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AbVWUacW

GeRgUaShic baUUieUV aQd eOeYaWiRQaO gUadieQWV haYe ORQg beeQ UecRgQi]ed aV iPSRUWaQW iQ VSecieV diYeUVificaWiRQ. HeUe, Ze iOOXVWUaWe
aQ e[aPSOe ZheUe bRWh PechaQiVPV haYe VhaSed Whe geQeWic VWUXcWXUe Rf Whe NeRWURSicaO UaiQfURg, PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV, Zhich
haV aOVR UeVXOWed iQ VSeciaWiRQ. ThiV VSecieV ZaV WhRXghW WR be a ViQgOe eYROXWiRQaU\ OiQeage diVWUibXWed WhURXghRXW Whe EcXadRUiaQ
ChRcy aQd Whe adMaceQW fRRWhiOOV Rf Whe AQdeV. BaVed RQ UeceQW VaPSOiQg Rf P. oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR, Ze SURYide PROecXOaU aQd
PRUShRORgicaO eYideQce WhaW VXSSRUW Whe YaOidiW\ Rf a QeZ VSecieV, Zhich Ze QaPe PUiVWimanWiV ecXadoUenViV VS. QRY. The ViVWeU
VSecieV aUe eOeYaWiRQaO UeSOacePeQWV Rf each RWheU; Whe diVWUibXWiRQ Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR iV OiPiWed WR Whe
EcXadRUiaQ ChRcy ecRUegiRQ (< 1100 P), ZheUeaV Whe QeZ VSecieV haV RQO\ beeQ fRXQd aW AQdeaQ ORcaOiWieV beWZeeQ 1450±1480
P. GiYeQ Whe UeVXOWV Rf Whe MXOWiSOe MaWUi[ RegUeVViRQ ZiWh RaQdRPi]aWiRQ aQaO\ViV, Whe geQeWic diffeUeQce beWZeeQ P.
ecXadoUenViV aQd P. oUnaWiVVimXV iV QRW e[SOaiQed b\ geRgUaShic diVWaQce QRU eQYiURQPeQW, aOWhRXgh eQYiURQPeQWaO YaUiabOeV aW a
fiQeU VcaOe Qeed WR be WeVWed. TheUefRUe WhiV VSeciaWiRQ eYeQW PighW be Whe b\SURdXcW Rf VWRchaVWic hiVWRUic e[WiQcWiRQ Rf cRQQecWed
SRSXOaWiRQV RU biRgeRgUaShic eYeQWV caXVed b\ baUUieUV WR diVSeUVaO VXch aV UiYeUV. WiWhiQ P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR,
PRUShRORgicaO SaWWeUQV aQd geQeWic VWUXcWXUe VeeP WR be UeOaWed WR geRgUaShic iVROaWiRQ (e.g., UiYeUV). FiQaOO\, Ze SURYide aQ
XSdaWed Sh\ORgeQ\ fRU Whe geQXV, iQcOXdiQg Whe QeZ VSecieV, aV ZeOO aV RWheU EcXadRUiaQ PUiVWimanWiV.
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IQWURdXcWiRQ

SSecieV diYeUVificaWiRQ iV iPSRUWaQW WR XQdeUVWaQdiQg Whe gUeaW diYeUViW\ Rf RUgaQiVPV iQ QaWXUe. The PechaQiVPV b\ Zhich WhiV
diYeUViW\ haV aUiVeQ haV beeQ a ORQg­VWaQdiQg TXeVWiRQ ViQce Whe VePiQaO ZRUNV Rf DaUZiQ aQd WaOOace [1,2,3]. TheUe aUe QXPeURXV
h\SRWheVeV WR e[SOaiQ Whe facWRUV iQYROYed iQ VSeciaWiRQ, aQd fRU Whe PaMRUiW\ Rf VSecieV, Whe PRVW OiNeO\ VceQaUiR iQcOXdeV Whe
geRgUaShic VeSaUaWiRQ Rf aQ aQceVWUaO SRSXOaWiRQ iQWR WZR RU PRUe OiQeageV, UeVXOWiQg iQ aOORSaWUic VSeciaWiRQ [4,5,6]. The UeVXOWiQg
OiQeageV Pa\ [7,8,9,10,11] RU Pa\ QRW [12,13,14] PaiQWaiQ WheiU aQceVWUaO ecRORgicaO UeTXiUePeQWV.

WheQ ViVWeU VSecieV RccXU SaUaSaWUicaOO\ aORQg eOeYaWiRQaO gUadieQWV, VSeciaWiRQ haV beeQ h\SRWheVi]ed WR iQcOXde Whe fROORZiQg
VWeSV: (1) aQ aQceVWUaO SRSXOaWiRQ cRORQi]eV a QeZ eQYiURQPeQW, (2) geQe fORZ becRPeV UeVWUicWed beWZeeQ SRSXOaWiRQV, aQd (3)
VeSaUaWe OiQeageV eYROYe aQd aUe PaiQWaiQed [15]. AOWeUQaWiYeO\, ecRORgicaO VSeciaWiRQ Pa\ RccXU acURVV aQ eQYiURQPeQWaO gUadieQW,
iQ Zhich diYeUgeQW ecRORgicaO VeOecWiRQ UeVXOWV iQ UeSURdXcWiYe iVROaWiRQ, fRU e[aPSOe WhURXgh SOeiRWURS\ RU cORVe geQeWic OiQNage
beWZeeQ WUaiWV iQYROYed iQ ORcaO adaSWaWiRQ aQd PaWe chRice [16,17].

SWXd\iQg cORVeO\ UeOaWed SRSXOaWiRQV WhaW haYe UeOaWiYeO\ UeVWUicWed, bXW cRPSOe[ geRgUaShic diVWUibXWiRQV caQ Vhed OighW RQ Whe
eYROXWiRQ Rf SRSXOaWiRQ geQeWic VWUXcWXUe aQd Whe RUigiQaWiRQ Rf VSecieV [18]. OXU VWXd\ fRcXVeV RQ RQe Rf Whe PRVW diVWiQcWiYe aQXUaQ
VSecieV eQdePic WR EcXadRU, PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV DeVSa[, 1911 [19]. ThiV Wa[RQ haV a VWUiNiQg \eOORZ­aQd­bOacN dRUVaO SaWWeUQ
WhaW iV XQiTXe iQ Whe geQXV [15,20]. ReceQW fieOdZRUN haV UeYeaOed diffeUeQceV iQ cRORU SaWWeUQ aPRQg SRSXOaWiRQV Rf P. oUnaWiVVimXV
VeQVX OaWR. FXUWheU PRUShRORgicaO aQd PROecXOaU (PWDNA) aQaO\VeV iQdicaWe WhaW highOaQd SRSXOaWiRQV UeSUeVeQW a QeZ VSecieV WhaW
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Ze deVcUibe heUeiQ, aQd WhaW YaUiaWiRQ RbVeUYed aPRQg ORZOaQd SRSXOaWiRQV VeeP WR be Whe UeVXOW Rf diffeUeQW degUeeV Rf
geRgUaShic iVROaWiRQ (fRU e[aPSOe, caXVed b\ Whe GXa\OOabaPba­EVPeUaOdaV UiYeU). ThiV VWXd\ deVcUibeV hRZ a OiQeage diYeUVifieV,
ViPXOWaQeRXVO\, WhURXgh diffeUeQW PechaQiVPV (baUUieUV, eOeYaWiRQaO gUadieQWV), a SaWWeUQ WhaW PighW be VhaUed b\ RWheU VSecieV ZiWh
ORZ YagiOiW\.

MeWhRdV

Ethics statement

ThiV VWXd\ ZaV caUUied RXW iQ VWUicW accRUdaQce ZiWh Whe gXideOiQeV fRU XVe Rf OiYe aPShibiaQV aQd UeSWiOeV iQ fieOd UeVeaUch cRPSiOed
b\ Whe APeUicaQ SRcieW\ Rf IchWh\RORgiVWV aQd HeUSeWRORgiVWV (ASIH), The HeUSeWRORgiVWV' LeagXe (HL) aQd Whe SRcieW\ fRU Whe SWXd\
Rf APShibiaQV aQd ReSWiOeV (SSAR). AOO SURcedXUeV ZiWh aQiPaOV ZeUe aSSURYed b\ Whe CeQWUR de IQYeVWigaciyQ de Oa BiRdiYeUVidad
\ CaPbiR COiPiWicR (BiRCaPb), UQiYeUVidad TecQROygica IQdRaPpUica. AddiWiRQaOO\, SURcedXUeV ZeUe UeYieZed aQd aSSURYed b\ Whe
MiQiVWeUiR de APbieQWe deO EcXadRU (MAE). ReVeaUch SeUPiWV ZeUe iVVXed b\ Whe MiQiVWeUiR de APbieQWe deO EcXadRU (MAE­DNB­
CM­2015­0017, gUaQWed WR UQiYeUVidad TecQROygica IQdRaPpUica; aQd N�005±15 IC­FAU­DNB/MA, gUaQWed WR CeQWUR JaPbaWX de
IQYeVWigaciyQ \ CRQVeUYaciyQ de AQfibiRV).

