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1. RESUMEN

En la ultima década, se han desarrollado estudios taxondémicos en la familia
Hylidae que integran analisis moleculares, de actstica y morfologicos que han servido para
descubrir y describir nuevas especies. En este trabajo se realizo un estudio integrativo con
el fin de determinar si Hypsiboas cinerascens es un complejo de especies. Se secuenciod
aproximadamente 3121 pb de genes mitocondriales (12S, ND1 y COl) de individuos
colectados en la Amazonia ecuatoriana y peruana, con el fin de realizar anlisis
filogenéticos de Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud. Ademas, se compararon 16
cantos de anuncio. Adicionalmente, se compar6 el tamafio y caracteres morfoldgicos
cualitativos de coloracion. Se realizo un andlisis de barreras geograficas para identificar la

ubicacion geografica de barreras al flujo genético.

Andlisis filogenéticos mostraron arboles en los que se identifican cuatro clados con
buen soporte: al primer clado (A) pertenecen las poblaciones de la “alta Amazonia”, con
altitudes por sobre los 800 metros. El segundo clado (B) contiene poblaciones de la
“Amazonia norte”, que corresponde al norte del Rio Napo. El clado C est4 conformado por
poblaciones al sur del Rio Napo, lo que seria la “Amazonia centro”, ademés contiene un
individuo de Pert (Cordillera de Kampankis). El clado D incluye poblaciones de la
“Amazonia sur”, al norte de los rios Santiago y Zamora. En las filogenias se observo
ademads una separacion entre individuos de zonas altas (846 msnm a 1472 msnm) y zonas
bajas (187 msnm a 400 msnm), con pocas excepciones. Por otra parte, el andlisis de
barreras geograficas indica la presencia de una barrera en la Provincia de Morona

Santiago. Los cantos de anuncio muestran diferencias entre clados sobre todo en las
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frecuencias fundamental y dominante. Existen diferencias morfoldgicas cualitativas entre
clados como la presencia o ausencia de manchas en dorso. Existi6 mayor diferenciacion
molecular que morfologica o actstica. En conjunto, los datos sugieren que Hypsiboas

cinerascens es un complejo de dos especies conformado por cuatro grupos genéticos.

Palabras clave: acustica, barreras geograficas, taxonomia integrativa, filogenia,

Hypsiboas cinerascens, morfologia.



2. ABSTRACT

In the last decade many taxonomic studies integrating molecular, morphological
and acoustic data have helped to discover and describe new species within the Hylidae
family. This study provides an integrative analysis to determine if Hypsiboas cinerascens
is a species complex. Around 3121 bp of mitochondrial genes (12S, ND1 and CO1) of
individuals collected in the Ecuadorian and Peruvian Amazon were sequenced in order to
carry out phylogenetic analyses under Bayesian and Maximum Likelihood optimality.
Sixteen advertisement calls were also compared. In addition, I compared size and
qualitative morphological characters of color pattern. I did an analysis of geographic

barriers to identify the geographic location of barriers to gene flow.

Phylogenetic analysis revealed four clades with high support: the first clade (A)
includes populations of the “high Amazon”, with altitudes above 800 m. The second clade
(B) contains populations of the “northern Amazon”, which are north of the Napo River.
Clade C consists of populations at the south of the Napo River or “middle Amazon”, and
also by a population from Peru (Cordillera de Kampankis). Clade D includes populations
of “southern Amazon”, in the north part of the Santiago and Zamora Rivers. In the
phylogenies, a separation between highland (846 m to 1472 m) and lowland (187 m to
1472 m) populations is observed, with some exceptions. The geographic barriers analysis
indicates the presence of a barrier in the Morona Santiago province. The advertisement
calls showed differences between the clades in fundamental and dominant frequencies.
There were also morphological qualitative differences like presence or absence of marks in

the dorsum. There was more molecular than morphological or acoustic differentiation.



4

Overall, the data suggest that Hypsiboas cinerascens is a species complex with four clades

and probably two species.

Keywords: advertisement calls, geographic barriers, Hypsiboas cinerascens, integrative

taxonomy, morphological, phylogeny.



3. INTRODUCCION

3.1. DIVERSIFICACION EN LA AMAZONIA ECUATORIANA

Para Wiens et al. (2011) es un reto tratar de explicar como un gran numero de
especies coexisten en bosques tropicales lluviosos y el por qué la riqueza local de las
especies varia en el mundo. Los patrones de riqueza de especies dependen de los procesos
que la influencian directamente como la especiacion, la extincion y la dispersion (Wiens et
al., 2011). En la actualidad, se utilizan filogenias para explicar patrones estructurales de las
comunidades locales (Webb et al., 2002; Cavender-Bares et al., 2009). Ademas, se han
propuesto hipdtesis para explicar la diversificacion en la Amazonia como son: la
especiacion alopatrica causada por barreras fluviales (Wallace, 1852), la teoria de refugios
del Pleistoceno (Haffer, 1969, 1997), la influencia de cadenas montafiosas (Résanén et al.,
1990), los disturbios climaticos (Bush, 1994; Colinvaux et al., 1996, Colinvaux, 1998) y la
especiacion parapatrica causada por seleccion divergente a lo largo de un gradiente
ecologico (Endler, 1977). Para Santos et al., (2009) la diversidad de anfibios de la familia
Dendrobatidae en la Amazonia es producto de dispersiones de areas adyacentes, sobre todo
desde los Andes. Hubo una rapida diversificacion in situ de los anfibios en la Amazonia en
especial desde el Mioceno-Pleistoceno por lo que la mayoria de especies se originaron en
los ultimos 10 millones de afos. Sin embargo, esto no es valido para la familia Hylidae: la
megadiversidad de las comunidades de hilidos se explica por la acumulacion de especies
en multiples clados simpatricos y no por la rapida diversificacion ligada a variables
climaticas o a la evolucion de tamafio del cuerpo (Wiens ef al., 2011). En este caso, el

tiempo es importante para explicar los patrones de riqueza local en hilidos. Hay una alta
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riqueza local en la Amazonia, donde se piensa que se originaron en el Cretacico y una baja
riqueza local y regional en los Andes donde la colonizacion es reciente (Wiens et al.,

2011).

Estudios de macro-especiaciéon como los descritos anteriormente son necesarios
para entender de una mejor manera las relaciones evolutivas dentro de familias de Anuros.
Sin embargo, es importante realizar estudios a nivel de género o de especies cercanamente
relacionadas (Funk et al., 2011; Ron et al., 2006; entre otros) para entender el detalle de

los procesos que generan nuevas especies.

3.2. OBJETO DE ESTUDIO

3.2.1. HISTORIA TAXONOMICA

La especie estudiada fue Hypsiboas cinerascens, pertenece a la subfamilia Hylinae.
Inicialmente fue descrita como Hyla cinerascen (Spix, 1824). El género Hypsiboas fue
resucitado por Faivovich en el 2005 y pertenece a la subfamilia Hylinae. Contiene 80
especies (Frost, 2009). Hypsiboas cinerascens fue referida en la literatura como Hyla
granosa hasta el afio 2005. Actualmente, se considera que el binomial H. cinerascens
tiene prioridad sobre Hyla granosa (Barrio-Amoros, 2004). La localidad tipo del sinonimo

“Hyla granosa” es Canelos en la provincia de Pastaza (Duellman, 1978).
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Hay evidencia que sugiere que Hypsiboas cinerascens puede contener mas de una
especie. Melin (1941) describe la subespecie Hyla granosa gracilis basandose en
diferencias morfolédgicas. Existe evidencia morfologica de que hay diferencias a lo largo de
su rango de distribucion. Segin Rivero (1972) desde las Guayanas hasta el Ecuador hay
bastante variabilidad intrapoblacional pero no le fue posible reconocer distintas
subespecies. Sin embargo, Lutz (1973) cita a la subespecie Hyla granosa gracilis descrita
por Melin (1941). Esta especie se diferencia de la especie (Hyla granosa) descrita por
Boulenger (1882) por tener membranas mas cortas, por el color, y por la presencia y
contextura de la espina prepodlica en machos. Melin propone al menos una subespecie para
Hyla granosa. Mas adelante, Cochran y Goin (1970) definieron por primera vez al grupo
de especies Hyla granosa como ranas verdes con dientes vomerinos en series arqueadas y
cuyos machos poseen una espina prepdlica. Estos autores asignaron al grupo a H. granosa,
H. rubracyla 'y H. guibei. En estudios posteriores, se relaciond a Hyla granosa con otras
especies. Por ejemplo, Rivero (1964, 1972) la relacion6 con H. alemani y H. sibleszi.
Hoogmoed (1979) asoci6 al grupo de H. granosa de las Guayanas con H. ornatissima.
Mijares-Urrutia (1992), en base a caracteristicas larvarias, considerdé que H. alemani, H.
granosa, H. ornatissima, y H. sibleszi son miembros de un mismo grupo. Faivovich et al.
(2005), en base a andlisis moleculares, incluyen al grupo de H. granosa dentro del grupo
de Hypsiboas punctatus, conformado por Hypsiboas alemani (Rivero, 1964), Hypsiboas
atlanticus (Caramaschi y Velosa, 1996), Hypsiboas granosus (Boulenger, 1882),
Hypsiboas hobbsi (Cochran y Goin, 1970), Hypsiboas ornatissimus (Noble, 1923),
Hypsiboas picturatus (Boulenger, 1882), Hypsiboas punctatus (Schneider, 1799) e
Hypsiboas sibleszi (Rivero, 1971). En la filogenia de Pyron y Wiens (2011) H. cinerascens

tiene una ubicacion inconsistente con las hipotesis de afinidad previas pues se ubica como
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especie hermana de todas las demaés especies de Hypsiboas. Sin embargo, el soporte para la
ubicacion de H. cinerascens es bajo, por lo que son necesarios estudios mas exhaustivos

para determinar sus afinidades evolutivas.

