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RESUMEN

Dendropsophus molitor es una especie de rana de la familia Hylidae que se distribuye en la
Cordillera Oriental de Colombia desde Boyaca hasta Norte de Santander. Esta especie esta
cercanamente emparentada a D. luddeckei, D. pelidna y D. meridensis, las cuales constituyen
un clado cuyas relaciones internas entre linajes son controversiales. En este estudio se realizaron
andlisis morfologicos, filogenéticos y de estructura poblacional en poblaciones de D. molitor
utilizando los genes mitocondriales 12S, 16S y COI y el gen nuclear POMC para evaluar la
validez de la especie D. luddeckei. Adicionalmente, se determing si las variaciones (SNPs) en
el fragmento del gen MC1R se correlacionan con los polimorfismos de color encontrados en
ambas especies. Del analisis filogenético se obtuvieron dos clados internos poco diferenciados
que corresponden a la agrupacion de las poblaciones por geografia. Asi mismo, estadisticos de
diversidad y diferenciacion genética, caracteres morfolégicos y analisis de delimitacion de
especies indicaron que D. luddeckei y D. molitor son una misma especie y no linajes
independientes. Por ultimo, los SNPs encontrados en el gen MC1R no se correlacionan con los
polimorfismos de color de la especie D. molitor y no corresponden a los cambios previamente

identificados en dendrobatidos.

Palabras clave: Dendropsophus, sobreestimacion, polimorfismos de color, Receptor 1 de la
Melanocortina (MC1R).

ABSTRACT

The frog species Dendropsophus molitor belong to Hylidae family and is distributed in the
Colombian Eastern Cordillera from Boyaca to Norte de Santander. This species is closely

related to D. luddeckei, D. pelidna and D. meridensis which belong to a clade whose internal

3



relations between lineages are controversial. We performed morphological, phylogenetic and
population structure analyzes in D. molitor populations using the mitochondrial genes 12S, 16S
and COI and the nuclear gene POMC to assess the legitimacy of D. luddeckei. In addition, we
determined whether the changes (SNPs) in the MC1R gene fragment are correlated to color
polymorphisms found in both species. We obtained two slightly differentiated internal clades
that cluster populations by geography in the phylogenetic analysis. Moreover, genetic diversity
and genetic differentiation statistics, morphological traits and species delimitation analysis
show that D. luddeckei and D. molitor are the same species instead of independent lineages.
Finally, the SNPs found in the MC1R gene do not correlate to D. molitor color polymorphisms

and do not correspond to the changes previously identified in dendrobatid species.

Key Words: Dendropsophus, overestimation, color polymorphisms, Melanocortin 1 Receptor
(MCI1R).

INTRODUCCION

La correcta determinacion de especies es crucial para establecer la diversidad biologica
existente en la naturaleza. La asignacion de dichas entidades biologicas en “grupos
diferenciables” es fundamental para abordar y entender los factores que inciden en su
formacidn, evolucion, distribucion y ecologia. Esto es particularmente complejo en taxa donde
la variacion morfoldgica utilizada para delimitar estas entidades es labil o inexistente (Chenuil
et al., 2019). Normalmente individuos con estas caracteristicas son asignados a complejos de
especies o bajo la denominacion de “especies cripticas” (Chenuil et al., 2019) sin una verdadera
clasificacion taxondmica dentro de ellos. El advenimiento de métodos de biologia molecular ha
permitido en algunos casos delimitar correctamente linajes bien diferenciados (Bickford et al.,
2007) como verdaderas especies cripticas (bajo el concepto filogenético de especie). Sin
embargo, su incorrecto uso también ha causado una sobreestimacion en la diversidad de muchos
linajes debido, la mayoria de las veces, a que las subespecies son ascendidas al rango de
especies (Zachos, 2014). Struck et al. (2018) sugieren que la inferencia de especies cripticas
requiere de una aproximacién interdisciplinaria que combine la mayor cantidad de datos
posibles, siendo estos taxa evaluados estadisticamente en comparacion con especies del mismo
grupo que claramente son morfoldégicamente distinguibles. Esta comparacién solo puede
realizarse de manera directa cuando ambos tipos de linajes (cripticos y diferenciables) estan

presentes en un mismo género.



La importancia de un adecuado reconocimiento de especies cripticas en la herpetofauna recae
en formular un contexto taxonémico adecuado para la toma de decisiones tedricas y précticas
(Donnellan et al., 1993). El problema de una correcta delimitacion de especies es
particularmente complicado en anfibios neotropicales (Rivera-Correa & Gutiérrez-Céardenas,
2012), en ocasiones la poca diferenciacion morfologica entre los individuos aunado a que
generalmente otros aspectos de su ecologia y rasgos de vida son desconocidos dificulta su
correcta identificacion y clasificacion. Los anfibios, a diferencia de otros vertebrados, tienen
un namero relativamente pequefio de caracteres externos Utiles para la identificacién de
especies (p. €j. coloracion y estructura de la piel o proporcion corporal) (Litvinchuk et al.,
2004). Esta puede ser la razén por la cual el nimero de especies cripticas en este linaje es mayor
que en otros grupos, como es evidente por el nimero de publicaciones correspondientes
(Litvinchuk et al., 2004).

El éxito ecologico de los anfibios en los Andes tropicales y subtropicales es evidente, pues se
han registrado mas de 800 especies que habitan estos ecosistemas. Méas de 700 especies son
anuros, los cuales son particularmente diversos en altas elevaciones, como evidencian varios
estudios en paises como Colombia (Navas, 2006). La especie Dendropsophus molitor (Schmidt,
1857) conocida comunmente como rana andina, se encuentra en la Cordillera Oriental de
Colombia y su distribucion geografica comprende los departamentos de Cundinamarca,
Boyacd, Santander y Norte de Santander, entre los 2.000 y 3.600 msnm (Guarnizo et al., 2014).
Es una especie comin en zonas intervenidas como potreros, bordes de carreteras y centros
poblados (Ruiz-Carranza et al., 1996) debido a su tolerancia a la presencia antropica y su amplia
distribucidn altitudinal. Sin embargo, su presencia esta condicionada a la existencia de lagunas
o charcas que utilizan tanto los adultos como los renacuajos (Guarnizo et al., 2014). Esta especie
hace parte del grupo D. molitor, comprendido por D. pelidna, D. meridensis y D. luddeckei,

pero todo este grupo carece de caracteres que lo definan (Faivovich et al., 2005).

Esta especie ha sido modelo de estudio en diferentes investigaciones enfocadas a preguntas
sobre biogeografia, comportamiento, ecofisiologia, biologia reproductiva, filogeografia e
incluso ontogenia (Arenas-Rodriguez et al., 2018; Guarnizo et al., 2009; 2012; Ruiz-Carranza
et al., 1996). No obstante, aunque esta especie es un importante modelo de estudio, existe
controversia alrededor de la diferenciacion genética de sus poblaciones dada su amplia
distribucién. En 2009, Guarnizo et al. utilizando los genes mitocondriales Citocromo b (cyt b),

Citocromo Oxidasa 1 (COI) y el gen nuclear de la proopiomelanocortina (POMC), encontraron



dos clados definidos (Clado Norte y Clado Sur) altamente divergentes (Fst = 0.93) que se
encuentran distribuidos (norte-sur) a lo largo de la Cordillera Oriental de Colombia. Los autores
atribuyen que la diferenciacion entre las poblaciones es ocasionada por vicarianza y se sugiere
que existe aislamiento reproductivo. Posteriormente, Guarnizo et al. (2012) determinaron que
los rasgos acusticos (cantos de anuncio), pero no morfoldgicos, difieren significativamente
entre los clados. A razén de esto, establecieron con base en las sefiales acUsticas y la variacion
genética que los dos clados constituyen especies cripticas que tienen distribucién parapatrica.
La nueva especie denominada Dendropsophus luddeckei (Clado del Norte) fue establecida
como una especie valida soportada por divergencia genética en los marcadores anteriormente
mencionados y en los genes 12S y 16S. En este estudio se evaluara la validez de estos dos
linajes de Dendropsophus con un muestreo mayor al usado por Guarnizo et al. y analizando

datos tanto moleculares como morfoldgicos.

Por otro lado, aprovechando el amplio muestreo poblacional y la existencia de varios
morfotipos dentro de Dendropsophus molitor también se evaluo si el gen Receptor de
Melanocortina 1 (MC1R), responsable de los fenotipos mas oscuros en algunos dendrobéatidos
(Posso-Terranova & Andrés, 2017), esta involucrado en los patrones de coloracion observados
en esta especie. En particular para anfibios se han explorado algunos mecanismos genéticos
asociados a la coloracion en la familia Dendrobatidae sensu lato (Summers et al., 2004;
Vestergaard et al., 2015; Posso-Terranova & Andrés, 2017; Stuckert et al., 2019), pero este tipo
de estudios no han sido realizados en otros grupos de ranas neotropicales como Dendropsophus
molitor. En esta especie no hay informacion suficiente respecto a la funcién de la coloracion y
de sus bases geneticas. El estudio de la pigmentacion en este caso es interesante debido a que
la especie presenta tres patrones de coloracion definidos: verde sélido, variegado (verde y
marron) y marrén solido (figura 1). Dado que el gen MC1R es el locus causal de los patrones
de melanizacion en muchos vertebrados (Hubbard et al., 2010) y que existe asociacion fenotipo
- genotipo entre ciertas variantes genéticas en este gen y el patron de melanina en
Dendrobatidae, en este estudio se explorara si esas mismas variantes (SNPs de su sigla en

inglés) explican el polimorfismo de Dendropsophus molitor.