Nomenclature

We XVe Whe geQXV PUiVWimanWiV JiPpQe] de Oa EVSada, 1870 [21], aV defiQed b\ HeiQicNe eW al. [22]. FRU a diVcXVViRQ RQ Whe
V\VWePaWicV Rf TeUUaUaQa, Vee PadiaO eW al. [23]. FRU a cXUUeQW OiVW Rf Whe VSecieV iQ Whe geQXV PUiVWimanWiV, Vee FURVW [24] aQd
APShibiaWeb [25].

Nomenclatural acts

The eOecWURQic ediWiRQ Rf WhiV aUWicOe cRQfRUPV WR Whe UeTXiUePeQWV Rf Whe aPeQded IQWeUQaWiRQaO CRde Rf ZRRORgicaO NRPeQcOaWXUe,
aQd heQce Whe QeZ QaPeV cRQWaiQed heUeiQ aUe aYaiOabOe XQdeU WhaW CRde fURP Whe eOecWURQic ediWiRQ Rf WhiV aUWicOe. ThiV SXbOiVhed
ZRUN aQd Whe QRPeQcOaWXUaO acWV iW cRQWaiQV haYe beeQ UegiVWeUed iQ ZRRBaQN, Whe RQOiQe UegiVWUaWiRQ V\VWeP fRU Whe ICZN. The
ZRRBaQN LSIDV (Life ScieQce IdeQWifieUV) caQ be UeVROYed aQd Whe aVVRciaWed iQfRUPaWiRQ YieZed WhURXgh aQ\ VWaQdaUd Zeb
bURZVeU b\ aSSeQdiQg Whe LSID WR Whe SUefi[ ³hWWS://]RRbaQN.RUg/´. The LSID fRU WhiV SXbOicaWiRQ iV:
XUQ:OVid:]RRbaQN.RUg:SXb:A1586F9A­8C91­417E­A0E1­47898A9086CF. The eOecWURQic ediWiRQ Rf WhiV ZRUN ZaV SXbOiVhed iQ a
MRXUQaO ZiWh aQ ISSN, aQd haV beeQ aUchiYed aQd iV aYaiOabOe fURP Whe fROORZiQg digiWaO UeSRViWRUieV: PXbMed CeQWUaO aQd LOCKSS.

Morphology

We e[aPiQed aOcRhRO­SUeVeUYed VSeciPeQV fURP Whe heUSeWRORg\ cROOecWiRQ aW Whe MXVeR de ZRRORgta Rf Whe UQiYeUVidad
TecQROygica IQdRaPpUica, QXiWR, EcXadRU (MZUTI), CeQWUR JaPbaWX de IQYeVWigaciyQ \ CRQVeUYaciyQ de AQfibiRV, SaQ RafaeO,
EcXadRU (CJ), MXVeXP d'HiVWRiUe NaWXUeOOe, GeQeYa, SZiW]eUOaQd (MHNG), aQd UQiYeUViW\ Rf KaQVaV MXVeXP Rf NaWXUaO HiVWRU\,
DiYiViRQ Rf HeUSeWRORg\, LaZUeQce, KaQVaV, USA (KU). TR faciOiWaWe cRPSaUiVRQ, Whe deVcUiSWiRQ aQd diagQRViV Rf Whe QeZ VSecieV
fROORZV Whe fRUPaW Rf L\Qch aQd DXeOOPaQ [15]. FiQgeUV aUe QXPbeUed fURP I±IV. MRUShRORgicaO PeaVXUePeQWV ZeUe WaNeQ ZiWh
MiWXWR\R  digiWaO caOiSeU WR Whe QeaUeVW 0.1 PP, aV deVcUibed b\ GXa\aVaPiQ [26]: (1) VQRXW±YeQW OeQgWh (SVL), (2) Wibia OeQgWh, (3)
fRRW OeQgWh, (4) head OeQgWh, (5) head ZidWh, (6) e\e­WR­QRVWUiO diVWaQce, (7) W\PSaQXP diaPeWeU, (8) UadiRXOQa OeQgWh, aQd (9) haQd
OeQgWh. Se[XaO PaWXUiW\ ZaV deWeUPiQed b\ Whe SUeVeQce Rf YRcaO VOiWV iQ PaOeV aQd b\ Whe SUeVeQce Rf eggV RU cRQYROXWed RYidXcWV
iQ fePaOeV. CRORU SaWWeUQV ZeUe cRPSaUed XViQg SUeVeUYed VSeciPeQV aQd ShRWRgUaShic UecRUdV. E[aPiQed VSeciPeQV aUe OiVWed iQ
TabOe 1 RU aUe SaUW Rf Whe W\Se VeUieV Rf Whe QeZ VSecieV deVcUibed heUeiQ.

Table 1. Gene sampling of PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV and P. ecXadRUeQViV, with their corresponding Genbank numbers.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.W001

Molecular data

DNA e[WUacWiRQ, aPSOificaWiRQ, aQd VeTXeQciQg.

GeQRPic DNA ZaV e[WUacWed fURP eWhaQRO­SUeVeUYed WiVVXe ZiWh a VaOW SUeciSiWaWiRQ PeWhRd XViQg Whe PXUegeQe DNA SXUificaWiRQ NiW
(GeQWUa S\VWePV). We aPSOified aQd VeTXeQced Whe PiWRchRQdUiaO 12S URNA, 16S URNA aQd NADH deh\dURgeQaVe VXbXQiW I (ND1)
geQe UegiRQV. A SRUWiRQ Rf Whe 12S PaUNeU ZaV RbWaiQed XViQg Whe SUiPeUV 12L29E­F (AAAGCRTAGCACTGAAAATGCTAAGA) aQd
12H46E­R (GCTGCACYTTGACCTGACGT) deYeORSed b\ HeiQicNe eW al. [22]. The 16S geQe ZaV aPSOified SaUWiaOO\ ZiWh Whe SUiPeUV
16SC (GTRGGCCTAAAAGCAGCCAC) aQd 16SbU­H (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT) deYeORSed b\ DaUVW aQd CaQQaWeOOa [27]
aQd PaOXPbi eW al. [28], UeVSecWiYeO\. The cRPSOeWe VeTXeQce Rf geQe ND1 aQd adMaceQW 16S aQd WRNA geQeV ZaV UeWUieYed ZiWh
Whe XVe Rf SUiPeUV ND1­16S­fURg­F (TTACCCTRGGGATAACAGCGCAA) aQd ND1­WMeW­fURg­R (TTGGGGTATGGGCCCAAAAGCT)
[29]. Each PCR UeacWiRQ cRQWaiQed a fiQaO cRQceQWUaWiRQ Rf 3 PM MgCO , 0.2 PM dNTPV, 0.05 U/ȝL TaT DNA SRO\PeUaVe
(IQYiWURgeQ) aQd 0.2 ȝM each SUiPeU, iQ a WRWaO YROXPe Rf 25 ȝL. DNA aPSOificaWiRQ iQcOXded a 3­PiQ iQiWiaO deQaWXUaWiRQ VWeS aW 94�C
aQd a fiQaO e[WeQViRQ Rf 7 PiQ aW 72�C. FRU 12S, 9 c\cOeV Rf 30 Vec aW 93�C, 30 Vec aW 60�C decUeaViQg 1�C/c\cOe, 1 PiQ aW 72�C,
fROORZed b\ 15±25 c\cOeV (deSeQdiQg RQ iQiWiaO DNA WePSOaWe aPRXQW) Rf 30 Vec aW 93�C, 30 Vec aW 52�C, 1 PiQ aW 72�C ZeUe
SeUfRUPed. FRU 16S aPSOificaWiRQ, PCR cRQdiWiRQV ZeUe Whe VaPe aV WhRVe fRU 12S, e[ceSW WhaW WRXchdRZQ cRQViVWed iQ 10 c\cOeV

�

2
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UaQgiQg fURP 67 WR 58�C, fROORZed b\ 18 RU 20 c\cOeV aW 58�C. PCR SaUaPeWeUV fRU ND1 cRQViVWed Rf 22 c\cOeV Rf 30 Vec aW 93�C,
45 Vec aW 66�C, aQd 1 PiQ aW 72�C. SiQgOe PCR SURdXcWV ZeUe YiVXaOi]ed iQ 1.5% agaURVe geO, aQd XQiQcRUSRUaWed SUiPeUV aQd
dNTPV ZeUe UePRYed fURP PCR SURdXcWV ZiWh iOOXVWUa E[RSWaU eQ]\PeV (GE HeaOWhcaUe Life ScieQceV). SeTXeQciQg ZaV
cRQdXcWed aW MacURgeQ IQc. (SRXWh KRUea).

