas
de rangos de distancias genéticas del gen 12s 'y 16s (Tabla 1 y 2) se observa que P. ernesti esta
méas emparentado con P. buckleyi y P. curtipes, y P. devillei es la menos emparentada. Gracias a
todo lo mencionado anteriormente se acepta la hipétesis de que P. ernesti es una especie Unica y

endémica del Parque Nacional Sumaco.

En la descripcion original de P. ernesti la se sugiere que su grupo hermano es P. devillei
(Flores, 1987); sin embargo, con ayuda de los arboles de los genes 12s 'y 16s (Figura 2y 3) y con
los cuadros de rangos de distancias genéticas (Tabla 1 y 2) se rechaza la hip6tesis de que P.
ernesti es una especie cercana a P. devillei, debido a que en los arboles P. devillei. Ademas, se
observa que lo mas probable es que el grupo hermano de P. ernesti, sea P. buckleyi, P. curtipes o
P. vertebralis, y en las tablas de rangos de distancias genéticas (Tabla 1y 2) se observa que P.
ernesti estd mas emparentado con P. buckleyi con un rango de distancias genéticas de 2 % a 2,9
% del gen 12sy de 2,8 % a 4,7 % del gen 16s. Y se observa que esta menos emparentado a P.
vertebralis con un rango de distancias genéticas de 5,1 % a 5,9 % del gen 12sy de 7 % a 8 % del

gen 16s. Sin embargo, en el &rbol del gen 12s 'y 16s (Figura 2 y 3), se observa un bajo soporte de
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bootstraps del 48 % y 25 % respectivamente, y en el arbol del gen 12s se observa una politomia
para la rama gue sostiene a estos linajes, lo que nos dice que todavia no estan resueltas las
relaciones entre estos grupos y no estan bien respaldadas por las secuencias utilizadas en la
construccion de los arboles filogenéticos. Sin embargo, ambas inferencias filogenéticas (12s y
16s) coinciden en que las especies mas emparentadas a P. ernesti son P. buckleyi, P. curtipes y
P. vertebralis. Por otro lado, estas especies, como se ve en la Figura 4 no estan en el rango de
distribucion de P. ernesti. Ademas, surge la hipotesis que, P. ernesti es mas afin a grupos
andinos de lo que es a P. devillei, lo que podria indicar que sufrieron un proceso de especiacion
alopatrica a lo largo del tiempo. Esta hipotesis podria ser resuelta mas adelante y con mas

estudios que la respalden.

4.2 Morfologia

Pristimantis ernesti y P. devillei, segun la literatura (Flores, 1987), morfolégicamente son
especies marcadamente diferentes. P. ernesti se caracteriza por una piel glandular y picada con
prominentes crestas dorsolaterales, numerosas verrugas glandulares en los flancos y pequefias
manchas circulares de glandulas en la axila, la ingle y en la parte distal posterior del muslo.
También tiene parpados glandulares prominentes, tubérculos cubitales, talones pareados y
tubérculos subanales pareados, y una forma de cabeza distintiva con un canto concavo bien
definido, una region loreal muy concava, labios acampanados y hocico inclinado dorsalmente
anteroventral. P. devillei tiene la piel del dorso lisa, crestas dorsolaterales y crestas craneales, el
hocico redondeado de perfil, el canto rostral no es concavo y carece de tubérculos en el parpado
superior, el talén y debajo del ano. Aunque P. devillei comparte crestas dorsolaterales y crestas

craneales con P. ernesti por lo demas estas especies son diferentes. Dadas las nuevas colecciones
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de P. ernesti, estos especimenes seran analizados morfoldgicamente para asi registrar la

variacion presente en la especie.