3.2.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Hypsiboas cinerascens es una especie nocturna y arborea que se encuentra en
bosques secundarios, areas abiertas y sobre todo pantanos. Esta distribuida en las
Guayanas, y en la cuenca amazonica en Brasil, Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru y
Bolivia (Azevedo-Ramos et al., 2008). En Ecuador, su rango geografico engloba las
provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Tungurahua, Pastaza, Morona Santiago y
Zamora Chinchipe (Ron y Read, 2012). El rango altitudinal de esta especie va desde los

200 msnm hasta los 1000 msnm (Azevedo-Ramos et al., 2010).

3.2.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Hypsiboas cinerascens es una rana pequeia, en promedio, la longitud rostro-cloacal
en machos es de 36.48 mm y en hembras 38.14 mm (P. Menéndez, no publicado). Al igual
que otras especies de la familia Hylidae, se caracteriza por tener discos terminales en los
dedos y ojos grandes. Tiene hocico redondo y un timpano externo. La piel del dorso es
finamente granular y los machos tienen espinas prepolicas en la base del pulgar. El dorso
es verde palido uniforme pero en algunas poblaciones también hay puntos amarillos o
verde limon. Algunos individuos tienen manchas rojas en el dorso. La piel ventral es casi

transparente pero tiene un tinte verdoso tenue (Ron y Read, 2012).



9

Algunos especimenes de Venezuela, Guyana, Surinam, Brasil, y en casi todos los
de la Guayana francesa hay una linea conspicua, transversal, de color café (blanca en
juveniles) entre los ojos y una franja café que se extiende hacia atrds de las narinas, sin
embargo muchas veces el patron es reducido y la barra interorbital se separa en varios

puntos pequeios o desaparece completamente (Hoogmoed, 1979).

Hoogmoed (1979) describi6 a la especie de la siguiente manera: en el dorso tiene
varias manchas grandes color café con margen blanco. Entre una y cuatro manchas muy
parecidas estan presentes en las patas formando una fila que puede ir desde la rodilla al
talon. Las manchas también pueden estar presentes en los tarsos (de tres a cinco)
extendiéndose hasta el quinto dedo. Los puntos en el dorso también se reducen en
especimenes de Venezuela, Guyana, Surinam, Brasil, y en casi todos los de la Guayana
francesa. Hay una tendencia en hembras de Surinam y Guyana de tener un patréon mas
extenso (Hoogmoed, 1979). Individuos presentes mas al sur presentan puntos o manchas

color rojo.

Lutz (1973) trata por separado a Hyla granosa e Hyla cinerascens y también
incluye a la subespecie Hyla granosa gracilis, las diferencia sobre todo por los patrones de
coloracion. Se plantea que Hyla cinerascens tiene un color azulado-grisaceo con
numerosos puntos blancos-rosados en el dorso, lo cual la diferencia de las otras especies
que son mas bien verdes y no todas presentan puntos (Hoogmoed, 1979). La presencia de
dos tipos de patrones de coloracién hizo que Lutz (1973) suponga que el material de
Boulenger no era monoespecifico y que tal vez sea un complejo de dos especies, una con

manchas y otra sin éstas (Hoogmoed, 1979).
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Segun Kok (2006) Hypsiboas cinerascens es claramente un complejo de por lo
menos dos especies en el Parque Nacional Kaieteur en Guyanas y probablemente en las
otras localidades donde se encuentra esta especie. En el Parque Nacional Kaieteur las dos
especies se distinguen apenas por caracteristicas morfoldgicas pero difieren en sus cantos
de anuncio. Es por esto que se necesitan andlisis moleculares para corrobar estas

diferencias.
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3.3. OBJETIVOS

3.3.1. Generales

- Determinar si Hypsiboas cinerascens en la Amazonia ecuatoriana es una sola especie o

forma un complejo de especies.

- Explorar los mecanismos de especiacion temprana en la Amazonia usando a H.

cinerascens como modelo.

3.3.2. Especificos

- Examinar la variacion morfoldgica, molecular y acustica de poblaciones de H.

cinerascens.

- Estimar los tiempos de divergencia de los potenciales grupos genéticos que forman parte

de H. cinerascens.

- Explorar hipotesis biogeograficas para explicar patrones de diferenciacion genética en

Hypsiboas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. IDENTIFICACION DE LOS LINAJES DE Hypsiboas cinerascens

Se realiz6 un andlisis integrativo que incluy6 caracteres moleculares, morfologicos

y de acustica.

4.2. MUESTREO POBLACIONAL

Se realizaron salidas al campo para muestrear las poblaciones de Hypsiboas
cinerascens en la Amazonia ecuatoriana. Se visitaron las provincias de Orellana,
Tungurahua, Pastaza y Morona Santiago (Fig.1). En cada salida se grabaron cantos de
anuncio. Se colectaron especimenes y se tomo6 muestras de tejido previo a su preservacion
y deposito en el Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
(QCAZ). Ademas, se analizaron especimenes y tejidos de otros especimenes de las
colecciones QCAZ e individuos en préstamo de la Division de Herpetologia del Centro de
Ornitologia y Biodiversidad CORBIDI (Peru) (Fig.2). La lista de individuos examinados

en este estudio esta detallada en el Anexo 1.

4.3. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ADN

El ADN fue extraido a partir de tejido hepatico y de musculo preservados en etanol
al 95% en el QCAZ. Para la extraccion se siguio el protocolo de M. Fujita (no publicado)

con modificaciones de Maria Ordofiez (Anexo 2). A partir del ADN extraido se realizo la
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amplificacion de los segmentos de los genes mitocondriales 12S de rRNA (12S), NADH
Deshidrogenasa I (ND1) y Citocromo Oxidasa I (CO1) por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), en el Laboratorio de Biologia Molecular de la seccién de
Herpetologia del QCAZ. Las amplificaciones se realizaron con un volumen final de 25 pl
(2.5 pl de Buffer PCR 5X, 1.5 ul de MgCl, 50mM, 0.5 ul de cada primer 10uM, 0.5 ul de
dNTPs 10mM, 0.25 pl de Taq polimerasa, 1 unidad de ADN y 18.25 ul de dH,0). Los
cebadores y protocolos utilizados se describen en la Tabla 1 y el Anexo 3. Los productos
de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1%. Ademas se eliminaron los residuos de
primer y dNTPs no incorporados con el kit de purificacion ExoSap-IT (GE healthcare). La

secuenciacion se realizé en la empresa Macrogen en Korea.

4.4. ANALISIS FILOGENETICOS

Las secuencias obtenidas se ensamblaron en el programa Geneiuos Pro v. 5.4.2.
(Drummond et al., 2010). Se alinearon las secuencias consenso en el mismo programa con
ayuda de la extension MAFFT Multiple Alignment utilizando el algoritmo LINS-i
algorithm (Katoh et al., 2002). Adicionalmente, se utiliz6 el programa Mesquite 2.75
(Maddison y Maddison, 2011) para traducir las secuencias a aminoacidos y corroborar las
alineaciones de los genes codificantes. Se efectuaron analisis filogenéticos bajo los
criterios de Inferencia Bayesiana (IB) y Maxima Verosimilitud (MV). Los andlisis se
realizaron en los programas MrBayes v3.2 (Ronquist et al., 2012) y Garli v0.951 (Zwickl,
2006) respectivamente. Los grupos externos utilizados fueron Hypsiboas punctatus e

Hypsiboas pellucens y fueron seleccionados en base a la filogenia de Wiens et al. (2010).
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4.4.1. MODELOS EVOLUTIVOS PARA LOS ANALISIS FILOGENETICOS

Ya que en este analisis se incluyeron varios loci, las secuencias fueron divididas
hasta en ocho particiones: (1) gen 12S, (2) primera posicion para los codones de NDI, (3)
segunda posicion para los codones de ND1, (4) tercera posicion para los codones de NDI,
(5) tRNA LEU, (6) primera posicion para los codones de COI1, (7) segunda posicion para
los codones de CO1, (8) tercera posicion para los codones de CO1. El modelo de evolucion
para cada particion fue determinado utilizando el criterio de informacion Akaike con
correccion para muestras pequefias (AICc) con el programa JmodelTest 0.1.1 (Posada,

2008).

4.4.1.1. ESTRATEGIAS DE PARTICION

Se probaron tres estrategias de particion de la matriz de ADN para el analisis de
Inferencia Bayesiana: (EP1) una sola particion, (EP2) tres particiones (una por cada loci), y
(EP3) ocho particiones (una para cada posicion de los codones en loci que codifican
proteinas y una para cada loci no codificante). Se escogid la mejor particion estimando el
Factor Bayes usando un limite de 10 a favor de la mejor estrategia (Brandley et al., 2005)

en el Programa TRACER v1.5. (Rambaut y Drummond, 2007).

4.4.2. ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA

En el andlisis de Inferencia Bayesiana se corrieron dos busquedas independientes

con cuatro cadenas por busqueda mediante el algoritmo de la cadena Markov de Monte
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Carlo, por 40 millones de generaciones. La temperatura fue de 0.01 y el burnin de 0.1. Se
descartaron las primeras generaciones porque representan muestras sucesivas no
independientes que forman una cadena de Markov, en este caso las primeras cuatro
millones (10%) de generaciones (burn-in) de cada andlisis, luego de analizar la
convergencia y valores adecuados de tamafio efectivo de la muestra (ESS) en el programa

TRACER v1.5. (Rambaut y Drummond 2007).