METODOLOGIA

Muestreo de individuos y adquisicion de secuencias en bases de datos



Se utilizaron 19 tejidos de individuos de la especie Dendropsophus molitor provenientes de 2
poblaciones diferentes (figura 2, anexo 1) de Cundinamarca depositados en la coleccion
bioldgica de la Universidad de los Andes ANDES-A. Los tejidos empleados corresponden solo
a aquellos ejemplares que contaban con fotografias que permitieron definir su morfotipo. Para
complementar este muestreo, se colectaron 6 individuos mas en la ciudad de Tunja (rango de
distribucion de D. luddeckei) (figura 2, anexo 1) mediante captura de tipo manual (Gallina-
Tessaro & Lbpez-Gonzalez, 2012) en un proceso de inspeccion visual libre. EI muestro se
realiz6 en dos jornadas nocturnas en un periodo promedio de 3 horas cada una. Al capturar los
individuos, se utilizaron bolsas herpetoldgicas para su traslado al laboratorio de Genética
Evolutiva de la Universidad del Rosario, donde se llevd a cabo un registro fotografico de cada
ejemplar para determinar su morfotipo. Una vez los individuos fueron fijados siguiendo el
protocolo de Simmons (2002), las muestras de tejido de higado y muasculo fueron preservadas

en etanol al 96% libre de pirimidina para su posterior almacenaje en coleccion.

Adicionalmente, se incluyd el muestreo que Guarnizo et al. realizO para las especies
Dendropsophus molitor y Dendropsophus luddeckei (anexo 2). Se descargaron todas las
secuencias disponibles en la base de datos NCBI para los genes 12S (19), 16S (21), COI (16) y
POMC (226) usando la lineca de comando Entrez: “esearch -db nucleotide —query “<organism>
GENE" | efetch -format fasta” (Nascimento et al., 2019). Para el gen MC1R fueron descargadas
las secuencias existentes (20) para la especie Oophaga histrionica (anexo 2) previamente

publicadas del estudio de Posso-Terranova & Andrés (2017).
Extraccion de ADN

El ADN fue extraido de tejido hepatico o muscular de los ejemplares que se encontraban
preservados en etanol al 96%. EI Protocolo de Extraccion empleado se basa en el aislamiento
de ADN por perlas magneticas estandarizado previamente en el laboratorio. El tejido fue
macerado en buffer de lisis (180 pl) y posteriormente se le agregé 20 pl de proteinasa K
(mezclando por inversidn) para luego incubar a 56 °C durante 24 horas. Posterior al tiempo de
incubacion, se agregaron 360 ul de solucion de perlas magnéticas a cada muestra, se incubo a
temperatura ambiente por 5 minutos y los tubos se colocaron en un rack magnético durante 10
minutos. Se removid el sobrenadante de los tubos sin retirarlos del rack y se realizaron dos
lavados con 700 pl de etanol al 70%. Finalmente, se agreg6 70 pl de Buffer TE (pH 8) a cada

muestra. La concentracion del ADN fue cuantificada en NanoDrop (Thermo Scientific™).



Generacion de amplicones para cada locus

Los genes mitocondriales 12S, 16S, COl y el gen nuclear POMC fueron amplificados mediante
cuatro pares de primers previamente publicados (Guarnizo et al., 2009; Guarnizo et al., 2012).
Se realizaron todas las reacciones de amplificacion utilizando el Master Mix de Thermo
Scientific™ vy siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para los genes 12S y 16S constaba de una denaturacién inicial de 94°C x
2min, seguido de 35 ciclos de amplificacion (94°C x 30seg, 53°C x 30seg, 72°C x 60seg) y una
extension final de 72°C x 7min. El gen COI fue amplificado en un ciclo que constaba de una
denaturacion inicial de 95°C x 2min, seguido de 35 ciclos de amplificacion (95°C x 30seg,
45°C x 45seg, 72°C x 1min) y una extension final de 72°C x 10min. Finalmente, para el gen
POMC se realizd una denaturacion inicial de 96°C x 6min, seguido de 35 ciclos de
amplificacion (96°C x 45seg, 51°C x 45seg, 72°C x 1:30min) y una extension final de 72°C x
6min. Los amplicones de 12S, 16S y POMC fueron purificados mediante el protocolo
“Enzymatic PCR Cleanup using Exonuclease I and Shrimp Alkaline” de New England
BioLabsinc. Los productos de PCR obtenidos para el gen COI fueron purificados mediante el
protocolo de GELase (Epicentre Technologies Corp.) estandarizado previamente en el
laboratorio. La secuenciacion Sanger de las muestras se realizé en Elim Biopharmaceuticals,

Inc y en Macrogen, Inc.

El gen nuclear receptor de melanocortina 1 (MC1R) se amplificé usando los primers publicados
previamente por Posso-Terranova & Andrés (2017). Se realizd la reaccion de amplificacion
utilizando las perlas de PCR illustra™ PuReTaq™ Ready-To-Go™. El ciclo de PCR incluy6
un touch-up que constaba de una denaturacion inicial de 94°C x 5min, seguido de 20 ciclos de
amplificacion (94°C x 45seg, 52°C x 45seg, 72°C x 45seg), 35 ciclos de amplificacion (92°C x
30seg, 55°C x 30seq, 72°C x 30seg) y una extension final de 72°C x 10min. Posteriormente, se
realizé el corte de las bandas obtenidas en geles de agarosa de bajo punto de fusion y se realizd
una reamplificacion del fragmento previamente purificado con GELase (Epicentre
Technologies Corp.). Para el ciclo de la reamplificacion se realizd una denaturacion inicial de
95°C x 5min, seguido de 30 ciclos de amplificacion (94°C x 45seg, 60°C x 45seg, 72°C X
45seq) y una extension final de 72°C x 10min. Los productos reamplificados fueron purificados
mediante el protocolo “Enzymatic PCR Cleanup using Exonuclease I and Shrimp Alkaline” de
New England BioLabsinc. La secuenciacion Sanger de las muestras se realizé en Macrogen,

Inc.



Analisis filogenéticos y poblacionales

Todos los cromatogramas fueron limpiados y las secuencias consenso obtenidas fueron
alineadas mediante el software Geneious Prime version 2020.0.3. Adicional a las muestras
secuenciadas en este estudio, se descargaron secuencias previamente publicadas en la base de
datos de NCBI de todas las especies del género Dendropsophus secuenciadas para 12S, 16S,
POMC y COl (anexo 2). Con el total de las secuencias obtenidas se realizaron los alineamientos
por cada gen con el algoritmo Geneious aligner implementado en Geneious Prime versién
2020.0.3. Posteriormente, se exportaron cada uno de los alineamientos definiendo como Ns las
regiones flanqueantes carentes de informacion. Para reconstruir los haplotipos del gen POMC
se utilizo el programa PHASE contenido en DNAsp v6 (Librado & Rozas, 2009). Para la
definicidn de los modelos de sustitucion que mas se ajustaban a los datos se utiliz6 el programa
Jmodeltest 2 (Darriba et al., 2012). El modelo que mejor explico los datos en el caso de los loci
mitocondriales 12S y 16S fue GTR+I+G (AIC = 42158.6775). El mismo andlisis sugirio el
modelo TIM2+1+G para el gen nuclear POMC (AIC = 4247.247) y el modelo TPM3u+G para
el gen mitocondrial COI (AIC = 4090.343). Se concatenaron los genes 12S y 16S para los
andlisis filogenéticos dado que presentaron el mismo modelo de sustitucion (COI se analizé de
manera independiente debido a la presencia de muchos individuos carentes de informacion para
este gen). Para el caso de POMC y COI dado que los modelos de mejor ajuste no se encuentran
explicitos dentro de la opcion de reconstruccion filogenética escogida en bayesiano (ver abajo)
se implemento el modelo GTR+I+G con la estimacidn de las frecuencias de las bases. El grupo
externo para el arbol filogenético del concatenado 12S-16S fue D. allenorum, para COIl fue D.

minutus y para POMC fue D. microcephalus (anexo 2).

Las relaciones filogenéticas se establecieron con dos métodos diferentes de estimacion:
Méaxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (Bl). La reconstruccion filogenética
utilizando ML se realiz6 mediante el software RAXML 8.2.11 (Stamatakis, 2014) para los loci
mitocondriales (12S y 16S) y con 1Q-tree (Nguyen et al., 2014) para el gen COl y POMC. En
el caso de los genes 12S y 16S el soporte de los nodos fue establecido con bootstraps, donde el
namero de réplicas fue determinado por el programa mediante la funcién autoMRE que
establece la cantidad adecuada de arboles requeridos en cada caso. Los soportes de las ramas
para el gen COl y POMC fueron obtenidos a partir de 5.000 réplicas de bootstrap. Para los
arboles filogenéticos realizados por inferencia Bayesiana se utilizé el software BEAST2 v2.4.4

(Bouckaert et al., 2014) y se empled el modelo coalescente para poblaciones de tamafio



constante (utilizando el prior por defecto del modelo) para todos los loci dada la baja
divergencia entre los taxa estudiados y la presunta panmixia de estos anuros. Se establecié una
longitud de la cadena MCMC de 10°000.000 pasos, muestreando una topologia cada 100 ciclos
y se descartd el 10% de las muestras iniciales (burn-in). Las distribuciones de probabilidad
posterior de los pardmetros y la convergencia de la cadena (ESS > 200) se inspeccioné en el
software Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018). Todos los arboles filogenéticos obtenidos (Bl y
ML) fueron visualizados en el software Fig Tree v1.4.4 (Rambaut, 2014).

