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Figura 1. Mapa de ubicacion de las localidades de muestreo. Se sefiala en color verde el
Santuario Nacional Tabaconas Namballe, el Bosque de Proteccion Alto Mayo, las
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texto. Tomado de Brcko et al. (2013).
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(Eladinea) basado en el gen mitocondrial Cytb (680 bp). Valores de soporte sobre y debajo
de las ramas representan ML bootstrap (BS > 70) y probabilidades Bayesianas posteriores
(BPP > 0.95) respectivamente. No se muestran los valores de soporte inferiores para las
ramas. Bolitoglossa mexicana, B. zapoteca y B. cerroensis fueron usadas como grupos
externos. Los complejos de especies B. altamazonica y B. equatoriana son indicados en
barras.

Figura 4. Arbol de méxima verosimilitud de las especies de salamandras Bolitoglossa
(Eladinea) basado en los datos combinados de los genes mitocondriales (Cytb, 16S) y
nucleares (RAG-1, POMC). Valores de soporte sobre y debajo de las ramas representan ML
Bootstrap (BS > 70) y probabilidades Bayesianas posteriores (BPP > 0.95), respectivamente.
No se muestran los valores de soporte inferiores para las ramas. B. mexicana, B. zapoteca y
B. cerroensis fueron usados como grupos externos. Los complejos de especies B.
altamazonica y B. equatoriana son indicados en barras. Reproducido con permiso del
propietario de los derechos de autor.

Figura 5. Componentes principales clasicos 1 y 2 de las medidas morfométricas de las seis
especies de Bolitoglossa (B. altamazonica [*], B. caldwellae [A], B. palmata [®], B.
paraensis [@®], B. peruviana [* ]y B. awajun [@]). La letra A agrupa las especies de Brasil

y la letra B agrupa las especies de Peru y Ecuador. Reproducido con permiso del propietario
de los derechos de autor.

Figura 6. Componentes principales robustas 1 y 2 de las medidas morfométricas de las seis
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peruviana [m], B. paraensis [m] y B. awajun [ ]).

Figura 7. Funciones discriminantes 1 y 2 de las medidas morfométricas de las cinco
especies de Bolitoglossa (B. altamazonica [*], B. caldwellae [A], B. palmata [®], B.
paraensis @], B. peruviana [¥] y B. awajun []). Reproducido con permiso del
propietario de los derechos de autor.
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Figura 8. Holotipo de Bolitoglossa awajun CRBIIAP AR001123 en preservacion. Cuerpo
en vista dorsal (A) y ventral (B), cabeza en vista dorsal (C) y lateral (D), mano derecha (E) y
pie derecho (F) en vista ventral, y cavidad bucal (G) en vista ventral. Fotos por Juan C.
Cusi. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 9. Adultos de Bolitoglossa awajun en vida. Vista dorsal (A) y ventral (B) del
paratipo CRBIIAP AR001122. Vista dorsal (C) y dorsolateral (D) del paratipo CRBIIAP
ARO001125. Ambos especimenes preservados del ACR Cordillera Escalera. Fotos por
Giussepe Gagliardi. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 10. Patron de coloracion dorsal de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001122 @ 38.1 mm (A), CRBIIAP AR001124 @ 34.9 mm (B),
CRBIIAP AR001126 Juvenil 30.8 mm (C), CRBIIAP AR001125 & 32.0 mm (D),
CORBIDI 8814 @ 41.9 mm (E), CORBIDI 8877 ¢ 48.2 mm (F), CORBIDI 9205 & 40.3
mm (G), CORBIDI 8879 & 37.4 mm (H), CORBIDI 8878 & 36.7 mm (I), CORBIDI 9939
Q 42.8 mm (J). Barra = 10 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 11. Patron de coloracion ventral de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001122 @ 38.1 mm (A), CRBIIAP AR001124 @ 34.9 mm (B),
CRBIIAP AR001126 Juvenil 30.8 mm (C), CRBIIAP AR001125 & 32.0 mm (D),
CORBIDI 8814 @ 41.9 mm (E), CORBIDI 8877 ¢ 48.2 mm (F), CORBIDI 9205 & 40.3
mm (G), CORBIDI 8879 & 37.4 mm (H), CORBIDI 8878 & 36.7 mm (I), CORBIDI 9939
Q 42.8 mm (J). Barra = 10 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 12. Forma de las manos y pies de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001126 Juvenil (A), CRBIIAP AR001124 ¢ (B), CRBIIAP AR001122
Q@ (C), CRBIIAP AR001125 & (D), CORBIDI 8814 @ (E), CORBIDI 8877 Q (F),
CORBIDI 8878 & (G), CORBIDI 8879 & (H), CORBIDI 9205 & (I), CORBIDI 9939 Q (J).
Barra = 5 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 13. Mapa de distribucion de Bolitoglossa awajun y B. peruviana en la Cuenca
Amazonica, frontera entre San Martin y Loreto, Pert. Se muestran las localidades tipo de B.
peruviana (A) y B. awajun (@®). Las muestras incluidas en los analisis moleculares y
morfoldgicos son indicadas con simbolos parcialmente coloreados, y las muestras incluidas
solo en los analisis morfologicos son indicadas con simbolos abiertos. Reproducido con
permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 14. Neotipo de B. altamazonica CRBIIAP AR001117 en preservacion. Cuerpo en
vista dorsal (A) y ventral (B), cabeza en vista dorsal (C) y lateral (D), mano derecha (E) y
pie derecho (F) en vista ventral, y cavidad bucal (G) en vista ventral. Fotos por Juan C.
Cusi. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 15. Adultos de B. altamazonica en vida. Vista dorsal (A) y ventral (B) del neotipo
CRBIIAP AR001117 de la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana. Fotos por Omar Rojas
Padilla. Vista dorsal (C) y dorsolateral (D) de los especimenes preservados MUSM 21612 y
MUSM 21581 de la estacion biologica ACTS. Fotos por W. C. Funk. Reproducido con
permiso del propietario de los derechos de autor.
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Figura 16. Patron de coloracion dorsal de B. altamazonica en preservacion. De arriba a
abajo: MUSM 21581 & 36.6 mm (A), MUSM 21589 Juvenil 34.9 mm (B), MUSM 21597
Juvenil 32.7 mm (C), MUSM 21612 & 38.7 mm (D), MUSM 21645 @ 49.4 mm (E),
MUSM 21665 ? 39.6 mm (F), MUSM 21666 Juvenil 31.7 mm (G) y MUSM 21667 Q 45.4
mm (H). Barra = 10 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 17. Patron de coloracion ventral de B. altamazonica en preservacion. De arriba a
abajo: MUSM 21581 & 36.6 mm (A), MUSM 21589 Juvenil 34.9 mm (B), MUSM 21597
Juvenil 32.7 mm (C), MUSM 21612 & 38.7 mm (D), MUSM 21645 Q@ 49.4 mm (E),
MUSM 21665 Q 39.6 mm (F), MUSM 21666 Juvenil 31.7 mm (G), MUSM 21667 Q 45.4
mm (H). Barra = 10 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 18. Forma de las manos y pies de B. altamazonica en preservacion. De arriba a
abajo: MUSM 21589 Juvenil (A), MUSM 21581 & (B), MUSM 21597 Juvenil (C), MUSM
21612 & (D), MUSM 21645 Q@ (E), MUSM 21665 ¢ (F), MUSM 21666 Juvenil (G),
MUSM 21667 @ (H). Barra = 5 mm. Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 19. Mapa de distribucion de B. altamazonica en la Cuenca Amazonica de Loreto,
mostrando Nauta, localidad tipo (m), y la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana, localidad
del neotipo [[]]. Las muestras incluidas en los analisis moleculares y morfologicos son
indicadas con simbolos parcialmente coloreados, y las muestras incluidas solo en los
analisis morfologicos son indicados con simbolos abiertos. Se muestran localidades
adicionales de Brcko et al. (2013) y Acosta-Galvis y Gutiérrez-Lamus (2012). Reproducido
con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 20. Holotipo de B. peruviana (BMNH 1946.9.6.17) en preservacion. Cuerpo en vista
dorsal (A) y ventral (B), cabeza en vista lateral (C) y mano derecha en vista ventral (D).
Fotos por Jeffrey W. Streicher. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de
autor.

Figura 21. Adulto de B. peruviana en vida. Vista lateral (A) y dorsal (B) del espécimen
preservado CRBIIAP ARO001118 de Cordillera Escalera, Loreto. Fotos por Giussepe
Gagliardi. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 22. Patron de coloracion dorsal de B. peruviana en preservacion. De arriba a abajo:
CRBIIAP AR001118 9 39.0 mm (A), CRBIIAP AR001120 ? 36.9 mm (B), GGU
2034/1684 & 37.3 mm (C) y CRBIIAP AR001121 Juvenil 31.7 mm (D). Barra = 10 mm.
Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 23. Patron de coloracion ventral de B. peruviana en preservacion. De arriba a abajo:
CRBIIAP ARO001118 9 39.0 mm (A), CRBIIAP AR001120 ? 36.9 mm (B), GGU
2034/1684 & 37.3 mm (C) y CRBIIAP AR001121 Juvenil 31.7 mm (D). Barra = 10 mm.
Fotos por Juan C. Cusi.

Figura 24. Forma de las manos y pies de B. peruviana en preservacion. De arriba a abajo:

CRBIIAP AR001118 ¢ (A), CRBIIAP AR001120 Q@ (B), GGU 2034/1684 & (C), CRBIIAP
ARO001121 Juvenil (D). Barra = 5 mm. Fotos por Juan C. Cusi.
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Figura 25. Mapa de distribucion de los especimenes asignados como Bolitoglossa cf.
altamazonica en la Amazonia y Andes de Perti. Se sefialan las localidades tipo de B.
altamazonica, B. digitigrada, B. peruviana, B. awajun, B. palmata, B. equatoriana y B.
caldwellae. Ademas, se representan las localidades de los subclados definidos por Elmer et
al. (2013) y muestras de Bolitoglossa sp. Ituxi, Bolitoglossa sp. Jurta, Bolitoglossa sp. de
Teniente Lopez, Loreto (KU 222111) y Bolitoglossa cf. altamazonica de Colombia-Brasil.
En flechas negras, se sefialan los registros de Bolitoglossa cf. altamazonica de mayor
elevacion en Peru. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Figura 26. Distribucion elevacional de las cuatro especies de Bolitoglossa (B. altamazonica,
B. digitigrada, B. peruviana y B. awajun) de la Amazonia de Peru.
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RESUMEN

En este estudio, se examinan las relaciones filogenéticas entre las salamandras del
género Bolitoglossa (Eladinea) distribuidas en la cuenca Amazonica del norte de Pert y sur
de Ecuador, y se evalua la diversidad de especies en base a los analisis morfologicos y
filogenéticos. Se infiere una filogenia molecular usando secuencias de dos genes
mitocondriales (Citocromo b, 16S) y dos genes nucleares (RAG-1, POMC). Los resultados
revelaron dos subclados bien soportados, uno incluyendo [B. altamazonica + B. peruvianal
+ B. awajun, y el otro incluyendo Bolitoglossa sp. Ituxi + Bolitoglossa sp. Jurua. Ademas,
se encontrd que los linajes ecuatorianos forman clados divergentes de los linajes peruanos.
Como resultado, se propone que las poblaciones ecuatorianas previamente asignadas a
Bolitoglossa peruviana sensu lato sean tratadas como miembros del complejo de especies
Bolitoglossa equatoriana. Un complejo de especies es recientemente definido para
Bolitoglossa altamazonica que contiene solo poblaciones de los bosques Amazodnicos de
Perti. Los analisis de maxima verosimilitud e inferencia Bayesiana confirman la posicion
filogenética de B. altamazonica y B. peruviana, y apoyan el reconocimiento como una
nueva especie a Bolitoglossa awajun. Dado que los sintipos de B. altamazonica estan
perdidos, designamos un neotipo para B. altamazonica de la Reserva Nacional Allpahuayo
Mishana, Loreto, Pert. Especimenes recién recolectados aproximadamente a 30 km NE de
Moyobamba (localidad de tipo de B. peruviana) proveen un mejor entendimiento de B.
peruviana y permite mostrar que es el taxéon hermano de B. altamazonica. Bolitoglossa
awajun es conocida para los bosques pre-montanos del Area de Conservacién Regional
Cordillera Escalera, Parque Nacional Cordillera Azul y Shucshuyacu, San Martin, Pert
entre 485 y 1311 m de elevacion, y aproximadamente a 75 km al SE de Moyobamba.

Bolitoglossa awajun es la cuarta especie endémica de salamandra registrada para Pert.

Palabras clave: Bolitoglossa awajun, subgénero FEladinea, morfometria, secuencias de

ADN, Amazonia.
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ABSTRACT

In this study, we examined the phylogenetic relationships among salamanders of the
genus Bolitoglossa (Eladinea) distributed in the Amazonian basin of northern Peru and
southern Ecuador, and assess species diversity based on morphological and phylogenetic
analyses. We infer a molecular phylogeny using sequences from two mitochondrial (Cytb,
16S) and two nuclear genes (RAG-1, POMC). Our analysis revealed two well-supported
subclades, one including [B. altamazonica + B. peruviana] + B. awajun, and the other
including Bolitoglossa sp. Ituxi + Bolitoglossa sp. Juria. We also find that the Ecuadorian
lineages form divergent clades from the Peruvian lineages. As a result, we propose that the
Ecuadorian populations previously assigned to Bolitoglossa peruviana sensu lato are treated
as members of a Bolitoglossa equatoriana species complex. A newly species complex is
defined for Bolitoglossa altamazonica containing only populations from the Amazonian
rainforest of Peru. Maximum likelihood and Bayesian inference analyses confirm the
phylogenetic placement of B. altamazonica and B. peruviana, and support the recognition as
a new species to Bolitoglossa awajun. Given that the syntypes of B. altamazonica are lost,
we designate a neotype for B. altamazonica from Allpahuayo Mishana National Reserve,
Loreto, Peru. Newly collected specimens from approximately 30 km NE from Moyobamba
(type locality of B. peruviana) provide a better understanding of B. peruviana and its
relationships to enable us to show that it is the sister taxon of B. altamazonica. B. awajun is
known from pre-montane forests in Cordillera Escalera Regional Conservation Area,
Cordillera Azul National Park and Shucshuyacu, San Martin, Peru between 485 and 1311 m
elevation, and approximately 75 km SE from Moyobamba. Bolitoglossa awajun is the fourth

endemic species of salamander recorded for Peru.

Key words: Bolitoglossa awajun, subgenus Eladinea, morphometrics, DNA sequences,

Amazonia.
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1. INTRODUCCION

La combinacion de multiples lineas de evidencias, incluyendo morfologia,
morfometria, bioacustica, modelamiento de nichos ecolégicos (ecological niche modeling,
ENM) y analisis de secuencias mitocondriales y nucleares han permitido inferir los procesos
evolutivos y la diversidad de linajes de muchos grupos taxonémicos siguiendo un marco
taxonomico integrador (Padial y De la Riva 2009, Vieites et al. 2009, Padial et al. 2010,
Aguilar et al. 2013). Mayden (1997) y de Queiroz (1998) definen a la especie como grupo
de linajes de poblaciones o metapoblaciones que evolucionan por separado, dentro del
Concepto General de Linaje (General Lineage Concept — GLC). Adoptando este concepto,
la taxonomia integradora tiene la tarea de delimitar especies basandose en la integracion de
nuevas evidencias y métodos de biologia de poblaciones, filogenética y otras disciplinas
evolutivas en la taxonomia. Padial et al. (2010) proponen dos enfoques de la taxonomia
integradora: 1) la integracion por acumulacion que identifica los limites de especies con
divergencias en uno o mas caracteres taxondémicos no necesariamente superpuestos (por
ejemplo, ADN mitocondrial o morfologia), y 2) la integracion por congruencia que
identifica los limites de especies con la interseccion de evidencia de dos o mas caracteres
taxonomicos independientes (por ejemplo, ADN mitocondrial + morfologia). Estudios de
ADN barcoding del gen 16S rRNA por Vieites et al. (2009) reconocen tres subcategorias de
nuevas especies candidatas: 1) las especies candidatas no confirmadas (UCS, unconfirmed
candidate species) que son grupos de individuos dentro de especies nominales que muestran
grandes distancias genéticas, pero con datos insuficientes de la morfologia, ecologia y
distribucion, y que merecen mas estudio; 2) los linajes coespecificos profundos (DCL, deep
conspecific lineages) cuando los datos adicionales indican que estas unidades genealodgicas
no se diferencian en el nivel de especie; y 3) las especies candidatas confirmadas (CCS,
confirmed candidate species) que son aquellos linajes genealogicos profundos de
divergencia pero que todavia no se han descrito formalmente. Estos métodos de
identificacion molecular se basan en umbrales de divergencia, los cuales son propensos a
errores y su precision depende del barcoding gap entre las divergencias intraespecificas ¢

interespecificas (Vieites et al. 2009).

La aplicacion de los métodos integradores de datos genéticos y morfoldgicos en
muchos anfibios de la Amazonia y la zona de transicion entre los Andes y las tierras bajas
muestran una alta diversidad de especies y un vasto nimero de especies no descritas, como
ocurre en los anfibios de los géneros Adenomera (Fouquet et al. 2014), Amazophrynella
(Fouquet et al. 2012a, Fouquet et al. 2012b, Rojas et al. 2016), Ameerega (Roberts et al.
2006, Brown y Twomey 2009), Chiasmocleis (de Sa et al. 2012, Peloso et al. 2014),



Dendropsophus (Gehara et al. 2014, Caminer et al. 2017), Engystomops (Ron et al. 2006,
Funk et al. 2007, Funk et al. 2008, Funk et al. 2009, Funk et al. 2012), Epipedobates
(Tarvin et al. 2017), Hypsiboas (Kohler et al. 2010, Funk et al. 2012, Caminer y Ron.
2014), Leptodactylus (Angulo e Icochea 2010, de Sa et al. 2014), Oreobates (Padial et al.
2012), Osteocephalus (Ron et al. 2012, Jungfer et al. 2013), Phyllomedusa (Castroviejo-
Fisher et al. 2017), Pristimantis (Elmer et al. 2007, Elmer y Cannatella. 2008, Ortega-
Andrade ef al. 2015, Ortega-Andrade et al. 2017, Lehr et al. 2017), Rhinella (Fouquet et al.
2007, Moravec et al. 2014, do Santos ef al. 2015, Acevedo et al. 2016, Cusi et al. 2017),
Scinax (Fouquet ef al. 2007, Ferrao et al. 2016) y Tepuihyla (Ron et al. 2016). A pesar de
estos recientes y grandes esfuerzos por incrementar el conocimiento del nimero de especies,
la diversidad de anfibios Neotropicales se encuentra ain subestimada y se resalta la
necesidad de mayores estudios taxondmicos integradores como base para priorizar esfuerzos
de conservacion dentro de los hotsposts de biodiversidad (Vieites et al. 2009). Este enfoque
integrador también puede ayudar a resolver los problemas taxondmicos y las relaciones
evolutivas entre los anfibios caudados Neotropicales, comuinmente conocidos como

salamandras, del género Bolitoglossa en la Amazonia de Peru.