P. ernesti ademas presenta claras diferencias morfoldgicas con las especies
genéticamente mas cercanas. P. buckleyi tiene la piel del dorso lisa, mientras que la del vientre es
areolada, presenta pliegues dorsolaterales, el hocico es acuminado en vista dorsal e inclinado en
perfil lateral, el espacio interorbital es mayor que la anchura del parpado, y las crestas
frontoparietales son prominentes, el antebrazo presenta una hilera de tubérculos poco definida a
lo largo del borde externo, y el pliegue tarsiano interno esta presente pero no es prominente, el
dorso es marron con chevrones y motas negras, el vientre es crema con reticulaciones marrones,
y la superficie posterior del muslo es amarillo-marrén palido con reticulaciones marrones
(Lynch, 1969). P. curtipes tiene la piel de la cabeza lisa y la cabeza es mas estrecha que el
cuerpo, mas ancha que larga. La piel del dorso presenta verrugas bajas y planas, mas evidentes
en la parte posterior y flancos. Los pliegues dorsolaterales no son prominentes. El vientre es
areolé y presenta pliegues discoidales notables. El hocico es redondeado a obtuso en vista dorsal,
redondeado a inclinado en perfil lateral, ligeramente sobresaliente sobre la mandibula inferior. El
timpano es visible, redondo a ligeramente mas alto que largo. No presenta crestas craneales ni
tubérculos en el parpado. No hay tubérculos en la rodilla, talon o borde externo del tarso. En el
borde interno del tarso hay un tubérculo indistinto. El tubérculo metatarsiano interno es ovalado
y mas grande que el tubérculo externo (Lynch, 1981). Y P. vertebralis tiene la piel de la cabeza y
la parte anterior de la espalda es aspera, volviéndose méas verrugosa hacia la parte posterior.
Presenta pliegues dorsolaterales completos. Los flancos superiores son verrugosos, mientras que
los inferiores son areolados. El vientre es areolado. El hocico es corto, las fosas nasales son

prominentes y dirigidas dorsolateralmente. La region loreal es débilmente concava y desciende
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abruptamente hacia los labios. El borde superior del parpado es ancho, con pequefias verrugas no
punzantes a lo largo del borde posterior. Presenta tubérculos en el talon y en el borde externo del
tarso. Tiene un tubérculo tarsal interno en lugar de un pliegue (Lynch, 1979). Los detalles

morfoldgicos de estos Pristimantis se pueden evidenciar en la Figura 5.

Pristimantis ernesti

Pristimantis buckleyi ‘ Pristimantis kayi

Figura 5: Fotografias de Pristimantis discutidas en el presente trabajo. Fotografias de (A)
Pristimantis ernesti, (B) Pristimantis devillei, (C) Pristimantis curtipes, (D) Pristimantis

vertebralis, (E) Pristimantis buckleyi y (F) Pristimantis kayi. Fotografias de P. devillei, P.
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buckleyi, P. curtipes, P. vertebralis y P. kayi obtenidas de la BIOWEB (https://bioweb.bio).

Fotografia de P. ernesti tomada por J.P. Reyes-Puig.

Respecto a sus areas de distribucion geogréafica, como se puede observar en la Figura 4,
P. ernesti se distribuye unicamente en la cima del VVolcan Sumaco a una altitud de 3900 msnm y
se sefiala que la especie esta restringida a este habitat aislado de gran altitud. P. devillei se
distribuye en las laderas orientales de los Andes en Ecuador y Perd, en altitudes que oscilan entre
1000 y 3155 msnm. P. buckleyi se distribuye en Carchi y Sucumbios con un rango altitudinal
entre 2400 y 3700 msnm. P. curtipes se distribuye en las cimas de las cordilleras oriental y
occidental al sur del desierto de Palmira con un rango altitudinal entre 2750 y 4400 msnm. Por
altimo P. vertebralis se distribuye en los bosques nublados andinos en las Provincias de

Cotopaxi, Bolivar, Imbabura y Pichincha con un rango altitudinal entre 1800 y 3000 msnm.

