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1. RESUMEN

Varias hipdtesis han sido planteadas para dilucidar los procesos evolutivos y
biogeograficos que han generado la alta riqueza de especies en la region Neotropical. En
este estudio se utiliz6 como modelo a Dendropsophus parviceps, un hilido ampliamente
distribuido en la Amazonia, para explorar la diferenciacion genética entre sus poblaciones
y sus mecanismos de especiacion. Se combinaron 3089 pb de ADN de genes
mitocondriales (12S, ND1 y CO1) de 122 individuos de 50 poblaciones de la Amazonia
ecuatoriana y peruana. En la filogenia se encontré cuatro clados con alto soporte: el clado
Pastaza con poblaciones de la Cuenca del Pastaza, el clado Napo con poblaciones de la
Cuenca del Napo, el clado Morona-Santiago con poblaciones de las cuencas del Morona y
del Santiago, y el clado Pert con poblaciones de Peru. Se probaron cinco hipotesis
biogeogréaficas con la prueba de bootstrap paramétrico: (1) la hipétesis de barreras fluviales
en bancos opuestos del Rio Napo; (2) la hipotesis de los limites entre grupos geneéticos
corresponden a los limites entre cuencas hidrogréficas; (3) la hipotesis de gradientes
ambientales asumiendo la monofilia de zonas altitudinales bajas y altas; (4) la hipétesis de
gradientes ambientales en la Cuenca del Napo; y (5) la hipotesis de gradientes ambientales
en la Cuenca del Pastaza. Por otro lado, para identificar posibles barreras del flujo génico,
se utilizo el algoritmo de maxima diferencia de Monmonier implementado por el programa
Barrier 2.2. También se realizé la prueba de Mantel para probar el efecto de las distancias

topograficas en las distancias genéticas.

Los resultados del bootstrap paramétrico no mostraron apoyo para la hipotesis de
barreras fluviales, ni para la hipotesis de gradientes ambientales en zonas bajas y altas pero

dieron soporte a las hipdtesis de cuencas hidrograficas y de gradientes ambientales para las



cuencas del Napo y del Pastaza. El analisis de barreras del flujo génico mostro que la
barrera mas importante separa las poblaciones de Ecuador de las de Perd. Las barreras
subsecuentes estan en Ecuador y coindicen con los limites de las cuencas hidrograficas.
Pruebas de Mantel mostraron un efecto de aislamiento por distancia con una fuerte

correlacion entre distancias genéticas y distancias topograficas.

Un analisis integrativo con datos genéticos, bioacusticos y morfoldgicos reveld la
presencia de una especie candidata en el clado Per(. Este clado tiene una divergencia
genética para el gen 12S del 6% con respecto a los clados de Ecuador. Ademas, la alta
diferenciacion en frecuencia dominante entre los cantos de las poblaciones de Ecuador y
Per( sugiere aislamiento reproductivo precigético. En conclusion, mis resultados sugieren
que los mecanismos que han influenciado en la diversificacion de linajes y su estructura
genética han sido las cuencas hidrograficas, los gradientes ambientales, el aislamiento por

distancia y el aislamiento reproductivo precigotico.

Palabras clave: especiacion, mecanismos de diversificacion, distancias genéticas,

diversidad criptica, especies candidatas.



2. ABSTRACT

Many hypotheses have been set out to explain the evolutionary and biogeographic
processes that are responsible for the high species richness in the Neotropical region. In
this study, Dendropsophus parviceps, a treefrog widely distributed in the Amazon basin,
was used as a model to explore the genetic differentiation between its populations and its
speciation mechanisms. In this study, 3089 bp of DNA of mitochondrial genes (12S, ND1
and COI) from 122 individuals and 50 populations from the Ecuadorian and Peruvian
Amazon were combined. The phylogeny shows four clades with high support: the Pastaza
clade includes populations of the Pastaza Basin, the Napo clade consists of populations
from the Napo Basin, the Morona-Santiago clade contains populations from the Morona
and the Santiago Basins, and finally the Peru clade which consists of populations from
Peru. Five biogeographic hypotheses were tested with parametric bootstrapping tests: (1)
riverine barrier hypothesis at opposite sides of the Napo River; (2) limits between genetic
groups correspond to limits between the hydrographic basins; (3) the environmental
gradients hypothesis assuming the monophyly of lowlands and highlands; (4)
environmental gradients hypothesis within the Napo Basin; and (5) the environmental
gradients hypothesis within the Pastaza Basin. On the other hand, possible barriers to gene
flow were identified using Monmonier’s maximum difference algorithm implemented by
Barrier 2.2. Besides, Mantel test was conducted to test the effect of topographic distances

over genetic distances.