La familia Plethodontidae Gray 1850 es una de las familias de salamandras mas
diversas en el mundo, representada por 453 especies y dividida en dos subfamilias:
Plethodontinae (100 especies) y Hemidactyliinae (370 especies) (Wake 2012,
AmphibiaWeb 2017). La tribu Bolitoglossini Hallowell 1856 de la subfamilia
Hemidactyliinae contiene 12 géneros con distribucion Neotropical (Wake 2012). El género
Bolitoglossa Duméril, Bibron y Duméril 1854 comprende un grupo altamente diverso y
complejo de salamandras Neotropicales, cuya distribucion abarca el Suroeste de
Norteamérica (San Luis Potosi, México, 22° N), Centroamérica y Sudamérica, alcanzando la
Cuenca Amazoénica de Brasil y Centro de Bolivia (20° S) (Brame y Wake 1963, Wake y
Lynch 1976, Wake et al. 1982, Parra-Olea et al. 2004, Frost ef al. 2017). Los miembros de
este género estan distribuidos en habitats que cubren desde las praderas alpinas en las
cumbres volcanicas (> 4000 m) hasta los bosques de tierras bajas, asi como los bosques

nublados (Parra-Olea ef al. 2004).

El género Bolitoglossa esta representado por mas de 130 especies descritas (Acosta-
Galvis y Gutiérrez-Lamus 2012, Brcko et al. 2013, AmphibiaWeb 2017, Frost et al. 2017).
La menor riqueza especifica del género se encuentra en Sudamérica, con 32 especies
(aproximadamente 24% del total). Esta baja diversidad probablemente se debe a que el
grupo es originario de Mesoamérica, donde se presenta la mayor diversidad de especies, y

llegd a Sudamérica a través del istmo de Panama (Wake y Lynch 1976). Cuatro especies de



Bolitoglossa son reconocidas en Peru, un pais con una extension geografica de 1 285 216
km® y de diversas regiones ecologicas tales como los bosques de tierras bajas, bosques
montanos nublados y pajonal Andino (Rodriguez et al. 1993, Cusi et al. 2020). Bolitoglossa
altamazonica Cope 1874 fue descrita basado en tres sintipos (ahora, perdidos o destruidos)
de Nauta, departamento de Loreto, Perii (Brame y Wake 1963). Esta especie tiene amplia
distribucion geografica en las tierras bajas Amazonicas de Venezuela, Colombia, Ecuador,
Brasil, Perti y Bolivia (Brame y Wake 1963, Wake et al. 1982, Reichle et al. “2000” 2001,
Kohler et al. 2006, Schargel y Rivas 2003, Brcko et al. 2013, Acosta-Galvis y Gutierréz-
Lamus 2012, Barrio-Amords et al. 2015) y exhibe una elevada complejidad taxonémica que
ha dado lugar a identificaciones inciertas de las poblaciones habitantes de los bosques
amazoénicos. Una segunda especie, B. peruviana Boulenger 1883, fue descrita en base a un
unico espécimen (holotipo) de Moyobamba, departamento de San Martin, Peru. Esta especie
ha sido reportada en el Bosque de Proteccion Alto Mayo (departamento de San Martin) y la
Reserva Nacional Allpahuayo Mishana (departamento de Loreto), con registros sugeridos en
Ecuador (Coloma et al. 2004, Brame y Wake 1963, Crump 1977, Cisneros-Heredia 2006).
Una tercera especie, B. digitigrada Wake, Brame y Thomas 1982, esta registrada solamente
en su localidad tipo entre Pataccocha y San José, departamento de Ayacucho, Peru, y es la
menos conocida de todas las especies de Bolitoglossa. La cuarta especie, B. awajun Cusi,
Gagliardi-Urrutia, Brcko, Wake y von May 2020, es una salamandra recientemente descrita
y esta presente en los bosques pre-montanos en el Area de Conservacion Regional
Cordillera Escalera, Parque Nacional Cordillera Azul y Shucshuyacu, departamento de San
Martin, Peri (Cusi et al. 2020). La Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN 2017a) reconoce a las especies del género Bolitoglossa dentro de diversas
categorias de conservacion, que van desde Datos Deficientes (DD) hasta En Peligro Critico
(CR). En su mayor parte, las salamandras de los Andes Tropicales de Sudamérica son
consideradas dentro de las categorias de Datos deficientes (DD) y Preocupacion Menor
(LC), debido a la falta de conocimiento de su sistematica, historia natural, distribucion
geografica, estado poblacional, preferencias de habitat y amenazas potenciales. Hasta la
fecha, especimenes preservados de las localidades tipo no se encuentran disponibles y
ningun analisis filogenético molecular ha incluido muestras de estas cuatro especies de

Bolitoglossa.

Los primeros estudios morfologicos sobre las salamandras sudaméricanas
subestimaron la riqueza de especies de Bolitoglossa presentes en la Amazonia debido a la
elevada similaridad morfologica externa y reducida variacion fenotipica entre las especies,
como ocurre en B. altamazonica (Brasil) - B.peruviana (Ecuador) y B. sima (Ecuador) - B.

chica (Ecuador) (Brame y Wake 1963, Wake y Brame 1966, Crump 1977, Wake et al.



1982). Estudios moleculares (Parra-Olea et al. 2004, Elmer et al. 2013, Acevedo et al. 2013)
revelaron la inclusion de varias especies cripticas en las formas ampliamente distribuidas en
la Amazonia, en lugar de sdlo variantes geograficas. Es asi que, por mucho tiempo, se ha
asumido que las especies de Bolitoglossa de la Amazonia poseen una amplia distribucion.
Esto resulta improbable para las poblaciones de B. peruviana en Ecuador debido a que se
identificé una alta divergencia genética y notable estructura geografica (orientacion Andino-
Amazonica y altitud) de sus poblaciones, las cuales ademas exhibieron una morfologia muy
conservada (Elmer ef al. 2013, Brcko et al. 2013, Acevedo ef al. 2013). En Ecuador, el alto
nimero de especimenes en colecciones de Museo considerados como Bolitoglossa
peruviana son divididos en cuatro subclados altamente divergentes: altamazonica, Upper
Napo, Upper Aguarico, Lower Napo/Lower Aguarico (9.5-11.9% en Cytb y 1.1-2.8% en
RAG-1, Elmer et al. 2013). Asi, el estatus taxondmico de B. peruviana es actualmente
incierto y ha generado multiples interrogantes sobre su delimitacion especifica. Este
problema ha sido exacerbado por la ausencia de material topotipico o proveniente de las
cercanias de la localidad tipo para B. altamazonica y B. peruviana. Estos argumentos
motivan revisiones morfologicas y estudios sistematicos moleculares de las Bolitoglossa de

la Amazonia del norte de Pert y sur de Ecuador.



2. ANTECEDENTES

El trabajo taxonémico de Dunn (1926) de la familia Plethodontidae ubicé todas las
especies de salamandras tropicales en un unico género, Oedipus Tschudi 1838, con 30
especies. Taylor (1944) reconocioé cuatro nuevos géneros de salamandras Neotropicales
(Chiropterotriton, Parvimolge, Magnadigita, Pseudoeurycea), resucito dos géneros
(Oedipina Keferstein 1868, Haptoglossa Cope 1893) y continud reconociendo los géneros
Bolitoglossa Duméril, Bibron y Duméril 1854 y Thorius Cope 1869. El reconocimiento de
los géneros Magnadigita Taylor 1944 y Bolitoglossa Duméril, Bibron y Duméril 1854 fue
evaluado por Wake y Brame (1963), quienes reconocieron que la distincion original entre
ambos estuvo basada en caracteres diagnosticos inconsistentes de la denticion maxilar y la
forma de las falanges, metacarpos y metatarsos. Por tanto, la sinonimizacion genérica de
Bolitoglossa y Magnadigita fue propuesta por Wake y Brame (1963) y posteriormente
corroborada por Wake (1966). Basado en caracteres osteologicos, Wake (1966) propuso el
supergénero Bolitoglossa integrado por siete géneros (Bolitoglossa sensu lato,
Chiropterotriton sensu lato, Pseudoeurycea, Oedipina, Thorius, Parvimolge y Lineatriton
Tanner 1950) de la Tribu Bolitoglossini, subfamilia Plethodontinac de la familia
Plethodontidae. Wake y Lynch (1976) reconocieron dos grupos subgenéricos de
Bolitoglossa: Bolitoglossa-alpha y Bolitoglossa-beta, soportados por la forma de la base de
la cola (simple [ancestral] - compleja [derivado]) y espolones tibiales (ausentes [ancestral] -
desarrollados [derivado]), ademas de proveer comentarios ecologicos, distribucionales y
biogeograficos. Los grupos iniciales establecidos por Dunn (1926) actualmente comprenden
distintos géneros y esa confusion fue ocasionada por la similaridad morfologica y la falta de
distincion entre especializaciones convergentes y caracteres ancestrales (Wake y Lynch

1976).

El género Bolitoglossa (Caudata: Plethodontidae) forma un grupo monofilético bien
soportado basado en evidencias morfoldgicas y moleculares (Wake y Elias 1983, Parra-Olea
et al. 2004). Los caracteres de diagnosis del género Bolitoglossa incluyen: 13-14 surcos
costales entre las extremidades, un unico aparato hiobranquial, ausencia de un pliegue
sublingual, manos y pies amplios de moderado a completamente palmeados con digitos
relativamente cortos (Wake y Brame 1963, Wake 1966, Wake y Elias 1983, Wake 2012).
Las especies del género Bolitoglossa fueron inicialmente agrupadas en cuatro clados:
phalarosoma, altamazonica, palmata y adspersa; dentro del grupo altamazonica se incluyd
a las especies B. altamazonica, B. peruviana, B. chica y B. sima (Brame y Wake 1963,
Wake y Lynch 1976). Parra-Olea et al. (2004) propusieron siete subgéneros (Bolitoglossa,
Eladinea, Magnadigita, Mayamandra, Nanotrion, QOaxakia 'y Pachymandra),



correspondientes en algunos casos a grupos de especies previamente definidos. El subgénero
Eladinea comprende actualmente un clado bien soportado formado por todas las especies de
Bolitoglossa de Sudamérica y algunas de Centroamérica (Costa Rica y Panama), las cuales
se dividen en cuatro grandes grupos de especies: subpalmata, epimela, schizodactyla y
adspersa. El grupo adspersa incluye momentaneamente a todas las especies de Sudamérica,

que contiene entre otras especies a B. altamazonica, B. digitigrada y B. peruviana.

El analisis filogenético de dos genes mitocondriales (Cytochrome b, 16S RNA) del
género Bolitoglossa mostro que los especimenes asignados al complejo B. altamazonica de
Brasil y Peru son altamente divergentes y no forman grupos hermanos (Parra-Olea et al.
2004). De esta manera, el unico espécimen de Perti fue considerado a representar
Bolitoglossa altamazonica (KU 222111) por su relativa proximidad a la localidad tipo
(Nauta, Loreto); mientras que tres muestras de Brasil (INPA 3098, MPEG 13307
[FLSUMZH-3086], MPEG 12881 [=LSUMZH-13735]) fueron asignadas como
Bolitoglossa paraensis, con la sugerencia que las ultimas sean consideradas como un
complejo de especies (Parra-Olea et al. 2004). Hanken y Wake (1982) en un estudio
bioquimico de 18 enzimas mostraron que las salamandras de Centroamérica y Sudamérica
presentaron poca distincion entre sus especies. La dispersion de las salamandras
Bolitoglossa en Sudamérica a partir de ancestros provenientes de Centroamérica fue
abordado desde muy temprano (Brame y Wake 1963, Hansen y Wake 1982). Sin embargo,
el tiempo de colonizacion y diversificacion en Sudamérica ha generado controversias.
Recientemente, Elmer et al. (2013) propusieron que la colonizacion de Bolitoglossa en
Sudamérica debid haber ocurrido en el Mioceno Temprano (23.6 millones de afos, Ma),
compatible con una formacion mas temprana del Istmo de Panama hace 23-25 Ma (Elmer et
al. 2013, Parra-Olea et al. 2004). Esta cifra resulta ser mucho mas antigua a la datacion
previamente aceptada de 3 Ma en el Plioceno Tardio. El descubrimiento de un fosil de
salamandra en ambar de Palaeoplethodon hispaniolae gen. n., sp. n. de la Cordillera
Septentrional de Republica Dominicana entre Puerto Plata y Santiago, la cual habitd esa
region entre los 15-40 Ma (Poinar y Wake 2015); se aproxima a la datacion molecular de
Elmer et al. (2013). Desde su llegada a Sudamérica, el género Bolitoglossa se ha
diversificado mas ampliamente que lo previamente asumido y actualmente incluye especies

cripticas dentro de un area geografica relativamente pequeia (Elmer et al. 2013).

El conocimiento del género Bolitoglossa en el Peri es limitado y ha sido
documentado por Brame y Wake (1962, 1963), Crump (1977) y Wake et al. (1982). Dunn
(1926) considerd Bolitoglossa altamazonica y B. palmata como especies sinonimas. La

examinacion del lectotipo NHMW 22862 de B. palmata de “Cordillera, Ecuador” por



Brame y Wake (1962) junto con especimenes de Cordillera de Guacamayo, entre Baeza y
Archidona, Provincia de Napo-Pastaza, Ecuador, concluyeron en la redescripcion de B.
palmata como una especie diferente de B. altamazonica. Brame y Wake (1963) sefialaron
que la descripcion de Oedipus (Bolitoglossa) paraensis por Unterstein (1930) no permite
distinguirla de B. altamazonica, ademas indicaron que el material tipo de ambas especies se
encuentran perdidos. La considerable variacion de los patrones de coloracion, proporciones
corporales y amplia extension geografica en Sudamérica de B. altamazonica propusieron su
designacion como un complejo de especies, en lugar de ser tratada como a una sola especie
(Brame y Wake 1963). Una de las principales limitaciones para el estudio de la morfologia y
sistematica de las Bolitoglossa en el territorio peruano es la escasez de especimenes, asi
como la reducida diferenciacion morfoldgica entre las especies. Investigaciones recientes en
otros paises latinoamericanos han permitido caracterizar la diversidad y describir las
relaciones evolutivas de las salamandras Bolitoglossa en Sudamérica (Elmer et al. 2013 en
Ecuador, Acevedo et al. 2013 en Colombia, Brcko ef al. 2013 en Brasil). Elmer et al. (2013)
sugiere el reconocimiento de al menos ocho linajes o especies filogenéticas distintivas en la
Amazonia Ecuatoriana (cuatro de ellas dentro de B. peruviana sensu lato), y argumentan
que Bolitoglossa muestra fuerte estructura filogeografica en escala geografica reducida,
profunda divergencia genética en el gen mitocondrial Citocromo b (Cytb) y alta diversidad
en el gen activador de recombinacion nuclear (RAG-1). Este estudio examina y discute las
relaciones filogenéticas entre las especies B. altamazonica y B. peruviana, reconoce a B.
awajun como una nueva especie de Bolitoglossa de San Martin, norte de Peri basado en
datos morfologicos y moleculares, y propone una nueva combinacion taxonémica para los

linajes de Bolitoglossa de Pert.



3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS
3.1.1. OBJETIVO GENERAL:
- Inferir las relaciones evolutivas entre Bolitoglossa altamazonica y B. peruviana
usando datos moleculares y datos de la morfologia externa para su delimitacion
especifica.

3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Comparar morfolégica y morfométricamente B. altamazonica y B. peruviana con

especies cercanamente relacionadas.

- Designar un neotipo topotipico de Bolitoglossa altamazonica, cuyo material tipo fue

perdido y ha causado errores en la designacion taxonémica del nombre.

- Caracterizar taxondomica y filogenéticamente las especies de salamandras B.

altamazonica y B. peruviana.



3.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

H1,: Las especies Bolitoglossa altamazonica y B. peruviana forman linajes evolutivos

distintivos de B. peruviana sensu lato de la Amazonia de Ecuador.

H1,: Las especies Bolitoglossa altamazonica y B. peruviana no forman linajes

evolutivos distintivos de B. peruviana sensu lato de la Amazonia de Ecuador.

H2;: Las especies morfologicamente similares Bolitoglossa altamazonica, B.
peruviana, B. caldwellae, B. paraensis y B. palmata forman grupos taxondémicos

diferenciados entre si por morfometria y patrones de coloracion.

H2,: Las especies morfologicamente similares Bolitoglossa altamazonica, B.
peruviana, B. caldwellae, B. paraensis y B. palmata no forman grupos taxonémicos

diferenciados entre si por morfometria y patrones de coloracion.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL REVISADO

Se reviso un total de 338 especimenes de salamandras del género Bolitoglossa
depositados en las colecciones del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Pera (MUSM), Centro de Ornitologia y Biodiversidad, Lima,
Pert (CORBIDI), Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana, Iquitos, Pert
(CRBIIAP AR, codigo de campo: GGU), Museo Nacional de Ciencias Naturales, Madrid,
Espafia (MNCN), Museo de Historia Natural de Cusco, Cusco, Peru (MHNCP), Museo
Nacional de Praga, Republica Checa (NMP6V), Museo de Historia Natural de Londres, UK
(BMNH) y Museo de Zoologia de la Universidad de Michigan, Michigan, USA (UMMZ)
(Anexo 1). Se recopild informacion de base de datos disponibles del Departamento de
Zoologia de Vertebrados, Division de Anfibios y Reptiles, Museo Nacional de Historia
Natural, Smithsonian Institution (USNM) (http://collections.nmnh.si.edu/search/herps/),
Coleccion de Herpetologia, Instituto de Biodiversidad, Museo de Historia Natural,
Universidad de Kansas (KU) (http://collections.biodiversity.ku.edu/KUHerps/), Instituto de
Ciencias  Naturales de la  Universidad Nacional de  Colombia (ICN)
(http://ciencias.bogota.unal.edu.co/icn/colecciones-en-linea/), Coleccion de Herpetologia,
Museo de Zoologia de Vertebrados, Universidad de California en Berkeley, California

(MVZ) (http://arctos.database.museum).

4.2. METODOLOGIA DE CAMPO

El trabajo de campo se ejecutd en los bosques montanos, bosques pre-montanos y
tierras bajas en siete localidades de muestreo en los departamentos de San Martin,
Cajamarca y Cusco entre los afios 2014 y 2016 (Tabla 1, Figura 1). Entre las localidades
muestreadas se encuentra el Bosque de Proteccion Alto Mayo (BPAM), un area natural
protegida ubicada en el flanco oriental de la Cordillera Central de los Andes, cuya extension
abarca 1820 km” y alberga bosques premontanos (800-1600 m), bosques de neblina (1200-
2500 m), bosques enanos (2500-3200 m) y pajonales altoandinos (2900-3950 m) (INRENA
2008). Las microcuencas Mishquiyacu y Rumiyacu, y Morro Calzada ubicadas en las
proximidades de Moyobamba (entre 5-8 km a la localidad tipo de B. peruviana), junto con
la comunidad nativa Awajun El Dorado (48 km a la localidad tipo de B. peruviana) son las
principales localidades de muestreo cercanas a la ciudad de Moyobamba. El Santuario
Nacional Tabaconas Namballe (SNTN) es otra area natural protegida poco estudiada,

ubicado en la region norte de los Andes Orientales, cubre una extension de 295 km® entre
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los 1800 a 3600 m de elevacion, y protege bosques montanos y paramos altoandinos
(INRENA 2007). Los muestreos en las mencionadas localidades tuvieron como objetivo: (1)
obtener ejemplares y tejidos provenientes de localidades proximas a la localidad tipo de B.
peruviana, y (2) reportar nuevos registros de Bolitoglossa en areas poco exploradas. Las
autorizaciones de colecta de especimenes fueron otorgadas por el Ministerio del Ambiente
DGFFS-MINAG (R.J. N° 002-2012-SERNANP-SNTN, R.J. N° 001-2014-SERNANP-
BPAM-JEF) y el Ministerio de Agricultura (R.D. N° 120-2012-AG-DGFFS-DGEFFS, R.D.
N° 064-2013-AG-DGFFSDGEFFS).