Finalmente, podemos decir que P. ernesti y P. devillei tienen caracteristicas fisicas,
hébitats, &reas de distribucion geogréfica diferentes y ahora gracias a nuestro estudio
filogenético, podemos decir que también tienen identidad genética diferente. También podemos
decir que P. ernesti se relaciona cercanamente con P. buckleyi, P. curtipes y P. vertebralis a
pesar de tener caracteristicas fisicas, habitats y areas de distribucion geografica diferentes,

genéticamente podria P. ernesti ser hermano de una de estas especies.

4.3 Conservacion
La validacion de la especie Pristimantis ernesti en el Parque Nacional Sumaco Napo-
Galeras, tiene implicaciones significativas para la conservacion de esta area protegida. Ayuda a

destacar la importancia de proteger y conservar el parque, debido a que posee biodiversidad
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Unica, como P. ernesti y también Osornophryne sumacoensis (Gluesenkamp, 1995), por lo que
posiblemente existan mas especies Unicas por descubrir. A demas, conocer que la distribucion de
P. ernesti es limitada al VVolcan Sumaco, contribuye a que se genere un mayor interés por
preservar esta area protegida, proponiendo estrategias de conservacion mas efectivas para
proteger esta especie endémica del lugar. Por otro lado, también puede haber implicaciones para
la investigacion cientifica, dado que ofrece la oportunidad de estudiar y comprender de mejor
manera la ecologia, la evolucion y el comportamiento de P. ernesti, y esto podria llevar a la
implementacion de nuevas medidas de conservacion o la modificacion de las actuales para
proteger la especie y su habitat. Finalmente, la identificacion genética de esta especie puede ser
utilizada como un ejemplo para aumentar la conciencia y la educacion sobre la importancia de la
conservacion y la proteccion de la biodiversidad en el area protegida y en general (Ocampo et al.,

2022; Sanchez et al., 2022).

CAPITULO V
5 CONCLUSIONES

En este estudio se logro obtener secuencias genéticas de los genes 12s y 16s de Pristimantis
ernesti y otras especies cercanas de Pristimantis. Gracias a la obtencion de las secuencias
genéticas se consiguio generar alineamientos de los genes 12s y 16s para Pristimantis debido a la
obtencion de sus secuencias genéticas. Y se obtuvieron dos arboles filogenéticos de los genes
12s y 16s mediante los alineamientos realizados, donde segun el arbol del gen 12s (Figura 2) y el
arbol del gen 16s (Figura 3), P. ernesti es un grupo monofilético y con altos soportes de

bootstrap, debido a esto se puede decir que es una especie valida y endémica del Parque
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Nacional Sumaco Napo-Galeras. Finalmente se sugiere que los grupos mas cercanos a P. ernesti
son P. buckleyi, P. curtipes y P. vertebralis, aunque mas estudios se necesitan para saber con
certeza cual es el grupo mas cercano. Se sugiere generar mayor numero de investigaciones en
Pristimenatis y en el Parque Nacional Sumaco Napo-Galeras para entender mejor las estrategias

de conservacion.

6 RECOMENDACIONES

Segun las Figuras 2 y 3, P. ernesti esta altamente emparentada con P. buckleyi, P. curtipes y
P. vertebralis, por lo que no estd muy claro cual es el grupo mas cercano a P. ernesti. Esto nos
dice que los fragmentos del gen 12s y 16s no son necesariamente los mas apropiados para
resolver las relaciones por si solos. Por ello se recomienda unir los dos alineamientos de 12s 'y
16s, para hacer una filogenia en conjunto, ademas de secuenciar un fragmento adicional y asi
generar mayor informacion para resolver con mejor soporte estadistico las relaciones entre estos

grupos.

Para profundizar la comprension de los mecanismos de divergencia de estas especies; se
necesita considerar los nuevos hallazgos en la investigacion sistematica; es decir, estudios en
morfologia, genética, ecologia y bioacustica. Igualmente, es importante llevar a cabo
investigaciones con fragmentos multigénicos de genes nucleares. De este modo se formara una
comprension mas completa al construir relaciones filogenéticas basadas en datos moleculares y

en taxonomia integrativa (Dayrat, 2005).