Genetic differentiation within PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu lato

TR deWeUPiQe Whe UeOaWiRQVhiSV aQd geQeWic diVWaQceV aPRQg SRSXOaWiRQV Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR, Ze VaPSOed a
WRWaO Rf 21 iQdiYidXaOV UeSUeVeQWiQg VeYeQ SRSXOaWiRQV, cRYeUiQg aQ eOeYaWiRQaO gUadieQW fURP 310 WR 1480 P. The VeTXeQceV fURP
Whe WhUee PiWRchRQdUiaO geQeV (12S, 16S, ND1) ZeUe iQdeSeQdeQWO\ aOigQed XViQg MAFFT Y7 [30], ZiWh Whe Q­INS­i VWUaWeg\.
Ma[iPXP OiNeOihRRd (ML) WUeeV aQd bUaQch OeQgWhV ZeUe eVWiPaWed XViQg GARLI 2.01 (GeQeWic AOgRUiWhP fRU RaSid LiNeOihRRd
IQfeUeQce [31]) fRU each geQe. MiWRchRQdUiaO geQeV ZeUe aQaO\]ed VeSaUaWeO\ becaXVe SRSXOaWiRQ VaPSOiQg diffeUed aPRQg geQeV
(TabOe 1) aQd Ze aiPed WR aVVeVV cRQgUXeQce iQ geQeWic SaWWeUQV. GARLI XVeV a geQeWic aOgRUiWhP WhaW fiQdV Whe WUee WRSRORg\,
bUaQch OeQgWhV, aQd PRdeO SaUaPeWeUV WhaW Pa[iPi]e OQL ViPXOWaQeRXVO\ [31]. IQdiYidXaO VROXWiRQV ZeUe VeOecWed afWeU 10,000
geQeUaWiRQV ZiWh QR VigQificaQW iPSURYePeQW iQ OiNeOihRRd, ZiWh Whe VigQificaQW WRSRORgicaO iPSURYePeQW OeYeO VeW aW 0.01; Whe fiQaO
VROXWiRQ ZaV VeOecWed ZheQ Whe WRWaO iPSURYePeQW iQ OiNeOihRRd VcRUe ZaV ORZeU WhaQ 0.05, cRPSaUed WR Whe OaVW VROXWiRQ RbWaiQed.
DefaXOW YaOXeV ZeUe XVed fRU RWheU GARLI VeWWiQgV, aV SeU UecRPPeQdaWiRQV Rf Whe deYeORSeU [30]. BRRWVWUaS VXSSRUW ZaV
aVVeVVed Yia 1000 SVeXdRUeSOicaWeV XQdeU Whe VaPe VeWWiQgV XVed iQ WUee VeaUch. GeQBaQN acceVViRQ QXPbeUV aUe OiVWed iQ TabOe
1.

PUiVWimaQWiV phylogenetic relationships

TR deWeUPiQe Whe Sh\ORgeQeWic SRViWiRQ Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV aQd Whe QeZ VSecieV, Ze aOigQed VeTXeQceV geQeUaWed dXUiQg
WhiV VWXd\ (TabOe 1) ZiWh cRUUeVSRQdiQg PiWRchRQdUiaO PaUNeUV fURP aOO RWheU aYaiOabOe VSecieV (245 WeUPiQaOV) Rf PUiVWimanWiV fURP
GeQBaQN (hWWS://ZZZ.Qcbi.QOP.Qih.gRY/geQbaQN). AV RXWgURXSV Ze iQcOXded 53 VSecieV fURP CUaXgaVWRUidae aV ZeOO aV 28 VSecieV
fURP RWheU faPiOieV iQ H\ORidea (S1 ASSeQdi[). AOO PaWUiceV ZeUe aOigQed aV deVcUibed abRYe. OXU fiQaO PWDNA PaWUi[ iQcOXded 347
VSecieV VSaQQiQg 4,358bS fRU Sh\ORgeQeWic aQaO\ViV.

FRU Pa[iPXP OiNeOihRRd (ML) eVWiPaWiRQ Rf Sh\ORgeQeWic UeOaWiRQVhiSV, Ze fROORZ Whe Sh\ORgeQeWic PeWhRdV deVcUibed iQ Whe
SUeYiRXV VecWiRQ. FRU Ba\eViaQ IQfeUeQce aQaO\VeV, Ze XVed MUBa\eV 3.2.4 [32]. We fiUVW XVed JMRdeOTeVW 2.0 [33] WR VeOecW Whe
PRdeO Rf VeTXeQce eYROXWiRQ WhaW beVW fiWV Whe daWa, XViQg Whe Ba\eViaQ iQfRUPaWiRQ cUiWeUiRQ (BIC; [34]). We did QRW eYaOXaWe PRdeOV
WhaW iQcOXde bRWh gaPPa­diVWUibXWed UaWe YaUiaWiRQ acURVV ViWeV (G) aQd a SURSRUWiRQ Rf iQYaUiaQW ViWeV (I) becaXVe a cRUUeOaWiRQ
beWZeeQ SaUaPeWeUV caQ affecW WheiU MRiQW eVWiPaWiRQ [35]. The beVW­fiW PRdeO fRU Whe 16S aQd 12S VWeP SaUWiWiRQV ZaV SYM + I + G
PRdeO (S\PPeWUicaO MRdeO ZiWh eTXaO baVe fUeTXeQcieV, SURSRUWiRQ Rf iQYaUiaQW ViWeV, aQd a gaPPa diVWUibXWiRQ fRU 45 UaWeV acURVV
ViWeV). The beVW­fiW PRdeO fRU Whe 12S, 16S ORRS SaUWiWiRQV aV ZeOO aV ND1 ZaV Whe GTR + ī PRdeO (GeQeUaOi]ed TiPe­ReYeUVibOe +
GaPPa; accRXQWiQg fRU UaWe heWeURgeQeiW\ aQd YaUiabOe baVe fUeTXeQcieV acURVV ViWeV WR aSSUR[iPaWe a gaPPa­VhaSed
diVWUibXWiRQ).

FiQaOO\, Ze cRQdXcWed aQ aQaO\ViV fRU 100 PiOOiRQ geQeUaWiRQV (VaPSOiQg eYeU\ 10,000) ZiWh fRXU MaUNRY chaiQV aQd defaXOW heaWiQg
YaOXeV. We UaQ Whe aQaO\VeV aW OeaVW WZice WR aVVeVV cRQViVWeQW cRQYeUgeQce aQd VWaWiRQaUiW\, ZheUe Ze e[aPiQed Whe VWaQdaUd
deYiaWiRQ Rf VSOiW fUeTXeQcieV aQd SORWWed Whe ±OQL SeU geQeUaWiRQ. We diVcaUded Whe WUeeV geQeUaWed befRUe VWaWiRQaUiW\ aV µbXUQ­iQ¶,
Zhich ZaV Whe fiUVW 25% Rf WUeeV.

Isolation by distance or by environment

GeQeWic diffeUeQceV aPRQg SRSXOaWiRQV Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR cRXOd be e[SOaiQed b\ aW OeaVW Whe fROORZiQg
h\SRWheVeV: (1) IVROaWiRQ b\ DiVWaQce (IBD), ZheUe SaWWeUQV Rf geQeWic diffeUeQWiaWiRQ aUe e[SOaiQed VROeO\ b\ geRgUaShic diVWaQce, RU
(2) IVROaWiRQ b\ EQYiURQPeQW (IBE), ZheUe geQeWic diffeUeQWiaWiRQ iV e[SOaiQed b\ eQYiURQPeQWaO iVROaWiRQ [36]. TR VXSSRUW IBD, Whe
geQeWic diYeUgeQce aPRQg PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR SRSXOaWiRQV ZRXOd be e[SOaiQed b\ geRgUaShic diVWaQce. IQ
cRQWUaVW, if a SRSXOaWiRQ UeSUeVeQWV a diVWiQcW VSecieV, WheQ iW VhRXOd cRQWiQXe WR be geQeWicaOO\ diVWiQcW fURP aOO RWheU SRSXOaWiRQV
afWeU cRQWUROOiQg fRU geRgUaShic diVWaQce. TR VXSSRUW IBE, Whe geQeWic diYeUgeQce aPRQg P. oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR SRSXOaWiRQV
ZRXOd be cRUUeOaWed ZiWh eQYiURQPeQWaO diVViPiOaUiW\, VXggeVWiQg a UROe Rf adaSWiYe diYeUgeQce iQ UeVSRQVe WR diffeUiQg eQYiURQPeQWaO
SUeVVXUeV iQ caXViQg VSeciaWiRQ. TR WeVW WheVe h\SRWheVeV, Ze XVed XQcRUUecWed S diVWaQceV caOcXOaWed fURP cRQcaWeQaWed 12S
URNA, 16S URNA, aQd ND1 VeTXeQceV, XViQg RQO\ iQdiYidXaOV ZiWh daWa fURP aOO WhUee geQeV, aV RXU PeaVXUe Rf geQeWic diVWaQce
aPRQg iQdiYidXaOV.