4.4.3. MAXIMA VEROSIMILITUD

Este andlisis se llevd a cabo en el programa GARLI v.0.951 (Zwickl, 2006). Se
escogid el modelo de sustitucidon nucleotidica estimado en JModeltest; los valores de los
demas parametros no fueron modificados. Se realizaron 10 analisis independientes para
asegurar que los valores de likelihood sean consistentes. Ademas se empled la técnica de
bootstrap no paramétrico para evaluar el soporte de cada nodo, con 100 réplicas. El
consenso de los drboles fue obtenido en Mesquite 2.74 (Maddison y Maddison, 2010),

utilizando la regla mayoritaria al 50%.

4.5. ESTIMACION DEL TIEMPO DE DIVERGENCIA

Para estimar el tiempo de divergencia se empled unicamente la informacion del gen
12S. Se realizod este analisis en el Programa BEAST v.1.6.1 (Drummond y Rambaut,
2007). Se utiliz6 clados de la filogenia de la familia Hylidae de Wiens ef al., 2011 como
puntos de calibracion: Cophomantini (77.60 millones de afos), Lophiohylini (69.55

millones de afios), Clado Scinax (72.07 millones de afos), Clado Dendropsophus (67.16
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millones de afios), Phyllomedusinae (71.91 millones de afnos). Las edades utilizadas fueron
las edades de rama. Ademas, se incluy¢ al clado Pelodryadinae pero no se tomo en cuenta
su edad de rama para la calibracion. Se escogieron 11 individuos de Hypsiboas cinerascens
para este analisis. Para la bisqueda se escogi6 el modelo log-normal no correlacionado, un
tipo de “reloj molecular relajado” que asume tasas de evolucion independiente en las
diferentes ramas del arbol, y no una correlacion a priori entre la tasa del linaje y la de su
ancestro (Drummond, et al., 2007). El arbol final se elabor6 en TreeAnnotator con un

burnin de 1000 y una probabilidad posterior de 0,05.

4.6. ANALISIS DE BARRERAS GEOGRAFICAS

Para identificar la presencia de barreras geograficas al flujo de genes se utilizo el
programa BARRIER v.2.2. (Manni et al., 2004). Se realizd un mapa con las coordenadas
de las localidades secuenciadas (Anexo 4) (se esocgid un individuo por cada localidad
secuenciada) siguiendo el método de Triangulaciéon Delaunay (Anexo 5) que identifica la
manera mas directa de conectar (triangular) puntos adyacentes en un mapa (Manni et al.,
2004). Se exportd una matriz de distancias genéticas Fst elaborada en el Programa MEGA
5 (Tamura et al., 2011) para poder poner en evidencia las barreras geograficas. Para
obtener la matriz se utilizd6 el método de distancias p no corregidas y un método de
bootstrap de 500 réplicas. Se escogio el pardmetro que muestra la presencia de una sola
barrera en el programa BARRIER. Se siguié los métodos descritos por Manni ef al.,

(2004).



17

4.7. CANTOS DE ANUNCIO

Se analizaron los cantos de anuncio para determinar su variacion entre poblaciones.
Se obtuvieron cantos de las localidades: Zanjarajuno (Provincia de Pastaza), Rio Negro
(Provincia de Pastaza), Parque Nacional Yasuni, via Pompeya-Iro km 96 (Provincia de
Orellana), Parque Nacional Yasuni, via a Tivacuno (Provincia de Orellana), Santiago

(Provincia de Morona Santiago) y Puerto Morona (Provincia de Morona Santiago).

Para la grabacion de los cantos se utiliz6 una grabadora Olympus LS10 y un
micréfono Sennheiser k6-ME67 unidireccional. En las grabaciones se coloco el micréfono
a la minima distancia posible del animal, de 0.5 a 1.5 m. Se tomaron datos de temperatura,
fecha, hora, localidad y lugar de donde canté el individuo. En total se obtuvieron
grabaciones de 14 individuos. Los cantos estan depositados en la coleccion de audio del

QCAZ, identificados por el nimero QCAZ correspondiente al individuo grabado.

Los espectrogramas y oscilogramas se realizaron y editaron utilizando el programa
Raven Pro, version 1.2.1 (Bioacoustics Research Program, 2008). El espectrograma fue
generado mediante una transformacion Fourier directa (DFT) a partir de una muestra de

4096 puntos y una resolucion de frecuencia de 10.8 Hz.

Se cuantificaron las siguientes variables: duracion del llamado, notas por llamado,
tiempo de subida del canto, frecuencia dominante del canto, frecuencia fundamental del
canto, tiempo entre notas y tiempo entre cantos. Las variables estan descritas en la Tabla

2. Se tomaron diez medidas por cada canto.
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Se realizé un andlisis de componentes principales (ACP) con el fin de conocer el
grado de diferenciacion de los cantos entre clados. Posteriormente se hizo una prueba de t
pareada para analizar las variables entre clados para los componentes principales
encontrados en el ACP. Los andlisis se ejecutaron en el programa JMP 9 ® 9.0.1 (SAS

Institute, 2010).

4.8. ANALISIS MORFOLOGICOS

Se cuantifico la longitud rostro-cloacal (LRC) con un calibrador digital con
precision de 0.01 mm de todos los especimenes disponibles en el QCAZ (n = 157). Para
reducir el error de medicion, las medidas fueron tomadas tres veces en cada especimen. El
valor utilizado en el analisis fue el promedio de los tres valores. La medida se tom¢ desde
la punta del hocico hasta la base de la cloaca. Se realizé6 una Prueba de Wilcoxon para
comparar las diferencias entre clados y entre sexos. También se elaboraron diagramas de
caja con el fin de tener una vision general de la distribucion de los datos entre sexos entre
los diferentes clados. Los andlisis se ejecutaron en el programa JMP 9 ® 9.0.1 (SAS

Institute, 2010).

Ademas, se determind la presencia o ausencia de puntos o manchas claras en el

dorso y las patas tanto en fotografias como en especimenes preservados.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS FILOGENETICOS

Los andlisis de Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud muestran arboles
similares. Se obtuvieron secuencias de 60 individuos para los genes mitocondriales 12S
(~948 pb), CO1 (~642 pb) y ND1 (~1531 pb), incluyendo los grupos externos (Anexo 6).
En la Tabla 3, se presentan los modelos evolutivos utilizados para las particiones de los

andlisis filogenéticos y se detallan los valores de sus diferentes parametros.

5.1.1. ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA

El andlisis de ocho particiones, al obtener los valores mas altos, demostro ser el
mas adecuado segin el Factor Bayes (Tabla 4). Al existir topologias similares se
combinaron los tres genes mitocondriales. La filogenia identifico cuatro clados con buen
soporte (Fig. 3). Al primer clado (A) pertenecen las poblaciones de las provincias de
Pastaza (Pomona, Zanjarajuno, El Triunfo), Tungurahua y Zamora Chinchipe, lo que
representa la “alta Amazonia”, con altitudes por sobre los 800 metros. El segundo clado
(B) contiene especimenes de lo que seria la “Amazonia norte”, que corresponde a tierras
bajas al norte del Rio Napo (Sucumbios y el norte de Orellana) con la excepcion del
QCAZ 43793 que fue colectado en el banco sur del rio, en la localidad de la Primavera. El
clado C esta conformado por poblaciones mayoritariamente de tierras bajas al sur del Rio
Napo, lo que seria la “Amazonia centro”, (individuos de la Provincia de Orellana).

Algunos individuos de este clado pertenecen a tierras un poco mas altas (de las Provincias
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de Pastaza (Bobonaza), de Morona Santiago (Nuevo Israel) y un individuo de Pert
(Cordillera de Kampankis)). El clado D incluye poblaciones de tierras bajas, “Amazonia
sur”, al norte del Rio Santiago y del Rio Zamora (poblaciones de Morona Santiago y dos

especimenes de Perti, Cordillera de Kampankis).

Los valores de soporte fueron mayores a 0,5 en todas las ramas. Los clados Cy D

fueron los que presentaron los valores mas altos (entre 0,77 y 1).

5.1.2. ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

El analisis de Maxima Verosimilitud para cada gen mitocondrial también identifica
la existencia de cuatro clados. Al existir topologias similares se combinaron los tres genes
mitocondriales (Fig. 4). El arbol filogenético con la mayor verosimilitud para los genes
combinados sefiala valores de bootstrap entre 57 y 100. La filogenia es muy similar a la
obtenida en el analisis de Inferencia Bayesiana, es decir, los clados estan conformados por
las mismas poblaciones. Al igual que en los analisis de Inferencia Bayesiana, se agrupan
los individuos del norte de la Amazonia (Clado A). En el segundo clado (clado B), se
encuentran individuos del norte del Rio Napo con la excepcion de QCAZ 43793 que fue
colectado en el banco sur del rio, en la localidad de Primavera. En el clado C, se agrupan
los individuos al sur del Rio Napo y un especimen de Kampankis, Pert. El clado D agrupa
a las poblaciones al norte del Rio Santiago y del Rio Zamora, y los dos especimenes de

Perut.
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Tanto en los andlisis de Inferencia Bayesiana como en los de Maéxima
Verosimilitud, se observan ademas diferencias a lo largo del rango altitudinal de esta
especie. Por una parte, se encuentran poblaciones de zonas altas y que pertenecen al clado
A (entre 846 msnm y 1472 msnm). Por otra parte, el resto de clados pertenecen a zonas
bajas (entre 196 msnm y 332 msnm) con la excepciéon de los especimenes de Morona
Santiago (Nuevo Israel, 1289 msnm) y Pastaza (Bobonaza, 660 msnm) que se encuentran

en el clado C.