Para evaluar estadisticamente la existencia del linaje de Dendropsophus luddeckei, se
implemento el test de delimitacion de especies “Integration of genes and traits for Bayesian
Phylogenetics and Phylogeography” (iBPP; Solis-Lemus et al., 2014) utilizando los datos
mitocondriales (12S-16S; loci sin individuos faltantes). El andlisis se corri6 usando el
parametro Theta por defecto (3 - 0.004; este rango incluye el estimador obtenido de los datos)
y el pardmetro Tau = 0.213 (escalar del tiempo de divergencia). El parametro Tau fue calculado
empleando la formula: Tau = W/2*T, con el limite inferior de la tasa de mutacion (u) reportada
para mitocondrial (14.8x10° sustituciones por sitio por afio) en anuros (Crawford, 2003) y el
tiempo de divergencia (T) entre D. molitor y D. pelidna con un valor de 7.2x10° afios (Kumar
et al., 2017).

Para cada locus/especie (D. molitor y D. luddeckei) se estimaron estadisticas de diversidad y
diferenciacion genética. Se calculd la diversidad nucleotidica (®), la tasa de sustitucion
poblacional (0), el indice de fijacion (Fst) y la divergencia absoluta entre poblaciones (Dxy)
con DNAsp v6 (Librado & Rozas, 2009). A partir de estos estimadores y la tasa de mutacién
mencionada anteriormente (14.8x10° - 24.5x107), se estimé el tamafio efectivo de las hembras
(Nef) mediante la formula: Nef = 6/2*p. Para el caso de POMC se utilizo la tasa de mutacién
reportada previamente para genes nucleares (0.924x10° - 1.53x107° Crawford, 2003).
También, se calcularon las distancias genéticas entre especies para cada gen utilizando
MEGAX (Kumar et al., 2018) y se construyeron redes de haplotipos por cada uno de los genes
con POPART v1.7. con el algoritmo TCS (Clement et al., 2002). Finalmente, se evalud si la
diferenciacion genética entre poblaciones presenta un patron de aislamiento por distancia. Para
esto, se linealizaron los valores de Fst y las distancias geogréaficas fueron convertidas a
distancias minimas entre pares de puntos con la funcion distGeo del paquete de R geosphere

v1.5-10. Adicionalmente, se implementd un Test de Mantel.

Analisis morfométricos
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Se examinaron 17 individuos depositados en la coleccion de la Universidad de los Andes
ANDES-A. y 6 individuos colectados en el presente estudio que se incluyen en el rango de
distribucion de D. luddeckei. Los individuos fueron sexados a través de la observacion de la
presencia de sacos gulares, hendiduras bucales y cortes histologicos para confirmar la presencia
de testiculos u ovarios. Posteriormente todos los individuos fueron medidos con un calibrador
Mitutoyo. Las medidas corporales realizadas a cada individuo fueron: longitud rostro-cloaca
(SVL), longitud de la tibia (TBL), longitud del pie (FL), longitud de la cabeza (HL), ancho de
la cabeza (HW), distancia interorbital (IOD), diametro del ojo (ED), distancia ojo-narina
(END), didmetro del timpano (TD) y distancia ojo-timpano (ETD) siguiendo el protocolo de
Watters et al., 2016.

Para contar con representatividad de individuos de la especie D. luddeckei se utilizaron datos
morfométricos proporcionados por Guarnizo et al. no disponibles en su publicacion del afio
2012. En los anélisis se emplearon datos Unicamente de individuos machos (n = 54) dada la
poca representatividad de las hembras en ambas especies. Se realizaron pruebas de normalidad
para todas las variables (Test de Shapiro-Wilk y graficos Q-Q en RStudio v1.2.5019). Se
realizd6 un Andlisis de Componentes Principales (PCA) para seleccionar las variables que
explican la mayoria de la varianza morfoldgica de los individuos y con estos componentes se
realizé un Andlisis Discriminante (DAPC) para evaluar si existe algun tipo de agrupacion de
los mismos. Por ultimo, se evaluo estadisticamente si la morfologia es explicada por la categoria
especie con un Analisis Multivariante de la Varianza (MANOVA). Los tres analisis fueron
realizados en RStudio v1.2.5019.

Analisis de polimorfismos de color

Teniendo presente la variacion fenotipica en el color entre los individuos estudiados, se evaluo6
si las variantes identificadas previamente en el gen MC1R en Oophaga histrionica como
asociadas a morfotipos, presentan también algun tipo de asociacion con los morfotipos de
Dendropsophus molitor. Se realizé el alineamiento de las secuencias obtenidas en este estudio
para esta especie y las secuencias de Oophaga histrionica pertenecientes a la investigacion de
Posso-Terranova & Andrés (2017) del gen MC1R mediante el algoritmo Geneious aligner
implementado en Geneious Prime version 2020.0.3. Posteriormente, se evalu6 si los SNPs
encontrados en el fragmento amplificado para Dendropsophus molitor se correlacionaban con
los polimorfismos de color registrados en las fotografias de cada individuo secuenciado (verde

s6lido, marrén sélido o variegado). Asi mismo, se determiné si los SNPs identificados en las
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secuencias de la especie Oophaga histrionica correspondian a los encontrados en las secuencias

obtenidas para Dendropsophus molitor.

RESULTADOS

Con la colecta de individuos realizada en esta investigacion se obtuvieron especimenes de
localidades poco representadas en estudios previos. Por tanto, se logré una ampliacién en el
muestreo de la especie D. molitor al incluir mayor cantidad de individuos del departamento de
Cundinamarca, principalmente de Bogoté y Cajica (figura 2). Asi mismo, se remuestreo la
localidad de Tunja en la cual se encuentra D. luddeckei, de forma que este estudio cuenta con
representatividad de las regiones que corresponden a la distribucion mas al norte y sur de estas

especies.
Analisis filogenéticos y poblacionales

Se obtuvo un fragmento de 1.526 pb para la region mitocondrial 12S-16S, un fragmento de 636
pb para el gen COl y un fragmento de 479 pb para el gen nuclear POMC. La relacion entre D.
molitor y D. luddeckei fue evaluada en un contexto filogenético del género Dendropsophus, en
donde se incluyeron todas las especies disponibles para cada marcador (anexo 3, 5, 7). Sin
embargo, el grupo focal de este estudio es precisamente estas dos especies. Para el concatenado
12S-16S ambas topologias (ML y BI) fueron concordantes a excepcion de tres discrepancias
(ver abajo). Los individuos de las especies D. molitor y D. luddeckei conforman un clado
monofilético consistente en ambos analisis (pp = 1, bootstrap = 69; figura 3), el cual es hermano
de D. carnifex (pp = 1, bootstrap = 100, figura 3). Sin embargo, los individuos de D. molitor y
D. luddeckei se distribuyen en dos clados internos poco diferenciados que corresponden a la
agrupacion de las poblaciones por geografia. Uno de ellos agrupa las poblaciones del norte (pp
=1, bootstrap = 97; figura 3) y el otro las del sur (pp = 0.8, bootstrap = 83; figura 3). El clado
Norte en este estudio contiene individuos de D. molitor y de D. luddeckei, mientras el clado Sur
estd mayoritariamente conformado por individuos de D. molitor (excepto un individuo de D.

luddeckei que se agrupa en este clado).

La primera diferencia obtenida entre la topologia de ML y BI radica en que el clado Norte
obtenido por el analisis Bl posee como clado hermano un grupo de individuos de D. molitor
(pp = 0.8, anexo 4) que pertenecen a localidades del sur (97002, 97006, QULC 97005, anexo

1). Por tanto, en comparacién a la topologia de ML, el clado Sur no es monofilético en este
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caso. En segundo lugar, un grupo conformado por los individuos de las localidades Cocuy,
Cueva y Laureles se encuentra ubicado como un clado hermano fuera de las establecidas
agrupaciones Norte y Sur en el caso de ML (bootstrap = 69, figura 3). En contraste, para la
topologia con Bl se obtiene que dicho clado es hermano al clado Norte (pp = 0.9, anexo 4). Por
altimo, las especies D. Pelidna y D. meridensis constituyen un clado monofilético hermano al
clado obtenido para D. molitor y D. luddeckei en la topologia de ML (bootstrap < 50, figura 3);
mientras que para Bl dichas especies son hermanas exclusivamente del clado Norte (p = 0.8,
anexo 4).