SiQce UeceQW VWXdieV VXggeVW WhaW MaQWeO WeVWV geQeUaWe biaVeV (i.e., ORZ S­YaOXeV) iQ V\VWePV ZiWh aXWRcRUUeOaWed YaUiabOeV [37], Ze
XVed MXOWiSOe MaWUi[ RegUeVViRQ ZiWh RaQdRPi]aWiRQ (MMRR) WR eVWiPaWe Whe iQdeSeQdeQW effecWV RQ geQeWic diffeUeQWiaWiRQ fURP
geRgUaShic diVWaQce aQd eQYiURQPeQWaO diVViPiOaUiW\ aPRQg Whe VeYeQ SRSXOaWiRQV, aV ZeOO aV e[cOXdiQg Whe SRSXOaWiRQ fURP LaV
PaPSaV [38]. We XVed Whe WRUOdCOiP daWaVeW aQd e[WUacWed daWa fURP 19 cOiPaWic YaUiabOeV fRU each Rf Whe VeYeQ VWXd\ ViWeV, aW 30
VecRQd UeVROXWiRQ [39]. Ne[W, Ze XVed a SUiQciSaO cRPSRQeQW aQaO\ViV (PCA) RQ Whe 19 BiRCOiP YaUiabOeV WR cRQYeUW WheVe
SRWeQWiaOO\ cRUUeOaWed YaUiabOeV iQWR XQcRUUeOaWed RQeV. We VeOecWed Whe fiUVW WhUee SUiQciSaO cRPSRQeQWV, Zhich UeSUeVeQWed 87.2%
Rf Whe YaUiaWiRQ iQ Whe daWaVeW (PC ORadiQgV aQd aOWeUQaWiYe UeVXOWV XViQg a VXbVeW Rf XQcRUUeOaWed BiRCOiP YaUiabOeV caQ be fRXQd iQ
S1 TabOe). TePSeUaWXUe aQd SUeciSiWaWiRQ YaUiabOeV ZeUe VWURQgO\ aVVRciaWed ZiWh WheVe a[eV. We caOcXOaWed eQYiURQPeQWaO
diVViPiOaUiW\ PaWUiceV Rf Whe diffeUeQW VWXd\ ViWeV XViQg EXcOideaQ diVWaQceV aPRQg Whe WhUee PC a[eV. TR eVWiPaWe geRgUaShic
diVWaQce, Ze caOcXOaWed a EXcOideaQ diVWaQce PaWUi[ iQ NiORPeWeUV aPRQg each Rf Whe VWXd\ ViWeV. FiQaOO\, Ze XVed Whe MMRR cRde
SURYided iQ WaQg [38] ZiWh Whe geQeWic, geRgUaShic, aQd eQYiURQPeQWaO diVWaQce PaWUiceV fRU 10,000 SeUPXWaWiRQV. FRU WhiV aQaO\ViV
Ze XVed Whe fROORZiQg R VWaWiVWicaO VRfWZaUe SacNageV: RASTER [40], DISMO [41], aQd APE [42].

ReVXOWV

Color differentiation within PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu lato

The RbVeUYed YaUiaWiRQ iQ dRUVaO aQd iUiV cRORUaWiRQ aQd SaWWeUQV iQ PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR iV VhRZQ iQ FigV 1 aQd 2.
PaWWeUQV aUe QRW UaQdRP aQd caQ be aVVRciaWed WR VSecific geRgUaShic ORcaOiWieV, aV fROORZV:

LoZlandV (noUWh): PRSXOaWiRQV Rf P. oUnaWiVVimXV QRUWh Rf GXa\OOabaPba­EVPeUaOdaV UiYeU. DRUVaO SaWWeUQ ZiWh cRQWiQXRXV ORQgiWXdiQaO bOacN VWUiSeV,
OacNiQg VSRWV (Fig 1). IUiV \eOORZ WR gROd ZiWh WhiQ bOacN UeWicXOaWiRQV (Fig 2). E[aPiQed VSeciPeQV: MZUTI 4798 (ReVeUYa CaQaQdp), CJ 4039, 4087±90,
4089 (ReVeUYa OWRNiNi),

k

LoZlandV (cenWeU): PRSXOaWiRQV Rf P. oUnaWiVVimXV VRXWh Rf GXa\OOabaPba­EVPeUaOdaV UiYeU aQd QRUWh Rf TRachi UiYeU. ReWicXOaWed dRUVaO cRORU SaWWeUQ,
XVXaOO\ OacNiQg VSRWV (VRPe iQdiYidXaOV fURP La FORUida aQd SaQWR DRPiQgR de ORV TVichiOaV haYe VSRWV). IUiV \eOORZ WR gROd ZiWh WhiQ bOacN UeWicXOaWiRQV

k
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Fig 1. Color variation in sequenced PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu stricto and P. ecXadRUeQViV sp. nov. in Ecuador.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g001

Fig 2. Variation in iris coloration in life of PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu stricto and P. ecXadRUeQViV sp. nov.
FiUVW (CJ 4092, CJ 4085) aQd VecRQd (QR YRXcheU, CJ 4087) URZV VhRZ iUiV cRORU Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVmXV VeQVX VWUicWR.
BRWWRP URZ iOOXVWUaWeV cRORUaWiRQ Rf P. ecXadoUenViV VS. QRY (QR YRXcheU, CJ 4082).
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g002

(Fig 2). E[aPiQed VSeciPeQV: MZUTI 3749, 3509 (MiOSe), 4326, 4329, 4799, 4800, 4106 (MaVhSi), 119744±47 (SaQWR DRPiQgR de ORV TVichiOaV), CJ
4085, 4092, 4758 (La FORUida).

LoZlandV (VoXWh): PRSXOaWiRQV VRXWh Rf TRachi UiYeU. DRUVaO cRORU SaWWeUQ ZiWh diVcRQWiQXRXV ORQgiWXdiQaO VWUiSeV aQd bORWcheV aQd/RU VSRWV (Fig 1). IUiV
\eOORZ WR gROd ZiWh WhiQ bOacN UeWicXOaWiRQV (Fig 2). E[aPiQed VSeciPeQV: MNHNP 1906.264 (hRORW\Se; Fig 3), MZUTI 4806, 4807, KU 141970±71 (La
MaQi), KU 141967±68 (RtR Baba).

k

HighlandV: PRSXOaWiRQV fRXQd abRYe 1400 P. DRUVXP ZiWh WUaQVYeUVe bOacN VWUiSeV WhaW RfWeQ WiPeV fRUP a UeWicXOaWed SaWWeUQ. IUiV YaUieV fURP OighW bOXe WR
gUa\iVh gUeeQ RU gUa\iVh \eOORZ (Fig 2). We UecRgQi]e Whe highOaQd SRSXOaWiRQV aV a QeZ VSecieV, Zhich Ze deVcUibe beORZ. E[aPiQed VSeciPeQV: KU
221684 (PaOR QXePadR), CJ 4060, 4082, 4084, 5350, 5351, MHNG 2251.090, 2251.091, 2271.097, 2271.098, 2313.083, 2313.084, 2251.061±65,
2571.075 (SaQ FUaQciVcR de LaV PaPSaV).

k
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Fig 3. Holotype of PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV, MNHNP 1906.264.
NRWe PaWchiQg cRORU SaWWeU ZiWh SRSXOaWiRQV fURP QeaU La MaQi (Fig 1).
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g003

Genetic differentiation within PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu lato

We geQeUaWed a WRWaO Rf 60 PiWRchRQdUiaO VeTXeQceV fRU 21 VSeciPeQV (TabOe 1). IQdeSeQdeQW aQaO\VeV Rf Whe WhUee geQeV (Fig 4)
VhRZ WhaW Whe VSecieV cXUUeQWO\ UecRgQi]ed aV PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV iV cRPSRVed Rf WZR cOeaUO\ diffeUeQWiaWed OiQeageV, RQe fURP
ORZOaQd ORcaOiWieV (< 1100 P: ReVeUYa OWRNiNi, ReVeUYa CaQaQdp, MiOSe, ReVeUYa de BiRdiYeUVidad MaVhSi, La FORUida, La MaQi),
Zhich cRUUeVSRQdV WR P. oUnaWiVVimXV DeVSa[, 1991, VeQVX VWUicWR, aQd Whe RWheU fURP highOaQdV (> 1400 P: LaV PaPSaV) WhaW Ze
deVcUibe aV a QeZ VSecieV beORZ. LRZOaQd aQd highOaQd OiQeageV aUe UeciSURcaOO\ PRQRSh\OeWic (Fig 4). The aYeUage XQcRUUecWed
geQeWic diVWaQce beWZeeQ ORZOaQd aQd highOaQd iQdiYidXaOV iV 2.7% (12S), 5.7% (16S), aQd 9.6% (ND1; Fig 4). AddiWiRQaOO\, geQeWic
VWUXcWXUe iV eYideQW aPRQg SRSXOaWiRQV Rf Whe ORZOaQd VSecieV (P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR), bXW geQeWic diVWaQceV aUe aOZa\V
beORZ 1%.

Fig 4. Mitochondrial genetic structure among populations of PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV and P. ecXadRUeQViV sp. nov. as inferred from
maximum likelihood analyses.
BUaQch OeQgWhV aQd VigQificaQW bRRWVWUaS YaOXeV aUe SUeVeQWed fRU each WUee. NRWe UeciSURcaO PRQRSh\O\ aQd geQeWic diVWaQceV
beWZeeQ P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR aQd P. ecXadoUenViV VS. QRY.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g004

Isolation by distance or by environment

The UeVXOWV Rf Whe MMRR aQaO\VeV VhRZ WhaW geRgUaShic aQd eQYiURQPeQWaO diVViPiOaUiW\²PeaVXUed XViQg Whe fiUVW WhUee a[eV fURP
Whe PCA Rf 19 BiRcOiP YaUiabOeV²dR QRW e[SOaiQ geQeWic diffeUeQWiaWiRQ aPRQg SRSXOaWiRQV (TabOe 2; Fig 5). WheQ MMRR aQaO\VeV
ZeUe SeUfRUPed e[cOXdiQg SRSXOaWiRQV fURP LaV PaPSaV, ViPiOaU UeVXOWV ZeUe RbWaiQed. AQ aOWeUQaWiYe aQaO\ViV WhaW VeOecWed
XQcRUUeOaWed UaZ cOiPaWic YaUiabOeV ZaV aOVR QRW VigQificaQW aQd ZaV WheUefRUe cRQViVWeQW ZiWh Whe PCA UeVXOWV (Vee S2 TabOe fRU
deWaiOV).