Tabla 1. Localidades de muestreo en los departamentos de San Martin, Cajamarca y Cusco,

Pert.
. . . Elevacion
Localidad Departamento Latitud Longitud (m)
Bosaue de Proteccion 05°58'37.0"S  77°21'48.2"W 1098
quto Mavo San Martin 05°56'8.17"S  77°25'57.0"W 1640
Y 05°39'40.9"S  77°44'36.8" W 1639
Comunidad nativa San Martin ~ 05°43'30.5"S  77° 17'06.3" W 1053
Awajun, El Dorado
Microcuencas Rumiyacu g, \ravin  06°05'17.9"S  76° 58' 30.0" W 1076
y Mishquiyacu
Morro Calzada San Martin 06°01'32.2"S  77°02'38.5"W 973
Area de Conservacion
Regional Cordillera San Martin 06°27'57.2"S 76°17'13.4"W 967
Escalera
Santuario Nacional . 05°02'30" - 79°23'00" -
Tabaconas Namballe Cajamarca 05°17'00" S 79°06'06" W 1391 - 3519
Cuenca baja del rio Cusco 11°55'12" S 72°044'24" W 439 - 593

Urubamba

Los equipos y materiales usados en los trabajos de campo fueron adquiridos gracias
al apoyo de las siguientes organizaciones: Rufford Small Grant for Nature Conservation
Foundation (RSG), Ministerio de Asuntos Exteriores de Finlandia, Conservation

International Foundation (CI) - Proyecto BioCuencas y Percy Sladen Foundation.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de las localidades de muestreo. Se sefiala en color verde el
Santuario Nacional Tabaconas Namballe, el Bosque de Proteccion Alto Mayo, las
Microcuencas Rumiyacu y Mishquiyacu, y la cuenca baja del rio Urubamba. Localidades

tipo de B. altamazonica [W], B. peruviana [ A, B. digitigrada [@®] y B. caldwellae [®].
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4.3. METODOS DE MUESTREO EN CAMPO

Se empled un método estandarizado de muestreo, Busquedas por Encuentros
Visuales [Visual Encounter Surveys-VES], en los diversos tipos de ecosistemas de las
localidades de estudio. Este método permite recopilar datos sobre la riqueza, abundancia
relativa y uso de microhabitats de las especies de anfibios y reptiles. Los VES fueron
realizados a lo largo de transectos de 2 km en horarios diurnos (10:00-14:00) y nocturnos
(18:00-00:00) dispuestos en senderos, como las rutas de patrullaje del personal

guardaparque, o transectos disefiados con ayuda de guias locales.

Los especimenes recolectados se sacrificaron aplicando el anéstesico en crema
Happy Dent (Benzocaina al 7,5%) sobre el vientre de los animales (McDiarmid 1994) o
inyectandoles una solucién anestésica Halatal (Pentobarbital sédico) directamente al
corazon, siguiendo los protocolos para eutanasia recomendados en la literatura (Angulo et
al. 2006). Las muestras de tejidos (higado y musculo) de cada espécimen se almacenaron en
alcohol al 96%. Se realizo la fijacion y preservacion de los especimenes empleando formol
al 10% y alcohol etilico al 70% siguiendo la metodologia propuesta por McDiarmid (1994)
y Angulo et al. (2006). Los especimenes fueron depositados en la Coleccion Herpetoldgica

del Museo de Historia Natural, Universidad Nacional Mayor de San Marcos (MUSM).

44. TOMA DE MUESTRAS, EXTRACCION, AMPLIFICACION,
SECUENCIACION Y EDICION DE SECUENCIAS

Las secuencias moleculares se obtuvieron de muestras de tejidos de 10 especimenes
procedentes de cinco poblaciones del norte de Pert: dos poblaciones de B. altamazonica en
Loreto (Reserva Nacional Alpahuayo Mishana y rio Sucusari, situadas aproximadamente a
60 y 160 km de Nauta - localidad tipo de B. altamazonica); dos poblaciones de B. peruviana
en Loreto (dos localidades dentro de Cordillera Escalera, situadas aproximadamente a 30 y
45 km de Moyobamba - localidad tipo de B. peruviana) y una poblacion de la nueva especie
B. awajun en San Martin (Area de Conservacién Regional Cordillera Escalera, ubicada
aproximadamente a 75 km de Moyobamba). Se incluyeron 32 secuencias de B. peruviana
sensu lato (subclados: altamazonica, Upper Napo, Upper Aguarico y Lower Napo/Lower
Aguarico) y B. equatoriana sensu lato (subclados: Upper equatoriana y equatoriana),
ademas se incorpord secuencias de otros taxa del género Bolitoglossa de Sudamérica
depositadas en Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y usadas en estudios previos

(Garcia-Paris et al. 2000, Parra-Olea et al. 2002, Parra-Olea et al. 2004, Elmer ef al. 2013).
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Tener en cuenta que la secuencia asignada a Bolitoglossa paraensis Unterstein,
1930 [Acre] por Parra-Olea et al. (2004) es re-asignada a la recientemente descrita
Bolitoglossa caldwellae Brcko, Hoogmoed y Neckel-Oliveira 2013, basado en los datos
morfométricos. Por tanto, ninguna muestra genética de B. paraensis fue incluida en los
analisis filogenéticos. El grupo externo en el analisis filogenético estuvo integrado por
Bolitoglossa mexicana Duméril, Bibron y Duméril 1854 (subclado Bolitoglossa),
Bolitoglossa zapoteca Parra-Olea, Garcia-Paris y Wake 2002 (subclado Oaxakia) y
Bolitoglossa cerroensis Taylor 1952 (subclado Eladinea) basado en los resultados obtenidos
por Acevedo et al. (2013) y Elmer ef al. (2013). Los nimeros de acceso de GenBank,
numeros de Museo, especie y localidades de todas las secuencias usadas en este estudio son

mostradas en el Anexo 2.

Las muestras genéticas fueron obtenidas de la coleccion de tejidos del Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert (MUSM) y
del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana, Iquitos, Pera (CRBIIAP AR). Los
trabajos de laboratorio fueron desarrollados en el Museo de Zoologia de Vertebrados,
Universidad de California, Berkeley (MVZ), con la colaboracion de Rudolf von May, e
incluye los siguientes eventos: extraccion de ADN de las muestras de tejido, amplificacion
de los fragmentos de ADN mitocondrial y nuclear (a través de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, PCR), y secuenciacion de los fragmentos amplificados. Los protocolos de
extraccion, amplificacion y secuenciacion siguen los propuestos por Elmer et al., (2013),

Acevedo et al. (2013) y Parra-Olea ef al. (2004).

El ADN genémico fue extraido de tejidos de higado y musculo preservados en
etanol 96° usando un high-salt DNA extraction (Aljanabi y Martinez 1997). Las regiones
amplificadas fueron dos genes mitocondriales, Citocromo b (Cytb, 680 bp) y 16S rRNA
(16S, 514 bp), y dos genes nucleares, activador de recombinacion 1 (RAG-1, 804 bp) y pro-
opiomelanocortina (POMC, 493 bp). Estas regiones fueron seleccionadas debido a la
existencia de secuencias previamente publicadas en especies relacionadas; por la
informacion filogenética ofrecida (regiones conservadoras y variables); y por el uso efectivo
de primers MVZ15L, MVZ16H para el gen Cytb (Moritz et al. 1992); 16SAR, 16SBR para
el gen 16S (Palumbi et al. 1991); RaglBolitoF, RaglBolitoR para el gen RAG-1 (Elmer et
al. 2013); y POMC DRV _F1, POMC DRV _RI1 para el gen POMC (Vieites et al. 2007).
Las condiciones de termociclado para amplificar el ADN de cada gen utilizando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) se muestran en la Tabla 2. Las reacciones de

secuenciacion fueron completadas usando los primers correspondientes y BigDye
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Terminator 3.1 (Applied Biosystems), y los datos de secuencias fueron obtenidos usando los
productos de PCR purificados en un secuenciador automatizado ABI 3730 Sequence
Analyzer (Applied Biosystems). Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en

GenBank (Anexo 2).

Tabla 2. Condiciones de termociclado para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de

los genes mitocondriales (Cytb, 16S) y nucleares (RAG-1, POMC).

Gen Condiciones del termociclador
Cyth 1 ciclo d(? 94°C/3 min.; 38 ciclps de 92°C/1 miq, 49°C/1
min, 72°C/1 min; y 1 ciclo de 72°C/5 min
168 1 ciclo de 96°C/3 mil?; 35 cic}os de 95°C/30 s,.55°C/45
s, 72°C/1.5 min; y 1 ciclo de 72°C/7 min
RAG-1 1 ciclo de 95°C/3 mi.n; 45 ciglos de 95°C/30 s, .57°C/30 S,
72°C/1.5 min; y 1 ciclo de 72°C/10 min
POMC 1 ciclo de 95°C/3 min; 38 ciclos de 95°C/30 s, 49°C/30 s,

72°C/1 min; y 1 ciclo de 72°C/7 min

Las secuencias de los fragmentos de ADN fueron editadas y el consenso de las
hebras “forward” y “reverse” fueron obtenidas con el programa CodonCode Aligner 6.0.2
(Codoncode, Dedham, MA). El alineamiento multiple de las secuencias de cada gen y de las
secuencias homologas de otros miembros del subgénero Eladinea fue realizado con el
algoritmo CLUSTAL W incorporado en el programa MEGA v. 7 (Kumar et al. 2016). Las
alineaciones resultantes fueron corregidas de manera visual para resolver la ubicacion de los
gaps y eliminar las zonas altamente variables. Las secuencias fueron traducidas en
aminoacidos empleando el programa Geneious v 9.1.5 para verificar el correcto marco de

lectura, inspeccion de ambigiiedades y deteccion de codones de termino.

4.5. ANALISIS FILOGENETICO

Un total de 34 secuencias de Bolitoglossa de Peri fueron obtenidas (18 secuencias
de ADN mitocondrial y 16 secuencias de ADN nuclear) e incluidas en el analisis
filogenético. Cinco secuencias son referidas como B. altamazonica, 12 secuencias como B.
peruviana 'y 17 secuencias corresponden a la nueva especie de B. awajun. Ocho
especimenes de Bolitoglossa fueron secuenciados para todos los genes (n=1 para B.
altamazonica, n=3 para B. peruviana, n=4 para B. awajun) y dos especimenes para el gen
Cytb (n=1 para B. altamazonica, n=1 para B. awajun). El programa PartitionFinder, version
1.1.0 (Lanfear et al. 2012) fue empleado para seleccionar los esquemas de particion y
modelos de evolucion molecular adecuados para cada posicion coddnica particionada. Los

modelos de evolucion son conjunto de supuestos sobre los procesos de sustitucion
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nucleotidica, que permiten describir las diferentes probabilidades de cambio de un
nucledtido por otro a lo largo de un arbol filogenético (Darriba et al. 2012). Basado en el
criterio de informacion bayesiana (BIC, Bayesian Information Criterion), los mejores
esquemas de particion y modelos de sustitucion nucleotidica para cada gen incluyeron sitios
especificos y sitios combinados para los codones. Las filogenias moleculares fueron
inferidas para los genes mitocondriales, los genes nucleares y los datos combinados. La
examinacion de la congruencia en la combinacion de los datos combinados (16S, Cytb,
RAG-1, POMC) fue evaluada usando la prueba Incongruence Length Difference Test (ILD),
implementada en PAUP como Partition Homogeneity Test (Swofford 2002). Farris et al.
(1994) elaboraron una prueba estadistica de la hipdtesis nula de congruencia de matrices de
datos con evidencia filogenética, ampliamente usado en estudios con datos morfoldgicos,
aloenzimaticos, enzimas de restriccion y secuencias nucleotidicas. La prueba ILD fue
aplicada con 100 réplicas de la prueba a través de una busqueda heuristica con 10
secuencias adicionadas al azar. Las relaciones filogenéticas fueron inferidas usando dos
metodologias: (1) el analisis de maxima verosimilitud (ML) conducido en RAxML
(Stamatakis et al. 2008) implementado en CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010), y
(2) la inferencia Bayesiana (BI) conducida en MrBayes version 3.2.0 (Ronquist y

Huelsenbeck 2003).

Los analisis filogenéticos de maxima verosimilitud fueron desarrollados bajo el
modelo de sustitucion nucleotidica GTRGAMMA-+I para todas las particiones con una tasa
de heterogeneidad de distribucion gamma y proporcion de sitios invariantes basados en
1000 réplicas de bootstrap para evaluar el soporte nodal y busquedas de ML de optimizacion
completa. El soporte de las ramas de maxima verosimilitud fue evaluado con los valores de
bootstrap (medidas conservadoras de la probabilidad que un grupo represente un clado
verdadero). Los valores de bootstrap iguales o superiores al 70% representan clados bien
soportados. Los analisis Bayesianos fueron basados en los mejores modelos de sustitucion
nucleotidica seleccionados para cada codon. Dos corridas simultdneas con 4 cadenas (1 fria
y 3 calientes) fueron desarrolladas para 20x10° generaciones con muestreos cada 1000
generaciones de la Markov Chain Monte Carlo (MCMC). La convergencia de la
probabilidad Log de los resultados de muestreo fue examinada en Tracer 1.6 (Rambaut y
Drummond 2003), determinando su estabilidad y descartando el 25% de los arboles mas
inestables (denominados ‘“burn-in”) y reteniendo los arboles cuyas probabilidades
Bayesianas posteriores (Bayesian Posterior Probabilities, BPP) son mas estables. Los
valores de BPP iguales o superiores a 0.95 representan ramas bien soportadas (Huelsenbeck
y Ronquist 2001). La visualizacion de todos los arboles obtenidos fue hecha con el

programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Las distancias genéticas no
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corregidas (p-distances) entre los taxa fueron estimadas usando el programa MEGA v. 7
(Kumar et al. 2016) para las secuencias 16S, Cytb, RAG-1 y POMC. Se considera un valor
para la divergencia a nivel de especie igual o superior a 0.02 para el gen 16S (Boza et al.

2012, Rovito et al. 2013, Kubicki y Arias 2016).

4.6. ANALISIS MORFOMETRICO

4.6.1 MEDIDAS MORFOMETRICAS

Se evalud un total de 178 especimenes de Bolitoglossa, incluyendo 11 especimenes
de B. altamazonica (Loreto, Perl), 5 especimenes de B. peruviana (San Martin, Pert); 48
especimenes de B. caldwellae (Acre, Brasil); 99 especimenes de B. paraensis (Para, Brasil);
3 especimenes de B. palmata (Napo-Pastaza, Ecuador) y 12 especimenes de la nueva
especie B. awajun (San Martin, Peru). Las medidas de B. altamazonica, B. peruviana y B.
awajun fueron analizadas y comparadas con B. caldwellae, B. paraensis y B. palmata,
debido a que todas estas especies son geografica y filogenéticamente cercanas, y exhiben
una morfologia similar. Se excluyeron especimenes previamente identificados como B.
altamazonica de otras localidades como Huanuco (Schliiter et al. 2004), Madre de Dios
(von May et al. 2009) y Cusco (Icochea y Mitchell 1997, Icochea et al. 1998, Cérdova et al.
2006), debido a que estas poblaciones se encuentran muy distantes (> 550 km) de Nauta

(localidad tipo de B. altamazonica) y podrian representar otras especies.

Las medidas morfométricas del holotipo BMNH 1946.9.6.17 de Bolitoglossa
peruviana fueron proporcionadas por Jeffrey W. Streicher del Museo de Historia Natural de
Londres. Los datos morfométricos de B. caldwellae y B. paraensis fueron disponibles por
colaboracion de Isabela Brcko de la Universidad Federal de Para, Brasil; y los de B. palmata
fueron proporcionados por el Museo de Zoologia de la Universidad de Michigan, Michigan,
USA. Los codigos de las instituciones mencionadas en el texto y las figuras son mostrados
en el Anexo 1. Las mediciones corporales y conteos de estructuras (dientes premaxilares,
maxilares, vomerianos y dentarios) siguen los trabajos de Brame y Wake (1963), Acosta-

Galvis y Guitérrez-Lamus (2012) Acevedo et al. (2013) y Brcko et al. (2013).

Las mediciones morfométricas fueron tomadas del lado derecho de cada espécimen
con ayuda de un calibrador digital MITUTOYO (precision de 0.01 mm) y un estereoscopio
binocular NIKON Eclipse. Las variables morfométricas (en milimetros) y meristicas (conteo
de estructuras) consideradas fueron: Longitud estandar (SL, hocico al punto posterior de la

cloaca), Longitud hocico-cloaca (SVL, hocico al punto anterior de la cloaca), Longitud de la
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cabeza (HL, entre la punta del hocico y el margen posterior de la boca), Ancho de la cabeza
(HW, en el punto mas ancho), Profundidad de la cabeza (HD, en el angulo posterior de la
mandibula), Hocico al pliegue gular (SGF), Ancho del parpado (EYW), Longitud del
parpado (EYL), Longitud del hocico (SNL), Proyeccion del hocico mas alla de la
mandibula (SP), Ancho del hocico en el punto mas ancho (LWS), Ancho del hocico en el
punto mas estrecho (SWS), Distancia entre las narinas externas (EN), Diametro del ojo
(OD), Distancia entre las esquinas anteriores de los ojos (DBE), Distancia interorbital
(IDE), Ancho de la glandula mental (WMG), Longitud de la glandula mental (LMG),
Distancia entre el surco nucal y el pliegue gular (NGGF), Hocico-Axila (SA), Axila-Ingle
(AG), Ancho pectoral (PECW), Longitud del miembro anterior (FL, de la axila a la punta
del dedo mas largo), Longitud del miembro posterior (HLL, de la ingle a la punta del dedo
mas largo), Ancho de la mano (HDW), Ancho del pie (FW), Longitud del tercer dedo de la
mano (LIIIF), Longitud del tercer dedo del pie (LIIIT), Longitud del quinto dedo del pie
(LVT), Longitud de la cola (TL), Ancho de la cola en la base (TW), Profundidad de la cola
en la base (TD), Longitud de la cloaca (VL), Numero de dientes premaxilares (PT),
Numero de dientes maxilares (MT), Nuimero de dientes vomerianos (VT) y Numero de
dientes del dentario (DT). Las siglas en paréntesis de todas las variables morfométricas y
meristicas provienen de su traduccion al inglés. La Figura 2 muestra las mediciones
corporales consideradas en el estudio. La determinacion del sexo fue realizada a través de la
observacion de caracteres sexuales secundarios (presencia de la glandula heddnica y papilas
en las paredes de la cloaca de los machos, Brame y Wake 1962) o a través de la inspeccion
de las gonadas en la cavidad abdominal. EI nimero de especimenes adultos examinados se

proporciona en la descripcion de cada especie.
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Figura 2. Mediciones morfométricas de especimenes de Bolitoglossa. Abreviaciones en el

texto. Tomado de Brcko et al. (2013).
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4.6.2. IMPUTACION DE DATOS AUSENTES Y EXAMEN PRELIMINAR

Las 37 medidas morfométricas de los 178 especimenes de Bolitoglossa (B.
altamazonica, B. peruviana, B. caldwellae, B. paraensis, B. palmata y la nueva especie de
Bolitoglossa) fueron sometidas a un proceso de imputacion de datos ausentes usando el
paquete missMDA en R (Francois 2016). La presencia de datos ausentes es debido a la
incapacidad de medir algunas proporciones corporales causada por la mala fijacién o
mutilacion de los especimenes. El paquete missMDA predice las medidas corporales
faltantes usando un analisis de componentes principales con algoritmo iterativo PCA
regularizado (method="Regularized"), validacion cruzada Kfold (method.cv="Kfold") y

cinco componentes principales (ncp.max=>5).