5.1.3. ESTIMACIONES DEL TIEMPO DE DIVERGENCIA

El arbol obtenido de este analisis (Fig. 5) sefiala un primer evento de divergencia,
hace 15 millones de afios, entre el clado D (Pankints, Puerto Morona) y los demas clados.
El segundo evento (8,9 millones de afios) tuvo lugar entre el clado A (Pomona, Shaime) y
los clados B y C. Finalmente, entre los clados B y C la divergencia se produjo hace 5,91
millones de afios. Los eventos de divergencia de las provincias de Zamora Chinchipe,
Morona Santiago y sur de Pastaza fueron mas antiguos que los del norte de Pastaza,

Orellana y Sucumbios.

5.2. ESTIMACION DE BARRERAS GEOGRAFICAS

El andlisis de barreras geograficas del programa BARRIER, dio como resultado

una barrera (Fig. 6) que aisla las localidades del sur de Morona Santiago y la localidad de

Shaime en Zamora Chinchipe de las del resto de la Amazonia ecuatoriana.
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5.3.  CANTOS DE ANUNCIO

La Tabla 5 resume las caracteristicas de los cantos. En el andlisis de componentes
principales se obtuvo tres componentes con Eigenvalues > 1. Los tres componentes
explican el 92,406 % de la variacion total (Tabla 6). ElI CP1 (54,018 %) tiene cargas
mayores en la frecuencia de la segunda harmoénica y las frecuencias fundamental y
dominante. El CP2 (20,721 %) tiene cargas mayores en las mismas frecuencias pero
también en el tiempo entre notas. El CP3 (17,666 %) tiene las cargas mayores en el tiempo

entre cantos u el tiempo entre notas.

La proyeccion de los individuos sobre el CP1 y el CP2 (Fig. 7) permite separar los
clados C y A del clado D (se asigno los individuos a los clados basandose en la filogenia
ya que algunos estan secuenciados). En el caso del CP1, el clado D tiene individuos con
valores altos. En el caso del CP2, el clado A presenta una separacion en funcion del clado
C, sin embargo, el clado D no muestra ninguna agrupacion con el resto de clados. Los

individuos no secuenciados se agrupan con los del clado A.

Existen diferencias significativas en los valores de CP entre todos los clados con
excepcion del clado A y los individuos no secuenciados en el CP I (t =2,17881, GL=15, p
= 0,0515). En el CP II no hay diferencias significativas entre ninguno de los clados (Tabla
7). Finalmente en el CP III, existen diferencias significativas entre el clado A y los
individuos no secuenciados y entre el clado C y los individuos no secuenciados (t =

2,17881, GL =15, p = 0,0073 y p = 0,0409, respectivamente) (Tabla 6).
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Los estadisticos descriptivos (Tabla 5) muestran variaciéon entre clados sobre todo
en las frecuencias fundamental y de la segunda harmonica. El clado C presenta valores mas
altos para las frecuencias fundamental y dominante (1743,84—1839,50 Hz) en comparacion
con el clado A (1648,57-1723,73 Hz) y D (1560,41-1962,02 Hz). Al no existir cantos de

individuos pertenecientes al clado B, no se incluy6 a este clado en el analisis.

5.4. ANALISIS MORFOLOGICOS

5.4.1. ANALISIS MORFOMETRICOS

Los resultados obtenidos para las medidas LRC muestran diferencias significativas
entre clados, entre machos y entre hembras (Tabla 8; Figs. 8 y 9). En el caso de los
machos, existen diferencias entre todos los pares de clados a excepcion de D-B y C—-A en
base a la prueba de Wilcoxon. En machos, la LRC promedio varia desde 32,74 cm hasta
37,69 cm. Las mayores LRC promedio las presentan los clados A (rango 34,99-37,77 cm)
y C (rango 33,71-38,11 cm). Las hembras muestran diferencias entre todos los clados. El
rango de tamafios en hembras es mucho mayor que en machos (31,9271-40,4125 cm en
promedio). Los estadisticos descriptivos y los resultados de las pruebas se muestran en la

Tabla 8 y 9.

5.4.2. ANALISIS MORFOLOGICOS CUALITATIVOS

Se encontraron variables cualitativas que fueron diferentes entre los clados

resultantes de los andlisis filogenéticos. Principalmente, se analizé la presencia o ausencia
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de manchas en el dorso. Los diferentes patrones de coloracion se detallan en la Tabla 10.
Existen diferencias sobre todo en la presencia o ausencia de puntos de color rojo, amarillos
o negros. Se pudo observar que hay variacion entre clados, y dentro de un mismo clado
(Fig. 10-13). Los individuos del clado A se caracterizan por la presencia de pequeios
puntos rojos en el dorso y en las patas y por ser de color verde claro o verde amarillento.
Sin embargo, algunos individuos no presentaron ningun tipo de puntos en el dorso ni en las
patas. En el caso del clado B, los individuos presentaron una cierta coloracion rojiza en el
dorso y, adicionalmente, la presencia de puntos amarillos en dorso y patas. En este clado,
todos los individuos tenian la presencia de puntos. El clado C presenta individuos color
verde claro con puntos amarillos, existen ademas individuos con coloracion rojiza en el
dorso e individuos sin puntos. Finalmente en el clado D, hay individuos con puntos
amarillos que al mismo tiempo presentan abundantes puntos rojos en el dorso y patas. Hay
individuos que solo presentan puntos rojos (Fig. 10—13). Al no poder observar claramente
la coloracion de las manchas en los individuos preservados, se divide a los especimenes de

manera general en dos grupos: manchados y no manchados.
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6. DISCUSION

El andlisis integrado realizado en este estudio, permitié entender de mejor manera
como esta compuesto el complejo de especies de Hypsiboas cinerascens en la Amazonia
ecuatoriana y peruana. El estudio sugiere la existencia de dos especies y alta diferenciacion

genética inter a intraespecifica.

6.1. ANALISIS INTEGRATIVO

Los anélisis filogenéticos sugieren que Hypsiboas cinerascens es un complejo de
especies formado por cuatro clados con alto soporte. Las filogenias separan especimenes
pertenecientes a zonas altas (desde 846 msnm hasta 1472 msnm) (clado A y especimenes
de Nuevo Israel y Bobonaza del clado C), y aquellos de zonas bajas (de 187 msnm hasta
400 msnm) (clado B, gran parte del clado C y clado D). Ya que la mayoria de especimenes
estan restringidos a elevaciones menores a los 400 m, la distribucion del clado A
probablemente sea producto de un evento de colonizacion desde zonas bajas. Esta forma
de colonizacion también se reporta en estudios de Hylidae amazonicos como los de Ron ef
al., (2012) con el complejo de especies Osteocephalus buckleyi, Salerno et al., (2012) con
Tepuihyla y su especie hermana Osteocephalus exophthalmus y Graham et al., (2004) con

dendrobatidos.

De igual forma, hay una separacion entre las muestras del norte y del sur del Rio
Napo (clado B al norte y C al sur). En efecto se ha sugerido que los rios han jugado un

papel importante en dar forma a los patrones actuales de variacidon genética y ecoldgica
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dentro de especies y comunidades en la Amazonia (Gascon et al., 2000). Se debe

comprobar si el Rio Napo actud o no como una barrera fluvial para esta especie.

Estudios recientes han demostrado que existe un alto nivel de diversidad criptica en
la Amazonia. Funk ef al., 2011 hacen un analisis integrativo que muestra una alta
proporcion de especies cripticas en clados de Engystomops y de Hypsiboas. Asimismo,
Fouquet et al., 2007 revelan la diversidad criptica de Scinax ruber y Rhinella
margaritifera. Estudios a nivel de micro—especiacion como estos y el presente estudio son
importantes para entender las relaciones genéticas dentro de una misma especie y entre
especies cercanamente relacionadas. Este trabajo corrobora la presencia de una alta
proporcion de especies cripticas en anfibios amazodnicos. Sin embargo, la evidencia
puramente genética es una herramienta taxondémica importante pero, en muchos casos,
insuficiente para definir limites de especies sin hacer referencia a otras caracteristicas

como morfologia externa y cantos de anuncio (Ron et al., 2012).

Morfologicamente se encontraron también diferencias entre clados, sin embargo
estos caracteres no fueron concluyentes. Se observaron diferencias morfoldgicas parciales
entre clados puesto que en algunos individuos se observaron caracteristicas intermedias o
correspondientes a otros clados. A pesar de que no se realiz6 ninglin tipo de analisis
estadistico con la presencia o ausencia de tipos de coloracion o manchas en el dorso y
patas, es evidente que esta es una caracteristica variable en este complejo de especies. Por
una parte, existen clados con algtn tipo de mancha, o puntos en el dorso y patas y, por otra
parte, clados que carecen de éstos. Esto concuerda con la descripcion realizada por

Hoogmoed (1979) que discuti6 en base a patrones de coloracion la posibilidad de que
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Hypsiboas cinerascens sea un complejo de especies. Existen individuos ya sea con
manchas rojas (clados A, B y D) o puntos amarillos (B, C y D) en todos los clados, pero
dentro de los clados A y C también existen individuos que no poseen manchas y tienen piel
granular en el dorso y patas. Al no tener informacion de la coloracion de las manchas en
vida, se dividid a los especimenes en manchados y no manchados. En los clados A y C, se
pudo constatar que dentro de una misma localidad (Rio Negro, Yasuni) coexisten estos dos
tipos de coloracion en el dorso en individuos. Por lo tanto, se deberia demostrar que el
polimorfismo de color también es genético y asi, que los clados representan especies

diferentes.