Table 2. Results of the Multiple Matrix Regression with Randomization (MMRR) analyses, which tests whether geographic and environmental
dissimilarity influence genetic differentiation among populations, were not significant.
PC a[eV ZeUe RbWaiQed fURP a PCA aQaO\ViV Rf 19 BiRcOiP YaUiabOeV [39]. VaUiabOeV ZeUe RUdeUed b\ VigQificaQce iQ Whe PRdeO
(T P­YaOXe).
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.W002
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Fig 5. Isolation­by­distance among sequenced individuals.
NRWe WhaQ SRSXOaWiRQV fURP highOaQdV (P. ecXadoUenViV) aUe PXch PRUe diYeUgeQW fURP P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR WhaQ
e[SecWed baVed RQ geRgUaShic diVWaQce (Vee ReVXOWV).
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g005

PUiVWimaQWiV relationships

S1 Fig SURYideV aQ XS­WR­daWe h\SRWheViV Rf eYROXWiRQaU\ UeOaWiRQVhiSV ZiWhiQ PUiVWimanWiV baVed RQ RXU WhUee PWDNA geQe
VeTXeQceV. The ViVWeU UeOaWiRQVhiS Rf P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR aQd Whe QeZ VSecieV (deVcUibed beORZ) iV ZeOO VXSSRUWed
(bRRWVWUaS = 100, SRVWeUiRU SURbabiOiW\ = 1; Fig 6); WheiU cORVeVW UeOaWiYeV aUe VSecieV fRXQd iQ VeYeUaO ecRUegiRQV, iQcOXdiQg Whe
AQdeV (P. mindo, P. VhXlWei, P. bUomeliaceXV, P. menda[, P. n\cWoSh\la[), ORZOaQd fRUeVW Rf Whe ChRcy (P. VXbVigillaWXV), RU
APa]RQiaQ ORZOaQdV (P. ]eXcWoW\lXV).

Fig 6. Trimmed phylogeny of PUiVWimaQWiV showing only the most closely related species to P. RUQaWiVVimXV and P. ecXadRUeQViV sp. nov.
The fXOO Sh\ORgeQ\ iV VhRZQ aV a VXSSOePeQWaU\ figXUe (S1 Fig). SXSSRUW YaOXeV aUe SUeVeQWed aV bRRWVWUaSV aQd SRVWeUiRU
SURbabiOiWieV.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g006

Systematics

PUiVWimaQWiV ecXadRUeQViV sp. nov. GXa\aVaPiQ, HXWWeU, TaSia, CXOebUaV, PexafieO, P\URQ, MRURch], FXQN, AUWeaga.

XUQ:OVid:]RRbaQN.RUg:acW:57C5D885­D927­471B­A23D­D3E555834EF1

EleXWheUodacW\lXV oUnaWiVVimXV L\Qch & DXeOOPaQ 1997 [15], iQ SaUW.

PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV AUWeaga, BXVWaPaQWe & GXa\aVaPiQ 2013 [20], iQ SaUW.

Suggested common name in English: EcXadRUiaQ UaiQfURg

Suggested common name in Spanish: CXWtQ de EcXadRU

Holotype: CJ 4084 (Fig 7), adXOW fePaOe fURP a faUP (0.424� S, 78.957� W; 1480 P) RZQed b\ CpVaU TaSia, ca. 3 NP NE Rf SaQ
FUaQciVcR de LaV PaPSaV, CRWRSa[i SURYiQce, EcXadRU, cROOecWed RQ JaQXaU\ 14 , 2014, b\ EOiciR E. TaSia. GeQbaQN acceVViRQ
QXPbeUV: KU574586, KU574601, KU720467.

Wh
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Fig 7. Holotype of PUiVWimaQWiV ecXadRUeQViV sp. nov., CJ 4084, adult female.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g007

Paratopotypes: CJ 4060, MXYeQiOe. CJ 5350, adXOW fePaOe. CJ 5351, adXOW PaOe. SaPe daWa aV hRORW\Se.

Paratypes: KU 221684, MXYeQiOe fePaOe fURP PaOR QXePadR (0.43� S, 78.91� W; 1467 P), CRWRSa[i SURYiQce, EcXadRU, cROOecWed
RQ 1988 b\ GiRYaQQi OQRUe.

Referred specimens: MHNG 2251.090±91, 2271.097±98, 2213.083±84, fURP SaQ FUaQciVcR de LaV PaPSaV, CRWRSa[i SURYiQce,
EcXadRU; MHNG 2251.061±65, fURP TaQdaSi, PichiQcha SURYiQce, EcXadRU; MHNG 2571.075, fURP PaOR QXePadR, CRWRSa[i
SURYiQce, EcXadRU; aOO cROOecWed b\ GiRYaQQi OQRUe. TheVe VSeciPeQV aUe QRW aVVigQed aV SaUaW\SeV ViQce ORcaOiW\ iQfRUPaWiRQ iV
QRW SUeciVe aQd UefeU WR VeYeUaO ORcaOiWieV QeaU SaQ FUaQciVcR de LaV PaPSaV.

CJ 4082, 4083 fURP a faUP (0.424� S, 78.957� W; 1480 P) RZQed b\ CpVaU TaSia, ca. 3 NP NE Rf SaQ FUaQciVcR de LaV PaPSaV,
CRWRSa[i SURYiQce, EcXadRU, PaiQWaiQed aOiYe iQ ViWX, fRU cRQVeUYaWiRQ SURSRVeV, b\ Whe CeQWUR JaPbaWX de IQYeVWigaciyQ \
CRQVeUYaciyQ de AQfibiRV. TheVe VSeciPeQV aUe QRW aVVigQed aV SaUaW\SeV ViQce Whe iQdiYidXaOV aUe SUeVeQWO\ aOiYe aQd haYe QRW
fRUPaOO\ beeQ deSRViWed iQWR a VcieQWific cROOecWiRQ.

Diagnosis: PUiVWimanWiV ecXadoUenViV iV chaUacWeUi]ed b\ Whe fROORZiQg cRPbiQaWiRQ Rf chaUacWeUV: (1) VNiQ RQ dRUVXP VhagUeeQ,
WhaW RQ YeQWeU VPRRWh; diVcRidaO fROd defiQed SRVWeUiRUO\, (2) W\PSaQic PePbUaQe aQd W\PSaQic aQQXOXV eYideQW, RYaO, (3) VQRXW
ORQg, acXPiQaWe iQ dRUVaO YieZ, URXQded iQ SURfiOe, (4) XSSeU e\eOid OacNiQg WXbeUcOeV, (5) deQWigeURXV SURceVV Rf Whe YRPeU SUeVeQW,
beaUiQg WeeWh, (6) PaOeV haYiQg YRcaO VOiWV aQd T\Se I QXSWiaO SadV, (7) fiUVW fiQgeU VhRUWeU WhaQ VecRQd, (8) fiQgeUV ZiWh OaWeUaO
fUiQgeV, (9) XOQaU WXbeUcOeV abVeQW, (10) heeO aQd WaUVXV OacNiQg WXbeUcOeV RU fROdV, (11) iQQeU PeWaWaUVaO WXbeUcOe RYaO, 4±5[ URXQd
RXWeU PeWaWaUVaO WXbeUcOe, (12) WReV beaUiQg OaWeUaO fUiQgeV; ZebbiQg abVeQW; diVcV OaUge; fifWh WRe PXch ORQgeU WhaQ WhiUd, (13) iQ Oife,
gUeeQiVh \eOORZ dRUVXP ZiWh WUaQVYeUVaO bOacN VWUiSeV WhaW Pa\ fRUP a UeWicXOaWed SaWWeUQ; iUiV OighW bOXe WR gUa\iVh gUeeQ RU gUa\iVh
\eOORZ; iQ SUeVeUYaWiYe, dRUVXP cUeaP ZiWh bOacN VWUiSeV, aQd (14) SVL iQ adXOW PaOeV 25.4 PP (n = 1) aQd 37.1±40.2 iQ adXOW
fePaOeV (n = 2).

Comparison with similar species: PUiVWimanWiV ecXadoUenViV iV RQe Rf Whe PRVW cRORUfXO VSecieV iQ Whe geQXV PUiVWimanWiV. IW iV
eaViO\ diVWiQgXiVhed fURP PRVW Rf iWV cRQgeQeUicV b\ haYiQg a \eOORZ dRUVXP ZiWh bOacN VWUiSeV. OQO\ iWV ViVWeU VSecieV, P.
oUnaWiVVimXV, haV a ViPiOaU SaWWeUQ. The WZR VSecieV caQ be diVWiQgXiVhed b\ WheiU dRUVaO cRORU SaWWeUQ; P. oUnaWiVVimXV haV bOacN
ORQgiWXdiQaO VWUiSeV, bORWcheV RU VSRWV, ZheUeaV P. ecXadoUenViV haV WUaQVYeUVe bOacN VWUiSeV. AOVR, Whe iUiV Rf P. oUnaWiVVimXV iV
\eOORZ, bXW OighW bOXe WR gUa\iVh gUeeQ RU gUa\iVh \eOORZ iQ P. ecXadoUenViV. FiQaOO\, aOWhRXgh bRWh VSecieV aUe eQdePic WR
QRUWhZeVWeUQ EcXadRU, Whe\ haYe aOORSaWUic diVWUibXWiRQV, ZiWh P. oUnaWiVVimXV beiQg UeVWUicWed WR eOeYaWiRQV beORZ 1100 P, ZheUeaV
P. ecXadoUenViV iV fRXQd aW higheU eOeYaWiRQV (1467±1480 P).