El examen preliminar de los datos con el paquete Remdr (Fox 2005) y rrcov
(Todorov y Filzmoser 2009) mostrd valores atipicos (outliers) a nivel uni y multivariante,
ademas detectd aquellas medidas que distinguen a un grupo de individuos. La identificacion
de un dato atipico a nivel univariante, no implica que dicho dato sea atipico a nivel
multivariante (Hualpa 2012). A través de la distancia Mahalanobis clasica y robusta MCD
(Anexos 3 y 4), cuatro datos extremadamente atipicos fueron detectados y reemplazados por

la mediana.

Se aplico una transformacion Box Cox multivariada a todas las medidas
morfométricas con el fin de validar los supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad multivariante, usando el comando powerTransform del paquete car en R (Fox y
Weisberg 2011). La distribucion normal univariante de las variables no es suficiente, ya que
de manera conjunta no necesariamente cumplen con la normalidad multivariante (Gonzalez
et al. 2006). La normalidad multivariante Henze-Zirkler de los datos morfométricos fue
rechazada (p < 0.01, Anexo 5) por el paquete MVN en R (Korkmaz et al 2014). La
transformacion Box Cox permite aproximarse a la normalidad, centralizar la informacion
alrededor de la media y corregir sesgos en la distribucion del error, heterocedasticidad y no

linealidad (Vilella 1993, Diaz et al. 2013).
4.6.3. ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIANTE

Los datos analizados de las medidas morfométricas transformadas se tomaron solo
de los especimenes adultos (n = 152 individuos) de B. altamazonica, B. peruviana, B.

caldwellae, B. paraensis, B. palmata y la nueva especie de Bolitoglossa. La asignacion

taxonomica a priori de los especimenes para B. peruviana fue basada en la morfologia y
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patron de coloracion, y para B. altamazonica fue basada en la descripcion del material tipo
(ver mas abajo, Sumario de especies). Los analisis multivariados tuvieron como objeto
probar si estas asignaciones pueden ser diferenciadas con la combinacién de caracteres
morfométricos. Dos medidas morfométricas (Ancho de la glandula mental [WMG] y
Longitud de la glandula mental [LMG]) fueron excluidas del analisis por presentarse
exclusivamente en adultos machos. Los datos transformados fueron sometidos a dos tipos de
analisis multivariados: 1) analisis de componentes principales y 2) analisis discriminante.
Los procedimientos estadisticos fueron realizados usando el software SPSS version 22 (IBM

Corp. Released 2013) y R version 3.3.0 (R Development Core Team 2016).

El analisis de componentes principales (PCA) es una técnica multivariante que
busca reducir la dimension de una matriz de datos de p variables correlacionadas entre si, a
través de la retencion de un menor niumero de variables (componentes principales) resultado
de la combinacion lineal de las variables iniciales que resuman la mayor parte de la
informacién contenida en los datos (Pérez 2004, Manly 2004). La primera componente
acumula la mayor variabilidad del conjunto de datos y las componentes restantes se ordenan
de acuerdo a la cantidad de varianza que cada una explica. Este analisis se encuentra basado
en el calculo de autovalores y autovectores obtenidos a partir de la matriz de varianza-
covarianzas o de la matriz de correlaciones. Este método de analisis es ampliamente usado
en estudios morfométricos de especies morfoldogicamente similares (Benavides et al. 2002,
Funk et al. 2008, Aguilar et al. 2013, Caminer y Ron 2014, do Santos et al. 2015, Rojas et
al. 2016, Arias et al. 2016). De esta forma, el analisis de componentes principales fue usado
para explorar la diferenciacion morfométrica de las seis especies de Bolitoglossa,
independiente de las asignaciones taxonomicas de los especimenes, permitiendo asi un
descubrimiento imparcial de los grupos morfométricamente similares y lograr determinar
que variables aportan a la diferenciacion entre grupos. Los autovalores, la pendiente del
grafico de sedimentacion y la varianza explicada de las componentes fueron extraidos y
examinados para determinar el nimero de componentes que contribuye a la variacion de las

proporciones corporales.

En el PCA clasico, la presencia de datos atipicos puede distorsionar la matriz de
covarianzas muestrales; asi la primera componente puede estar completamente dominada
por los valores atipicos ocultando su real estructura (Croux y Ruiz-Gazen 1996, Croux et al.
2007). Se han propuesto diversas formas de tratar este problema a partir de los métodos
robustos. El PCA robusto minimiza los efectos de los datos atipicos a través de una
ponderacion, permitiendo recuperar los componentes principales de una matriz de datos

cuya fraccion de informacion esté afectada de forma arbitraria (Croux y Ruiz-Gazen 1996).
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Uno de estos métodos es el PCA robusto usando el algoritmo CR (Croux y Ruiz-Gazen)
basado en el enfoque de busqueda de proyecciones (Projection-Pursuit approach). Este
algoritmo computacionalmente eficiente y de facil implementacion fue aplicado con el

paquete PCAproj (Filzmoser et al. 2015) en R.

El analisis discriminante (AD) es un método de clasificacion que permite agrupar a
los elementos de una muestra en dos o mas categorias predefinidas en funcion de un
conjunto de variables independientes combinadas linealmente. De esta manera, el analisis
discriminante permite maximizar las diferencias entre los grupos taxonémicos previamente
asignados y determinar cuales son las variables que méas contribuyen a la diferenciacion de
los grupos (Pérez 2004, Manly 2004). En el analisis discriminante, muchas de las variables
morfométricas pueden ser poco utiles para la discriminacion de grupos o pueden ser
altamente correlacionadas entre si, lo que puede complicar el analisis e incrementar el
numero de clasificaciones erroneas (McGarigal et al. 2000). El empleo del método de
inclusion por pasos (stepwise) permite la incorporacion gradual de cada variable y
selecciona aquellas variables mas importantes para discriminar grupos; contribuyendo a
clasificar correctamente los especimenes dentro de los taxa predefinidos. Los autovalores, la
varianza explicada y los valores de Lambda de Wilks fueron extraidos y examinados para

determinar el nimero de funciones discriminantes.

4.6.4. ANALISIS DE VARIANZA NO PARAMETRICO

La aplicacion del analisis de varianza univariado (ANOVA) y multivarado
(MANOVA) de las medidas morfométricas transformadas no resulta efectiva, pues los datos
no cumplen con la normalidad multivariada para cada grupo de especies. Rizzo y Szekely
(2010) desarrollaron una extension no paramétrica de los analisis de varianza para variables
que no asuman una distribuciéon normal multivariada. El analisis de componentes de
distancia (DISCO) mide la dispersion total basado en las distancias euclidianas entre todos
los pares de elementos para probar la hipotesis de igualdad de las funciones de distribucion
de K muestras independientes (Rizzo y Szekely 2010). La ventaja de este analisis es la
flexibilidad en el cumplimiento de la normalidad multivariada y la aceptacion de variables
con diversas formas de distribucion; contrario a los métodos paramétricos clasicos que
resultan estrictos en sus supuestos. Los analisis DISCO univariado y multivariado fueron
ejecutados usando el paquete energy (Rizzo y Szekely 2010) en R para probar diferencias

significativas en las mediciones morfométricas entre las especies.

22



4.7. CARACTERIZACION DE ESPECIES Y DESIGNACION DE NEOTIPO

En Perti, se reconoce unicamente cuatro especies de Bolitoglossa: B. altamazonica,
B. awajun, B. digitigrada y B. peruviana. B. altamazonica y B. peruviana han permanecido
por mas de 100 afios en una condicidon enigmatica ocasionando confusion a muchos
taxonomos, quienes sefialan su ocurrencia en Colombia, Ecuador, Pera, Brasil y Bolivia. Sin
embargo, la distribucion de estas dos especies es en realidad poco conocida debido al
reducido numero de especimenes en colecciones herpetologicas (principalmente de
especimenes provenientes de las localidades tipo), la reducida variacion morfolégica externa
(con alguna distincion en la morfologia craneal y denticion) y la ausencia de estudios
taxonomicos integradores. Por ello, resulta oportuno la redescripcion de B. peruviana
usando especimenes recolectados cerca de la localidad tipo de Moyobamba (San Martin);
ademas de la designacion de un neotipo topotipico de B. altamazonica, cuyo material tipo de

la localidad de Nauta (Loreto) fue sefialado como perdido por Brame y Wake (1963).

Las redescripciones de las especies siguen la terminologia de Wake y Brame (1969),
Brame y Wake (1962, 1963, 1972), Ehmcke et al. 2004, Acosta-Galvis y Gutiérrez-Lamus
(2012) y Brcko et al. (2013). El tamafio de las especies de Bolitoglossa es determinado por
su longitud estandar (SL): a) tamafio pequefio (aprox. 40 mm), b) tamafio moderado (aprox.
50-60 mm), c¢) tamafio grande (aprox. 70 mm) (Brame y Wake 1972). Los patrones de
coloracion se basan en fotografias de los especimenes vivos y preservados, y los tipos de
membrana interdigital fueron examinados a partir de imagenes a escala de los digitos de las
manos y pies. El tipo de membrana interdigital para las especies del complejo B.
altamazonica es completamente o ampliamente palmado (sensu Wake y Brame 1969 y
Tipos C, D, E y F sensu Brame y Wake 1963). Las comparaciones morfoldgicas entre las
especies fueron realizadas empleando las descripciones de B. caldwellae, B. palmata y B.

paraensis (Brame y Wake 1962, Brame y Wake 1963, Brcko et al. 2013).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS FILOGENETICO

El alineamiento multiple de las secuencias para el gen Cytb mostrdo 392 sitios
conservados, 288 sitios variables y 247 sitios informativos; para el gen 16S mostrd 384
sitios conservados, 125 sitios variables y 78 sitios informativos; para el gen RAG-1 mostro
690 sitios conservados, 114 sitios variables y 44 sitios informativos; y para el gen POMC
mostro 478 sitios conservados, 15 sitios variables y 3 sitios informativos. La matriz de datos
de secuencias de ADN contiene 2491 pb para 55 secuencias de Bolitoglossa. Los tres
conjuntos de datos analizados fueron: (1) gen Cytb, (2) genes 16S + Cytb, (3) genes RAG-1
+ POMC y (4) datos combinados para los genes de ADNmt (16S + Cytb) y ADNnu (RAG-1
+ POMC). Los esquemas de particion para cada conjunto de datos fueron (modelos de
sustitucion entre paréntesis): para Cytb, en la posicion 1 del codéon (SYM+I+G), en la
posicion 2 del codon (HKY+I) y en la posicion 3 del codon (GTR+G); para 16S, en las
posiciones 1, 2 y 3 del codon (GTR+G); para RAG-1 + POMC, en la posicion 1 del codon
(HKY+G) y en las posiciones 2 y 3 del codon (F81+I); para datos combinados, en las
posiciones 1y 3 del codon (GTR+I+G) y en la posicion 2 del codon (SYM+I+G) (Anexo 6).
El test de Partition Homogeneity sefald una congruencia significativa entre los genes
mitocondriales y nucleares (P>0.01). Por tanto, resulté apropiado combinar la informacion

de los genes Cytb, 16S, RAG-1 y POMC al no presentar evidencia de conflicto filogenético.

Los arboles filogenéticos de los analisis de maxima verosimilitud (ML) e inferencia
Bayesiana (BI) del gen mitocondrial Cytb resultaron concordantes entre si (Figura 3). El
analisis filogenético mostr6 un grupo monofilético formado por siete especies de
Bolitoglossa: B. altamazonica, B. peruviana, Bolitoglossa sp. Ituxi, Bolitoglossa sp. Juraa,
Bolitoglossa sp. ECSanFran, Bolitoglossa sp. Condor y la nueva especie de Bolitoglossa de
Perd (BS = 57, BBP = 1), B. awajun, recientemente descrita (Cusi et al. 2020). Asi, la
filogenia molecular obtenida mostré que los especimenes de la nueva especie de
Bolitoglossa del Area de Conservacion Regional Cordillera Escalera, forman parte de un
clado compuesto por B. altamazonica y B. peruviana (BS = 77, BBP = 0.99). Ademas, la
filogenia reveld que los clados de Ecuador reconocidos por Elmer ef al. (2013) como B. cf.
peruviana sensu lato (subclados: altamazonica, Upper Napo, Upper Aguarico y Lower
Napo/Lower Aguarico) y B. cf. equatoriana sensu lato (subclados: Upper equatoriana y
equatoriana) forman un grupo divergente del clado que contiene a las especies de
Bolitoglossa de Pert (B. altamazonica, B. peruviana y B. awajun). De esta manera, los

analisis identifican dos clados principales dentro de las Bolitoglossa (Eladinea) de
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Sudamérica: 1) un clado formado por las muestras de la Amazonia de Ecuador (B. cf.
peruviana + B. cf. equatoriana), y 2) otro clado formado por las muestras de la Amazonia
norte de Pert (B. altamazonica + B. peruviana + B. awajun), de las tierras bajas
Amazonicas del este de Brasil (Bolitoglossa sp. Ituxi + Bolitoglossa sp. Jurta) y de las
tierras altas del sureste de Ecuador (Bolitoglossa sp. ECSanFran + Bolitoglossa sp. Condor).
La relacion de estos dos clados posee un bajo soporte (BS = 19, BBP = (0.75), encontrando a
B. palmata como grupo basal de ambos clados. Las relaciones entre B. caldwellae y
Bolitoglossa sp. Chilma no se encuentran resueltas. Asi mismo, los analisis moleculares
revelaron que las dos muestras de Bolitoglossa sp. Ituxi y Bolitoglossa sp. Jurua de Brasil
[antes consideradas B. paraensis y, ahora, reconocidas como especies no descritas por
Parra-Olea et al. (2004), Elmer ef al. (2013), Acevedo et al. (2013) y Brcko et al. (2013) por
su alta divergencia genética y lejania a la localidad tipo de B. paraensis, > 2000 km] estan
cercanamente relacionadas a B. altamazonica, B. peruviana y B. awajun con bajo soporte
(BPP = 0.66). Este conjunto de especies de Bolitoglossa de Peri y Brasil forman un grupo

hermano con respecto a Bolitoglossa sp. ECSanFran y Bolitoglossa sp. Condor de Ecuador.

Las distancias genéticas no corregidas (p-distances) entre B. altamazonica, B.
peruviana y B. awajun poseen valores mas bajos en el gen 16S que en el gen Cytb (Anexos
7-8). Estas tres especies de Bolitoglossa resultaron divergentes entre si (Tabla 3-4): B.
altamazonica difiere de las otras dos especies en 2.9-4.9% para el gen 16S y en 6.5-7.3%
para el gen Cytb, B. peruviana difiere en 2.9-3.9% para el gen 16S y en 7.3-8.0% para el
gen Cytb, y B. awajun difiere en 3.9-4.9% para el gen 16S y en 6.5-8.0% para el gen Cytb.
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Figura 3. Arbol de méxima verosimilitud de las especies de salamandras Bolitoglossa
(Eladinea) basado en el gen mitocondrial Cytb (680 bp). Valores de soporte sobre y debajo
de las ramas representan ML bootstrap (BS > 70) y probabilidades Bayesianas posteriores
(BPP > 0.95) respectivamente. No se muestran los valores de soporte inferiores para las
ramas. Bolitoglossa mexicana, B. zapoteca y B. cerroensis fueron usadas como grupos
externos. Los complejos de especies B. altamazonica y B. equatoriana son indicados en

barras.
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Tabla 3. Distancias genéticas no corregidas (p-distances) promedio del gen mitocondrial
Cytb dentro y entre las especies del complejo Bolitoglossa altamazonica. En diagonal:
Distancias genéticas promedio (p-distances) = Desv. Estandar dentro de las especies.
Inferior a la diagonal: Distancias genéticas promedio (p-distances) entre las especies.
Superior a la diagonal: Desviaciones estandar de las distancias genéticas (p-distances) entre

las especies.

Clados 1 2 3

1 Bolitoglossa altamazonica 0.026 +0.005 +0.006
Bolitoglossa peruviana 0.073 0.005 = 0.004 + 0.006

3 Bolitoglossa awajun 0.065 0.080 0.010 = 0.013

Tabla 4. Distancias genéticas no corregidas (p-distances) promedio del gen mitocondrial
16S dentro y entre las especies del complejo Bolitoglossa altamazonica. En diagonal:
Distancias genéticas promedio (p-distances) = Desv. Estandar dentro de las especies.
Inferior a la diagonal: Distancias genéticas promedio (p-distances) entre las especies.
Superior a la diagonal: Desviaciones estandar de las distancias genéticas (p-distances) entre

las especies.

Clados 1 2 3

1 Bolitoglossa altamazonica -- + 0.001 +0.005
Bolitoglossa peruviana 0.029 0.002 + 0.001 +0.004

3 Bolitoglossa awajun 0.049 0.039 0.009 = 0.010

Los analisis de ML y BI de los datos combinados (Figura 4) resultaron en topologias
compatibles con el arbol filogenético del gen Cytb (Figura 3). De forma similar, las
topologias de los arboles para los genes 16S + Cytb (Anexo 9) son congruentes con los
arboles resultantes de los analisis por separado del gen 16S y del gen Cytb. El arbol
filogenético de los datos combinados muestra que los especimenes asignados a B. peruviana
de Cordillera Escalera, Loreto, Pert, forman un clado junto con B. altamazonica y B.
awajun. Se reconoce que las tres especies de Bolitoglossa de Peru (B. altamazonica, B.
peruviana y B. awajun) constituyen un grupo monofilético bien soportado y altamente
divergente de otros miembros de Eladinea (BS = 90, BPP = 1, Figura 4). Asi, B.
altamazonica resulta ser un taxon hermano de B. peruviana (BS = 96, BPP = 1), y ambas

especies resultan parientes hermanos de B. awajun (BS = 100, BPP = 1). Por tultimo, la
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filogenia de los datos combinados corrobora que las poblaciones ecuatorianas anteriormente
asignadas a B. cf. peruviana por Elmer et al. (2013) no estan relacionadas con las muestras
topotipicas de B. altamazonica y B. peruviana. Ademas, las muestras de B. cf. peruviana
forman un clado diferenciado junto con las muestras de B. equatoriana y B. cf. equatoriana
(BS <70, BPP <0.95). Por otra parte, se puede apreciar que la muestra previamente
identificada como B. altamazonica (KU 222111) de la localidad de Teniente Lopez, Loreto,
cerca de la frontera entre Perti y Ecuador (Parra-Olea ef al. 2004, Elmer et al. 2013)
pertenece a un linaje diferente de las especies de Pert con distancias genéticas de 4.7-5.6%
para el gen 16S y 10.9-14.7% para el gen Cytb; y estd estrechamente relacionada con las

muestras de B. cf. peruviana de Yasuni y Kapawi, Ecuador.