Como se mencion6 anteriormente, Lutz (1973) separ6 morfoldégicamente a Hyla
cinerascens y a Hyla granosa. En su estudio de las especies brasileras de Hyla diferencia a
estas dos especies por la coloracion del dorso, presencia de puntos cafés o rojizos en el
dorso, timpano (distintivo o no), y por el color del iris. Ademas, Lutz supuso que el
material de Boulenger no era monoespecifico y que contenia dos especies: una con el
dorso sencillo y otra ornamentada la cual podia estar relacionadas con Hyla ornatissima.
Sugirié el nombre de Hyla granosa para la especie ornamentada y para la otra, Hyla
inornata, pero este nombre nunca se valido. Ademds, Lutz nombra en su trabajo a la
subespecie Hyla granosa gracilis. Hoogmoed (1979) describe una coloracion similar. En
especimenes vivos, el dorso es verde con patas y dedos amarillos-verdosos. En el dorso
hay la presencia de puntos rojos y una serie transversal de puntos rojos entre los ojos. Este
patron de coloracion seria muy similar al observado en los especimenes del clado D, por
ejemplo. Sin embargo, basandose en material antiguo, Hoogmoed pensé que el patron

ornamentado estaba presente solamente en hembras; idea que refutd con el nuevo material,
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con lo que comprobo6 que el dimorfismo en la coloracion no existia para esta especie. Lo
expuesto también se comprueba en este estudio puesto que no hay dimorfismo entre las
especies estudiadas. Esto también podria explicarse por qué muchos grupos de anfibios
tienen su morfologia conservada y carecen de caracteres externos obvios (Fouquet et al.,
2007). En el caso de Hypsiboas cinerascens, no se encontrd un caracter externo evidente

(ademas de las manchas o puntos) que pueda diferenciar los clados entre si.

Finalmente, las vocalizaciones en anuros juegan un rol importante para el
reconocimiento de especies. Las relaciones entre especies de los tropicos son
particularmente complejas y el comparar los cantos de anuncio representa una alternativa
para definir diferencias y afinidades con la ayuda de un pardmetro cuantificable (De la
Riva et al., 1997). El anélisis de cantos de anuncio muestra que existen diferencias sobre
todo en las frecuencias de la primera y segunda harmonica entre los diferentes clados.
También en lo que respecta el tiempo de subida y la duracion del canto. Existen diferencias

sobre todo cuando se compara el clado D con el resto de clados.

Inicialmente, el canto de Hypsiboas cinerascens fue descrito por Duellman (1978)
como un canto de dos a cuatro notas, por lo general: “boop—boop—boop”. La duracion de
las notas en los cantos analizados en esa publicacion fue de 0,078 segundos y la frecuencia
dominante promedio de 1390 Hz. Posteriormente, De la Riva et al. (1997) describi6 al
canto como una serie de dos a siete notas cortas que decrecen en intensidad, con una
frecuencia dominante promedio de 1327 Hz y una segunda harmoénica de 2650 Hz. Los
cantos analizados en este estudio muestran valores cercanos a los encontrados por

Duellman y De la Riva ef al. Las frecuencias fundamental y dominante varian entre
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1560,41 Hz en el clado D hasta 1839,50 Hz en el clado B. El tiempo entre notas por otra
parte fue en promedio de 0,08 en el clado C; 0,11 en el clado A y 0,12 en el clado D.
Ademas el numero de notas en los clados varia entre dos y cuatro notas por llamado y es

similar al “boop-boop-boop” de Duellman.

Se pudo observar que existe mayor diferenciacion molecular que morfoldgica o
acustica. Al mismo tiempo, hay mas diferencias bioaclsticas que morfologicas.
Actualmente, los cantos en anuros estan considerados como caracteres importantes para la
identificacion de especies, incluso hasta mas distintivos que los caracteres morfoldgicos
(Roy y Elepfandt, 1993). Por un lado, no existen diferencias muy marcadas en lo que
respecta a las LRC y esto es consistente con estudios recientes ya que se sabe que los
cantos evolucionan mas rapido que la morfologia y que esto puede deberse a la seleccion
sexual, entre otras causas (Funk et al., 2011). En algunos anfibios las diferencias
morfoldgicas no representan un buen indicador de aislamiento reproductivo. Es por esta
razén que es probable que una gran proporcion de la diversidad de anfibios siga sin
descubrirse, no solamente a nivel de especie sino en linajes mas antiguos (Pfenninger y

Schwenk, 2007).

Al considerar en conjunto los analisis filogenéticos, morfoldgicos y de acustica, se
puede inferir parcialmente que Hypsiboas cinerascens es un complejo de por lo menos dos
especies. Al existir diferencias marcadas entre el clado D y el resto de clados, se podria
considerar que este clado representa una especie y los clados A, B y C otra. El clado D
demuestra mayores diferencias genéticas y por lo tanto puede tratarse de una especie

candidata confirmada.
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6.2. BARRERAS GEOGRAFICAS Y TIEMPO DE DIVERGENCIA

El analisis de barreras geograficas dio como resultado la presencia de una barrera
en la provincia de Morona Santiago que separa a esta provincia del resto de la Amazonia
ecuatoriana. La barrera podria representar la Cordillera de Cutuct. Cutuct cruza la
provincia de Morona Santiago de norte a sur, estd separada de la cordillera Real de los
Andes y es parte de la Zona Sub—Andina (Hungerbiihler et al., 2002). Esto también

significaria que estd separando zonas bajas de zonas altas.

La diferenciacion genética entre las poblaciones a ambos lados del Rio Napo
sugiere que el rio es una barrera al flujo génico. Gehring et al., 2012, sugieren que los
grandes cuerpos de agua representan las barreras mas obvias para la dispersion y, por lo
tanto, para el flujo génico en organismos terrestres. Ademas, debido a su extension, los
grandes rios juegan un rol importante en la delimitacién geografica de la distribucion de
especies. A pesar de que varios estudios (Aleixo, 2004; Cheviron et al., 2005; Hall y
Harvey, 2002; Hayes y Sewlal, 2004; Hoglund y Shorey, 2004) muestran ningiin o poco
soporte para considerar a rios como barreras para anfibios, aves o mamiferos, la evidencia
de dos clados en ambos bancos del Rio Napo, puede sugerir que este rio actudé como
barrera. En el trabajo de Funk et al., 2007, se comprueba la hipotesis de barreras fluviales
(en ese caso Rio Madre de Dios) para Engystomops petersi (Physalaemus petersi), sin
embargo, no sucedid lo mismo con el Rio Napo. Estudios de E. petersi y de otros taxa
anteriores a este apoyan la idea de que el efecto de barrera de rios amazonicos varia
dependiendo de la especie. Gascon et al., (1998) encontrdé que el Rio Jurua no es una

barrera importante para E. petersi. Varios otros estudios muestran poco apoyo para la
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hipotesis de las barreras riverinas en anfibios, aves y mamiferos (Aleixo, 2004; da Silva y
Patton, 1993; Gascon, 1996; Gascon et al., 1996, 1998, 2000; Lougheed et al, 1999;
Symula et al., 2003). En contraste con estudios en mariposas y aves amazonicas (Aleixo,
2004; Cheviron et al., 2005; Hall y Harvey, 2002; Hayes y Sewlal, 2004; Hoglund y
Shorey, 2004) que si lo hacen. El Rio Chagres en Panama también actiia como barrera al
flujo génico en P. pustulosus (Lampert et al., 2003) y su especie hermana P. petersi (Ron

et al., 2006).

Segun las estimaciones del tiempo de divergencia, el primer evento de separacion
tuvo lugar entre el clado D (Morona Santiago) y el ancestro comun de los clados A, By C
hace aproximadamente 15 millones de afos lo que corresponderia con el Mioceno y, por lo
tanto, con la época en donde ocurrié la mayor orogénesis en la Amazonia (Koscinski et al.,
2008). Asi mismo, en este periodo se registra el levantamiento de roca de las fallas de
bloques del Napo y de Cutuct, y el transporte de sedimentos hasta la Depresion del
Pastaza (Martin—~Gombojav y Winkler, 2007). Al coincidir el tiempo de la primera
radiacion con este el levantamiento de la Cordillera de Cutuct, podemos afirmar que
efectivamente se trata de esta barrera la que pudo ser responsable de este evento. El
segundo evento de divergencia se da entre individuos de Zamora Chinchipe y Pastaza
(Pomona) y el resto de poblaciones, y se da aproximadamente hace 3 millones de afos,
tiempo que abarca el levantamiento mas importante de los Andes y la formacion de
habitats de grandes altitudes (Gregory-Wodzicki, 2000) que fueron barreras significativas
para el desplazamiento. Por lo tanto, hubo aislamiento de poblaciones durante el
levantamiento de los Andes. La diversificacion de varios taxa en América del Sur ha sido

influenciada por el levantamiento de los Andes que comenzd en el Cretacico tardio



32

aproximadamente hace mas de 60 millones de afios. Aunque no fue hasta el Mioceno
medio (11-14 millones de afios) que las regiones centrales excedieron los 1000 msnm
(Potts y Behrensmeyer, 1992; Gregory-Wodzicki, 2000). Ademas, estimados de tiempo de
divergencia han revelado que muchos linajes de anfibios en América del Sur tienen
millones de afos, incluso entre especies cercanamente relacionadas (Grant et al., 2006;
Heinicke et al., 2007; Fouquet et al., 2012, Santos et al., 2009) o dentro de una misma

especie (Fouquet et al., 2007, 2012; Funk et al., 2012).