En concordancia al resultado previo, en las topologias construidas para COIl (tanto ML como
BI) los individuos constituyen dos clados agrupados por geografia (pp = 1, bootstrap = 100;
figura 4) que corresponden nuevamente al clado Norte y clado Sur. La mitad de los individuos
del clado Sur son de la especie D. luddeckei, los demas son de la especie D. molitor (pp = 1,
bootstrap = 76; figura 4). En el clado Norte se encuentra mayor cantidad de individuos de D.
molitor a excepcion de 3 individuos de D. luddeckei (pp = 1, bootstrap = 68, figura 4). Todas
las relaciones al interior del clado Sur son consistentes en ML y Bl, mientras que en el clado
Norte se observa una discrepancia. La agrupacion conformada por dos individuos D. molitor
(P4 y S1) en la topologia BI (pp = 0.9, anexo 6) se ubica como un clado monofilético hermano
al clado que contiene la mayor cantidad de individuos del Norte; mientras que el arbol ML
(bootstrap < 50, figura 4) se encuentra al interior de dicho clado. Adicionalmente, otros
individuos se encuentran en diferentes ubicaciones dentro del clado y se agrupan de forma
diferente (O3, Q2, M1y N2) en cada topologia, sin embargo, presentan bajos soportes.

Para el gen nuclear POMC no se obtiene ningun grado de diferenciacion geografica o por
especie entre los individuos. Ambas especies constituyen un clado monofilético consistente en
las dos topologias (bootstrap = 99, pp = 1, anexo 7). Los clados obtenidos con los genes
mitocondriales no se recuperan en este caso y los individuos de la especie D. luddeckei son
agrupados en multiples clados (que poseen una diferenciacién minima < 0.008) con los
individuos de la especie D. molitor. Los analisis mostraron inconsistencias en algunos
individuos que son ubicados en diferentes clados; no obstante, los soportes de estas
agrupaciones son bajos y también, la diferenciacién entre clados es muy reducida. Cabe resaltar
que la especie D. meridensis fue incluida al interior del clado conformado por D. molitor y D.
luddeckei en ambos analisis (bootstrap = 53, pp < 0.5, anexo 7), demostrando asi la poca

diferenciacion existente en este gen.
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Para el andlisis de delimitacion de especies por iBPP se utilizé un arbol simplificado derivado
a partir de las relaciones obtenidas para los datos concatenados de 12S-16S (ML y Bl, figura
5). El andlisis reconoce como especies en clados altamente soportados (98-100) a todas las
demés especies del género Dendropsophus que fueron utilizadas para proveer el contexto
filogenético. Por el contrario, el clado compuesto por D. molitor, D. luddeckei, D. pelidna y D.
meridensis y sus relaciones al interior poseen un soporte bajo considerandose como 4 especies
definidas. En este clado D. pelidna y D. meridensis poseen un soporte de 31, el cual es menor
al de todas las demas especies evaluadas. Por Gltimo, con respecto al grupo focal de este estudio
se obtiene que D. molitor y D. luddeckei no son especies altamente soportadas (63) con relacion
a otras especies del género.

Las estadisticas de diversidad y diferenciacion genética estimadas para cada locus/especie se
encuentran reportadas en la tabla 1. En general, la diversidad genetica entre especies es baja
para todos los marcadores (especialmente para POMC) a excepcion de COl. Se obtuvo la mayor
tasa de sustitucion y de diversidad nucleotidica para D. molitor en todos los casos y la distancia
genética entre especies fue mayor para los genes mitocondriales en comparacion al gen POMC.
Los valores p obtenidos indican una diferenciacion significativa para todos los marcadores
excepto POMC. Para el tamafio efectivo de las hembras (con genes mitocondriales) se obtuvo
un rango aproximado entre 583.877 y 966.554 hembras. El tamafio efectivo calculado para el

gen nuclear se encuentra entre 3°473.856 y 5°752.164 individuos.

Para la red de haplotipos del gen 12S se obtuvo un total de 31 haplotipos, dos de estos
compartidos por las especies D. molitor y D. luddeckei. Los haplotipos restringidos a la especie
D. luddeckei se diferencian de los haplotipos obtenidos para D. molitor en dos o tres pasos
mutacionales, lo cual es menor incluso a la gran variacion al interior de D. molitor (figura 6.a).
Consistente a este resultado, la red para COI (figura 6.b) evidencia solo un haplotipo compartido
entre las dos especies y pocos cambios nucleotidicos entre los individuos tanto de D. molitor
como de D. luddeckei, en comparacion al nimero de pasos mutacionales observados para las
especies mas lejanas D. minutus y D. cachimbo. Finalmente, las redes obtenidas para el gen
16S vy (figura 6.c) POMC (figura 6.d) evidencian que la gran mayoria de individuos de D.
luddeckei comparten un mismo haplotipo con los individuos de D. molitor. No obstante,
también se comparten haplotipos con otras especies como D. meridensis y D. minutus. La
prueba de aislamiento por distancia indica la existencia de este fendmeno en la poblacion (R?
=0.5806438, valor-p = 0.002).
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Analisis morfométricos

No se encontraron diferencias morfoldgicas entre las unidades taxonémicas Dendropsophus
molitor y Dendropsophus luddeckei. En el analisis de PCA los primeros dos componentes, que
corresponden a las variables SVL y TL, explicaron el mayor porcentaje de la variacion obtenida
(49.5% y 11.8%, respectivamente). Se evidencié que los machos de la especie D. luddeckei
conforman una agrupacion al interior de la distribucion obtenida para los machos de la especie
D. molitor segun las componentes extraidas (figura 7.a). Asi mismo, para el Andlisis
Discriminante de Componentes Principales se obtuvo un sobrelapamiento de las agrupaciones
de ambas especies en el espacio morfolégico determinado por la funcién discriminante (figura
7.b). Finalmente, el resultado global del MANOVA evidencia una diferenciacion significativa
entre grupos (p = 1. 036e-07) al igual que el segundo componente extraido (F = 6.9621, p =
0,01096). No obstante, para el primer componente extraido (SVL) y de mayor explicacion de
la varianza no se obtiene una diferenciacion significativa entre especies (F = 1.8497, p =
0.1797).

Analisis de polimorfismos de color

Respecto al andlisis de la coloracion en ambas especies se encontrd que los SNPs presentes en
la region amplificada del gen MC1R no se correlacionan con los polimorfismos de color en los
individuos. Se obtuvo un fragmento de 557pb para la regién amplificada del gen, en la cual se
evidencio solo un cambio consistente (C134G) en 6 individuos representantes de los tres
morfotipos definidos (marron solido, verde solido o variegado). Adicionalmente, las
mutaciones A433 y C432A encontradas por Posso-Terranova et al. (2017) que son causantes
de fenotipos mas oscuros en dendrobatidos no corresponden a los cambios nucleotidicos

identificados en este estudio (figura 8).

DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los grandes problemas de la taxonomia recae en determinar cuando los linajes sufren
un proceso de divergencia y cuando se han separado completamente (Vences & Wake, 2007).
Asi mismo, existen taxa que son particularmente problematicos para definir los limites entre
linajes. Rivera-Correa & Gutiérrez-Cardenas (2012) afirman que las especies de alta montafia
del género Dendropsophus constituyen un grupo taxonémico problematico entre los anuros

neotropicales. Esta complejidad es debida a dos factores: (1) la dificultad en la delimitacion de
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especies debido a la extensa variacion intraespecifica, limites entre especies pobremente
definidos, pequefios tamafios muestrales y pocos caracteres estudiados para describir
originalmente las especies; y (2) no existe un conocimiento concreto de las relaciones
filogenéticas entre las especies, a pesar de que existen varios estudios sobre sistematica de los

grupos de este género.

D. luddeckei es una especie descrita recientemente para el género Dendropsophus. Sin
embargo, el uso de un muestreo limitado a la distribucion de esta especie (y su especie hermana
D. molitor) junto con un uso limitado de marcadores moleculares en los analisis genéticos
realizados por Guarnizo et al. (2012), repercute posiblemente en una inadecuada delimitacion
de las especies. Los datos obtenidos en este estudio sugieren que, a pesar de las diferencias
genéticas y sefiales acusticas que la caracterizan, D. luddeckei no constituye una especie
diferente a D. molitor. También, es interesante mencionar que los analisis filogenéticos y de
delimitacion de especies realizados demostraron que la diferenciacion existente entre D.
meridensis, D. pelidna y D. molitor es muy reducida y el clado que constituyen estas especies

es poco soportado.

En primer lugar, las topologias obtenidas para los genes 12S-16S y COI recuperaron el clado
Norte (que corresponde a la especie D. luddeckei) y clado Sur (que corresponde a la especie D.
molitor) obtenidos por Guarnizo et al. (2009, 2012). No obstante, la diferencia entre dichos
clados es insignificante (sobretodo para el gen POMC), pues existe una mayor diferenciacion
entre individuos de un mismo clado que entre clados. Este patron también es evidente en las
redes de haplotipos y es consistente al observado previamente para genes mitocondriales en
otras especies de anfibios (Vences et al., 2005), donde se ha demostrado que altos valores de
divergencia dentro de una misma especie son debidos a la gran variabilidad general de los genes
mitocondriales. En segundo lugar, el test de delimitacion de especies iBPP indica una baja
probabilidad que ambos clados (Norte y Sur) constituyan especies separadas en comparacion a
otras especies altamente soportadas del género, cuyas distancias genéticas entre pares (anexo
8) son en todos los casos superiores al 3% de diferencia obtenido entre D. molitor y D.
luddeckei. Asi mismo, Vences et al. (2005) han sugerido un umbral de divergencia tentativo
para diferenciar especies de anfibios por barcoding. Los valores de divergencia deberian ser
aproximadamente > 5% para 16S (posiblemente para 12S) y > 10% para COI. En consecuencia,
los valores calculados para D. molitor y D. luddeckei (que son menores a dichos umbrales en

todos los casos) pueden ser resultado de la gran variacion intraespecifica en las poblaciones. El
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valor del 3% solo calculado para ADN mitocondrial (12S - 16S) ubica estos linajes mas cerca
de la “zona gris” de la especiacion (Roux et al., 2016) y es muy probable que con un muestreo
mayor del genoma este valor se reduzca, evidenciando nuevamente que las poblaciones no son
especies diferentes. Adicionalmente, es importante resaltar que los valores de Fst obtenidos en
este estudio fueron en todos los casos menores a los reportados por Guarnizo et al. (2009)
debido posiblemente al incremento en el muestreo, lo que de nuevo sugiere que las poblaciones

muestreadas corresponden a una Unica especie estructurada geograficamente.