Description of holotype: AdXOW fePaOe, ZiWh UeOaWiYeO\ URbXVW bRd\ (Fig 7). SNiQ Rf dRUVXP aQd YeQWeU VPRRWh. Head VOighWO\ ORQgeU
WhaQ Zide (Head LeQgWh = 38.6% Rf SVL; Head WidWh = 37.3% Rf SVL). SQRXW URXQded acXPiQaWe iQ dRUVaO YieZ aQd URXQded iQ
SURfiOe; canWhXV UoVWUaliV diVWiQcW, VOighWO\ cRQcaYe; OiSV URXQded, QRW fOaUed. BOacN caQWhaO VWUiSe SUeVeQW. NRVWUiOV VOighWO\ SURWXbeUaQW,
diUecWed aQWeUROaWeUaOO\. IQWeUQaUiaO UegiRQ aQd WRS Rf head fOaW. IQWeURUbiWaO diVWaQce ORQgeU WhaQ XSSeU e\eOid. E\e SURPiQeQW, iWV
diaPeWeU abRXW 10.9% Rf SVL. T\PSaQic PePbUaQe cOeaUO\ defiQed; W\PSaQXP cRQVSicXRXV, RYaO, iWV diaPeWeU abRXW 4.7% Rf SVL.
SXSUaW\PSaQic fROd deYeORSed, VWaUWiQg aW SRVWeUiRU eQd Rf XSSeU e\eOid aQd UeachiQg SRVWeUiRU PaUgiQ Rf iQVeUWiRQ Rf aUP; bOacN
VXSUaW\PSaQic VWUiSe SUeVeQW. DeQWigeURXV SURceVVeV Rf YRPeUV cRQVSicXRXV, VOighWO\ cXUYed, ZeOO­VeSaUaWed fURP each RWheU; each
SURceVV beaUV 10 (UighW) aQd 9 (OefW) WeeWh. ChRaQae OaUge, eOOiSWicaO, QRW cRQceaOed b\ SaOaWaO VheOf Rf Pa[iOOaU\ aUch. TRQgXe
cRUdifRUP, aWWached RYeUaOO (QaUURZO\ fUee aURXQd OaWeUaO aQd SRVWeUiRU PaUgiQ). FRUeaUP OacNiQg XOQaU WXbeUcOeV. FiQgeUV UeOaWiYeO\
VOeQdeU, beaUiQg VPaOO, RYRid diVcV; each diVc e[SaQded OaWeUaOO\, aQd ZiWh cOeaUO\ defiQed ciUcXPfeUeQWiaO gURRYe; diVc RQ FiQgeU III
ZideU WhaQ W\PSaQXP diaPeWeU. ReOaWiYe OeQgWhV Rf fiQgeUV I < II < IV < III. FiQgeUV ZiWh deUPaO fUiQgeV; ZebbiQg abVeQW. SXbaUWicXOaU
WXbeUcOeV URXQd, ViPSOe, PRdeUaWe­Vi]ed. SXSeUQXPeUaU\ WXbeUcOeV SUeVeQW, fOeVh\ aQd VPaOO. PaOPaU WXbeUcOe ZeOO­diffeUeQWiaWed,
bifid diVWaOO\. IQQeU PeWacaUSaO WXbeUcOe OaUge, eOOiSWicaO.

HiQd OiPbV PRdeUaWeO\ URbXVW; Wibia OeQgWh 47.3% SVL; fRRW OeQgWh 46.0% SVL. CaOcaU aQd WaUVaO WXbeUcOeV abVeQW. IQQeU PeWaWaUVaO
WXbeUcOe RYRid, 3±4 WiPeV Vi]e Rf URXQd RXWeU PeWaWaUVaO WXbeUcOe; SOaQaU VXUface ZiWh VPaOO VXSeUQXPeUaU\ WXbeUcOeV; VXbaUWicXOaU
WXbeUcOeV ViQgOe, URXQd, PRdeUaWe­Vi]ed. TReV ZiWh OaWeUaO fUiQgeV; WRe diVcV e[SaQded iQWR SadV WhaW beaU a cOeaUO\ defiQed
ciUcXPfeUeQWiaO gURRYe. ReOaWiYe OeQgWh Rf WReV I < II < III < V < IV; WRe ZebbiQg abVeQW.

Color in life: DRUVXP gUeeQiVh \eOORZ ZiWh WUaQVYeUVe bOacN VWUiSeV WhaW Pa\ fRUP a UeWicXOaWed SaWWeUQ; bOacN caQWhaO aQd
iQWeURUbiWaO VWUiSeV; caQWhaO VWUiSe cRQWiQXiQg SRVWeUiRU WR e\e aV a fOaQN VWUiSe. FRUeaUPV aQd OegV gUeeQiVh \eOORZ ZiWh bOacN baUV;
YeQWeU XQifRUP \eOORZ. IUiV OighW bOXe WR gUa\iVh gUeeQ RU gUa\iVh \eOORZ (Fig 2).

Color in preservative: DRUVXP cUeaP ZiWh bOacN WUaQVYeUVe VWUiSeV WhaW Pa\ fRU a UeWicXOaWed SaWWeUQ; YeQWeU cUeaP.

Measurements of the holotype (in mm): CJ 4084, adXOW fePaOe. SVL 40.2; FePXU OeQgWh 17.8; Tibia OeQgWh 19.0; FRRW OeQgWh 18.5;
Head OeQgWh 15.5; Head ZidWh 15.0; SQRXW­WR­e\e diVWaQce 6.9; T\PSaQXP 1.9; RadiRXOQa OeQgWh 8.6; HaQd OeQgWh 12.5; E\e
diaPeWeU 4.4; IQWeURUbiWaO diVWaQce 5.4; FiQgeU I OeQgWh 7.7; FiQgeU II OeQgWh 9.2; FiQgeU III DiVc DiaPeWeU 3.6; TRe IV OeQgWh 13.4; TRe
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V OeQgWh 15.0; TRe IV DiVc DiaPeWeU 3.4.

Variation and sexual dimorphism: FePaOeV aUe OaUgeU WhaQ PaOeV (adXOW PaOe SVL 25.4±27.4 PP, n = 2; adXOW fePaOe SVL 37.1±
40.5 PP, n = 4). MaOeV haYe T\Se I QXSWiaO SadV (VeQVX FORUeV, 1985) aQd cRQVSicXRXV YRcaO VOiWV.

Distribution: PUiVWimanWiV ecXadoUenViV iV NQRZQ RQO\ fURP WhUee QeaUb\ ORcaOiWieV RQ Whe ZeVWeUQ VORSeV Rf Whe EcXadRUiaQ AQdeV,
SURYiQceV Rf CRWRSa[i aQd PichiQcha, aW eOeYaWiRQV beWZeeQ 1450±1480 P. The ORcaOiWieV aUe: 3 NP NE Rf SaQ FUaQciVcR de LaV
PaPSaV (0.424� S, 78.957� W; 1480 P; Fig 1), PaOR QXePadR (0.43� S, 78.91� W; 1467 P), aQd TaQdaSi (0.41� S, 78.79� W; 1450
P). WiWh Whe iQfRUPaWiRQ aW haQd, Whe diVWUibXWiRQ Rf P. oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR iV cRQVWUaiQed WR Whe ChRcRaQ ORZOaQdV aQd
Pacific AQdeaQ fRRWhiOOV (< 1100 P) Rf EcXadRU. See [15], aQd Fig 1.

Natural History: IQfRUPaWiRQ fRU PUiVWimanWiV ecXadoUenViV iV PaiQO\ aYaiOabOe fURP Whe W\Se ORcaOiW\ (Fig 8), SaQ FUaQciVcR de LaV
PaPSaV, a fRUeVWed YaOOe\ aORQg Whe RtR TRachi, ORcaWed aW 1480 P iQ Whe QRUWhZeVWeUQ VORSeV Rf Whe EcXadRUiaQ AQdeV. The ORcaOiW\
haV a PeaQ aQQXaO SUeciSiWaWiRQ Rf 2325 PP (hWWS://eV.cOiPaWe­daWa.RUg/ORcaWiRQ/180958/). IQ WhiV aUea, P. ecXadoUenViV iV fRXQd iQ
SUiPaU\ fRUeVW aQd cORVeO\ aVVRciaWed ZiWh Whe Oeaf a[iOV Rf bURPeOiadV, Heliconia SOaQWV aQd SaOP fURQdV (geQeUa CeUo[\lon aQd
WeWWinia) (fieOd QRWeV Rf GiRYaQQi OQRUe, CpVaU TaSia, aQd W. E. DXeOOPaQ). AddiWiRQaOO\, Whe VSecieV iV aVVRciaWed ZiWh baQaQa
(MXVa SaUadiViaca) aQd VXgaU caQe SOaQWaWiRQV (SacchaUXm officinaUXm) bRUdeUiQg QaWiYe fRUeVW (Fig 9). IQ WheVe ecRV\VWePV, P.
ecXadoUenViV SeUch RQ WRS Rf OeaYeV RU iQVide Oeaf a[iOV (a15±150 cP abRYe Whe gURXQd), cUeaVed OeaYeV RU PRVV Rf eSiSh\Wic
SOaQWV, aQd haYe beeQ heaUd caOOiQg fURP WheP. AddiWiRQaOO\, b\ iQVSecWiQg fecaO VaPSOeV, Ze fRXQd Whe UePaiQV Rf beeWOeV, cUicNeWV
aQd VSideUV. IQ caSWiYiW\, fePaOeV Rf P. ecXadoUenViV Ueach Ve[XaO PaWXUiW\ afWeU 14 PRQWhV, aQd PaOeV VWaUW YRcaOi]iQg afWeU 10
PRQWhV.