Parametric bootstrapping results did not support the riverine barrier hypothesis and
the environmental gradients hypothesis of lowlands and highlands. However, these results

supported the hydrographic basins hypothesis and the environmental gradients hypothesis



of lowlands and highlands within the Napo Basin and the Pastaza Basin. The gene flow
barrier analyses showed that the most important barrier separates the populations from
Ecuador from the ones in Peru. The other barriers are in Ecuador and correspond with the
hydrographic basins boundaries. There was a strong correlation between the genetic and

the topographic distances of D. parviceps.

An integrative analysis with genetic, acoustic and morphological data was
performed to discover cryptic species. This analysis revealed the presence of one candidate
species for the Peru clade. This clade has a genetic divergence of 6% for 12S in relation to
the Ecuadorian clades. Also, the difference of the dominant frequency between the
bioacoustic calls of the populations of Ecuador and Peru suggest prezygotic reproductive
isolation. In conclusion, the mechanisms that have influenced the diversification of linages
and their genetic structure are hydrographic basins, environmental gradients, isolation by

distance and prezygotic reproductive isolation.

Keywords: speciation, diversification mechanisms, genetic distances, cryptic diversity,

candidate species.



3. INTRODUCCION

Hylidae es una de las familias mas diversas de anfibios con 51 géneros y 945
especies actualmente reconocidas (AmphibiaWeb, 2014; Wiens et al., 2010). La gran
mayoria de géneros y especies de hilidos estan presentes en el Neotropico (Wiens et al.,
2010), el cual alberga la mayor riqueza de especies de anfibios en el mundo (Bass et al.,

2010; Duellman, 1999; Fouquet et al., 2007b; Jansen et al., 2011; Symula et al., 2003).

La megadiversidad de hilidos en la region Neotropical se explica por la
acumulacion de especies en multiples clados simpétricos desde el Cretacico. La
explicacion para este patron de riqueza es el efecto del tiempo para la especiacion que
predice que un determinado grupo sera especioso en la regién o habitat donde ha estado

presente y se ha especiado por mas tiempo (Wiens et al., 2011).

Los factores que influyen directamente en la riqueza de especies son los procesos
macroevolutivos de especiacion, extincion y dispersion (Brown y Lomolino, 1998; Wiens
et al., 2006; Wiens, 2007; Wiens et al., 2011). Los mecanismos potenciales de
diversificacion de las especies incluyen barreras geograficas, seleccion sexual, seleccion

ecoldgica y deriva génica (Funk et al., 2009).

3.1. MECANISMOS DE DIVERSIFICACION

3.1.1. ROL DE LAS BARRERAS FLUVIALES



Una de las hipdtesis para explicar la alta diversidad de especies en la regién
amazonica es la de las barreras fluviales (Wallace, 1852). La hipotesis plantea que los
grandes rios de la Amazonia delimitan la distribucion geografica de las especies
restringiendo el flujo génico y permitiendo que las poblaciones de cada lado del rio se
diferencien a través de seleccion y deriva génica (Gehring et al., 2012; Fouquet et al.,
2012a; Funk et al., 2007; Funk et al., 2009; Symula et al., 2003; Wallace, 1852). Wallace
(1852) fue el primero en plantear esta hipétesis al discutir la distribucién de monos en la
Amazonia (Colwell, 2000; Lougheed et al., 1999). Algunos estudios en aves apoyan el
efecto de las barreras fluviales (Cheviron et al., 2005; Hayes y Sewlal, 2004; Hoglund y
Shorey, 2004). Los grandes rios podrian afectar a la mayoria de anfibios debido a su baja
vagilidad y a que son altamente filopatricos ocasionando diferenciacidn entre poblaciones
y regiones (Fouquet et al., 2007a; Fouquet et al., 2012a; Lougheed et al., 2006). Algunos
estudios filogeograficos en anfibios de la Amazonia han encontrado soporte para esta
hipétesis. Por ejemplo, Fouquet et al. (2012a) demostraron que poblaciones de Adenomera
andreae estan altamente diferenciadas de poblaciones vecinas en lados opuestos del Rio
Approuague, ubicado en la costa de la Guayana Francesa, especialmente en partes bajas
donde el rio alcanza su mayor amplitud. Simdes et al. (2008) muestran que la cabecera del
Rio Madeira en lo alto de la Amazonia Central limita a poblaciones de Allobates femoralis.
Los resultados de Kaefer et al. (2012) apoyan la existencia de clados reciprocamente
monofiléticos de Allobates nidicola y A. masniger en lados opuestos de las partes bajas del

Rio Madeira en la Amazonia Central.