En tercer lugar, si bien se observa un patron de estructuracion en las poblaciones muestreadas,
los resultados obtenidos en este estudio indican que dicho fendmeno es producto del aislamiento
por distancia. Se ha determinado en otras especies de anuros que el aislamiento por distancia
constituye el principal proceso que moldea la estructura genética de las poblaciones en un
paisaje neotropical (Galarza, 2014). Por consiguiente, la diferenciacion obtenida entre los
clados Norte y Sur puede ser producto de este proceso (considerando la amplia distribucion de
D. molitor a lo largo de la cordillera) y no implica que los clados constituyan dos especies
diferentes. De hecho, el alto tamafio efectivo para los dos marcadores sugiere que la demografia
ha tenido poco efecto en la diferenciacion de estas poblaciones. Finalmente, la variacion que
presentan los machos D. luddeckei en sus caracteres morfologicos se encuentra contenida en la
variacion obtenida para los individuos de la especie D. molitor en los analisis realizados. Por
tanto, no existe una diferenciacion morfologica entre ambas especies como también indico
Guarnizo et al. (2012) en su estudio. Previamente, se han delimitado especies de anuros
neotropicales bajo un patrén de alta divergencia en genes mitocondriales (> 9%) y poca
diferenciacion morfoldgica o, al contrario, con baja divergencia genética, pero caracteres
morfologicos claramente distinguibles entre especies (Heyer et al., 2005; Garcia-R et al., 2014).
El patron obtenido en este caso evidencia poca diferenciacion genética y ausencia de diferencias
morfologicas entre las especies, de manera que los clados obtenidos por diferenciacion

geografica se ajustan mas al escenario de la existencia de una Unica especie.

Por otro lado, Guarnizo et al. (2012) identificaron una diferencia significativa en los rasgos
acusticos entre individuos agrupados por especie (ANOVA, F = 26.67, p <0.001). Sin embargo,
la validez de los caracteres acusticos en taxonomia ha sido ampliamente discutida por su
plasticidad, variabilidad poblacional e individual y su dependencia de factores ambientales
(Kohler et al., 2017). Por ejemplo, el nimero de individuos en la charca, la excitacion o

dependencia de estaciones reproductivas, carga hormonal de los machos y factores como
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temperatura, humedad, etc. influencian las mediciones acusticas (Kohler et al., 2017).
Puntualmente, estudios realizados en algunas especies (incluyendo D. minutus y D. ebraccatus)
han demostrado que los individuos altamente motivados incrementan su repertorio vocal y
también, modifican los cantos de advertencia y agresividad (aumentando la duracion y
reduciendo la tasa de repeticion de pulsos) en respuesta al incremento en la competitividad
acustica (Reichert, 2011; Toledo et al., 2014). Por lo tanto, la determinacion de la especie D.
luddeckei con base a la diferenciacion acustica entre clados puede ser complicada debido a
multiples condiciones que pueden afectar los cantos de los individuos. Adicionalmente, para
evaluar la existencia de especies se hace necesario cuantificar el grado de aislamiento
reproductivo (RI). El Unico estudio que evalia RI, precigético (éxito de fertilizacién) y
postcigotico (viabilidad hibrida de renacuajos), no muestra evidencia de barreras efectivas entre
las poblaciones de los clados Norte y Sur (Ulloa, 2003).

Finalmente, los SNPs encontrados en el gen MC1R de la especie D. molitor no corresponden a
los cambios asociados a una mayor melanizacion en la especie Oophaga histrionica, debido
probablemente a un control poligenico de la coloracion (Summers et al., 2004). En los anfibios
la coloracién se encuentra dada por tres tipos de cromatéforos y los pigmentos o estructuras
internas que contienen: melanocitos (melanina), iridoforos (cristales de guanina cuya
organizacion al interior de las células produce la coloracion) y xanthoforos (pteridinas y
carotenoides; Stuckert et al., 2019), de manera que la deposicion de una capa sobre la otra
proporciona la coloracion final del fenotipo (Vitt & Caldwell, 2014). Por esta razon, la
coloracion verde de D. molitor es debida a la superposicion de la capa de xanthoforos
(pigmentos de coloracion amarilla como pteridinas) sobre la capa de iridéforos (coloracion

azul) y la coloracion oscura, debida a los melanocitos.

El rol del gen MC1R en el proceso de pigmentacién consiste en estimular la sintesis de
eumelanina en los melanocitos (Dessinioti et al., 2011), de forma que la variacion en la
coloracién verdosa caracteristica de D. molitor puede ser ocasionada por otros genes implicados
en la sintesis de guaninas y pteridinas. Por ejemplo, Stuckert et al. (2019) encontraron
expresiones diferenciales en un conjunto de genes que controlan la melanogénesis
(diferenciacion y proliferacién en los melanocitos): tyrpl, lefl, mitf y leol y en genes asociados
con la sintesis de purinas y el desarrollo de iridoforos: arfgapl, arfgap2, airc y gairt en la

especie Dendrobates auratus. Por esta razdn, para entender el patrén de coloracion de la especie
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D. molitor se requiere de méas estudios que exploren otros genes, no implicados en la

melanizacion como MC1R, que puedan asociarse a la variacion en los morfotipos.

En conclusién, con base en los analisis filogenéticos, poblacionales y morfométricos realizados
en este estudio, se sugiere que D. luddeckei no es una especie independiente y debe considerarse
sinonima de D. molitor. La evidencia obtenida demuestra que las poblaciones de esta especie
presentan una leve diferenciacién dada por geografia y concordante con su amplia distribucion
a lo largo de la cordillera. Asi mismo, este estudio resalta la importancia de una profunda
revision taxonémica del grupo D. molitor (D. molitor, D. meridensis y D. pelidna) que permita
esclarecer las relaciones entre estas especies mediante analisis robustos (datos genéticos y
fenotipicos) y mayores tamafios muestreales. Finalmente, esta investigacion proporciona un
primer acercamiento a las bases genéticas que determinan la coloracién de D. molitor y enfatiza
la importancia de realizar posteriores estudios para comprender los patrones de coloracion en

esta especie y en otros anuros neotropicales.
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TABLAS

Tabla 1. Estadisticas de diversidad y diferenciacién genética obtenidas para cada locus y entre especies.

0

O

Distancia Valor p
Gen Fst Dxy . Hud
D. molitor D. luddeckei Total D.molitor D.luddeckei Total genetica (Hudson)
12S 0,209 0,013 0,025 0,005 0,025 0,016 0,005 0,014 0,0001
3%
16S 0,199 0,019 0,033 0,011 0,031 0,022 0,008 0,019 0,001
COl 0,537 0,059 0,025 0,038 0,028 0,026 0,028 0,035 4% 0,0001
POMC 0,099 0,006 0,010 0,006 0,010 0,007 0,005 0,007 1% 0,256
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FIGURAS

Figura 1. Patrones de coloracion de la especie D. molitor definidos en tres morfotipos. (a) Marron soélido, (b) verde solido y (c) variegado.
Fotografias (a) por D. Nilsson (https://cutt.ly/Ure7HO0X), (b) y (c) por L. Barrientos.
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Figura 2. Mapa de las localidades de muestreo incluidas en el estudio. Los circulos indican los
puntos de muestreo de la especie D. molitor y los tridngulos indican los puntos de muestreo de
la especie D. luddeckei. El color rojo en las figuras indica las localidades muestreadas en este
estudio y el color azul indica las localidades muestreadas por Guarnizo et al. (2009, 2012). El
asterisco resalta la localidad muestreada en este estudio que se incluye en el rango de

distribucion de D. luddeckei.
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Figura 3. Clado obtenido del arbol filogenético construido con ML para los genes 12S y 16S.