Para ayudar a conservar esta especie se recomienda, establecer programas de monitoreo y

seguimiento de su poblacion, proteger su habitat, identificar y controlar especies invasoras o
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predadores. Ademas, identificar patdgenos que puedan afectar su poblacion, promover la
educacion y conciencia sobre la importancia de esta especie y su papel en el ecosistema, tanto
entre la poblacion local como entre los visitantes. Finalmente fomentar la sostenibilidad en el
parque, tanto en el manejo de los recursos naturales como en la actividad turistica, para

garantizar la conservacion de P. ernesti y su habitat.
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8 ANEXOS

Anexo 1

Distancias genéticas del arbol filogenético del gen 12s

F_buckleyi |

F_curtipes_| P_curtipes_ | P_eurtipes_| | P_vertebralis| P_vertebralis | P_devillei 11 | P_devillei 11 | P_buckleyi_| | P_devillei AY|P_devillei_EF| P_devillei 11 | P_devillei 11 | P_buckleyi_| [P_buckleyi E| P_buckleyi | P _ernesti M | F_emesti M | P_emesti_M [ P_emesti M [ P_emesti M
MK829652.1|MKB20653.1| 1731 116823 | FF493680.| 2313 2318 16626 | 964074.1 | 493688.1 | 2485 3139 15982 | F493850.1 | 13781 18799 6598 6599 6600 6798 | 6814125
P curtipes_
MKB29652.
P curtipes_
MKE29653. |-0.000
P_curtipes|
1731 0.054 0.054
Pvertchralis
116823 |0.056 0.056 0053
P vertebralis
_EF493680.
1 |ooe 0.076 0049 0.071
P_devillei 11
2313 |0.040 0.049 0.035 0.042 0066
P_devillei 11
2318 |0.049 0.049 0035 0.042 0066 -0.000
P_buckleyi_|
16626 [0.066 0.066 0.020 0.063 0061 0.042 0.042
P_devillel_AY
9640741 |0.090 0.090 0.082 0,094 0082 0.094 0.094 0,097
P_devillei_EF
493688.1 |0.068 0.068 0.053 0.059 0071 0.061 0.061 0.065 0.028
P_devillei 11
2485 |0.068 0.068 0.053 0.059 0071 0.061 0.061 0.065 0.028 -0.000
P_devillei 11
3139|0071 0.071 0.061 0.061 0078 0.068 0.068 0.068 0.038 0.007 0.007
P_buckleyi |
15982 0.056 0.056 0.023 0.056 0.056 0.03% 0.039 0.025 0.093 0.066 0.066 0.073
P_buckleyi £
F493350.1 |0.063 0.063 0023 0.068 0056 0.044 0,044 0,030 0.083 0.063 0.063 0.071 0.027
P_buckleyi_|
13781 |0.063 0023 0.068 0056 0.044 0.044 0.030 0.083 0.063 0.063 0.071 0.027 -0.000
P_buckley |
13799 [0.063 0.063 0023 0.068 0056 0.044 0.044 0.030 0.083 0.063 0.063 0.071 0.027 -0.000 0.000
P_ernesti M
6598 |0.052 0.052 0.017 0.062 0059 0.036 0.036 0029 0.082 0.067 0.067 0.075 0.026 0.026 0.026 0026
P_ernesti M
6590 |0.056 0.056 0015 0.061 0056 0.037 0.037 0.027 0.082 0.065 0.065 0.073 0.025 0.025 0.025 0025 0.007
P_emesti M
5500 |0.056 0.056 0016 0.061 0056 0.037 0.037 0.027 0.082 0.085 0.066 0.073 0.025 0.025 0.025 0025 0.007 0.000
P_emesti M
0.051 0.051 o011 0,056 0051 0.032 0,032 0023 0.082 0.061 0.061 0.068 0.020 0020 0,020 0020 0.005 0.004 0004
P_ermesti M
8814 |0.051 0.051 o011 0.056 0051 0.032 0032 o023 0.082 0.061 0.061 0.068 0.020 0020 0,020 0020 0.005 0.004 0004 -0.000