En contraste, otros estudios en anfibios no apoyan el efecto de las barreras fluviales
(Gascon et al., 1996; Gascon et al., 1998; Gascon et al., 2000; Funk et al., 2007; Lougheed

et al., 1999). Gascon et al. (1998) rechazaron la hipotesis en cuatro especies de ranas de la



Amazonia (Engystomops petersi, Allobates femoralis, Scarthyla ostinodactyla, Scinax
rubra). El estudio demostré que el Rio Jurua no juega ningun rol en promover la
diferenciacion entre poblaciones. De igual manera Gascon et al. (2000) encontraron poco
soporte en el rol de las barreras fluviales como explicacion de la diversificacion de

anfibios.

La efectividad de los rios como barreras va a depender de la capacidad de
dispersion de las especies. En anfibios las caracteristicas de historia de vida, tal como
tamafo corporal, territorialidad y modo reproductivo pueden promover y mantener altos
niveles de estructura genética (Fouquet et al., 2012a; Kaefer et al., 2012). Los modos
reproductivos de muchas especies de hilidos pueden facilitar la dispersién a través de las
barreras fluviales debido a que se reproducen en grandes lagos, pozas y a menudo en areas

disturbadas (Funk et al., 2009).

3.1.2. ROL DE GRADIENTES

Otra hipotesis para entender el origen de la diversidad en la Amazonia esté asociada
a gradientes ambientales. Esta hipotesis esta involucrada con gradientes altitudinales y
predice especiacion parapatrica debido a seleccion divergente a lo largo de gradientes
ambientales inclinados, a pesar del continuo flujo génico y en ausencia de barreras
geogréficas (Antonelli et al., 2010; Haffer, 1997; Moritz, 2000). La seleccion divergente es
manejada por fuertes fuerzas ecoldgicas reduciendo la aptitud de hibridos, y eventualmente
reduciendo el flujo génico y permitiendo la especiacion (Antonelli et al., 2010). Varios
estudios han puesto a prueba esta hipotesis como por ejemplo Ogden y Thorpe (2002)

quienes demostraron la reduccién de flujo génico en diferentes tipos de habitats a lo largo



de un gradiente ecoldgico en lagartijas de las Antillas. Smith et al. (2000) encontraron
divergencia morfoldgica en aves de Africa Central a través de diferentes gradientes
ecologicos. Ron et al. (2013a) sugieren que la diversificacion del grupo de especies
Phyllomedusa perinesos en habitats montanos se dio por especiacion parapatrica a lo largo
de gradientes ambientales. En contraste, otros estudios rechazan esta hipotesis como el
estudio de Funk et al. (2007) donde no encontraron correlacion entre gradientes
ambientales y divergencia genética en Engystomops petersi. En Roberts et al. (2006)
apoyan el modelo de vicarianza en anfibios del género Ameerega debido a que encontraron
especies hermanas en la misma elevacion rechazando la hipotesis de gradientes

ambientales.

En la Amazonia, el levantamiento de los Andes en el Neogeno (Mioceno a
Holoceno) influencio la diversificacion de organismos, entre ellos los anuros (Antonelli et
al., 2009; Antonelli et al., 2010, Ribas et al., 2012). Hoorn et al. (2010) reportan que el
primer levantamiento de los Andes fue en el Oligoceno tardio-Mioceno temprano,
coincidiendo con el origen de la mayoria de especies actuales de anfibios de la Amazonia
que se estima que ocurrié durante el Mioceno tardio con estimados que alcanzan el
Oligoceno tardio (Kaefer et al.,, 2012; Santos et al., 2009). Por lo tanto, la reciente
formacion de las montafias ocasiond una rapida diversificacion como resultado de
gradientes ecoldgicos, dispersién hacia nuevos habitats y ausencia de competencia
(Guarnizo et al., 2009). El ejemplo méas notable es el estudio de Graham et al. (2004)
donde muestran una correlacion entre gradientes ambientales y divergencia adaptativa en
dendrobatidos en la Cordillera Occidental ecuatoriana. Lynch y Duellman (1997) sugieren
que la compleja topografia de los Andes y la historia climatica han tenido un profundo

impacto en la distribucion y especiacion en varias especies de Pristimantis.