En cada nodo se indica el soporte (bootstrap) y la probabilidad posterior (BI); los nodos que
carecen de valor presentaron un soporte < 50 y los nodos que solo indican el valor de ML no
son concordantes con la topologia obtenida por BI. Los individuos de la especie D. molitor son
indicados mediante un circulo, los individuos de la especie D. luddeckei mediante un tridngulo
y los individuos de D. molitor colectados en la region norte se indican por un asterisco. El arbol

filogenético que incluye todas las especies del género se encuentra en el anexo 3.
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Figura 4. Clado obtenido del arbol filogenético construido con ML para el gen COI. En cada
nodo se indica el soporte (bootstrap) y la probabilidad posterior (Bl); los nodos que carecen de
valor presentaron un soporte < 50 y los nodos que solo indican el valor de ML no son
concordantes con la topologia obtenida por Bl. Los individuos de la especie D. molitor son
indicados mediante un circulo, los individuos de la especie D. luddeckei mediante un tridngulo
y los individuos de D. molitor colectados en la region norte se indican por un asterisco. El arbol

filogenético que incluye todas las especies del género se encuentra en el anexo 5.
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Figura 8. SNPs encontrados en el fragmento de MC1R amplificado para D. molitor en comparacion a los obtenidos por Posso-Terranova & Andrés
(2017) en O. histrionica. Las posiciones resaltadas en color naranja indican los SNPs A433 y C432A asociados a fenotipos méas oscuros en O.

histrionica. El color azul resalta esta misma posicion del fragmento para D. molitor.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de localidades y coordenadas muestreadas. Los individuos identificados como

AJC y LSB corresponden a las localidades afadidas en este estudio.

Especie ID Individuo Localidad Latitud Longitud
Dendropsophus molitor 97002 Chingaza 4,6691 -73,9691
Dendropsophus molitor 97006 Chingaza 4,6691 -73,9691
Dendropsophus molitor 010 Choconta 517111 | -73,66805
Dendropsophus molitor Al Guina 6,0975 72,87972
Dendropsophus molitor Al8 Guina 6,0975 -72,87944
Dendropsophus molitor A4 Guina 6,0975 -72,87916
Dendropsophus molitor A6 Guina 6,0975 -72,87916
Dendropsophus molitor A8 Guina 6,0975 -72,8791
Dendropsophus molitor AJC 06636 Bogota 3,82416 -74,3966
Dendropsophus molitor AJC 06641 Bogota 3,82423 -74,3961
Dendropsophus molitor AJC 06642 Bogota 3,82423 -74,3961
Dendropsophus molitor AJC 06643 Bogota 3,82421 -74,3964
Dendropsophus molitor AJC 06644 Bogota 3,82416 -74,3966
Dendropsophus molitor AJC 06645 Bogota 3,82416 -74,3966
Dendropsophus molitor AJC 06646 Bogota 3,82416 -74,3966
Dendropsophus molitor AJC 06647 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 06648 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 06649 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 06650 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 06651 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 06652 Cajica 4,942222 -74,0105
Dendropsophus molitor AJC 6586 Bogota 4,565 -74,006
Dendropsophus molitor AJC 6587 Bogota 4,64055556 | -74,0822
Dendropsophus molitor AJC 6588 Bogota 4,64055556 | -74,0822
Dendropsophus molitor AJC 6589 Bogota 4,64055556 | -74,0822
Dendropsophus molitor AJC 6590 Bogota 4,64055556 | -74,0822
Dendropsophus molitor AJC 6591 Bogota 4,64055556 | -74,0822
Dendropsophus molitor AJC 6592 Bogota 4,565 -74,006
Dendropsophus molitor AJC 6593 Bogota 4,565 -74,006
Dendropsophus molitor Bl Paipa 5,7475 -73,1336
Dendropsophus molitor B6 Paipa 5,7475 -73,13388
Dendropsophus molitor B9 Paipa 5,7475 -73,13361
Dendropsophus molitor Cl Manzano 5,7513 -73,1777
Dendropsophus molitor D5 Periquera 5,7619 -72,5427
Dendropsophus molitor El Arcabuco 5,60583 -73,34805
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Dendropsophus molitor E10 Arcabuco 5,60861 | -73,34861
Dendropsophus molitor Ell Arcabuco 5,60861 | -73,34833
Dendropsophus molitor E9 Arcabuco 5,60861 | -73,34805
Dendropsophus molitor F10 Villa de Leyva 5,64861 -73,53277
Dendropsophus molitor F11 Villa de Leyva 5,64861 -73,5325
Dendropsophus molitor F19 Villa de Leyva 5,6486 -73,5319
Dendropsophus molitor F3 Villa de Leyva 5,64861 -73,53222
Dendropsophus molitor F8 Villa de Leyva 5,6486 -73,5319
Dendropsophus molitor Gl Chiquinquiré 5,60777 -73,77027
Dendropsophus molitor G2 Chiquinquiré 5,60777 -73,7700
Dendropsophus molitor G3 Chiquinquiré 5,60777 -73,76972
Dendropsophus molitor Guadalupe01 Guadalupe 4,5956 -73,0305
Dendropsophus molitor Guadalupe08 Guadalupe 4,5956 -73,0305
Dendropsophus molitor Guadalupe09 Guadalupe 4,5956 -73,0305
Dendropsophus molitor L1 Chorroblanco 5,50416 -73,3888
Dendropsophus molitor L4 Chorroblanco 550416 | -73,38861
Dendropsophus molitor Lasbrisas10 Lasbrisas 4,4329 -73,0305
Dendropsophus molitor LSB 386 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor LSB 387 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor LSB 388 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor LSB 389 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor LSB 423 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor LSB 424 Tunja 5,59055 -73,3338
Dendropsophus molitor M1 El Roble 5,4269 -73,7600
Dendropsophus molitor M2 El Roble 5,4269 -73,7600
Dendropsophus molitor M7 El Roble 5,4269 -73,7600
Dendropsophus molitor N2 Ventaguemada 5,35083 | -73,55638
Dendropsophus molitor 03 Choconta 517111 -73,66805
Dendropsophus molitor P4 Suesca 5,085 -713,7772
Dendropsophus molitor Q2 Cucunuba 5,10194 | -73,79583
Dendropsophus molitor QULC 97005 Chingaza 4,4666 -737.333
Dendropsophus molitor S1 Chingaza 4,6902 -73,8063
Dendropsophus molitor W12 Guadalupe 4,59555 | -74,03083
Dendropsophus molitor W3 Guadalupe 4,59555 -74,0305
Dendropsophus molitor X1 Las Brisas 4,43666 | -73,92055
Dendropsophus molitor X15 Las Brisas 4,43666 | -73,92027
Dendropsophus molitor X16 Las Brisas 4,43666 -73,9200
Dendropsophus molitor X5 Las Brisas 4,43666 | -73,91972
Dendropsophus molitor X8 Las Brisas 4,43666 | -73,91944
Dendropsophus luddeckei | ArcabucolO Arcabuco 5,7539 -73,4445
Dendropsophus luddeckei | Arcabucol3 Arcabuco 5,7539 -73,4445
Dendropsophus luddeckei | Chiquinquira03 | Chiquinquira 5,6077 -73,7697
Dendropsophus luddeckeli Cocuy239 Cocuy 6,4054 -72,4466
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Dendropsophus luddeckei Cocuy255 Cocuy 6,4054 -72,4466
Dendropsophus luddeckei Cueva07 Cueva 6,4042 -72,3822
Dendropsophus luddeckei Cuevald Cueva 6,4042 -72,3822
Dendropsophus luddeckei Guina09 Guina 6,0978 -72,8794
Dendropsophus luddeckei Guinal3 Guina 6,0978 -72,8794
Dendropsophus luddeckei Guinal5 Guina 6,0978 -72,8794
Dendropsophus luddeckei LaureleQ7 Laureles 6,4152 -72,4394
Dendropsophus luddeckei Laureles08 Laureles 6,4152 -72,4394
Dendropsophus luddeckei Laureles09 Laureles 6,4152 -72,4394
Dendropsophus luddeckei Paipa09 Paipa 5,7818 -73,1338
Dendropsophus luddeckei Paipal5 Paipa 5,7818 -73,1338
Dendropsophus luddeckei VLO1 Villa de Leyva 5,6487 -73,5322
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https://www.google.com/maps/place/6.4054+-72.4466
https://www.google.com/maps/place/6.4042+-72.3822
https://www.google.com/maps/place/6.4042+-72.3822
https://www.google.com/maps/place/6.0978+-72.8794
https://www.google.com/maps/place/6.0978+-72.8794
https://www.google.com/maps/place/6.0978+-72.8794
https://www.google.com/maps/place/6.4152+-72.4394
https://www.google.com/maps/place/6.4152+-72.4394
https://www.google.com/maps/place/6.4152+-72.4394
https://www.google.com/maps/place/5.7818+-73.1338
https://www.google.com/maps/place/5.7818+-73.1338
https://www.google.com/maps/place/5.6487+-73.5322

Anexo 2. Tabla con los nimeros de acceso de todas las secuencias descargadas de la base de datos NCBI.