6.3. HIPOTESIS BIOGEOGRAFICAS PARA EXPLICAR PATRONES DE
DIFERENCIACION GENETICA

El trabajo de Santos ef al., 2009 propone tres patrones de riqueza de especies, los
cuales son potenciales explicaciones para las diferencias que existen actualmente en la
diversidad existente en los Neotrdpicos: (1) alta migracion a una region después de que las
condiciones geoclimaticas han sido re-establecidas; (2) diversificacion gradual in situ de
clados endémicos antiguos, promoviendo la acumulacién de especies; (3) réapida
diversificacion in situ de clados endémicos después de que las condiciones climaticas han
sido establecidas. Estos patrones se aplican a diferentes areas dependiendo del contexto
histérico. El levantamiento de los Andes en el limite Mioceno-Pleistoceno causé cambios
significativos en la tasa de diversificacion en la zona de transicion de tierra bajas. Este es el
caso de algunos dendrobatidos que se encuentran a ambos lados de los Andes. Los
resultados tanto de barreras geograficas con la presencia de la Cordillera de Cutucti como
los del tiempo de divergencia que coinciden con el tiempo de levantamiento de esta
cordillera y con el levantamiento de elevaciones mas altas pueden sugerir algo similar para

Hypsiboas. H. cinerascens pudo haber entonces sido una especie de zonas bajas que migré



33

mas tarde a zonas mas altas.

Por otro lado, las diferencias a ambos bancos del Rio Napo muestran que este Rio
podria ser una barrera entre los clados B y C. El trabajo de Funk et al., (2007) no tuvo
buen apoyo en el caso del Rio Napo para tres predicciones de la hipotesis de las barreras
riverinas: (1) poblaciones monofiléticas existen a ambos lados del rio; (2) la divergencia
genética entre poblaciones estad correlacionada con la presencia de rios, sin tomar en cuenta
los efectos de las distancias geograficas; (3) la divergencia genética entre poblaciones
trans-riverinas seran mayores en la parte baja del rio que en los cabezales. Sin embargo, el
estudio de Funk et al., (2007) si tuvo buen apoyo para el Rio Madre de Dios. Se debe por
lo tanto comprobar en posteriores estudios si en efecto el Rio Napo actua como barrera

geografica para este complejo de especies.

Por todo lo mencionado anteriormente, se concluye que Hypsiboas cinerascens es
probablemente un complejo de dos especies aqui en Ecuador. Se puede suponer que se
traté de una colonizacion de zonas bajas hacia zonas altas. El clado D representaria una
especie candidata confirmada y los clados A, B y C representarian especies candidatas no

confirmadas.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base al andlisis integrativo realizado en este estudio, se reconocen cuatro clados
para el complejo de especies de Hypsiboas cinerascens. Se puede inferir parcialmente que

se trata de dos especies.

Los caracteres genéticos son los que representaron una mayor variacion y definen
cuatro clados: alta Amazonia (clado A), Amazonia norte (clado B), Amazonia centro
(clado C) y Amazonia sur (clado D). Uno de los clados (clado A) es exclusivo de zonas
altas y el resto de zonas bajas con la excepciéon de los individuos del clado C
pertenecientes a Pastaza y a Morona Santiago. Existe ademas dos clados a ambos bancos

del Rio Napo.

Los andlisis de acustica y morfologicos son equivocos para diferenciar los clados
entre si. En el caso de la morfologia existen diferencias entre las LRC en hembras entre
clados. Por otra parte los caracteres morfologicos cualitativos separaron a individuos
manchados e individuos no manchados. Se pudo observar por lo tanto que existe mayor

diferenciacion molecular que morfoldgica o de acustica.

Se detectd una barrera geografica en la Provincia de Morona Santiago. Los tiempos

de divergencia corresponden con el levantamiento de la cordillera del Cutuct.

Para estudios posteriores, es importante incluir mas localidades de los otros paises

en donde estd presente esta especie como son: Guayanas, Brasil, Venezuela y Bolivia.
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Ademas, seria importante anadir cantos pertenecientes al clado B, ya que no se incluyeron
en este estudio y, por lo tanto, no se puede saber si es que existen diferencias con respecto

a los otros clados.
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Figura 1. Mapa de las localidades muestreadas en este estudio.
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Figura 2. Mapa de localidades de los especimenes secuenciados en este estudio. Los

colores corresponden a los clados de las filogenias obtenidas en este estudio (Figuras 3 y

4). Se muestran los principales rios de la Amazonia ecuatoriana. La ubicacion precisa de

los especimenes de la Cordillera de Kampankis todavia tiene que ser verificada.
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Figura 3. Filograma consenso resultante del analisis bajo el criterio de Inferencia
Bayesiana de los genes combinados 12S, ND1 y CO1 de Hypsiboas cinerascens e H.
punctatus. Se muestra el nimero de museo de cada individuo y su localidad. Los colores
representan los diferentes clados (A, B, Cy D y el grupo externo). Las probabilidades

posteriores resultantes de las busquedas Bayesianas aparecen en las ramas. No se muestra

el grupo externo Hypsiboas pellucens.
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Figura 4. Arbol filogenético producto del analisis de Méaxima Verosimilitud para los genes

12S, ND1 y COl. Se muestran los numeros QCAZ para cada espécimen. Se detallan los

valores de bootstraps mayores a 75 en cada rama. Se muestra el QCAZ de cada individuo y

su localidad.
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Figura 5. Arbol filogenético del Analisis Bayesiano que estima el tiempo de divergencia
entre clados. Los colores representan a los clados resultantes de los analisis filogenéticos:
clado A en verde, clado B en azul, clado C en rojo y clado D en morado. Los niimeros en

los nodos representan el tiempo de divergencia en millones de afios.
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Figura 6. Mapa resultante del andlisis de barreras geograficas. Se presenta la barrera

encontrada (linea roja), asi como las localidades empleadas en este estudio. Los colores

representan los diferentes clados (clado A: verde, clado B: azul, clado C: rojo, clado D:

morado).
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Figura 7. Proyeccion de las variables acusticas sobre los componentes principales CP1 y

CP2 de un Anélisis de Componentes Principales pertenecientes al complejo de especies

Hypsiboas cinerascens.
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Figura 8. Diagrama de caja que compara la longitud rostro cloacal (LRC) en hembras del
complejo de especies Hypsiboas cinerascens entre los clados A, B y C. Se muestra la
mediana (linea central de cada caja), la variacion de los datos (rango intercuartil: longitud

de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los datos atipicos (barras de error).
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Figura 9. Diagrama de caja que compara la longitud rostro cloacal (LRC) en machos del
complejo de especies Hypsiboas cinerascens entre los diferentes clados. Se muestra la
mediana (linea central de cada caja), la variacion de los datos (rango intercuartil: longitud

de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los datos atipicos (barras de error).
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Figura 10. Fotografias de individuos pertenecientes al Clado A del complejo de especies
Hypsiboas cinerascens. (A) Rio Negro (Provincia de Tungurahua), (B) Rio Negro
(Provincia de Tungurahua), (C) Zanjarajuno (Provincia de Pastaza), (D) Zanjarajuno

(Provincia de Pastaza), (E) Pucayacu (Provincia de Pastaza).
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Figura 11. Fotografias de individuos pertenecientes al Clado B del complejo de especies
Hypsiboas cinerascens. (A) Rio Napo (Banco Norte, Provincia de Sucumbios), (B) Laguna

Grande (RPFC, Provincia de Sucumbios), (C) Tarapoa (Provincia de Sucumbios).
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Figura 12. Fotografias de individuos pertenecientes al Clado C del complejo de especies
Hypsiboas cinerascens. (A) Pompeya (Provincia de Orellana), (B) Pompeya (Provincia de
Orellana), (C) PNY (Provincia de Orellana), (D) Parque Nacional Yasuni (Provincia de

Orellana), (E) Nuevo Rocafuerte (Banco Sur, Provincia de Orellana).



59

Figura 13. Fotografias de individuos pertenecientes al Clado D del complejo de especies
Hypsiboas cinerascens. (A y B) Santiago, (C y D) Puerto Morona (Provincia de Morona

Santiago).
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Tabla 1. Regiones de ADN y cebadores empleados en este estudio.

61

Gen Cebadores Secuencias 5-3 Fuente Direccion

MVZ50 TCTCGGTGTAAGCGAGAGGCTT Graybeal, 1997 Derecha

128
Mitocondrial MVZ59 ATAGCACTGAAAAYGCTDAGATG Graybeal, 1997 Reversa
WL384 GAGATWGTTTGWGCAACTGCTCG Moen y Wiens 2008 Derecha
WL379 GCAATAATYATYTGAACMCC Moen y Wiens 2008 Reversa

ND1
Mitocondrial 16S_frog TTACCCTRGGGATAACAGCGCAA Wiens et al., 2005 Derecha
tMET _frog TTGGGGTATGGGCCCAAAAGCT Wiens et al., 2005 Reversa
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al., 1994 Derecha

COl1

Mitocondrial

dgHCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAR Folmer et al., 1994 Reversa




62

Tabla 2. Descripcion de las variables temporales obtenidas del andlisis de los cantos de

anuncio del complejo de especies Hypsiboas cinerascens (en base a Caminer, 2010).

Simbologia Variable Unidad
DC Duracion del canto S Medicion fisica del canto, tiempo desde el
comienzo de la primera nota hasta el final de
la Gltima
NI Notas por llamado U Numero de notas por canto
Tsl Tiempo de subida del Hz Duracion desde el inicio del canto hasta el
canto pico de mayor energia en la nota
Fdl Frecuencia dominante Hz Frecuencia con la mayor energia, medida a lo
del canto largo de todo el canto
Ffl Frecuencia fundamental Hz Frecuencia con la mayor energia en la primera
del canto harmoénica, medida a lo largo de todo el canto




Tabla 3. Modelos de evolucion seleccionados para cada particion en los analisis filogenéticos. Se presentan los modelos para cada particion

para los genes 125, ND1 y CO1.