El arbol filogenético de los datos combinados para RAG-1 y POMC mostré una
pobre estructura filogenética con relaciones poco resueltas, indicando que las relaciones
internas entre los clados de Bolitoglossa permanecen problematicas para los genes nucleares
en comparacion con los datos combinados. Esto es debido al limitado numero de secuencias
nucleares en el muestreo de los taxa y la tasa de evolucion lenta de los genes nucleares. Los
analisis de ML y BI mostraron bajo soporte en la mayor parte de las ramas, con solo cinco
nodos de valores BS superiores a 70 (Anexo 10). Las distancias genéticas no corregidas (p-
distances) del gen nuclear RAG-1 fueron 0.2-0.04% para B. altamazonica, 0.3% para B.
peruviana 'y 0.1-0.2% para B. awajun; y del gen nuclear POMC fueron 0.5% para B.
altamazonica, 0.1-0.8% para B. peruviana 'y 0.1-0.3% para B. awajun (Anexos 11-12).

Basado en la posicion filogenética, se propone la asignacion de dos complejos de
especies: (1) el complejo Bolitoglossa altamazonica (sensu Brame y Wake 1963)
conteniendo a las especies B. altamazonica, B. digitigrada, B. peruviana y B. awajun; y (2)
el complejo Bolitoglossa equatoriana conteniendo a las poblaciones ecuatorianas
(subclados: Kapawi, Yasuni/Teniente Lopez, Upper Napo, Upper Aguarico, Lower
Napo/Lower Aguarico, Upper equatoriana, equatoriana). De esta manera, los subclados de
Ecuador corresponden a un grupo de linajes cripticos no asignables a la nominacion de B.

peruviana o B. altamazonica.
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Figura 4. Arbol de méxima verosimilitud de las especies de salamandras Bolitoglossa
(Eladinea) basado en los datos combinados de los genes mitocondriales (Cytb, 16S) y
nucleares (RAG-1, POMC). Valores de soporte sobre y debajo de las ramas representan ML
Bootstrap (BS > 70) y probabilidades Bayesianas posteriores (BPP > 0.95), respectivamente.
No se muestran los valores de soporte inferiores para las ramas. B. mexicana, B. zapoteca y
B. cerroensis fueron usados como grupos externos. Los complejos de especies B.
altamazonica y B. equatoriana son indicados en barras. Reproducido con permiso del

propietario de los derechos de autor.
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5.2. ANALISIS MORFOMETRICO

5.2.1. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de componentes principales clasico de los datos morfométricos Box Cox
multivariados (SVL excluido del analisis debido a la alta correlacion con SL, coeficiente de
correlacion r de Pearson = 0.98) resultd significativo. La determinante de la matriz de
correlaciones (|R| = 8.93 x 10™), la prueba de Esfericidad de Barlett (X* = 3617.14, p <
0.01) y el indice de Kaiser-Meyer-Oskin de adecuacion muestral (KMO = 0.91) se muestran

en el Anexo 13.

Basado en el criterio de autovalores mayores que 1, se seleccionaron las seis
primeras componentes principales; las cuales explicaron el 73.3% de la varianza total de los
datos (Anexo 14). La primera componente (43.9% de la varianza) tiene cargas factoriales
altas en SL, HL, HW, HD, SGF, EYW, EYL, SWS, EN, DBE, NGGF, SA, AG, PECW, FL,
HLL, HDW, FW, LIIIF, LIIT y VL; la segunda componente (9.8% de la varianza) tiene
cargas factoriales altas en SNL, LWS, IDE y LVT; la tercera componente (7.0% de la
varianza) tiene carga factorial alta en OD; la cuarta componente (4.7% de la varianza) tiene
carga factorial alta en SP; la quinta componente (4.3% de la varianza) tiene carga factorial
alta en MT; y la sexta componente (3.6% de la varianza) tiene carga factorial alta en VT
(Tabla 5). EI PCA no mostrd diferencias en el morfoespacio entre las especies (Figura 5),
indicando un amplio solapamiento entre las especies de Peru y Ecuador (B. altamazonica, B.
peruviana, B. palmata y B. awajun; letra B en la Figura 5), y las especies de Brasil (5.

caldwellae y B. paraensis; letra A en la Figura 5)

El analisis de componentes principales robusto con el algoritmo CR (Croux y Ruiz-
Gazen) mostrd que las tres primeras componentes explicaron el 95.3% de la varianza total
de los datos (Anexo 15). La primera componente (83.6% de la varianza) tiene carga factorial
alta en MT; la segunda componente (8.5% de la varianza) tiene cargas factoriales altas en
LWS y VT; y la tercera componente (3.2% de la varianza) tiene cargas factoriales altas en
EYL, SA y FL (Tabla 6). El PCA robusto (Figura 6) mostré un amplio solapamiento de los

datos y no distinguié morfoloégicamente las seis especies de Bolitoglossa (similar a la Figura

5).
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Tabla 5. Cargas factoriales, autovalores y porcentaje de varianza acumulada de las seis
primeras componentes principales clasicas de los datos transformados Box-Cox
multivariados de las seis especies de Bolitoglossa (B. altamazonica, B. caldwellae, B.
palmata, B. paraensis, B. peruviana y B. awajun). Los nimeros en negrita indican las cargas

factoriales mas altas. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.

Componentes
1 2 3 4 5 6
SL 0.92 -0.15 -0.17 -0.02 0.04 -0.01
HL 0.78 0.04 0.01 0.14 0.18 -0.04
HW 0.79 -0.25 0.23 0.05 0.06 -0.23
HD 0.58 -0.18 0.40 -0.22 0.04 -0.39
SGF 0.82 -0.13 0.12 0.06 0.03 0.20
EYW 0.45 -0.14 043 0.00 -0.08 0.18
EYL 0.63 -0.23 0.18 -0.08 -0.42 0.03
SNL 0.46 0.53 -0.36 0.34 0.12 -0.12
SP 0.30 0.26 -0.34 0.63 -0.29 -0.19
LWS 0.58 0.59 0.15 -0.02 -0.11 -0.17
SWS 0.46 0.45 0.38 0.23 -0.30 0.11
EN 0.71 0.19 0.33 0.25 -0.16 -0.05
oD 0.51 0.17 0.57 0.08 0.14 -0.18
DBE 0.56 -0.53 -0.11 0.34 -0.10 -0.01
IDE 0.53 0.59 0.22 -0.30 -0.03 0.11
NGGF 0.66 -0.29 -0.05 -0.11 -0.06 041
SA 0.83 -0.16 0.15 0.04 0.02 0.03
AG 0.78 -0.25 -0.26 0.10 0.08 -0.09
PECW 0.68 -0.44 0.11 -0.20 -0.03 -0.28
FL 0.75 -0.32 -0.24 -0.02 -0.03 0.18
HLL 0.84 -0.21 -0.21 -0.06 0.01 0.05
HDW 0.84 -0.06 -0.17 -0.09 -0.09 -0.02
FW 0.85 0.08 -0.29 -0.04 -0.05 -0.08
LIIF 0.75 0.22 -0.33 -0.16 0.06 0.04
LIIT 0.74 0.29 -0.34 -0.28 0.09 -0.01
LVT 0.48 0.58 -0.11 -0.24 -0.06 0.08
VL 0.51 0.22 -0.02 -0.20 -0.18 0.28
MT 0.50 0.12 0.01 -0.03 0.69 -0.14
VT 0.32 0.05 0.31 0.40 0.47 0.48
Autovalores 12.72 2.85 2.03 1.36 1.24 1.05
% de varianza 43.85 53.67 60.66 65.35 69.63 73.25

acumulada
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Figura 5. Componentes principales clasicos 1 y 2 de las medidas morfométricas de las seis

especies de Bolitoglossa (B. altamazonica [*], B. caldwellae [A], B. palmata [®], B.

paraensis [@®], B. peruviana [*]y B. awajun [@)]). La letra A agrupa las especies de Brasil

y la letra B agrupa las especies de Peru y Ecuador. Reproducido con permiso del propietario

de los derechos de autor.
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Tabla 6. Cargas factoriales, autovalores y porcentaje de varianza acumulada de las tres

primeras componentes principales

robustas

de los datos

transformados

Box-Cox

multivariados de las seis especies de Bolitoglossa (B. altamazonica, B. caldwellae, B.

palmata, B. paraensis, B. peruviana y B. awajun). Los nimeros en negrita indican las cargas

factoriales mas altas. En * correlaciones con valores inferiores a 0.10.

Componente

1 2 3
SL k %k %
HL k %k %
HW k %k %
HD k %k %
EYW 0.1 * *
EYL 0.53 0.35 0.57
SNL -0.12 -0.26 -0.24
SP 0.11 * *
LWS 0.13 0.81 -0.34
SWS 0.1 0.23 0.46
EN 0.1 * *
OD k %k %
DBE -0.12 * *
IDE 0.1 0.41 0.13
NGGF 0.23 -0.11 0.1
SA 0.22 0.52 0.57
AG k %k k
PECW * * *
FL 0.46 -0.39 -0.53
FW k %k k
LIIIF * * *
LIIIT 0.1 -0.16 -0.24
LVT 0.17 0.36 -0.45
VL 0.11 0.12 -0.32
MT 0.98 -0.2 *
VT 0.15 0.7 *
Autovalores 6.79 2.16 1.33
:/gfrflzgréznza 83.59 92.05 95.25
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Figura 6. Componentes principales robustas 1 y 2 de las medidas morfométricas de las seis
especies de Bolitoglossa (B. altamazonica [M], B. caldwellae [M], B. palmata [ ], B.

peruviana ['], B. paraensis [M]y B. awajun [ ]).

5.2.2. ANALISIS DISCRIMINANTE

La prueba M de Box rechaza la homogeneidad de las matrices varianza-covarianza
(M = 537.262, X*737.2872, P < 0.01), por tanto el analisis dicriminante empleé una matriz
de covarianzas de grupos separados para la obtencion de las funciones discriminantes. Los
autovalores, el porcentaje de varianza explicada y los valores de Lambda de Wilks de los

datos se muestran en el Anexo 16.

El analisis de las funciones discriminantes de los datos morfométricos selecciond 18

variables con mayor poder discriminatorio para la diferenciacion entre las seis especies de
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Bolitoglossa (B. altamazonica, B. caldwellae, B. palmata, B. paraensis, B. peruviana y B.
awajun). La primera funcion discriminante (DF1) explico el 63.0% de la varianza total de
los datos, y las medidas que mas contribuyeron a la discriminacion fueron DBE y NGGF.
La segunda funcion discriminante (DF2) explico el 25.9%, y las medidas HL, SNL, SP, AG
y FW contribuyeron a la mayor discriminacion. La tercera funcion discriminante explico el
7.5%, y las medidas HW, HD, LWS, EN, IDE, SA y LIIT contribuyeron a la mayor
discriminacion. La cuarta funcion discriminante explico el 2.3% y la medida FL contribuy6
a la mayor discriminacién. La quinta funcién discriminante explicé 1.3%, y las medidas
SWS, OD y VT contribuyeron a la mayor discriminacion (Tabla 7). Los individuos fueron
correctamente clasificados en las cinco especies de Bolitoglossa en el 98.7% de los casos
(Tabla 8). La clasificacion erronea fue baja en B. caldwellae (2.3%) y B. paraensis (1.2%).
Todos los individuos de B. altamazonica, B. peruviana, B. palmata y B. awajun fueron

clasificados correctamente.

Las dos primeras funciones discriminantes explicaron el 89% de la discriminacion,
mostrando una clara separacion entre las especies de Brasil (B. caldwellae y B. paraensis) y
de Pert y Ecuador (B. altamazonica, B. peruviana, B. palmata y B. awajun) a lo largo de
DF1 (Figura 7). Por otro lado, DF2 mostrd una pequeiia superposicion entre B. caldwellae 'y
B. paraensis, y una amplia superposicion entre B. altamazonica, B. peruviana y B. awajun,
estas ultimas claramente separadas de B. palmata. Dentro de las especies de Peri, hubo una
muy pequefia superposicion entre B. altamazonica y B. peruviana; en contraste, B. awajun
exhibio6 una moderada superposicion con B. altamazonica y B. peruviana (Figura 7).
Aunque las funciones discriminantes revelaron algunas variables discriminatorias, se debe

tener cuidado debido a la probabilidad de sobreclasificacion.
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Tabla 7. Funciones discriminantes de los datos transformados Box-Cox multivariados de las
seis especies de Bolitoglossa (B. altamazonica, B. caldwellae, B. palmata, B. paraensis, B.
peruviana 'y B. awajun). Las correlaciones absolutas mas altas entre cada medida
morfométrica y la funcidon discriminante se indica con un asterisco (*).Reproducido con

permiso del propietario de los derechos de autor.

Funciones Discriminantes

1 2 3 4 5
HL 0076  0.141*  0.122  0.115 0.124
HW 0.186  -0.082  0.265*  -0.112 0.059
HD 0.146  -0.173  0.458*  -0.031 -0.187
SNL -0.049  0332*  0.038  -0.106 -0.067
SP 0062  0280* -0.079  -0.006 -0.068
LWS 0.082  0.041  0357*  0.06 -0.311
SWS 0.002  -0.045  -0.079  -0.005  -0.422%*
EN 0.095 0.022  0.207%  0.045 -0.199
OD 0027  -0.179  0.114  0.082 0.275*
DBE 0.464*  0.185  0.198  -0.098 0.03
IDE 0215 -0.039  0.252*%  -0.152 -0.141
NGGF 0.096*  0.093  0.078  0.069 0.071
SA 0.146  -0.034  0.148*  -0.052 -0.088
AG 0.156  0231*  0.185  -0.23 0.055
FL 0.129 0.158  0.025  0.298* -0.027
FW 0071 0257 0244  -0.134 -0.192
LIIT 0.052 0251  0471*  -0.043 0.072
VT 0042  -0.058 -0.151  -0.273 0.296*
% de 63.00 25.90 7.50 2.30 1.30

varianza
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Tabla 8. Matriz de clasificacion del analisis discriminante para las seis especies de

Bolitoglossa (B. altamazonica, B. caldwellae, B. palmata, B. paraensis, B. peruviana 'y B.

awajun). El 98.7% de casos fueron correctamente clasificados. Reproducido con permiso

del propietario de los derechos de autor.

Pertenencia a grupo pronosticado

B. altamazonica  B. peruviana B. awajun B. caldwellae  B. paraensis  B. palmata Totl
B. altamazonica 8 0 0 0 0 0 8
B. peruviana 0 4 0 0 0 0
B. awajun 0 0 11 0 0 0 11
B. caldwellae 0 0 0 42 1 0 43
B. paraensis 0 0 0 1 82 0 83
B. palmata 0 0 0 0 0 3 3
B. altamazonica 100% 0 0 0 0 0 100%
B. peruviana 0 100% 0 0 0 0 100%
B. awajun 0 0 100% 0 0 0 100%
B. caldwellae 0 0 0 97.7% 2.3% 0 100%
B. paraensis 0 0 0 1.2% 98.8% 0 100%
B. palmata 0 0 0 0 0 100% 100%
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Figura 7. Funciones discriminantes 1 y 2 de las medidas morfométricas de las cinco
especies de Bolitoglossa (B. altamazonica [*], B. caldwellae [A], B. palmata [®], B.

paraensis [@®], B. peruviana [*] y B. awajun [R]). Reproducido con permiso del propietario

de los derechos de autor.

Las dieciocho variables morfométricas de mayor importancia para la diferenciacion
entre las seis especies de Bolitoglossa mostraron diferencias significativas en la forma del
cuerpo (DISCO multivariado, F-ratio = 4.532, p-value < 0.01, Anexo 17). Las
comparaciones entre las especies sefialaron diferencias significativas entre: B. altamazonica
- B. caldwellae (DISCO multivariado, F-ratio = 4.714, p-value = 0.01), B. altamazonica - B.
paraensis (DISCO multivariado, F-ratio = 5.266, p-value < 0.01), B. peruviana - B.
caldwellae (DISCO multivariado, F-ratio = 4.042, p-value = 0.01), B. peruviana - B.
paraensis (DISCO multivariado, F-ratio = 4.877, p-value = 0.01), B. peruviana - B. palmata
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(DISCO multivariado, F-ratio = 3.946, p-value = 0.01), B. awajun - B. caldwellae (DISCO
multivariado, F-ratio = 6.92, p-value < 0.01), B. awajun - B. paraensis (DISCO

multivariado, F-ratio = 7.124, p-value < 0.01), B. caldwellae - B. paraensis (DISCO
multivariado, F-ratio = 4.163, p-value = 0.01) y B. paraensis - B. palmata (DISCO
multivariado, F-ratio = 2.594, p-value < 0.05) (Anexo 18). El analisis DISCO univariado de

las medidas morfométricas por pares entre las especies se muestran en el Anexo 19.

5.3. SUMARIO DE ESPECIES

5.3.1. Bolitoglossa awajun Cusi, Gagliardi-Urrutia, Brcko, Wake y von May 2020
(Figuras 8-12)

Nombre Inglés: Awajun salamander

Nombre Espafiol: Salamandra Awajun

Holotipo: CRBIIAP AR001123 (Cdédigo de campo: GGU 1730). Una hembra adulta
recolectada en el Area de Conservacion Regional Cordillera Escalera, distrito San Antonio,
provincia San Martin, Departamento San Martin, Pert, 06°23'26.7" S, 76°22'27.8" W, 1265
m, por Giussepe Gagliardi y Marco Odicio en 2010.

Paratipos (11 individuos): Peru, Departamento San Martin: provincia San Martin, distrito
San Antonio, Area de Conservacion Regional Cordillera Escalera: CRBIIAP AR001124
(Codigo de campo: GGU 1736), 06°23'21.4" S, 76°22'25.2" W, 1311 m, hembra adulta,
colectores Giussepe Gagliardi y Marco Odicio; CRBIIAP AR001122 (Coédigo de campo:
GGU 1776), 06°23'57.2" S, 76°23'41.5"W, 868 m, hembra adulta, colectores Giussepe
Gagliardi y Marco Odicio, CRBIIAP AR001126 (Cédigo de campo: GGU 1712),
06°23'27.23" S, 76°22'35.6"W, 1208 m, juvenil, colectores Giussepe Gagliardi y Marco
Odicio; CRBITAP AR001125 (Cddigo de campo: GGU 1850), 06°23'34.4" S, 76°24'31.2"
W, 485 m, macho adulto, colector Giussepe Gagliardi; provincia El Dorado, distrito Santa
Rosa, Shucshuyacu, primer afluente de la quebrada principal en el margen izquierdo
corriente arriba: MHNC 47346 (Cddigo de campo: AJC 2609), 06°37'20.7" S, 76°36'53.9"
W, 537 m, macho adulto, abril del 2010, colector Santiago Castroviejo-Fisher; provincia
Picota, distrito Shamboyacu, Chambirillo, Parque Nacional Cordillera Azul, Puesto de
control 16 — Chambirillo, 07°04'08.9" S, 76°00'55.2" W, 1122 m: CORBIDI 8814 (Cddigo
de campo: VD-022), hembra adulta, 21 de enero del 2011, colectores Vilma Duran y Pablo
Venegas; CORBIDI 8877 (Coédigo de campo: PC16-34), CORBIDI 8878 (Codigo de
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campo: PC16-33), CORBIDI 8879 (Coédigo de campo: PC16-32), una hembra adulta, dos
machos adultos, 31 de octubre del 2010, colectores Vilma Duran y Pablo Venegas;
CORBIDI 9205 (Codigo de campo: PC 16-15), macho adulto, 6 de mayo del 2011,
colectores Pablo Venegas y Vilma Duran; CORBIDI 9939 (Cédigo de campo: PV282),
hembra adulta, 21 de octubre del 2011, colectores Pablo Venegas y Vilma Duran.