NUmero de Acceso

Especie ID Individuo
12S 16S COl POMC MCIR

Dendropsophus molitor Guadalupe08 JF422603 | JF422603 JF422621
Dendropsophus molitor Guadalupe01 JF422602 | JF422602 JF422620
Dendropsophus molitor Guadalupe09 JF422601 | JF422601

Dendropsophus molitor Lasbrisas10 JF422600 | JF422600 JF422618
Dendropsophus molitor H. labialis-97006 AF308084 | AF308119

Dendropsophus molitor H. labialis-97002 AF308118

Dendropsophus molitor QULC 97005 AY843635 | AY843635

Dendropsophus molitor Cl EF653839
Dendropsophus molitor M7 EF653838
Dendropsophus molitor M2 EU119417
Dendropsophus molitor M1 EF653836
Dendropsophus molitor D5 EF653835
Dendropsophus molitor Bl EF653834
Dendropsophus molitor P4 EF653833
Dendropsophus molitor A8 EF653832
Dendropsophus molitor S1 EF653831
Dendropsophus molitor F8 EF653830 | FJ204232
Dendropsophus molitor F19 EF653829
Dendropsophus molitor L4 EF653828
Dendropsophus molitor L1 EF653827
Dendropsophus molitor El EF653826
Dendropsophus molitor N2 EF653825
Dendropsophus molitor 03 EF653824
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Dendropsophus molitor 010 EF653823
Dendropsophus molitor Q2 EF653822
Dendropsophus luddeckei Chiquinquira03 JF422599 | JF422599 JF422617
Dendropsophus luddeckei Paipa09 JF422598 | JF422598 JF422616
Dendropsophus luddeckei Guinal5 JF422597 | JF422597 JF422615
Dendropsophus luddeckei Paipal5 JF422596 | JFA422596 JF422614
Dendropsophus luddeckei Arcabucol3 JF422595 | JF422595 JF422613
Dendropsophus luddeckei VLO1 JF422594 | JF422594 JF422612
Dendropsophus luddeckei Guinal3 JF422593 | JF422593 JF422611
Dendropsophus luddeckei Arcabucol0 JF422592 | JF422592 JF422610
Dendropsophus luddeckei Cueva07 JF422591 | JF422591 JF422609
Dendropsophus luddeckei Laureles09 JF422590 | JF422590
Dendropsophus luddeckei Guina09 JF422619
Dendropsophus luddeckei Cocuy239 JF422588 | JF422588 JF422606
Dendropsophus luddeckei Cocuy255 JF422589 | JF422589 JF422607
Dendropsophus luddeckei Laureles08 JF422586 | JF422586 JF422604
Dendropsophus luddeckei Cuevald JF422587 | JF422587 JF422605
Dendropsophus luddeckei Laurele07 JF422608
Dendropsophus molitor Z10 EU693076
Dendropsophus molitor Y9 EU693075
Dendropsophus molitor X9 EU693074
Dendropsophus molitor X1 EU693073
Dendropsophus molitor W6 EU693072
Dendropsophus molitor W13 EU693071
Dendropsophus molitor W5 EU693070
Dendropsophus molitor W4 EU693069
Dendropsophus molitor W2 EU693068

37



Dendropsophus molitor V8 EU693067
Dendropsophus molitor V7 EU693066
Dendropsophus molitor V5 EU693065
Dendropsophus molitor U3 EU693064
Dendropsophus molitor U2 EU693063
Dendropsophus molitor Ul EU693062
Dendropsophus molitor T9 EU693061
Dendropsophus molitor T8 EU693060
Dendropsophus molitor T11 EU693059
Dendropsophus molitor T10 EU693058
Dendropsophus molitor F3 FJ204231
Dendropsophus molitor F11 FJ204230
Dendropsophus molitor F10 FJ204229
Dendropsophus molitor B9 FJ204228
Dendropsophus molitor B6 FJ204227
Dendropsophus molitor X8 FJ204226
Dendropsophus molitor X5 FJ204225
Dendropsophus molitor X16 FJ204224
Dendropsophus molitor X15 FJ204223
Dendropsophus molitor X10 FJ204222
Dendropsophus molitor X1 FJ204221
Dendropsophus molitor A6 FJ204220
Dendropsophus molitor A4 FJ204219
Dendropsophus molitor Al8 FJ204218
Dendropsophus molitor Al FJ204217
Dendropsophus molitor W3 FJ204216
Dendropsophus molitor W12 FJ204215
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Dendropsophus molitor G3 FJ204214
Dendropsophus molitor G2 FJ204213
Dendropsophus molitor Gl FJ204212
Dendropsophus molitor E9 FJ204211
Dendropsophus molitor Ell FJ204210
Dendropsophus molitor E10 FJ204209
Dendropsophus molitor G8 JF422584
Dendropsophus molitor G7 JF422583
Dendropsophus molitor G6 JF422582
Dendropsophus molitor G5 JF422581
Dendropsophus molitor G3 JF422580
Dendropsophus molitor G2 JF422579
Dendropsophus molitor G16 JF422578
Dendropsophus molitor G15 JF422577
Dendropsophus molitor Gl14 JF422576
Dendropsophus molitor G1l1 JF422575
Dendropsophus molitor G10 JF422574
Dendropsophus molitor G01 JF422573
Dendropsophus molitor 119 JF422572
Dendropsophus molitor 118 JF422571
Dendropsophus molitor 117 JF422570
Dendropsophus molitor 107 JF422569
Dendropsophus molitor 105 JF422568
Dendropsophus molitor J20 JF422567
Dendropsophus molitor J19 JF422566
Dendropsophus molitor J18 JF422565
Dendropsophus molitor J17 JF422564
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Dendropsophus molitor J16 JF422563
Dendropsophus molitor J13 JF422562
Dendropsophus molitor J12 JF422561
Dendropsophus molitor JO09 JF422560
Dendropsophus molitor JO7 JF422559
Dendropsophus molitor JO5 JF422558
Dendropsophus molitor J04 JF422557
Dendropsophus molitor J03 JF422556
Dendropsophus molitor E9 JF422555
Dendropsophus molitor E7 JF422554
Dendropsophus molitor E6 JF422553
Dendropsophus molitor E21 JF422552
Dendropsophus molitor E20 JF422551
Dendropsophus molitor E18 JF422550
Dendropsophus molitor E17 JF422549
Dendropsophus molitor E16 JF422548
Dendropsophus molitor E15 JF422547
Dendropsophus molitor El4 JF422546
Dendropsophus molitor E13 JF422545
Dendropsophus molitor E12 JF422544
Dendropsophus molitor E11l JF422543
Dendropsophus molitor E10 JF422542
Dendropsophus molitor EO08 JF422541
Dendropsophus molitor EO05 JF422540
Dendropsophus molitor E04 JF422539
Dendropsophus molitor EO03 JF422538
Dendropsophus molitor EO1 JF422537
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Dendropsophus molitor B16 JF422537
Dendropsophus molitor B15 JF422535
Dendropsophus molitor B14 JF422534
Dendropsophus molitor B13 JF422533
Dendropsophus molitor B12 JF422532
Dendropsophus molitor B11 JF422531
Dendropsophus molitor B08 JF422530
Dendropsophus molitor BO7 JF422529
Dendropsophus molitor BO4 JF422528
Dendropsophus molitor BO3 JF422527
Dendropsophus molitor B02 JF422526
Dendropsophus molitor BO1 JF422525
Dendropsophus molitor L9 JF422524
Dendropsophus molitor L8 JF422523
Dendropsophus molitor L7 JF422522
Dendropsophus molitor L6 JF422521
Dendropsophus molitor L5 JF422520
Dendropsophus molitor L20 JF422517
Dendropsophus molitor L2 JF422516
Dendropsophus molitor L17 JF422515
Dendropsophus molitor L16 JF422514
Dendropsophus molitor L15 JF422513
Dendropsophus molitor L13 JF422512
Dendropsophus molitor L12 JF422511
Dendropsophus molitor L11 JF422510
Dendropsophus molitor L10 JF422509
Dendropsophus molitor L1 JF422508
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Dendropsophus molitor D6 JF422507
Dendropsophus molitor D5 JF422506
Dendropsophus molitor D4 JF422505
Dendropsophus molitor D2 JF422504
Dendropsophus molitor D19 JF422503
Dendropsophus molitor D18 JF422502
Dendropsophus molitor D17 JF422501
Dendropsophus molitor D16 JF422500
Dendropsophus molitor D15 JF422499
Dendropsophus molitor D14 JF422498
Dendropsophus molitor D13 JF422497
Dendropsophus molitor D12 JF422496
Dendropsophus molitor D1 JF422495
Dendropsophus molitor D09 JF422494
Dendropsophus molitor D06 JF422493
Dendropsophus molitor D03 JF422492
Dendropsophus molitor KI9 JF422491
Dendropsophus molitor K8 JF422490
Dendropsophus molitor K7 JF422489
Dendropsophus molitor K6 JF422488
Dendropsophus molitor K5 JF422487
Dendropsophus molitor K3 JF422486
Dendropsophus molitor K2 JF422485
Dendropsophus molitor K19 JF422484
Dendropsophus molitor K18 JF422483
Dendropsophus molitor K17 JF422482
Dendropsophus molitor K16 JF422481
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Dendropsophus molitor K15 JF422480
Dendropsophus molitor K14 JF422479
Dendropsophus molitor K13 JF422478
Dendropsophus molitor K12 JF422477
Dendropsophus molitor K11 JF422476
Dendropsophus molitor K10 JF422475
Dendropsophus molitor K1 JF422474
Dendropsophus molitor Al7 JF422473
Dendropsophus molitor Al6 JF422472
Dendropsophus molitor Al5 JF422471
Dendropsophus molitor Al4 JF422470
Dendropsophus molitor All JF422469
Dendropsophus molitor Al0 JF422468
Dendropsophus molitor AQ9 JF422467
Dendropsophus molitor A08 JF422466
Dendropsophus molitor AQ9 JF422465
Dendropsophus molitor AQ05 JF422464
Dendropsophus molitor A03 JF422463
Dendropsophus molitor C250 JF422462
Dendropsophus molitor C255 JF422461
Dendropsophus molitor C253 JF422460
Dendropsophus molitor C252 JF422459
Dendropsophus molitor C251 JF422458
Dendropsophus molitor C248 JF422457
Dendropsophus molitor C247 JF422457
Dendropsophus molitor C244 JF422455
Dendropsophus molitor C239 JF422454