Anexo 2

Distancias genéticas del arbol filogenético del gen 16s
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P_vertebral

P_surdus_

P _truebae_

P_buckieyi

P_devillei_E|P_devillei_I| P_devillei | P_sp_EUL P_sp_EUL | P_curtipes | P_ernesti_ | P_emesti_ | P_ernesti_ | P_eresti_ |P_devillei_I| P_devillei P_buckleyi |P_buckleyi |P_buckleyi | P_buckleyi P_buckleyi_
F493688_1 | 12485 | 113139 'S—g"f% 86700_1 Emiﬁm M"‘fi”‘; 86661 1 | 11731 | M6598 | Me8l4 | M6600 | M6798 | 12313 | 112318 | 116626 | 115082 | 113652 | _113781 —Ez‘glm 113799

P_devillei_EF

493688 1
P_devillel_I12

pros 0,000
P_devillei 13| 00 2000
P_vertebralis_
Graoasne 1| 0078 0082 | 0078
P_sp_BULBST| 4 osp 0050 | 0048 | 0090

00_1
P_surdus_EF4

ple 0,049 0047 | 0048 | 0077 | 0060
P_truebae_M
\iseraer1 | 0058 0054 | 0053 | 0073 | 0051 | 0039
P_sp_EULBEE| 4 053 0054 | 0053 | 0073 | 0051 | 0039 | 0000
P—C”';yfs-'l 0,051 0052 | 0051 | 0084 | 0071 | 0054 | 0054 | 0054
Piernse;;LMG 0,051 0045 | 0051 | 0079 | 0086 | 0054 | 0061 | 0061 | 0043
Pfe":f;'fm 0042 0044 | 0043 | 0073 | 0052 | 0049 | 0051 | 0051 0,040 0013
Pfe”!‘f;;'fMa 0,051 0042 | 0051 | 0080 | 0064 | 0054 | 0057 | 0057 0033 0011 | 0011
Pfe”;e;g'st 0,040 0041 | 0040 | 0070 | 0055 | 0045 | 0052 | 0052 0036 0011 | 0005 0,008
P—degyg'—'u 0,059 0060 | 0058 | 0092 | 0061 | 0063 | 0047 | 0047 | 0068 | 0069 | 0057 | 0064 0,055
p’dewaggl’lzu 0,063 0,063 0,062 0,096 0,066 0,070 0,052 0,052 0,070 0,073 0,062 0,070 0,061 0,005
P,bch:IZeeyLll 0,051 0052 | 0052 | 0069 | 0063 | 0050 | 0040 | 0040 | 0053 | 0037 | 0037 | 0033 0,036 0068 | 0070
P_buckleyi_I1

o 0,039 0042 | 0040 | 0067 | 0047 | 0047 | o042 | 0042 | 0045 | 0046 | 0037 | 0047 0,036 0039 | 0045 | 0037
U";:';Zy'f'l 0,049 0050 | 0048 | 0073 | 0052 | 0060 | 0056 | 0056 0,045 0040 | 0029 0039 0028 0,061 0066 | 0041 | 0031
P_buckleyi_I1
e | 0054 0054 | 0053 | 0076 | 0056 | 0062 | 0060 | 0060 | 0045 | 0041 | 0038 | 0040 0,031 0066 | 0060 | 0044 | 003 | 0005
P_buckleyi_E

hoasea T | 0050 0051 | 0049 | 0074 | 0053 | oot | oos7 | 0057 | 0045 | o0ar | 0030 | 0040 0,030 0062 | 0068 | 0041 | 0032 | 0001 | 0006
P_buckieyi_I1
- 799 = 0,046 0,047 0,045 0,071 0,051 0,054 0,051 0,051 0,045 0,033 0,028 0,030 0,028 0,058 0,061 0,041 0,028 0,000 0,005 0,001
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