Diagnosis

Bolitoglossa awajun es morfométricamente mas similar a B. altamazonica y B.
peruviana, y es el taxon hermano al clado compuesto por estas dos especies segun el analisis
molecular. Se diferencia de estas dos especies por tener los extremos de los digitos
evidentemente visibles en las manos y pies, y diferencias en la coloracion ventral (ver mas
abajo, Comparacion con otras especies). Se diferencia de ambas especies en las secuencias
de ADN mitocondrial de los genes Cytb y 16S. La especie superficialmente se parece a otras
especies distribuidas en los bosques Amazonicos, pero es distinguida de todas por datos
moleculares e individualmente por algunas caracteristicas morfologicas y de coloracion (ver

mas abajo, Comparacion con otras especies).

Definicion

Una especie de Bolitoglossa perteneciente al complejo de especies Bolitoglossa
altamazonica caracterizado por la siguiente combinacion de caracteres: (1) SL promedio
37.7 mm en machos (rango 32.0-42.2, n = 5), 41.4 mm en hembras (rango 34.9-48.2, n = 6);
(2) en vida, coloracion dorsal uniformente marrén con una marca triangular marrén oscura
entre los ojos o algunos puntos o parches irregulares de color crema claro sobre la cabeza,
tronco y flancos; (3) iris dorado; (4) en preservacion, vientre marrén con motas o manchas
cremas de moderado tamafio sobre la regidon gular, vientre, region cloacal y cola; (5)
extremos del tercer dedo de la mano y tercer dedo del pie protuberantes y puntiagudos con
membrana interdigital casi completamente palmado; (7) 11-26 dientes maxilares y 8-24

dientes vomerianos.
Comparacion con otras especies:

Bolitoglossa awajun es diferenciada de todos los miembros del subgénero Eladinea
de la cuenca Amazoénica de Pert, Ecuador y Brasil por las secuencias de ADN Cytb y 168,

mediciones morfométricas y patrones de coloracion. Las comparaciones morfolégicas son

presentadas respecto a sus congéneres del subgénero Eladinea del oeste y este de Brasil (B.
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paraensis y B. caldwellae), este de Ecuador (B. palmata) y norte de Peru (B. altamazonica y
B. peruviana). Bolitoglossa awajun es distinguida de B. caldwellae y B. paraensis por tener
una mayor distancia entre las esquinas anteriores de los ojos DBE/HL 0.56 + 0.08, menor
distancia interorbital IDE/HL 0.46 + 0.06 y menor longitud del miembro anterior SL/FL
4.18 + 0.36 (DBE/HL 0.37 + 0.05, IDE/HL 0.64 + 0.05, SL/FL 4.42 + 0.31en B. caldwellae;
DBE/HL 0.38 + 0.06, IDE/HL 0.61 + 0.05, SL/FL 4.50 + 0.33 in B. paraensis). B.
caldwellae tiene una menor distancia entre la axila y la ingle AG/SL 0.50 £ 0.03 (AG/SL
0.55 £ 0.10 en B. awajun) y B. paraensis tiene una mayor distancia del hocico a la axila
SL/SA 3.16 £ 0.26 (SL/SA 3.01 £ 0.18 en B. awajun). Distinguida de todas las otras
especies, excepto de B. paraensis, por tener los extremos del tercer dedo de la mano y tercer
dedo del pie protuberantes y puntiagudas (extremos de todos los digitos visibles y
redondeados en B. altamazonica, B. peruviana, B. caldwellae y B. palmata). Bolitoglossa
awajun es notablemente distintiva de las especies antes mencionadas por tener una
coloracion ventral marrén oscuro con motas o manchas crema de moderado tamafio
(coloracion marréon oscuro con diminutos puntos o pequeilas manchas crema claro en B.
altamazonica, coloracidon marrén gris oscuro con diminutos puntos crema uniformemente
distribuidos en B peruviana, coloracion marrén claro con motas crema de variados tamafos
en B. caldwellae, coloracion marréon oscuro con algunas manchas y rayas bronce en B.
palmata). Bolitoglossa awajun es diferenciada de B. altamazonica por el ADN mitocondrial
con distancias genéticas de 0.065 (gen Cytb) y 0.049 (gen 16S); diferenciada de B.
peruviana por distancias genéticas de 0.080 (gen Cytb) y 0.039 (gen 16S). La comparacion
de los datos morfométricos y patrones de coloracion de B. altamazonica, B. peruviana, B.

caldwellae, B. paraensis, B. palmata y B. awajun se muestra en los Anexos 20-21.

Descripcion del holotipo:

Una hembra adulta de moderado tamafio SL 42.3 mm. Cabeza ancha SL/HW 6.52,
no aplanada, aproximadamente 0.95 veces tanta largo como ancha, cabeza mas ancha que el
cuello. Hocico muy corto, SNL/HL 0.29, ligeramente ancho SWS/HL 0.46. Surco distintivo
se extiende bajo el ojo, siguiendo su curvatura. Hocico redondeado en vista lateral, hocico
truncado en vista dorsal y sobresaliente mas alla de las mandibulas en vista ventral. Canthus
rostralis no prominente. Nostrilos pequefios, redondeados, localizados cerca del extremo del
hocico. Ojos protuberantes, visibles en vista dorsal, ligeramente mas alla de los margenes
laterales de la cabeza, diametro horizontal del ojo 0.86 de la longitud del hocico.
Protuberancias nasolabiales desarrolladas (Figura 8), separados por 2.54 mm. Cuerpo
robusto cilindrico, 13 surcos costales profundos y discernibles. Miembros relativamente

cortos (FL/SL 0.23, HLL/SL 0.26), miembros adpresos separados por aproximadamente 4
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pliegues costales. Lengua alargada y redondeada. Surco nucal presente desde la parte
posterior del ojo, como una pequefia depresion de 1.02 mm, y se extiende paralelo a la
region gular, 2.61 mm anterior al pliegue gular. Pliegue gular prominente, glandulas post-
iliacas ausentes. Manos y pies anchos (SL/HDW 18.37, SL/FW 14.09), membrana
interdigital casi completamente palmado con los extremos del tercer dedo de la mano y
tercer dedo del pie protuberantes y puntiagudos (sensu Wake y Brame 1969; Tipos C, D, Ey
F sensu Brame y Wake 1963), almohadillas subterminales no evidentes. Longitud de los
dedos de la mano en forma creciente I-IV-II-1II y longitud de los dedos del pie en forma
creciente [-V-II-IV-III. Cola redondeada en seccion transversal, relativamente larga (TL/SL
73%) y delgada con una débil constriccion basal y de forma cilindrica en la base, llegando a
ser reondeada en el extremo. Cloaca claramente pigmentada. Dientes maxilares 26
(izquierda 14, derecha 12) extendidos a nivel de la mitad de los ojos. Dientes premaxilares 2
anterior a la linea de dientes maxilares y no sobresalen del labio. Dientes vomerianos 20
(izquierda 10, derecha 10) en una sola fila dispuestos en dos arcos, extendiéndose mas alla
del margen interno de las coanas y por debajo de las coanas; dientes paraesfenoides
dispuestos en series en forma de “V” invertida. Dientes dentarios 50 (izquierda 25, derecha

25).

Mediciones (en mm) y conteo de dientes del neotipo (CRBIIAP AR001123, Codigo de
campo: GGU 1730): SL 42.3, SVL 40.3, HL 6.8, HW 6.5, HD 3.0, SGF 10.9, EYW 1.4,
EYL 3.0, SNL 2.0, SP 0.7, LWS 4.3, SWS 3.1, EN 1.8, OD 1.7, DBE 3.1, IDE 2.8, NGGF
4.5, SA 16.3, AG 21.8, PECW 5.6, FL 9.5, HLL 11.1, HDW 2.3, FW 3.0, LIIIF 2.4, LIIIT
2.8,LVT 1.7, TL 30.7, TW 2.6, TD 3.5, VL 2.0, PT 2, MT 14-12, VT 10-10, DT 25-25.

Coloracion en preservacion del holotipo:

Superficie dorsal marrén amarillento palido con algunas pequefias manchas difusas
de color marron oscuro. Corona de la cabeza marrén amarillento palido con los parpados
superiores y region loreal marrén oscuro. Hocico de color marréon con manchas cremas
debajo de las narinas y protuberancias nasolabiales. Pequefias manchas en los labios
superiores ¢ inferiores. Region gular es gris marrdén oscuro con diminutas manchas blanco
cremosa. Pliegue gular de color crema. Coloracion dorsal de la cola mas clara que la del
cuerpo. Extremo de la cola de color crema claro. Miembros marrdon con pequefios puntos
blanco claro ventralmente. Superficie ventral del tronco y la cola gris marréon oscuro con
manchas o parches irregulares de color blanco cremoso claro ampliamente dispersas. Manos

y pies gris claro ventralmente.
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Coloracion en vida de los paratipos:

Una hembra adulta CRBIIAP AR001122 (Figura 9) tiene la superficie dorsal del
cuerpo uniformemente marrén con una marca triangular marrén oscuro entre los ojos. Una
mancha irregular blanco claro en el lado derecho del cuerpo. Superficie lateral de los labios,
el cuello, los flancos y la cola marrén oscuro con diminutos puntos blanco brillante.
Protuberancias nasolabiales de color marréon naranja claro. La coloracion dorsal es
ligeramente mas oscura que la de la cola. Flancos ligeramente mas oscuros que el dorso.
Codos y miembros posteriores de color crema. Manos y pies marrdon oscuro con pequefios
puntos blancos dorsalmente. Cola marrén claro con algunas manchas marréon oscuro y
extremo de la cola crema amarillento. Coloracion ventral negro con motas o manchas blanco
brillante de moderado tamafio dispuestas a ambos lados de la linea media ventral. Pequefios
puntos blancos dispersos en la garganta. Region cloacal y cola ventral con manchas o
parches blanco claro ampliamente dispersas. Iris dorado palido. Un macho adulto CRBIIAP
ARO001125 (Figura 9) con dorso marrén oscuro y algunas manchas o parches irregulares de
color crema claro sobre la cabeza, tronco y flancos. Hocico, protuberancias nasolabiales,

miembros anteriores y miembros posteriores de color crema claro.

Coloracion en preservacion de los paratipos:

Variacion de la coloracion dorsal y ventral en preservacion se muestra en las
Figuras 10-11. Patron de la coloracion dorsal altamente variable: algunos especimenes
tienen dorso uniformemente marrén oscuro desde la cabeza a la cola (CORBIDI 8877,
8879) o algunos puntos difusos marron rojizo (CORBIDI 8878); dorso marrén oscuro rojizo
en los miembros y el tronco, un punto crema en el lado derecho del cuerpo, una marca
triangular marron oscuro en la cabeza y cola marrén oscuro con manchas crema blanquecina
(CRBITAP ARO001122), miembros de color crema con puntos irregulares marrén oscuro
(CRBITAP AR001124). Un espécimen tiene el dorso marréon oscuro sobre la cabeza,
miembros, tronco y cola con manchas crema en la parte anterior de la region dorsolateral
(CRBITAP AR001125); dos tienen lineas dorsales discontinuas de color crema amarillento
sobre un fondo marrén oscuro desde la cabeza a la base de la cola, una marca triangular
marrdn oscuro sobre la corona de la cabeza conectada a los parpados (CRBIIAP AR001126,
CORBIDI 8814); uno tiene el dorso marrén oscuro con la region media del cuerpo crema
amarillaenta claro, algunas manchas marron oscuro sobre la linea mediodorsal y una marca
triangular marréon oscuro entre los ojos (CORBIDI 9205); dorso crema amarillento con

algunos puntos marréon oscuro dispersos y una marca triangular marrén oscuro entre los ojos
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(CORBIDI 9939). Hocico y protuberancias nasolabiales crema blanquecino en todos los

paratipos. Extremo de la cola de color amarillo cremoso.

La coloracion del vientre, miembros, region gular y cola varia de marrén oscuro a
marrén rojizo. Garganta de color marrén oscuro con motas o puntos crema palido. Seis
especimenes con manchas o parches blanco cremoso de pequefio a moderado tamaiio
dispuestos a ambos lados de la linea medioventral (Figura 11 A-D, F, J). Cuatro
especimenes poseen motas crema en la parte media y posterior del vientre (Figura 11 E, G-
I). Cola ventral con puntos, manchas o motas agrupadas como parches y punta de la cola de
color crema. Superficies palmar y plantar varian de gris oscuro, crema y marréon. Machos

con glandula mental de color gris a crema.

Variacion en morfometria:

Las hembras son de mayor tamafio que los machos. El holotipo es mas pequeiio
(42.3 mm) que el paratipo mas grande (48.2 mm) (Tablas 9-10). Extremos de los digitos en
todos los paratipos son como las del holotipo, sin embargo el extremo del tercer dedo de la
mano en CRBIIAP AR001126 esta distorsionado. El lado izquierdo del pie esta distorsionado
como resultado de una posible mutilacion en CRBIIAP AR001125 (Figura 12). Machos con
glandula mental subtriangular (WMG 2.2-2.8 mm, LMG 1.9-2.6 mm). 1-4 dientes

premaxilares en machos y 0-3 en hembras.
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Tabla 9. Mediciones morfométricas en mm y conteos de dientes de los especimenes tipo de Bolitoglossa awajun. Abreviaciones en el texto.

Holotipo Paratipos

Mediciones GGU | CORBIDI|CORBIDI |CORBIDI| GGU GGU MHNC | CORBIDI | CORBIDI | CORBIDI| GGU GGU

1730 8877 9939 8814 1776 1736 47346 9205 8879 8878 1850 1712
Sexo F F F F F F M M M M M Juvenil
SL 42.3 48.2 42.8 41.9 38.1 34.9 42.2 40.3 37.4 36.7 32.0 30.8
SVL 40.3 43.7 39.8 38.3 34.6 32.7 39.2 36.1 343 34.2 304 29.0
HL 6.8 6.3 6.2 5.7 5.4 5.7 8.2 5.6 5.1 5.5 4.6 5.1
HW 6.5 6.2 6.3 6.3 5.2 53 5.8 5.3 5.9 6.4 5.3 5.1
HD 3.1 3.9 3.2 3.7 3.2 2.8 3.2 2.7 3.2 3.7 2.9 2.6
SGF 10.9 10.6 10.6 9.8 8.6 8.2 9.7 9.8 8.7 9.3 7.2 7.8
EYW 1.4 1.4 1.7 1.4 1.1 1.0 1.4 1.2 1.3 1.4 1.3 1.0
EYL 3.1 3.0 3.2 2.9 3.0 2.4 3.2 2.9 3.1 3.0 2.6 2.4
SNL 2.0 1.9 23 2.1 1.8 1.6 2.3 1.7 1.8 1.9 1.9 1.5
SP 0.7 0.7 1.0 0.9 0.8 0.7 1.2 0.8 0.8 1.0 0.9 0.9
LWS 4.3 4.4 3.9 3.8 3.7 3.5 4.4 4.1 3.9 3.7 3.7 3.3
SWS 3.1 3.1 2.7 2.6 2.8 2.0 3.3 3.1 2.9 3.0 2.6 2.0
EN 1.9 2.0 2.0 1.9 1.8 1.6 2.6 1.9 1.8 2.2 1.9 1.6
(0))) 1.7 1.9 2.1 1.9 2.0 1.8 2.4 1.7 1.7 2.1 1.9 1.5
DBE 3.1 4.0 34 3.1 3.0 2.8 3.6 34 34 34 2.8 2.5
IDE 2.8 34 2.9 2.6 2.4 2.2 2.8 3.0 2.4 2.8 2.2 2.1
NGGF 4.5 4.2 3.5 3.6 2.8 2.7 3.4 3.6 33 33 2.4 2.7
SA 16.3 15.3 14.4 12.9 12.3 11.2 13.7 13.2 12.6 12.9 10.6 11.3
AG 21.9 24.7 24.8 22.2 19.6 17.8 36.0 20.6 18.7 18.9 17.5 17.4
PECW 5.7 5.6 5.1 4.4 5.6 4.3 53 4.0 4.2 4.4 3.7 4.2
FL 9.5 11.5 9.5 10.2 9.9 7.6 9.1 9.2 10.1 9.6 8.6 7.1
HLL 11.1 12.6 9.8 10.1 10.2 8.4 10.1 9.0 10.2 10.5 8.9 8.7
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HDW 23 3.5 2.7 2.7 2.1 2.0 24 2.5 24 2.5 1.9 1.9
FwW 3.0 4.2 3.5 3.5 2.9 2.9 3.3 2.7 3.1 33 2.2 2.8
LIIIF 2.4 2.8 23 2.5 2.2 1.8 1.9 2.2 2.2 23 1.9 1.8
LIIIT 2.8 33 3.0 2.5 2.4 2.4 2.1 2.7 2.5 2.5 2.2 2.2
LVT 1.7 2.2 1.7 2.1 1.6 1.4 1.6 1.7 1.8 1.9 1.4 1.5
TL 30.7 40.7 35.6 30.7 26.0 26.1 38.6 34.6 35.1 32.6 27.3 21.8
T™W 2.6 3.0 34 2.9 2.2 3.1 2.9 3.0 2.8 2.5 2.6 2.2
TD 3.5 34 4.4 3.9 3.0 3.2 3.2 34 33 3.2 2.8 2.6
VL 2.0 4.5 3.1 3.6 3.5 2.2 3.0 4.3 3.1 2.5 1.6 1.8
MT 26 26 13 26 18 21 17 11 18 19 20 9

VT 20 18 23 18 10 14 18 24 9 13 8 10
DT 50 49 49 42 43 44 43 46 38 46 25 36
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Tabla 10. Mediciones morfométricas en mm y conteos de dientes de seis hembras y cinco

machos de Bolitoglossa awajun. Abreviaciones en el texto. Rango seguido por la media y la

desviacion estandar entre paréntesis.