43



Dendropsophus molitor H5 JF422453
Dendropsophus molitor H4 JF422452
Dendropsophus molitor H3 JF422451
Dendropsophus molitor H2 JF422450
Dendropsophus molitor H17 JF422449
Dendropsophus molitor H16 JF422448
Dendropsophus molitor H13 JF422447
Dendropsophus molitor H12 JF422446
Dendropsophus molitor H1 JF422445
Dendropsophus molitor HO08 JF422444
Dendropsophus molitor HO6 JF422443
Dendropsophus molitor H15 JF422442
Dendropsophus molitor H14 JF422441
Dendropsophus molitor H11l JF422440
Dendropsophus molitor H10 JF422439
Dendropsophus molitor HO09 JF422438
Dendropsophus molitor F9 JF422437
Dendropsophus molitor F8 JF422436
Dendropsophus molitor F7 JF422435
Dendropsophus molitor F21 JF422434
Dendropsophus molitor F20 JF422433
Dendropsophus molitor F19 JF422432
Dendropsophus molitor F18 JF422431
Dendropsophus molitor F17 JF422430
Dendropsophus molitor F16 JF422429
Dendropsophus molitor F15 JF422428
Dendropsophus molitor F14 JF422427
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Dendropsophus molitor F13 JF422426
Dendropsophus molitor F12 JF422425
Dendropsophus molitor F11 JF422424
Dendropsophus molitor F10 JF422423
Dendropsophus molitor FO6 JF422422
Dendropsophus molitor FO4 JF422421
Dendropsophus molitor FO3 JF422420
Dendropsophus molitor F02 JF422419
Dendropsophus allenorum KU 215190 DQ380348
Dendropsophus anceps CFBH 5797 AY843597 | AY 843597
Dendropsophus aperomeus KU 212083 AY819450 | AY819549
Dendropsophus arndti SMF88391; SMF88383 KY406348 | KY406351 KY 406692
Dendropsophus berthalutzae CFBH 5418 AY843607 | AY843607
Dendropsophus bifurcus QCAZA37198 KY406298 | KY406449
Dendropsophus bipunctatus MRT5946 AY843608 | AY843608
Dendropsophus bokermanni TG2632/4016 KT721835 | KT721792
Dendropsophus brevifrons QCAZA28273 KY406294 | KY406459
Dendropsophus bromeliaceus 3469 RFB760 KT962844 | KT962844
Dendropsophus carnifex QCAZA15342 KY406287 | KY406454
Dendropsophus counani SMNS1212 KT721834 | KT721791
Dendropsophus ebraccatus QCAZA40847; UTA 51789 | KY406303 | KY406451 AY819117
Dendropsophus elegans CFBH14964 MK266719 | MK266719
Dendropsophus frosti MNCN:ADN46749 JQ088283 | JQ088283
Dendropsophus gaucheri 62BM JF973311 | JF973303
Dendropsophus giesleri CFBH S/N AY843629 | AY843629
Dendropsophus kamagarini CORBIDI5246 MG041824 | MG041945
Dendropsophus koechlini CORBIDI5235; KU 215248 | MG041828 | MG041950 AY819119
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Dendropsophus kubricki CORBIDI6235 MG041826 | MG041947
Dendropsophus leali KU 215259 AY819451
Dendropsophus leucophyllatus MC297; AF1815 KY406285 | KY406373 KY406693
Dendropsophus manonegra MHUA:A_7336 KF009943 | KF009943
Dendropsophus mapinguari MPEG 28682 KX018318 | KX018318
Dendropsophus marmoratus MJH 7116 AY843640 | AY843640
Dendropsophus melanargyreus 47PG JF973313 | JF973305
Dendropsophus meridensis Dendropsophus meridensis JF422585 | JF422585 JF422622
Dendropsophus microps CFBH22025 MK266720 | MK266720
Dendropsophus minutus CFBH18567 MK266721 | MK266721
Dendropsophus miyatai JPC 10772 AYB843647 | AY843647
Dendropsophus nanus 47bm; 53122 JF973312 | JF973304 AY819123
Dendropsophus nekronastes MZUESC 10177 KY552471 | KY552471
Dendropsophus parviceps QCAZ39515 MG041821 | MG041943
Dendropsophus pelidna Dendropsophus pelidna AY819434
Dendropsophus reticulatus | QCAZA49338; CORBIDI12252 | KY406345 | KY406413 KY406700
Dendropsophus rhodopeplus QCAZA44584 KY406330 | KY406466
Dendropsophus riveroi KU 217613 DQ380372
Dendropsophus robertmertensi MZFC 15824 AY819452 | AY819551
Dendropsophus rubicundulus IT-H 0653 AY843661 | AY843661
Dendropsophus salli Dendropsophus salli AY362976 | AY362976
Dendropsophus sanborni MACN 38638 AY843663 | AY843663
Dendropsophus sarayacuensis MJH 7143 AY843664 | AY843664
Dendropsophus sartori MZFC 16014 AY819453 | AY819552
Dendropsophus schubarti WED 57619 DQ380374
Dendropsophus seniculus CFBH 5761 AY843666 | AY843666
Dendropsophus triangulum WED 54094; QCAZA44457 | AY326053 | AY 326053 KY406707
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Dendropsophus vraemi CORBIDI9613 KY406283 | KY406452 KY406709
Dendropsophus walfordi MJH 129 AY843683 | AY843683
Dendropsophus cachimbo MJ1240 JF790049
Dendropsophus microcephalus UTA 50632 AY843643 | AY843643 AY819121
Oophaga histrionica Haplotype 20 MF590225
Oophaga histrionica Haplotype 19 MF590224
Oophaga histrionica Haplotype 18 MF590223
Oophaga histrionica Haplotype 17 MF590222
Oophaga histrionica Haplotype 16 MF590221
Oophaga histrionica Haplotype 6 MF590220
Oophaga histrionica Haplotype 15 MF590219
Oophaga histrionica Haplotype 14 MF590218
Oophaga histrionica Haplotype 13 MF590217
Oophaga histrionica Haplotype 11 MF590216
Oophaga histrionica Haplotype 10 MF590215
Oophaga histrionica Haplotype 9 MF590214
Oophaga histrionica Haplotype 8 MF590213
Oophaga histrionica Haplotype 7 MF590212
Oophaga histrionica Haplotype 5 MF590211
Oophaga histrionica Haplotype 4 MF590210
Oophaga histrionica Haplotype 3 MF590209
Oophaga histrionica Haplotype 2 MF590208
Oophaga histrionica Haplotype 1 MF590207
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Anexo 3. Arbol filogenético del género Dendropsophus construido con ML para los genes 12S

y 16S. En cada nodo se indica el soporte (bootstrap) y la probabilidad posterior (BI); los nodos

que carecen de valor presentaron un soporte < 50 y los nodos que solo indican el valor de ML

no son concordantes con la topologia obtenida por Bl. Los individuos de la especie D. molitor

son indicados mediante un circulo, los individuos de la especie D. luddeckei mediante un

tridngulo y los individuos de D. molitor colectados en la region norte se indican por un asterisco.
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Anexo 4. Arbol filogenético del género Dendropsophus construido con Bl para los genes 12S

y 16S. En cada nodo se indica la probabilidad posterior y los nodos que carecen de valor

presentaron una probabilidad < 0.5.
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Anexo 5. Arbol filogenético del género Dendropsophus construido con ML para el gen COl.
En cada nodo se indica el soporte (bootstrap) y la probabilidad posterior (Bl); los nodos que
carecen de valor presentaron un soporte < 50 y los nodos que solo indican el valor de ML no
son concordantes con la topologia obtenida por BI. Los individuos de la especie D. molitor son
indicados mediante un circulo, los individuos de la especie D. luddeckei mediante un triangulo

y los individuos de D. molitor colectados en la region norte se indican por un asterisco.
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Anexo 6. Arbol filogenético del género Dendropsophus construido con Bl para el gen COI. En

cada nodo se indica la probabilidad posterior y los nodos que carecen de valor presentaron una

probabilidad < 0.5.
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Anexo 7. Arbol filogenético del género Dendropsophus construido con ML para el gen POMC.

En cada nodo se indica el soporte (bootstrap) y la probabilidad posterior (Bl); los nodos que
carecen de valor presentaron un soporte < 50 y los nodos que solo indican el valor de ML no

son concordantes con la topologia obtenida por BI.
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Anexo 8. Tabla con las distancias genéticas calculadas entre pares de especies del género

Dendropsophus que presentaron un soporte alto (pp = 100) en el anélisis iBPP.

D. miyatai

Especies Distancia genética
D. bromeliaceus
> 13%
D. ruschii
D. arndti
: 7%
D. reticulatus
D. elegans
_ 10%
D. salli i
D. sartori
8%
D. rodopeplus
D. aperomeus
p 13%
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