Posicion en | Modelo de Frecuencia
Gen
el codon Evolucion A T G C
128 GTR+G 0,3191 | 0,257 0,1916 | 0,2323
ND1 1 SYM+G 0,2858 | 0,2398 | 0,2167 | 0,2577
2 GTR+G 0,1668 | 0,4189 | 0,1109 | 0,3035
3 GTR+I+G | 0,3777 | 0,3204 | 0,0443 | 0,2576
0| 1 SYM+I 0,257 | 0,2142 0,306 0,2227
2 F81 0,1488 | 0,4049 | 0,1488 | 0,2975
3 GTR+G 0,3229 | 0,3548 | 0,00706 | 0,2516

63
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Tabla 4. Factor Bayes para las diferentes estrategias de particion (EP1, EP2 y EP3). EP1:
ocho particiones: (1) gen 12S, (2) primera posicidn para los codones de NDI1, (3) segunda
posicion para los codones de NDI1, (4) tercera posicion para los codones de NDI1, (5)
tRNA, (6) primera posicion para los codones de COIl, (7) segunda posicion para los
codones de CO1, (8) tercera posicion para los codones de CO1. EP2: tres particiones: (1)
12S, (2) NDI1 y (3) COI. EP3: una sola particion. Se detallan los valores obtenidos para

cada comparacion entre las diferentes estrategias de particion.

EP1 EP2 EP3 EP1 EP2 EP3
EP1 — -60,05 -380,598 | 0,91 -59,538 -390,767
EP2 60,05 — -320,548 | 60,96 0,512 -330,717
EP3 380,598 320,548 — 381,509 321,06 -10,168
EP1 -0,91 -60,96 -381,509 | - -60,448 -391,677
EP2 59,538 -0,512 -321,06 60,448 — -331,229
EP3 390,767 330,717 10,168 391,677 331,229 | -
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Tabla 5. Caracteristicas de los cantos de anuncio para tres clados del complejo de especies

Hypsiboas cinerascens. Se muestra el promedio, la desviacion estandar, rango y el nimero

de individuos analizados (n) para cada variable.

Clado A Clado C Clado D
Variables (n=7) (n=4) (n=2)
0,38 £ 0,074 0,31 +0,12 0,31 +£0,077
Duracion del llamado (s)
(0,31-0,46) (0,18-0,43) (0,24-0,39)
Notas por llamado 2-3 24 24
0,19 £ 0,037 0,15 +0,062 0,16 + 0,040
Tiempo de subida (s)
(0,16-0,23) (0,090-0,22) (0,12-0,20)

Frecuencia dominante

del llamado (Hz)

1686,15 £ 37,58

(1648,57-1723,73)

1791,67 + 47,83

(1743,84-1839,50)

1761,22 +200,80

(1560,41-1962,02)

Frecuencia fundamental

del llamado (Hz)

1686,15 £ 37,58

(1648,57-1723,73)

1791,67 + 47,83

(1743,84-1839,50)

1761,22 +200,80

(1560,41-1962,02)

Frecuencia de la segunda

harmonica (Hz)

3044,19 +£ 102,58

(2941,61-3146,77)

3277,86 + 80,70

(3197,16-3358,56)

3267,72 + 398,58

(2869,14-3666,30)

Tiempo entre notas (s)

0,1107+ 0,014
(0,096-0,125)

0,08635 £+ 0,0046
(0,0818-0,090)

0,123 + 0,0010
(0,123-0,125)
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Tabla 6. Resultados del andlisis de Componentes Principales (ACP) para ocho variables
que indica el porcentaje de la variacion aportado por cada componente para los cantos de
anuncio de individuos del complejo de especies de Hypsiboas cinerascens. E1 CP 1 (54,018
%) tiene cargas mayores en la frecuencia de la segunda harmonica y las frecuencias
fundamental y dominante. EI CP II (20,721 %) tiene cargas mayores en las mismas
frecuencias pero también en la duracion del llamado y el tiempo de subida. El CP III
(17,666 %) tiene las mismas cargas mayores que el CP2 con excepcion de la frecuencia de

la segunda harmonica.

Variables CP1 CPIl CP 111
Tiempo de subida -0,37453 0,27256 0,41476
Duracion del llamado -0,37158 0,28219 0,41477
Frecuencia fundamental 0,40865 0,37859 0,13894
Frecuencia dominante 0,40865 0,37859 0,13894
Frecuencia la segunda harmoénica 0,41592 0,35875 0,02245
Notas por llamado -0,37988 0,36514 0,05239
Tiempo entre notas 0,13939 -0,51357 0,48639
Tiempo entre cantos -0,22569 0,1834 -0,61442
Eigenvalue 43214 1,6577 1,4133
Porcentaje de varianza 54,018 20,721 17,666
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Tabla 7. Resultados de la prueba de t realizada a los componentes principales encontrados en el analisis de componentes principales entre

los diferentes clados. Se incluyen los p-values, el valor de t y los grados de libertad.

CpP CLADOS p-Value t GL
D-NS <0,0001
D-A 0,0001
1 C-NS 0,0011 2,17881 15
D-C 0,007
C-A 0,0165
A-NS 0,0515
D-A 0,088
D-C 0,3304
I NS-A 0,2632 2,17881 15
D-NS 0,4714
C-A 0,3492
NS-C 0,7982
A-NS 0,0073
C-NS 0,0409
m A-D 0,1218 2,17881 15
D-NS 0,3488
C-D 0,3409
A-C 0,4621
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Tabla 8. Estadisticos descriptivos para las medidas, en cm, de la longitud rostro-cloacal de machos y hembras para cada clado. Se detalla el

tamafio de muestra (n), la media y la desviacion estandar.

Total Clado A Clado B Clado C Clado D
n 116 26 28 55 7
Media 352179 36,3828 33,1632 35,9077 33,6895
Machos Desviacion estandar 2.4732 1,3896 2.61 2.2025 1,4841
Rango 32,7447-37,6911 | 34,9932-37,7724 | 30,5532-35,7732 | 33,7052-38,1102 | 32.2054-35,1736
n 37 6 17 14
Hembras Media 36,1698 40,6022 33,4545 37,5674
Desviacion estandar 42427 1,879 4,3609 2,0667

Rango

31,9271-40,4125

38,7232-42,4812

29,0936-37,8154

35,5007-39,6341
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Tabla 9. Resultados de la prueba de comparaciones utilizando la prueba de Wilcoxon para

los LRC de machos y hembras entre los diferentes clados.

Comparaciones

Valor P Estadistico de Wilcoxon (z)
entre clados
C-B < 0,001 4,45456
D-B 0,578 0,55677
Machos C_A 0.138 11 48203
D-A 0,0008 -3,36881
D-C 0,008 -2,6469
B-A < 0,001 -4,67438
CB 0,004 2,87812
Hembras C-A 0,006 -2,76407
B-A 0,0007

-3,39568




Tabla 10. Descripcion de caracteres morfologicos cualitativos para los diferentes clados.

Caracteres

Clado A

Clado B

Clado C

Clado D

Coloracion del dorso

Verde-verde

amarillenta

Verde claro-

verde

amarillenta

Verde claro

Verde claro-

verde

amarillenta

Presencia/Ausencia de
puntos amarillos en el

dorso

Ausencia de
puntos

amarillos

Presencia de
puntos

amarillos

Presencia de
puntos
amarillos
bien

marcados

Presencia de
puntos

amarillos

Presencia/Ausencia de
puntos rojos en el

dorso

Presencia de
pequenos

puntos rojos

Presencia de
pequenos

puntos rojos

Ausencia de

puntos rojos

Presencia de
abundantes

puntos rojos

Presencia/Ausencia de

puntos en patas

Presencia de
pequenos

puntos rojos

Presencia de
pequenos

puntos rojos

Presencia de
puntos

amarillos

Presencia de
puntos
amarillos y

rojos
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Anexo 1. Lista de individuos analizados en el estudio. Se muestra el nimero de museo (QCAZ o CORBIDI), la localidad, coordenadas y

provincia donde fueron colectados, y el clado al cual pertenecen.
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QCAZ Localidad Provincia Coordenadas Clados
17540 Rio Alpayacu Pastaza 1,4674°S 78,1034°0 A
19133 Laguna Grande, RPFC Sucumbios 0,0096°S 76,1818°0 B
23145 Bafios—Rio Lagarto Tungurahua 1,4003°S 78,2842°0 A
25088 PNSangay Tungurahua 1,4143°S 78,2071°0 A
25680 Pomona Pastaza 1,6754°S 77,9035°0 A
27987 Zabalo Sucumbios 0,3181°S 75,7663°0 B
28180 Puerto Bolivar Sucumbios 0,0886°S 76,1420°0 B
31073 Destacamento Militar Shaime Zamora Chinchipe 4,3312°S 78,6801°0 A
32523 Bobonaza Pastaza 1,4945°S 77,8697°0 C
39437 Bataburo Lodge Pastaza 1,2083°S 76,7167°0 C
39503 Nuevo Rocafuerte, Alta Florencia Orellana 0,8958°S 75,4377°0 C