Fig 8. Habitat of PUiVWimaQWiV RUQaWiVVimXV sensu stricto (A, B, D) and P. ecXadRUeQViV sp. nov (C).
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g008

Fig 9. Microhabitat of PUiVWimaQWiV ecXadRUeQViV sp. nov. and P. RUQaWiVVimXV sensu stricto.
hWWS://d[.dRi.RUg/10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.g009

Conservation: PUiVWimanWiV ecXadoUenViV iV UeVWUicWed WR a YeU\ VPaOO aUea iQ Whe CRWRSa[i aQd PichiQcha SURYiQceV (Fig 1). IQ
1987, aW Whe W\Se ORcaOiW\, P. ecXadoUenViV ZaV cRQVideUed WR be cRPPRQ (fieOd QRWeV Rf GiRYaQQi OQRUe), aV ZeOO aV RWheU V\QWRSic
aPShibiaQV QRZ beOieYed WR be e[WiQcW (e.g., AWeloSXV longiUoVWUiV aQd Rhaebo caeUXleoVWicWXV). CROOecWiRQV hRXVed aW MNHG
(CRWRSa[i SURYiQce: 72 VSeciPeQV fURP SaQ FUaQciVcR de LaV PaPSaV, 29 VSeciPeQV fURP TaQdaSi, 1 fURP PaOR QXePadR, 2 fURP
GaOiSagRV) cRUURbRUaWe WhaW P. ecXadoUenViV ZaV a UeOaWiYeO\ abXQdaQW VSecieV iQ Whe 1980V. HRZeYeU, RXU UeceQW VXUYe\V VXggeVW
P. ecXadoUenViV iV cXUUeQWO\ UaUe (i.e., RQO\ fRXQd afWeU e[WeQViYe VeaUch effRUWV; EET, SeUV. RbV.). SiQce 2012, Ze haYe fRXQd P.
ecXadoUenViV RQO\ aW Whe W\Se ORcaOiW\, deVSiWe VXUYe\iQg QeighbRUiQg UiYeU YaOOe\V aW Whe VaPe eOeYaWiRQ. AddiWiRQaOO\, aW SaQ
FUaQciVcR de LaV PaPSaV, PRVW QaWiYe YegeWaWiRQ cRYeU haV beeQ UeSOaced b\ e[RWic gUaVV fRU caWWOe gUa]iQg, aQd cURSV Rf baQaQa,
VXgaU caQe, QaUaQMiOOa, aQd WRPaWR. FROORZiQg IUCN [43] gXideOiQeV, Ze cRQVideU P. ecXadoUenViV aV EQdaQgeUed (CUiWeUia A2a,c,
B2a,biii).

Etymology: The VSecific QaPe ecXadoUenViV UefeUV WR Whe ReSXbOic Rf EcXadRU, ZheUe Whe VSecieV iV eQdePic. The QaPe iV
iQWeQded WR highOighW Whe RYeUZheOPiQg beaXW\, aQd cXOWXUaO aQd biRORgicaO diYeUViW\ Rf EcXadRU.

DiVcXVViRQ

Systematics

SSecieV deOiPiWaWiRQ iV a cRQWeQWiRXV iVVXe, eVSeciaOO\ iQ gURXSV ZeUe iQWUaVSecific YaUiaWiRQ iV high [15, 20, 44, 45]. HeUeiQ Ze VhRZ
hRZ PRUShRORgicaO aQd geQeWic daWa aUe cRQgUXeQW aQd VXSSRUW Whe UecRgQiWiRQ Rf a QeZ VSecieV iQ ZhaW ZaV fRUPeUO\ NQRZQ aV
PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV. EYeQ WhRXgh PROecXOaU diffeUeQWiaWiRQ beWZeeQ P. oUnaWiVVimXV VeQVXV VWUicWR aQd P. ecXadoUenViV iV
UeOaWiYeO\ high (2.7% iQ 12S, 5.7% iQ 16S, aQd 9.6% iQ ND1; Fig 4), Ze VWUeVV WhaW VSecieV deOiPiWaWiRQ caQQRW UeO\ RQO\ RQ geQeWic
WhUeVhROdV [46], becaXVe Whe PagQiWXde Rf iQWUaVSecific diYeUgeQce caQ YaU\ gUeaWO\ fURP OiQeage WR OiQeage [47]. SiPiOaUO\, iQ gURXSV
ZheUe cRORU SRO\PRUShiVP iV high (e.g. PUiVWimanWiV [15,20]; Fig 1), Wa[RQRPic deciViRQV VhRXOd QRW be baVed RQO\ RQ cRORU
diffeUeQceV. PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX OaWR iV a YeU\ gRRd e[aPSOe ZheUe diVWiQcWiYe cRORU SaWWeUQV eaViO\ ePeUge aPRQg
geRgUaShicaOO\ VeSaUaWed SRSXOaWiRQV; WhXV, Wa[RQRPic UeYiViRQV QeceVVaUiO\ UeTXiUe Whe XVe Rf addiWiRQaO VeWV Rf daWa. We highOighW
Whe iPSRUWaQce Rf cRQgUXeQce beWZeeQ daWaVeWV iQ Wa[RQRP\ becaXVe Whe accXPXOaWiRQ Rf diffeUeQceV iV aQ e[SecWed UeVXOW Rf
iQdeSeQdeQW OiQeage eYROXWiRQ [48].

Diversification
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IQ aPShibiaQV, PRVW VWXdieV haYe VhRZQ WhaW ViVWeU VSecieV iQhabiW ViPiOaU eQYiURQPeQWV, VXggeVWiQg WhaW diYeUVificaWiRQ iV PRVWO\
WhURXgh aOORSaWUic VSeciaWiRQ cRPbiQed ZiWh Qiche cRQVeUYaWiVP [8,9,11,49,50,51,52]. OXU VWXd\ iOOXVWUaWeV hRZ diYeUVificaWiRQ aQd
VSeciaWiRQ caQ haYe PXOWiSOe ViPXOWaQeRXV SaWWeUQV iQ a UeOaWiYeO\ VPaOO, bXW cRPSOe[, WRSRgUaShic OaQdVcaSe. We VhRZ, fRU
e[aPSOe, hRZ cRORU SaWWeUQV caQ be deOiPiWed b\ geRgUaShic baUUieUV (i.e. UiYeUV, eOeYaWiRQaO gUadieQWV), Zhich haYe aOVR beeQ
VXggeVWed iQ RWheU aPShibiaQV [52,53,54,55]. AddiWiRQaOO\, Ze VhRZ WhaW geQeWic diffeUeQWiaWiRQ beWZeeQ ViVWeU VSecieV (P.
oUnaWiVVimXV aQd P. ecXadoUenViV) iV QRW e[SOaiQed b\ PRdeOV Rf iVROaWiRQ b\ diVWaQce QRU iVROaWiRQ b\ eQYiURQPeQW (TabOe 2).

The iPSRUWaQce Rf eOeYaWiRQaO gUadieQWV iQ Whe diYeUVificaWiRQ Rf aPShibiaQV ZaV fiUVW VXggeVWed 20 \eaUV agR [15]; hRZeYeU, RQO\
UeceQWO\ haV eYideQce beeQ SURYided WhaW VSeciaWiRQ caQ RccXU acURVV eOeYaWiRQaO gUadieQWV iQ Whe AQdeV [11,56]. SiPiOaU caVeV
haYe aOVR beeQ fRXQd iQ UeSWiOeV [57]. SiVWeU VSecieV fRXQd aV eOeYaWiRQaO UeSOacePeQWV Rf each aUe XVed aV e[aPSOeV Rf Whe
caSaciW\ Rf adaSWaWiRQ iQWR QeZ habiWaWV. HRZeYeU, RXU VWXd\ VhRZV WhaW diffeUeQceV iQ eQYiURQPeQW dR QRW e[SOaiQ Whe geQeWic
YaUiaWiRQ fRXQd beWZeeQ aQaO\]ed SRSXOaWiRQV (TabOe 2). IQVWead, iW iV SRVVibOe WhaW VSeciaWiRQ UeVXOWed fURP a geRgUaShic baUUieU RU
VWRchaVWic hiVWRUic e[WiQcWiRQ Rf cRQQecWiQg SRSXOaWiRQV, aOORZiQg Whe VeSaUaWe eYROXWiRQ Rf ViVWeU OiQeageV [48]. SWiOO, Ze caQQRW UXOe
RXW Whe SUeVeQce Rf eQYiURQPeQWaO diffeUeQceV WhaW aUe QRW caSWXUed b\ Whe WRUOdCOiP daWaVeW; WhXV, aQaO\VeV ZiWh YaUiabOeV aW fiQeU
VcaOeV aUe Qeeded [58]. The VSeciaWiRQ SaWWeUQ iQ RXU VWXd\ V\VWeP iV beVW e[SOaiQed b\ SeUiSaWUic VSeciaWiRQ [59,60]. FURP aQ
aQceVWUaO VSecieV a diVSeUVaO eYeQW SURdXceV aQ iVROaWed SRSXOaWiRQ WhaW eYROYeV iQdeSeQdeQWO\, OeadiQg WR Whe eYROXWiRQ Rf
UeSURdXcWiYe iVROaWiRQ aQd eYeQWXaO VSeciaWiRQ. If VecRQdaU\ cRQWacW RccXUV, VSecieV aUe OiNeO\ WR eYROYe SUe]\gRWic iVROaWiRQ (e.g.,
caOO diYeUgeQce, aV VXggeVWed iQ gOaVVfURgV aQd RWheU UaiQfURgV; [61,62]).