Mediciones

Hembras (n=6)

Machos (n=5)

SL

34.9-48.2 (41.4 + 4.5)

32.0-42.2 (37.7 £ 3.9)

SVL

32.7-43.7 (38.2 + 4.0)

30.4-39.2 (34.8 + 3.2)

HL

5.4-6.8 (6.0 £0.5)

4.6-8.2 (5.8 + 1.4)

HW

5.2-6.5 (5.9 £ 0.6)

5.3-6.4 (5.7 +0.4)

HD

2.8-3.9 (3.3 +£0.4)

2.7-3.7 (3.1 £0.4)

SGF

8.2-10.9 (9.8 + 1.1)

7.2-9.8 (8.9 + 1.1)

EYW

1.0-1.7 (1.3 £ 0.3)

1.2-1.4 (1.3 £0.1)

EYL

2.4-3.2(2.9£0.3)

2.6-3.2(2.9£0.2)

SNL

1.6-2.3 (2.0 £ 0.2)

1.7-2.3 (1.9 £ 0.2)

SP

0.7-1.0 (0.8 £ 0.1)

0.8-1.2 (0.9 +0.2)

LWS

3.5-4.4 (3.9 £ 0.4)

3.7-4.4 (3.9 £0.3)

SWS

2.0-3.1 (2.7 +0.4)

2.6-3.3 (3.0 £0.2)

EN

1.6-2.0 (1.8 £ 0.2)

1.8-2.6 (2.1 £0.3)

oD

1.7-2.1 (1.9 £ 0.1)

1.7-2.4 (1.9 + 0.3)

DBE

2.8-4.0 (3.2 £0.4)

2.8-3.6 (3.3 £0.3)

IDE

2.2-3.4(2.7+0.4)

2.2-3.0 (2.6 £0.3)

NGGF

2.7-4.5(3.5+0.7)

2.4-3.6 (3.2 £0.5)

SA

11.2-16.3 (13.7 + 1.9)

10.6-13.7 (12.6 + 1.2)

AG

17.8-24.8 (21.8 + 2.8)

17.5-36.0 (22.3 +7.7)

PECW

4.3-5.7 (5.1 £0.6)

3.7-5.3 (4.3 £0.6)

FL

7.6-11.5 (9.7 + 1.3)

8.6-10.1 (9.3 + 0.6)

HLL

8.4-12.6 (10.4 + 1.4)

8.9-10.5 (9.7 + 0.7)

HDW

2.0-3.5 (2.5 £0.5)

1.9-2.5 (2.3 £0.2)

FW

2.9-4.2 (3.3 £0.5)

2.2-3.3 (2.9 £0.4)

LIIIF

1.8-2.8 (2.3 £0.3)

1.9-2.3 (2.1 £0.2)

LIIIT

2.4-33(2.7+0.4)

2.1-2.7 (2.4 £0.2)

LVT

1.4-2.2 (1.8 £ 0.3)

1.4-1.9 (1.7 £ 0.2)

TL

26.0-40.7 (31.6 £ 5.7)

27.3-38.6 (33.6 £ 4.2)

™™

2.2-3.4 (2.9 +£0.4)

2.5-3.0 (2.8 £0.2)

TD

3.0-4.4 (3.6 £0.5)

2.8-3.4(3.2+0.2)

VL

2.0-4.5 (3.1 £0.9)

1.6-4.3 (2.9 + 1.0)

MT

13.0-26.0 (21.7 + 5.4)

11.0-20.0 (17.1 + 3.6)

VT

10.0-23.0 (17.2 + 4.6)

8.0-24.0 (14.4 + 6.7)

DT

42.0-50.0 (46.2 + 3.5)

25.0-46.0 (39.6 + 8.8)
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Distribucion geografica, habitat y estado de conservacion:

Bolitoglossa awajun habita los bosques pre-montanos no perturbados entre 485 y 1311
m.s.n.m. Esta nueva especie es conocida de tres localidades en el noreste de la region de San
Martin (Figura 13): (1) Area de Conservacion Regional Cordillera Escalera (localidad tipo), (2)
Shucshuyacu y (3) Chimbirillo en el Parque Nacional Cordillera Azul. La localidad tipo de B.
awajun esta aproximadamente a 77 km de Moyobamba (localidad tipo de B. peruviana), a su
vez ubicado aproximadamente a 37 km de Shucshuyacu y 85 km de Chimbirillo. La distribucion
disyunta de la especie abarca la cuenca baja del rio Mayo, cuenca del rio Sisa y cuenca del rio
Chambira, a ambos lados del rio Huallaga. La vegetacion de la vertiente suroriental del ACR
Cordillera Escalera estd dominada por arboles de las familias Arecaceae (Socratea), Fabaceae

(Inga), Urticaceae (Cecropia) y Lauraceae (Aniba, Ocotea) (INRENA 2007).

Basado en los criterios para la inclusion en la Lista Roja de especies amenazadas (UICN
2017b), se propone asignar a Bolitoglossa awajun en la categoria “Casi Amenazado” debido a su
distribucion geografica relativamente grande y presencia dentro de extensas areas naturales
protegidas, como el Parque Nacional Cordillera Azul y el Area de Conservacién Regional

Cordillera Escalera.
Etimologia
El epiteto especifico awajun se refiere al grupo étnico peruano conocido como

“Awajun” o “Aguaruna” que habitan los bosques Amazonicos en los departamentos de Loreto,

Amazonas, San Martin y Cajamarca.

48



1cm

© Magnolia Press

Figura 8. Holotipo de Bolitoglossa awajun CRBIIAP AR001123 en preservacion. Cuerpo en
vista dorsal (A) y ventral (B), cabeza en vista dorsal (C) y lateral (D), mano derecha (E) y pie
derecho (F) en vista ventral, y cavidad bucal (G) en vista ventral. Fotos por Juan C. Cusi.

Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.
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Figura 9. Adultos de Bolitoglossa awajun en vida. Vista dorsal (A) y ventral (B) del paratipo
CRBIIAP AR001122. Vista dorsal (C) y dorsolateral (D) del paratipo CRBIIAP AR001125.
Ambos especimenes preservados del ACR Cordillera Escalera. Fotos por Giussepe Gagliardi.

Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.
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Figura 10. Patron de coloracion dorsal de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001122 @ 38.1 mm (A), CRBIIAP AR001124 @ 34.9 mm (B), CRBIIAP
ARO001126 Juvenil 30.8 mm (C), CRBIIAP AR001125 & 32.0 mm (D), CORBIDI 8814 ¢ 41.9
mm (E), CORBIDI 8877 @ 48.2 mm (F), CORBIDI 9205 & 40.3 mm (G), CORBIDI 8879 &
37.4 mm (H), CORBIDI 8878 & 36.7 mm (I), CORBIDI 9939 Q 42.8 mm (J). Barra = 10 mm.

Fotos por Juan C. Cusi.
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Figura 11. Patron de coloracion ventral de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001122 @ 38.1 mm (A), CRBIIAP AR001124 @ 34.9 mm (B), CRBIIAP
ARO001126 Juvenil 30.8 mm (C), CRBIIAP AR001125 & 32.0 mm (D), CORBIDI 8814 ¢ 41.9
mm (E), CORBIDI 8877 Q@ 48.2 mm (F), CORBIDI 9205 & 40.3 mm (G), CORBIDI 8879 &
37.4 mm (H), CORBIDI 8878 & 36.7 mm (I), CORBIDI 9939 Q 42.8 mm (J). Barra = 10 mm.

Fotos por Juan C. Cusi.
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Figura 12. Forma de las manos y pies de Bolitoglossa awajun en preservacion. De arriba a
abajo: CRBIIAP AR001126 Juvenil (A), CRBIIAP AR001124 ¢ (B), CRBIIAP AR001122 ¢
(C), CRBIIAP AR001125 & (D), CORBIDI 8814 Q (E), CORBIDI 8877 ¢ (F), CORBIDI 8878
4 (G), CORBIDI 8879 & (H), CORBIDI 9205 & (I), CORBIDI 9939 9 (J). Barra = 5 mm.

Fotos por Juan C. Cusi.
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Figura 13. Mapa de distribucion de Bolitoglossa awajun y B. peruviana en la Cuenca
Amazonica, frontera entre San Martin y Loreto, Peri. Se muestran las localidades tipo de B.
peruviana (A) y B. awajun (@®). Las muestras incluidas en los analisis moleculares y
morfologicos son indicadas con simbolos parcialmente coloreados, y las muestras incluidas solo
en los analisis morfologicos son indicadas con simbolos abiertos. Reproducido con permiso del

propietario de los derechos de autor.
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5.3.2. Bolitoglossa altamazonica Cope, 1874
(Figuras 14—-18)

Nombre Inglés: Nauta salamander

Nombre Espafiol: Salamandra de Nauta

Oedipus altamazonicus Cope, 1874
Spelerpes altamazonicus Boulenger, 1882
Oedipus altamazonicus Dunn, 1924
Bolitoglossa altamazonica Taylor, 1944

Bolitoglossa (Eladinea) altamazonica Parra-Olea et al., 2004

Sintipos: ANSP o USNM, n=3, perdidos o destruidos (Brame y Wake, 1963) de Nauta,

Departamento Loreto, Perti. Recolectado por James Orton.

Neotipo: CRBIIAP AR001117 (Codigo de campo: ORP 200). Una hembra adulta de la Reserva
Nacional Allpahuayo Mishana, distrito San Juan Bautista, provincia Maynas, Departamento
Loreto, Pertu, 03°57'55.50" S, 73°25'16.80" W, 132 m, recolectado por Omar Rojas Padilla el 6
de octubre del 2013.

Especimenes de referencia (10 individuos): Peru, Departamento Loreto: provincia Requena:
distrito Requena, Lago Avispa, camino entre Requena y Lago Avispa, 05°03.448' S, 73°51.237'
W, 55 m: MNCN 26953 (Codigo de campo: JMP 1833), macho adulto, 17 de diciembre del
2009, colectores José Manuel Padial y J. Raysky; distrito Jenaro Herrera, Jenaro Herrera,
04°53°56.8” S, 73°39°00.1” W, 140 m: MUSM 17958 (USNM Field Herp 173188), macho
adulto, febrero 1992, colector Lily Rodriguez; provincia Maynas, distrito Mazan, Rio Sucusari,
Estacion de Campo del Centro Amazonico de Estudios Tropicales [ACTS], 03°15'10.60" S,
72°55'3.60" W, 102 m, Trocha CWT: MUSM 21645 (Cédigo de campo: TNHC-FS 2580),
hembra adulta, 31 de mayo del 2014; Trocha QT: MUSM 21665, 21667 (Cddigos de campo:
TNHC-FS 2627, 2629), dos hembras adultas, 8 de junio del 2004, MUSM 21581 (Coédigo de
campo: TNHC-FS 2515), un macho adulto, 23 de mayo del 2004, MUSM 21597 (Cédigo de
campo: TNHC-FS 2544), un juvenil, 25 de mayo del 2004, MUSM 21666 (Cddigo de campo:
TNHC-FS 2628), un juvenil, 8 de junio del 2004; Tambos: MUSM 21612 (Codigo de campo:
TNHC-FS 2560), un macho adulto, 27 de mayo del 2004; Trocha Colpa: MUSM 21589
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(Codigo de campo: TNHC-FS 2494), un juvenil, 24 de junio del 2004. Recolectados por Chris
Funk y Claudia Torres.

Diagnosis

Bolitoglossa altamazonica es similar en tamafio a B. peruviana, de la cual difiere en
tener una cola mas larga, manos y pies mas anchos, y diferencias en la coloracion ventral;
ademas es similar en tamafio a su otro pariente cercano, B. awajun de la cual difiere en tener
membrana interdigital completamente extendida con los extremos de todos los digitos visibles y
redondeados, y diferencias en la coloracion ventral (ver mas abajo, Comparaciéon con otras
especies). Se diferencia de ambas especies en las secuencias de ADN mitocondrial de los genes
Cytb y 16S. La especie superficialmente se parece a otras especies distribuidas en los bosques
Amazonicos, pero es distinguida de todas por datos moleculares ¢ individualmente por algunas

caracteristicas morfologicas y de coloracion (ver mas abajo, Comparacion con otras especies).

Definicion

Una especie de Bolitoglossa perteneciente al complejo de especies Bolitoglossa
altamazonica caracterizado por la siguiente combinacion de caracteres: (1) SL promedio 38.0
mm en machos (rango 36.6-40.1, n = 4), 43.8 mm en hembras (rango 39.6-49.2, n = 4); (2) en
vida, coloracion dorsal marrén amarillento palido o marréon oscuro con una marca triangular
marrén entre los ojos con el vértice extendiéndose posteriormente sobre el tronco o con finas
manchas marron rojizas; (3) iris dorado palido con un anillo marrén naranja; (4) en
preservacion, vientre marréon grisiceo con diminutos puntos blancos, pequefios puntos o
manchas en la region gular, vientre, miembros y cola; (5) extremos de todos los digitos visibles
y redondeados con membrana interdigital casi completamente palmados en manos y pies; (6) 4-

37 dientes maxilares y 12-24 dientes vomerianos.
Comparacion con otras especies:

Bolitoglossa altamazonica es diferenciada de todos los miembros del subgénero
Eladinea de la cuenca Amazoénica de Pert, Ecuador y Brasil por las secuencias de ADN Cytb y

16S, mediciones morfométricas y patrones de coloracion. Las comparaciones morfologicas son

presentadas respecto a sus congéneres del subgénero Eladinea del oeste y este de Brasil (5.
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paraensis y B. caldwellae), este de Ecuador (B. palmata) y norte de Pert (B. peruviana y B.
awajun). B. altamazonica es distinguida de B. caldwellae y B. paraensis por tener una mayor
distancia entre las esquinas anteriores de los ojos DBE/HL 0.57 £+ 0.05, menor distancia
interorbital IDE/HL 0.49 £+ 0.07 y mayor distancia entre la axila y la ingle AG/SL 0.59 £ 0.11
(DBE/HL 0.37 £ 0.05, IDE/HL 0.64 + 0.05, AG/SL 0.50 + 0.03 en B. caldwellae; DBE/HL 0.38
+ 0.06, IDE/HL 0.61 £ 0.05, AG/SL 0.53 £ 0.03 en B. paraensis. En contraste, B. caldwellae
tiene una menor longitud del hocico SNL/HL 0.35 + 0.05, mayor longitud del miembro anterior
SL/FL 4.42 + 0.31 y menor ancho del pie SL/FW 13.09 + 1.01 (SNL/HL 0.41 £ 0.10, SL/FL
4.57 £ 0.37, SL/FW 12.18 + 1.23 en B. altamazonica). De manera similar, B. paraensis tiene
LWS/HL> 70% (LWS/HL < 70% en B. altamazonica). B. altamazonica es diferenciada de B.
paraensis y B. awajun por tener manos y pies con los extremos de todos los digitos visibles y
redondeados (extremos del tercer dedo de la mano y tercer dedo del pie visibles en B. paraensis,
extremos del tercer dedo de la mano y tercer dedo del pie protuberantes y puntiagudos en B.
awajun). La superficie ventral de B. altamazonica es marcadamente diferente de B. peruviana,
B. caldwellae, B. palmata y B. awajun por tener una coloracion marrén oscuro con diminutos
puntos o pequeilas manchas crema claro sobre la garganta, vientre y cola (coloracion marron
gris con diminutos puntos crema uniformemente distribuidos en B. peruviana, coloracion
marrdn claro con motas crema de variados tamafios en B. caldwellae, coloracion marrén oscuro
con algunas manchas y rayas bronce en B. palmata, coloracion ventral marréon oscuro con motas
o manchas crema de moderado tamafio en B. awajun). B. altamazonica es diferenciada de B.
peruviana por distancias genéticas de 0.073 (gen Cytb) y 0.029 (gen 16S); y diferenciada de B.
awajun por distancias genéticas de 0.065 (gen Cytb) y 0.049 (gen 16S). La comparacion de los
datos morfométricos y patrones de coloracion de B. altamazonica, B. peruviana, B. caldwellae,

B. paraensis, B. palmata y B. awajun se muestran en los Anexos 20-21.

Descripcion del neotipo:

Una hembra adulta de moderado tamafio SL 40.6 mm. Cabeza estrecha SL/HW 7.85, no
aplanada, aproximadamente 0.83 veces tanta largo como ancha, cabeza mas ancha que el cuello.
Hocico corto, SNL/HL 0.42, ligeramente ancho SWS/HL 0.41. Surco distintivo se extiende bajo
el ojo, siguiendo su curvatura. Hocico redondeado en vista lateral, hocico truncado en vista
dorsal y sobresaliente mas alla de las mandibulas en vista ventral. Canthus rostralis no
prominente. Nostrilos pequefios, redondeados, localizados cerca del extremo del hocico. Ojos

débilmente protuberantes, visibles en vista dorsal, ligeramente mas alld de los margenes
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laterales de la cabeza, diametro horizontal del ojo 0.76 de la longitud del hocico. Protuberancias
nasolabiales pobremente desarrolladas (Figura 9), separados por 2.25 mm. Cuerpo delgado
cilindrico, 13 surcos costales poco profundos. Miembros relativamente cortos (FL/SL 0.22,
HLL/SL 0.25), miembros adpresos separados por aproximadamente 4.5 pliegues costales.
Lengua alargada y redondeada. Surco nucal presente desde la parte posterior del ojo, como una
pequeia depresion de 0.89 mm, y se extiende paralelo a la region gular, 3.37 mm anterior al
pliegue gular. Pliegue gular prominente, glandulas post-iliacas ausentes. Manos y pies anchos
(SL/HDW 18.53, SL/FW 13.40), membrana interdigital moderadamente palmados con todos los
digitos visibles y los extremos redondeados (sensu Wake y Brame 1969; Tipos C, D, E y F
sensu Brame y Wake 1963), almohadillas subterminales no evidentes. Longitud de los dedos de
la mano en forma creciente [-IV-II-1II y longitud de los dedos del pie en forma creciente I-V-II-
IV-III. Cola redondeada en seccion transversal, relativamente larga (TL/SL 87%) y delgada con
una débil constriccion basal y de forma cilindrica en la base, llegando a ser reondeada en el
extremo. Dientes maxilares 37 (izquierda 19, derecha 18) extendidos a nivel de la mitad de los
ojos. Un diente premaxilar anterior a la linea de dientes maxilares y no sobresale del labio.
Dientes vomerianos 24 (izquierda 12, derecha 12) en filas apifiadas dispuestas en dos arcos,
extendiéndose al margen interno de las coanas; dientes paraesfenoides dispuestos en series en

forma de “V” invertida. Dientes dentarios 51 (izquierda 26, derecha 25).

Mediciones (en mm) y conteo de dientes del neotipo (CRBIIAP AR001117, Cédigo de
campo: ORP 200): SL 40.6, SVL 38.2, HL 6.3, HW 5.2, HD 2.5, SGF 9.5, EYW 1.1, EYL 2.8,
SNL 2.6, SP 0.8, LWS 3.6, SWS 2.6, EN 1.7, OD 2.0, DBE 3.4, IDE 2.9, NGGF 3.1, SA 13.0,
AG 23.1, PECW 4.2, FL 8.9, HLL 10.0, HDW 2.2, FW 3.0, LIIF 2.2, LIIT 2.9, LVT 1.8, TL
355, TW 2.7, TD 3.0, VL 2.4, PT 1, MT 19-18, VT 12-12, DT 26-25.

Coloracion en vida del neotipo:

Coloracion dorsal de la cabeza, cuerpo y cola marron amarillento con una marca
triangular de color marrén oscuro entre los parpados con el apice extendiéndose posteriormente,
siguiendo la linea mediodorsal sobre el tronco. Hocico y protuberancias nasolabiales de color
amarillo cremoso. Parte inferior de los labios, cuello, flancos y cola lateral son de color marron
gris con pequefios puntos o manchas blanco cremoso brillante. Coloracion ventral gris oscuro

con finas puntuaciones blancas uniformemente distribuidas sobre el vientre, garganta y cola.
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Miembros anteriores y posteriores de color marréon rojizo. Iris dorado palido con un anillo

marrén naranja alrededor de la pupila.