Anexo 1. Continuacion
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QCAZ Localidad Provincia Coordenadas Clados
42981 Parque Nacional Yasuni, Via Pompeya—Iro km 40 Orellana 0,6670°S 76,4423°0 C
43793 La Primavera Orellana 0,4442°S 76,7868°0 B
43889 La Primavera Orellana 0,431°S 76,7864°0 C
43997 Afangu Orellana 0,5249°S 76,3844°0 B
44047 Entrada a la selva Lodge Sucumbios 0,5249°S 76,3844°0 B
44112 2,5 km en linea recta al sur de Paflacocha Sucumbios 0,4713°S 76,0665°0 B
44192 Rio Napo, Eden, Banco sur Orellana 0,4983°S 76,0711°0 C
44321 Chiroisla Orellana 0,5799°S 75,9179°0 C
44439 Chiroisla Orellana 0,5753°S 75,8999°0 B
44464 San Vicente Orellana 0,4877°S 76,8899°0 B
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QCAZ Localidad Provincia Coordenadas Clados
44538 Huiririma Orellana 0,7116°S 75,6239°0 C
44770 Nuevo Rocafuerte Orellana 0,9191°S 75,4011°0 C
46417 Pankints Morona Santiago 1,9335°S 77,9053°0 D
46441 Nuevo Israel Morona Santiago 2,1650°S 77,9029°0 C
48735 San Ramoén—El Triunfo Pastaza 1,3548°S 77,8643°0 A
49322 Finca Pucayacu Pastaza 1,3572°S 77,8705°0 A
52536 Carretera Payapas—Santiago Morona Santiago 3,0465°S 78,0129°0 D
52606 Carretera Puerto Morona—San Jose de Morona Morona Santiago 2,8861°S 77,6786°0 D
CORBIDI9376 Cordillera de Kampankis Loreto (Pert) 3,8409°S 77,6385°0 D
CORBIDI9377 Cordillera de Kampankis Loreto (Pert) 3,8409°S 77,6385°0 C
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Anexo 2. Protocolos de amplificacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

de los genes 125, ND1 y COl.

Gen Protocolo

1 ciclo: 2 min 94°C, 30s 42°C, 1min 72°C

9 ciclos: 30s 94°C, 30s 42°C, 1min 72°C

128

Mitocondrial 30 ciclos: 30s 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C

1 ciclo: Smin 72°C

1 ciclo: 2min 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C

10 ciclos: 30s 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C

COl

Mitocondrial 29 ciclos: 30s 94°C, 30s 57°C, 1min 72°C

1 ciclo: Smin 72°C
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Gen Protocolo
1 ciclo: 2min 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C
10 ciclos: 30s 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C
ND1
Mitocondrial 29 ciclos: 30s 94°C, 30s 58°C, 1min 72°C
1 ciclo: Smin 72°C
1 ciclo: 2min 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C
5 ciclos: 30s 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C
ND1
Mitocondrial 22 ciclos: 30s 94°C, 30s 58°C, 1min 72°C

1 ciclo: 10min 72°C
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Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN usando Tiocinato de Guandina

METODOLOGIA

A. Lisis celular

1. Calentar la solucion de lisis a 55°C hasta que el precipitado vuelva a estar en solucion.

2.Colocar 10 mg de tejido macerado en un tubo de 1.5ml que contenga 300ul de la
solucion de lisis de células.

3. Afiadir 3—5pl de proteinasa K (20mg/ml), dar un vortex rapido e incubar de 3—6 horas
(dejarlo durante toda la noche si fuera necesario) a 55°C hasta que el tejido se haya
digerido.

4. Durante el proceso de lisis, las muestras deben ser agitadas por lo menos cada 30
minutos.

5. Dar un vortex suave para homogenizar.

6. Enfriar las muestras a temperatura ambiente.

B. Precipitacion proteica

1. Aniadir 100ul de Solucion de precipitacion de proteinas en cada tubo con células lisadas
y dar un vortex de 10-20 segundos para mezclar el contenido.

2. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

3. Trasladar el sobrenadante, que contiene ADN a un tubo nuevo de 1.5ml previamente
rotulado. El pellet formado en el fondo del tubo contiene proteinas y es descartado.

C. Precipitacion de ADN

1. Aniadir 300ul de Isopropanol frio (-20°C) y mezclarlo invirtiendo el tubo varias veces.

2. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

3. Descartar el sobrenadante con mucho cuidado para no perder el pellet, que en este caso

contiene el ADN.
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4. Anadir 300ul de etanol 70% e invertir varias veces el tubo para lavar el pellet de ADN.
5. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.
6. Descartar una vez mas el sobrenadante.
7.Para evitar los residuos de etanol en el tubo, dejarlo con la tapa abierta durante una hora
aproximadamente de manera que se evapore, teniendo cuidado de que el pellet no se
desidrate demasiado.
D. Hidratacion de ADN y almacenamiento
1. Anadir 50ul de 10mM TrisCl, pH 8.0, Resuspender el ADN dando golpes suaves a la
base del tubo.

2. Almacenar hasta el dia siguiente a —20°C.
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Anexo 4. Lista de localidades empleadas en el analisis de barreras geograficas. Se detalla

el nimero QCAZ de los individuos, la localidad donde fueron colectados y las

coordenadas geograficas.

QCAZ Localidad Latitud Longitud
17540 Alpayacu 1,4674°S 78,1034°0
19133 Laguna Grande RPFC 0,0097°S 76,1816°0
23145 Banos Rio Lagarto 1,4002°S 78.,2842°0
25088 PNSangay 1,4142°S 78,2071°0
25680 Pomona 1,6000°S 77,9072°0
27987 Zabalo 0,3181°S 75,7662°0
28180 RPFC 0,0886°S 76,1420°0
31073 Shaime 4,3327°S 78,6629°0
32523 Bobonaza 1,4980°S 77,8793°0
38453 Villano 1,4570°S 77,4433°0
39437 Bataburo Lodge 1,2083°S 76,7166°0
39503 | Nuevo Rocafuerte Alta Florencia | 0,8966°S 75,4370°0
42981 PNY Pompeya-Iro KM40 0,6670°S 76,4423°0
43793 La Primavera BS 0,4442°S 76,7868°0
43889 La Primavera BN 0,4310°S 76,7864°0
43997 Anangu BS 0,5249°S 76,3844°0
44112 Panacocha BN 0,4712°S 76,0667°0
44192 Eden BS 0,4983°S 76,0711°0
44321 Chiroisla BS 0,5799°S 75,9176°0
44439 Chiroisla BN 0,5756°S 75,8999°0
44464 San Vicente BN 0,6790°S 75,6511°0
44538 Huiririma BS 0,7116°S 75,6239°0
44770 Nuevo Rocafuerte BS 0,9192°S 75,4010°0
46417 Pankints 2,9019°S 77,8940°0
46441 Nuevo Israel 2,1650°S 77,9029°0
48735 San Ramon El Triunfo 1,3533°S 77,8645°0
52536 Payapas-Santiago 3,0465°S 78,0129°0
52606 Puerto Morona 2,8861°S 77,6786°0
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Anexo 5. Mapa resultante del andlisis de barreras geograficas. Se muestra el resultado de
la triangulacion Dealaunay con puntos arbitrarios (en celeste). Los puntos rojos

representan las localidades secuenciadas. Se presenta la barrera encontrada en rojo.




Anexo 6. Fragmentos secuenciados por cada individuo dentro del estudio

QCAZ ESPECIE PROVINCIA 128 COI1 ND1
16770 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
17540 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
19133 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
23145 | Hypsiboas cinerascens Tungurahua X X X
25088 | Hypsiboas cinerascens Tungurahua X X X
25680 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
25961 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
27987 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
27992 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
28180 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
28226 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
31073 | Hypsiboas cinerascens Zamora X X X
Chinchipe
32494 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
32511 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
32523 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
38008 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
38453 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
39433 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
39437 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
39503 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
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QCAZ ESPECIE PROVINCIA 128 COI1 ND1
42981 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
43793 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
43888 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
43889 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
43997 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44047 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
44112 | Hypsiboas cinerascens Sucumbios X X X
44192 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44193 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44194 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44321 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44439 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44464 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44465 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44538 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44770 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
44771 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
46417 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
46419 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
46420 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
46441 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
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QCAZ ESPECIE PROVINCIA 128 COI1 ND1
48735 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
48738 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
49322 | Hypsiboas cinerascens Pastaza X X X
51063 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
51064 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
51163 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
51263 | Hypsiboas cinerascens Orellana X X X
52536 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
52539 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
52606 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
52609 | Hypsiboas cinerascens | Morona Santiago X X X
52637 | Hypsiboas cinerascens Loreto (Pert) X X X
52639 | Hypsiboas cinerascens Loreto (Pert) X X X
52640 | Hypsiboas cinerascens Loreto (Pert) X X X
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Anexo 7. Datos de los individuos utilizados en el andlisis de los cantos de anuncio. Se

muestra el numero QCAZ, la localidad donde fue colectado, la temperatura (I: si fue

tomada del individuo; A: si fue tomada del aire) y la longitud rostro cloacal.

QCAZ LOCALIDAD TEMPERATURA LRC
8148 Via Tivacuno - 35,9767
41713 Jempekat 21,6 (A) -
41714 Jempekat 21,6 (A) -
48735 Zanjarajuno 21,4 (D 37,63
48736 Zanjarajuno 17,2 (D 37,4167
48737 Zanjarajuno 18,3 (I) 34,4133
48738 Zanjarajuno 22 (D) 36,9067
51263 Km 96, Via Pompeya 23,2 (A) 37,3433
52539 Santiago 22 (A) 38,7
549,41 Rio Negro - 34,23
CORBIDI Kampankis - -
Individuo no colectado 1 Km 96, Via Pompeya 22,8 (A) -
Individuo no colectado 2 Km 96, Via Pompeya 22,2 (A) -

Individuo no colectado 3 Rio Negro - -
Individuo no colectado 4 Rio Negro - -
Individuo no colectado 5 Santiago 21,8 (A) -
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