We aOVR QRWe Whe iPSRUWaQce Rf geRgUaSh\ fRU geQeUaWiQg geQeWic VWUXcWXUe aQd PRUShRORgicaO diffeUeQceV (FigV 1, 4 aQd 5).
DiVWiQcWiYe dRUVaO cRORU SaWWeUQV Rf PUiVWimanWiV oUnaWiVVimXV VeQVX VWUicWR (Fig 1) aUe geRgUaShicaOO\ OiPiWed (e.g., GXa\OOabaPba­
EVPeUaOdaV UiYeU), VXggeVWiQg WhaW OiPiWed geQe fORZ PaiQWaiQV WheVe RbVeUYed diffeUeQceV, VXSSRUWiQg Whe idea WhaW UiYeUV caQ acW
aV a baUUieU iQ WeUUeVWUiaO aQXUaQV [52,54,55]. SiQce PUiVWimanWiV VSecieV UeSURdXce dXUiQg Whe QighW, Ze dR QRW e[SecW a cRPSRQeQW
Rf Ve[XaO VeOecWiRQ iQ Whe geQeUaWiRQ aQd PaiQWeQaQce Rf Whe diVWiQcWiYe cRORU SaWWeUQV.

The UeVXOWV Rf WhiV VWXd\ VXggeVW WhaW WRSRgUaShicaOO\ cRPSOe[ eQYiURQPeQWV faciOiWaWe diYeUVificaWiRQ iQ aQXUaQV. ThiV iV SaUWicXOaUO\
WUXe fRU PUiVWimanWiV, a geQXV ZiWh a500 UecRgQi]ed VSecieV [24], ZheUe Sh\ORgeRgUaShic VWXdieV XVXaOO\ fiQd PaUNed geQeWic
VWUXcWXUe [56,63,64,65]. TZR PaiQ facWRUV VeeP WR e[SOaiQ Whe e[WUePeO\ high VSecieV UichQeVV iQ PUiVWimanWiV, a high PXWaWiRQ UaWe
[66] aQd ORZ YagiOiW\ [67]. LRZ YagiOiW\ caQ be iQfOXeQced b\ VeYeUaO YaUiabOeV, iQcOXdiQg Vi]e (i.e., diVSeUVaO diVWaQce iQcUeaVeV ZiWh
bRd\ Vi]e; [50,67]), Sh\ViRORgicaO bUeadWh [68,69], aQd UeSURdXcWiYe PRde (i.e., WeUUeVWUiaO).

We VSecXOaWe WhaW Whe UROe Rf WeUUeVWUiaO UeSURdXcWiRQ RQ aQXUaQ diYeUVificaWiRQ Pa\ be UeOaWed WR a VSecieV¶ diVSeUVaO abiOiW\ iQ a
giYeQ OaQdVcaSe. APShibiaQV ZiWh biShaVic Oife c\cOeV diVSeUVe XViQg bRWh OaQd aQd ZaWeU [70]; PRVW iPSRUWaQWO\, WadSROeV Pa\
PRYe UeOaWiYeO\ ORQg diVWaQceV WhURXgh VWUeaPV aQd UiYeUV iQ UeOaWiYeO\ VhRUW SeUiRdV Rf WiPeV becaXVe Rf acWiYe RU SaVViYe
PRYePeQW (e.g., fOaVh fORRdV). IQ cRQWUaVW, WeUUeVWUiaO VSecieV RQO\ diVSeUVe WhURXgh OaQd, ZheUe habiWaW heWeURgeQeiW\ iQhibiWV
diVSeUVaO acURVV Whe OaQdVcaSe SURdXciQg iVROaWiRQ aQd PeWaSRSXOaWiRQ VWUXcWXUe [71,72,73,74]. AddiWiRQaOO\, ShiORSaWU\ iQ aQXUaQV
ZiWh WeUUeVWUiaO UeSURdXcWiRQ cRXOd caXVe high geQeWic VWUXcWXUe [48], a SaWWeUQ WhaW ZRXOd be OeVV SURQRXQced iQ VSecieV ZiWh VWUeaP
WadSROeV, Zhich geQeUaOO\ OacN PaUNed ShiORSaWU\ [75]. If WhiV geQeUaO VceQaUiR iV WUXe, Ze ZRXOd SUedicW ORZeU geQeWic diffeUeQWiaWiRQ
ZiWhiQ aQXUaQV WhaW haYe VWUeaP WadSROeV cRPSaUed WR WeUUeVWUiaO bUeedeUV. ThiV idea iV VXSSRUWed b\ Pa] eW aO. [52] iQ aQ e[WeQViYe
cRPSaUaWiYe Sh\ORgeRgUaShic VWXd\ WhaW iQcOXded ecRORgicaO aQd Oife­hiVWRU\ YaUiabOeV, aV ZeOO aV geQeWic iQfRUPaWiRQ Rf 31 aQXUaQ
VSecieV. AddiWiRQaOO\, a UeceQW VWXd\ RQ APa]RQiaQ fURgV [55] aOVR fRXQd WhaW VSecieV OacNiQg WadSROeV e[hibiWed geQeWic VWUXcWXUe
aVVRciaWed ZiWh UiYeUV aV baUUieUV, a VceQaUiR cRQgUXeQW ZiWh RXU UeVXOWV.

IQ Whe AQdeV, Ze e[SecW WhaW a P\Uiad Rf QeZ VSecieV ZiOO be diVcRYeUed aV Sh\ORgeRgUaShic VWXdieV becRPe PRUe cRPPRQ. We
caQ RQO\ hRSe WhaW Whe QeZ diVcRYeUieV aUe cRXSOed ZiWh Wa[RQRPic deVcUiSWiRQV aQd cRQVeUYaWiRQ acWiRQV, WaNiQg iQWR accRXQW QRW
RQO\ WheiU diVWUibXWiRQ, bXW aOVR VSecific WhUeaWV aQd ecRORgicaO UeTXiUePeQWV [76,77].

SXSSRUWiQg iQfRUPaWiRQ

S1 Fig. Bayesian and maximum likelihood phylogenies of PUiVWimaQWiV.

SXSSRUW YaOXeV aUe SUeVeQWed aV bRRWVWUaSV aQd SRVWeUiRU SURbabiOiWieV.
dRi:10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.V001
(TIFF)

S1 Table. The loadings from the three PC axes used for the MMRR analysis.

dRi:10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.V002
(DOCX)

S2 Table. Results of the MMRR analysis.

The aQaO\ViV XVeV VSecieV¶ geQeWic diVWaQceV aQd WeVWV ZheWheU geRgUaShic aQd eQYiURQPeQWaO diVViPiOaUiW\ iQfOXeQce geQeWic
diffeUeQWiaWiRQ aPRQg SRSXOaWiRQV. ThiV aOWeUQaWiYe aQaO\ViV XVeV Whe UaZ cOiPaWic YaUiabOeV UaWheU WhaQ Whe a[eV fURP a PCA
aQaO\ViV. We aVVeVVed Whe 19 biRcOiPaWic YaUiabOeV fRU PXOWicROiQeaUiW\ b\ cRQVWUXcWiQg a PeaUVRQ­SURdXcW cRUUeOaWiRQ PaWUi[ fURP Whe
cOiPaWic daWa. Each YaUiabOe VeOecWed UeSUeVeQWV RQe YaUiabOe fURP a gURXS Rf VWURQgO\ cRUUeOaWed YaUiabOeV (XViQg aQ aUbiWUaU\ S >
0.75 aV Whe WhUeVhROd). The UeVXOWV aUe cRQViVWeQW ZiWh WhRVe XViQg Whe fiUVW WhUee a[eV fURP Whe PCA aQd ZeUe QRW VigQificaQW.
dRi:10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.V003
(DOCX)

S1 Appendix. List of species and corresponding GenBank numbers used to infer the PUiVWimaQWiV phylogeny.

dRi:10.1371/MRXUQaO.SRQe.0172615.V004
(DOCX)

AcNQRZOedgPeQWV

ThiV aUWicOe ZaV gUeaWO\ iPSURYed b\ cRPPeQWV Rf IgRU KaefeU aQd aQ aQRQ\PRXV UeYieZeU. We aUe gUaWefXO WR SeUVRQQeO Rf ReVeUYa
de BiRdiYeUVidad MaVhSi fRU WheiU hRVSiWaOiW\ aQd VXSSRUW dXUiQg fieOdZRUN. ReVeaUch SeUPiWV ZeUe iVVXed b\ Whe MiQiVWeUiR de
APbieQWe deO EcXadRU (MAE­DNB­CM­2015­0017, gUaQWed WR UQiYeUVidad TecQROygica IQdRaPpUica; N�005±15 IC­FAU­DNB/MA,
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