Coloracion en preservacion del neotipo:

Coloracioén en fijacion es similar a la coloracion en vida. Coloracion dorsal crema gris
palido—con una marca triangular de color marrén oscuro entre los parpados con el apice
extendiéndose posteriormente, siguiendo la linea mediodorsal. Hocico y protuberancias
nasolabiales de color blanco cremoso. Parte inferior de los labios, flancos y cola lateral de color
gris oscuro con pequefios puntos blanco grisaceo. Superficie ventral marrén oscuro con
pequeias puntuaciones gris palido sobre el vientre, garganta y cola. Manos y pies de color gris

palido.

Coloracion en vida y en preservacion:

En vida, el neotipo tiene una coloraciéon mas clara que los especimenes de referencia
(Figura 15). La coloracion dorsal varié a marrén oscuro rojizo con manchas oscuras sobre el
cuerpo, miembros y cola, miembros posteriores crema (MUSM 21612), hocico y protuberancias
nasolabiables crema amarillento (MUSM 21581). No existen fotos disponibles del patron de
coloracion ventral en los especimenes de referencia. La variacion en la coloracion dorsal y
ventral de los especimenes preservados se muestra en las Figuras 16—17. Superficie dorsal del
cuerpo marrén oscuro o marrdn rojizo con algunas manchas difusas crema claro sobre el tronco,
cola y cabeza (MUSM 21589, 21645, 21666, 21597), o manchas crema palido (MUSM 21581,
21665, 216679), o uniformemente marrén oscuro sin ninguna marca o mancha clara (MUSM
21612). Todos los especimenes tienen hocico y protuberancias nasolabiables de color blanco
palido a crema claro, excepto en MUSM 21612. Algunos individuos tienen una marca trianguar
marrén entre los ojos, con el apice extendido posteriormente, siguiendo la linea mediodorsal
(MUSM 21597, 21666, 21667). Coloracion de la garganta, vientre y cola ventral marron gris,
marrén oscuro y marroén rojizo con marcas que van desde puntos, manchas a motas de color
blanco claro, uniformemente distribuidas o unidas formando parches de mediano tamafio. Todos
los especimenes tienen manos y pies con digitos visibles y redondeados, sin embargo el lado
izquierdo de la mano estd distorsionado como resultado de un artefacto de preservacion en
MUSM 21581. La superficie dorsal y ventral de las palmas en las manos y pies son de color

crema y gris claro, respectivamente (Figura 18). Machos con una glandula mental gris.
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Variacion en morfometria:

La serie de especimenes consiste de 11 individuos (4 @, 4 &, 3 Juveniles) con longitud
estandar (SL) que va desde 31.7 mm a 49.4 mm, las hembras son mas grandes que los machos:
SL promedio 43.7 mm en hembras, SL promedio 38.0 mm en machos (Tablas 11-12). Machos
con glandula mental redondeada (WMG 1.8-2.7 mm, LMG 1.5-2.5 mm). Hembras (TL/SL
promedio 94%) poseen una cola relativamente mas larga que los machos (TL/SL promedio
84%). SL/HW promedio 2.11 en machos y 2.22 en hembras. SL/HDW promedio 4.16 en
machos y 3.90 en hembras, SL/FW promedio 3.30 en machos y 2.89 en hembras. 2-3 dientes

premaxilares en machos y 0-2 en hembras.
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Tabla 11. Mediciones morfométricas en mm y conteos de dientes del neotipo y de los especimenes de referencia de Bolitoglossa altamazonica. Abreviaciones

en el texto.
Neotipo Especimenes de referencia

Mediciones ORP 200 MUSM MUSM MUSM MUSM MUSM MNCN MUSM MUSM MUSM MUSM

21645 21667 21665 17958 21612 26953 21581 21589 21597 21666
Sexo F F F F M M M M Juvenil Juvenil Juvenil
SL 40.6 49.4 45.4 39.6 40.1 38.7 36.7 36.6 34.9 32.7 31.7
SVL 38.2 46.9 41.7 37.2 36.8 37.0 33.9 34.0 32.9 31.2 29.2
HL 6.3 5.2 6.6 5.4 4.7 5.7 6.7 4.8 4.2 4.8 4.3
HW 5.2 5.6 5.8 5.3 5.3 6.7 5.8 5.1 4.6 4.8 4.3
HD 2.5 2.9 3.3 2.8 2.8 2.7 3.1 2.8 2.6 2.3 2.3
SGF 9.5 10.3 9.7 8.9 9.1 10.6 8.9 8.5 8.0 8.5 7.3
EYW 1.1 1.5 1.3 1.3 1.5 1.7 1.1 1.2 1.0 1.1 1.0
EYL 2.8 2.8 3.0 2.6 2.8 2.5 2.8 2.2 2.5 2.3 2.5
SNL 2.6 2.5 2.1 2.3 2.8 2.1 1.9 1.9 2.0 1.4 1.8
SP 0.8 1.0 1.2 0.9 1.3 0.8 0.8 1.0 0.9 0.6 0.7
LWS 3.6 3.5 3.8 3.8 4.3 3.7 4.0 3.6 3.3 2.9 2.8
SWS 2.6 3.1 2.8 2.8 3.4 2.8 2.9 2.9 2.7 2.2 2.0
EN 1.7 1.9 1.7 1.8 1.8 1.9 2.1 1.7 1.9 1.6 1.5
(0))) 2.0 1.6 1.7 1.9 1.7 1.5 2.0 1.4 1.3 1.3 1.4
DBE 3.4 3.2 3.4 3.1 2.7 3.7 3.3 3.0 2.7 2.6 2.4
IDE 2.9 2.9 2.6 2.7 2.4 3.5 2.8 2.4 2.2 2.6 2.1
NGGF 3.1 3.6 3.1 3.3 3.0 4.2 3.0 2.9 2.2 2.3 2.6
SA 13.0 14.3 13.2 12.5 13.6 12.9 11.9 11.6 10.9 11.1 10.5
AG 23.1 27.7 25.4 21.9 22.0 21.2 32.0 19.2 19.0 17.5 15.5
PECW 4.2 4.4 4.1 4.2 4.4 4.6 4.1 3.9 3.5 3.9 3.7
FL 8.9 9.9 10.4 8.9 7.7 9.6 8.5 8.0 7.8 7.4 6.8
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HLL

10.0 10.4 10.4 9.2 8.7 9.4 8.8 8.9 8.1 7.2 7.3
HDW 2.2 3.0 2.9 2.7 2.9 2.7 2.5 1.9 23 2.1 2.5
FW 3.0 4.1 4.3 3.7 2.8 3.3 2.9 3.1 2.7 2.9 2.6
LIIIF 2.2 3.0 2.8 2.4 2.7 2.1 1.6 2.2 1.8 1.6 1.5
LIIIT 2.9 24 2.7 2.9 2.6 2.6 2.2 2.2 2.0 1.9 2.1
LVT 1.8 1.9 2.0 1.7 2.0 1.9 1.5 1.9 1.4 1.3 1.4
TL 35.5 45.8 43.8 393 38.5 31.0 28.0 30.0 33.5 32.6 30.9
T™W 2.7 3.5 3.4 2.9 3.8 2.8 2.8 2.5 2.5 2.8 2.2
TD 3.0 3.5 3.2 2.9 4.3 3.1 2.9 2.7 24 2.6 24
VL 2.4 2.5 3.7 2.4 3.0 1.7 2.8 2.7 2.1 1.4 2.5
MT 37 24 25 20 4 22 24 21 17 19 8
VT 24 18 18 18 14 17 24 12 17 11 10
DT 51 47 38 49 34 52 42 33 36 37 32
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Tabla 12. Mediciones morfométricas en mm y conteos de dientes de cuatro hembras y

cuatro machos de Bolitoglossa altamazonica. Abreviaciones en el texto. Rango seguido por

la media y la desviacion estandar entre paréntesis.

Mediciones

Hembras (n=4)

Machos (n=4)

SL

39.6-49.2 (43.8 + 4.5)

36.6-40.1 (38.0 + 1.7)

SVL

37.2-46.9 (41.0 + 4.4)

33.9-37.0 (35.4 + 1.7)

HL

52-6.6 (5.8 +0.7)

4.7-6.7 (5.5 £ 0.9)

HW

5.2-5.8(5.5+0.3)

5.1-6.7 (5.7 +0.7)

HD

2.5-3.3 (2.9 £0.3)

2.7-3.1 (2.8 £0.2)

SGF

8.9-10.3 (9.6 + 0.6)

8.5-10.6 (9.3 + 0.9)

EYW

1.1-1.5 (1.3 £ 0.2)

1.1-1.7 (1.4 £ 0.3)

EYL

2.6-3.0 (2.8 £0.2)

2.2-2.8(2.6 £0.3)

SNL

2.1-2.6 (2.4 £0.2)

1.9-2.8 (2.2 £ 0.4)

SP

0.8-1.2 (1.0 £ 0.9)

0.8-1.3 (1.0 £0.2)

LWS

3.5-3.8 (3.7 +0.1)

3.6-4.3 (3.9 £0.3)

SWS

2.6-3.1 (2.8 £0.2)

2.8-3.4 (3.0 £0.3)

EN

1.7-1.9 (1.8 £ 0.1)

1.7-2.1 (1.9 £ 0.2)

(0)))

1.6-2.0 (1.8 £ 0.2)

1.4-2.0 (1.6 = 0.3)

DBE

3.1-3.4 (3.3 +0.2)

2.7-3.7 (3.1 £0.4)

IDE

2.6-2.9 (2.8 £0.2)

2.4-3.5(2.8 £0.5)

NGGF

3.1-3.6 (3.3 +£0.2)

2.9-4.2 (3.3 £0.6)

SA

12.5-14.3 (13.3 £ 0.8)

11.6-13.6 (12.6 £ 0.9)

AG

21.9-27.7 (24.6 + 2.6)

19.2-32.0 (23.6 £ 5.7)

PECW

4.1-4.4 (42 +0.1)

3.9-4.6 (4.3 +0.3)

FL

8.9-10.4 (9.5 + 0.8)

7.7-9.6 (8.4 £ 0.8)

HLL

9.2-10.4 (10.0 + 0.6)

8.7-9.4 (9.0 + 0.3)

HDW

2.2-3.0 (2.7 £0.4)

1.9-2.9 (2.5 + 0.4)

FW

3.0-4.3 (3.8 +0.6)

2.8-3.3 (3.0 £0.2)

LIIIF

2.2-3.0 (2.6 £0.3)

1.6-2.7 (2.2 £ 0.4)

LIIIT

2.4-2.9(2.7+0.2)

2.2-2.6 (2.4 £0.2)

LVT

1.7-2.0 (1.9  0.1)

1.5-2.0 (1.8 £ 0.2)

TL

35.5-45.8 (41.1 + 4.6)

28.0-38.5 (31.9 + 4.6)

™™

2.7-3.5 (3.1 £0.4)

2.5-3.8 (3.0 £ 0.6)

TD

2.9-3.5(3.2£0.3)

2.7-4.3 (3.2 £0.7)

VL

2.4-3.7 (2.8 +0.6)

1.7-3.0 (2.5 = 0.6)

MT

20.0-37.0 (26.5 + 7.3)

4.0-24.0 (17.8+9.3)

VT

18.0-24.0 (19.5 + 3.0)

12.0-24.0 (16.8 + 5.3)

DT

38.0-51.0 (46.3 +5.7)

33.0-52.0 (40.3 + 8.8)
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Distribucion geografica y habitat:

Bolitoglossa altamazonica habita los bosques de tierra firme y bosque de arena
blanca (“varillal”) entre 102 y 132 m.s.n.m. Esta especie es conocida de cinco localidades en
las tierras bajas de la region de Loreto, Peru: (1) Nauta (localidad tipo), (2) rio Sucusari
(afluente del rio Napo), (3) Reserva Nacional Allpahuayo Mishana, (4) Lago Avispas
(tributario del rio Tapiche) y (5) Jenaro Herrera (Figura 14). El neotipo CRBIIAP
ARO001117 (ORP 200) fue recolectado de noche a las 21:17 horas, estaba perchando sobre
una hoja de palmera de Astrocaryum tenue “Irapay” en un bosque de arena de blanca
(“varillal”) de suelo arcilloso con agrupaciones de Irapay y arboles de mediano-gran
tamafo, dentro de la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana en la cuenca del rio Nanay
(tributario del rio Amazonas), ubicada a 28 km SO de Iquitos y ~62 km NNE de la localidad
tipo sobre la carretera Iquitos-Nauta. Otras especies de anuros simpatricos fueron Ameerega
hahneli, Osteocephalus planiceps, Hypsiboas fasciatus, Hypsiboas calcaratus, Rhinella
margaritifera y Leptodactylus pentadactylus. Ocho especimenes (MUSM 21581, 21589,
21597, 21612, 21645, 21665-21667) fueron recolectados en bosque de terra firme en la
Estacion de Campo del Centro Amazonico de Estudios Tropicales [ACTS] en la cuenca del
rio Sucusari (afluente del rio Napo), ubicada a 65 km NNE de Iquitos y ~160 km NNE de
Nauta. Dos especimenes de Lago Avispa (MNCN 26953) y de Jenaro Herrera (MUSM
17958) fueron recolectados en las proximidades de la Reserva Nacional Pacaya Samiria,
ubicada ~70 km SSO de Nauta. Los bosques alrededor del rio Sucusari se encuentran
dominados por Myristicaceae (Virola, Otoba), Malvaceae (Ceiba pentandra, Sterculia,
Theobroma, Quararibea, Matisia), Arecaceae (Astrocaryum murumuru, Iriartea deltoidea)

y Moraceae (Naucleopsis, Pseudolmedia laevis) (Gilmore et al. 2010).

Segin la Lista Roja global de la IUCN, B. altamazonica es considerada de
“Preocupacion Menor* debido a su asumida amplia distribucion geografica en Venezuela,
Colombia, Ecuador, Peri, Brazil y Bolivia, presumida gran poblacion y poco probable
declive (Azevedo-Ramos et al. 2010). Basado en la nueva informacion y los criterios de la
Lista Roja de especies amenazadas (IUCN 2017), se recomienda asignar la categoria de
“Casi Amenazado” a B. altamazonica. Las principales amenazas en la localidad de Reserva
Nacional Allpahuayo Mishana son la deforestacion, pérdida de habitat, extraccion de
madera e intervencion humana. Por ultimo, se presenta una actualizacion del mapa de

distribucion geografica de esta especie (Figura 19).
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Comentarios:

Los sintipos de Bolitoglossa altamazonica Cope 1874 se encuentran perdidos
(Brame y Wake 1963). Por tanto, la designacion del neotipo es importante, ya que sera
material comparativo en futuros estudios. Como no se logré examinar los especimenes tipo
de B. altamazonica, la asignacion especifica es basada en la descripcion original de Cope
(1874). Las caracteristicas del neotipo y los especimenes de referencia son consistentes con
los sintipos, indicando que los especimenes recientemente recolectados son coespecificos
con B. altamazonica. Esta decision es apoyada por: (1) morfologia externa de los digitos
sobre las manos y pies, (2) descripcion de la coloracion dorsal, (3) disposicion de los dientes
vomerianos y (4) proximidad a la localidad tipo de Nauta, Loreto. Los especimenes adultos,
juveniles y huevos (AMNH 103535-103548) reportados por Wake et al. (1982) a 3 km
SSW de Mishana sobre el rio Nanay, Loreto, a 150 m.s.n.m., junto con un espécimen de
Iquitos, Loreto, a 117 m.s.n.m. (USNM 85119) reportados por Brame y Wake (1963)
probablemente deben ser asignados a B. altamazonica. Sin embargo, estos especimenes no
fueron revisados y su asignacion tentativa queda pendiente hasta una adecuada examinacion
de los especimenes. Acosta-Galvis y Gutierréz-Lamus (2012) sefialaron que el espécimen
MCZ 24921 de 1200 m cerca de Muzo, Municipalidad de Yacopi, departamento Boyaca,
Colombia, asignados por Brame y Wake (1963) fue erréneamente designado como B.
altamazonica, ya que probablemente corresponde a Bolitoglossa lozanoi Acosta-Galvis y
Restrepo, 2001 por su cercania a los registros del departmento de Cundinamarca. Cuatro
individuos juveniles (MPEG 5376, MPEG 5455, MPEG 5547, MPEG 5603) del Estado de
Amazonas, oeste de la Municipalidad Benjamin Constant, frontera Brasil-Peru, cerca de
Colombia (~390 km de Nauta) reportado por Brcko et al. (2013); y especimenes del flanco
Este de la Cordillera Oriental de Colombia ¢ imagenes fotograficas de especimenes del
Departamento de Amazonas, Municipio de Leticia, frontera Colombia-Brasil (~400 km de
Nauta) por Acosta-Galvis y Gutiérrez-Lamus (2012) fueron asignados como “Bolitoglossa
altamazonica” (Figura 19). En este momento, estos especimenes recolectados de las
localidades antes mencionadas no pueden ser ambiguamente asignados a uno de los taxa

aqui estudiados.

Durante las ultimas dos décadas, nuevos especimenes asignados a B. altamazonica
provenientes de Amazonas (Catenazzi y Venegas 2012), Loreto (Guerrero et al. 2011,
Medina et al. 2012, Gagliardi ef al. 2016), Huanuco (Schliiter et al. 2004, Whitworth et al.
2016), Cusco (Icochea y Mitchell 1997, Icochea ef al. 1998, Coérdova et al. 2006) y Madre
de Dios (von May et al. 2009, Catenazzi et al. 2013, Chaparro et al. 2016) han sido
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depositados en diversas colecciones cientificas. Todos estos especimenes incrementan los
registros de B. altamazonica desde los reportes iniciales de Brame y Wake (1963), Wake y
Brame (1966) y Wake et al. (1982) para Loreto, Huanuco y Cusco. Analisis morfolégicos y
moleculares preliminares de muestras de diversas localidades en Pert muestran diferencias
significativas con respecto al material topotipico de B. altamazonica (von May et al., datos
no publicados). La redescripcion de B. paraensis y el descubrimiento de B. caldwellae, B.
madeira y B. tapajonica de las tierras bajas Amazoénicas del Centro y Este de Brasil (Brcko
et al. 2013), basados en analisis detallados de datos morfoldgicos y patrones de coloracion,
proporcionaron nuevas evidencias sobre la probable existencia de especies cripticas bajo el

nombre de “Bolitoglossa altamazonica”.
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A lcm C 9 tfi

B lem D 2 mm

© Magnolia Press

Figura 14. Neotipo de B. altamazonica CRBIIAP AR001117 en preservacion. Cuerpo en
vista dorsal (A) y ventral (B), cabeza en vista dorsal (C) y lateral (D), mano derecha (E) y
pie derecho (F) en vista ventral, y cavidad bucal (G) en vista ventral. Fotos por Juan C.

Cusi. Reproducido con permiso del propietario de los derechos de autor.
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Figura 15. Adultos de B. altamazonica en vida. Vista dorsal (A) y ventral (B) del neotipo
CRBIIAP AR001117 de la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana. Fotos por Omar Rojas

Padilla. Vista dorsal (C) y dorsolateral (D) de los especimenes preservados MUSM 21612 y
MUSM 21581 de la estacion biologica ACTS. Fotos por W. C. Funk. Reproducido con

permiso del propietario de los derechos de autor.
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Figura 16. Patron de coloracion dorsal de B. altamazonica en preservacion. De arriba a
abajo: MUSM 21581 & 36.6 mm (A), MUSM 21589 Juvenil 34.9 mm (B), MUSM 21597
Juvenil 32.7 mm (C), MUSM 21612 & 38.7 mm (D), MUSM 21645 @ 49.4 mm (E),
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