3.1.3. ROL DE LA SELECCION SEXUAL

Otro mecanismo que podria influir en la diversificacion es el aislamiento
comportamental que evoluciona cuando las sefiales de cortejo del macho y las preferencias
de la hembra por estas sefiales divergen entre poblaciones, tanto que las hembras prefieren
la sefial local del macho. Este mecanismo puede incluir la seleccion sexual, seleccion
ecoldgica divergente o deriva génica (Funk et al., 2009). La seleccion sexual puede
permitir la rapida divergencia de rasgos involucrados en el sistema de reconocimiento de
especies y asi generar aislamiento reproductivo precigético entre linajes, permitiendo la

especiacion (Boul et al., 2007; Prohl et al., 2006).

3.2. PATRONES DE DIVERSIFICACION

Para explicar los patrones que generan la riqueza local, la diversificacion y los
rasgos evolutivos de anfibios en la Amazonia Wiens et al. (2011) utilizaron a Hylidae
como un sistema modelo. En el estudio combinaron datos a gran escala (362 especies) con
datos de riqueza local, clima y tamafio corporal. Los resultados del estudio sugieren que la
diversidad de hilidos es ocasionada por el efecto del tiempo para la especiacién. Sin
embargo este estudio tiene sus limitaciones puesto que no explica qué mecanismos han
generado la diversificacion de hilidos a través del tiempo. Ademas, por su escala no toma
los procesos de divergencia que se dan a nivel poblacional entre especies incipientes y de
origen reciente. Analisis detallados a nivel de especie pueden ser mucho mas informativos

para entender los mecanismos que han generado la diversidad amazénica.

La morfologia en anfibios es altamente conservada y a menudo es homoplasica

(Fouquet et al., 2012b) por lo que frecuentemente especies cercanamente relacionadas son
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morfologicamente similares y clasificadas errdneamente bajo el nombre de una sola
especie (Funk et al., 2011). Por este motivo es probable que la diversidad amazonica esté
subestimada, por lo que se requiere una revision sistematica integrada por datos
morfologicos, bioacusticos y moleculares (Fouquet et al., 2007b) para entender los

patrones geogréaficos de diversidad regional (Funk et al., 2011; Vieites et al., 2009).

En el presente estudio, se analizan los patrones de variacion genética, morfoldgica y
bioacustica de la rana amazonica Dendropsophus parviceps para explorar los procesos

evolutivos y biogeogréaficos que han determinado la estructura genética de sus poblaciones.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ESPECIE BAJO ESTUDIO

La especie estudiada es Dendropsophus parviceps (Boulenger, 1882), un hilido
amazonico miembro del grupo de especies D. parviceps. EI grupo D. parviceps esta
diagnosticado por 27 transformaciones en genes nucleares y mitocondriales (Faivovich et
al., 2005). Este grupo contiene 11 especies que ocurren en la Amazonia: D. allenorum
(Duellman y Trueb, 1989); D. bokermanni (Goin, 1960); D. brevifrons (Duellman y
Crump, 1974); D. frosti (Motta et al., 2012); D. grandisonae (Goin, 1966); D. koechlini
(Duellman y Trueb, 1989); D. luteoocellatus (Roux, 1927); D. parviceps (Boulenger,
1882); D. pauiniensis (Heyer, 1977); D. schubarti (Bokermann, 1963) y D. timbeba
(Martins y Cardoso, 1987). Varios estudios encuentran a este grupo polifilético (Motta et
al., 2012; Fouquet et al., 2011; Pyron y Wiens, 2011; Wiens et al., 2010), dado que fallan
al intentar relacionar D. allenorum, D. schubarti y D. giesleri con D. koechlini, D. frosti,

D. brevifrons, y D. parviceps.

Dendropsophus parviceps (Boulenger, 1882) se encuentra ampliamente distribuido
en la Cuenca Amazonica de Brasil, Venezuela (Guaiquinima-tepui, Amazonas y Cafio
Surumoni, Bolivar), Colombia, Ecuador, Per( y Bolivia (Frost, 2013). En Ecuador esta
presente en las provincias de Sucumbios, Napo, Orellana, Tungurahua, Pastaza y Morona-
Santiago. Su rango altitudinal va desde 100 hasta los 1600 msnm (Ron y Read, 2012). La
localidad tipo de D. parviceps es Sarayaku en la provincia de Pastaza. Debido a su amplia

distribucion y a su gradiente altitudinal D. parviceps representa un excelente modelo para
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entender los procesos que generan divergencia genética y en ultima instancia, especiacion

y extincion en la Amazonia.

Dendropsophus parviceps es un pequefia rana con un hocico corto y truncado. En
machos y hembras el anillo timpanico es visible. El dorso es liso con pequefios tubérculos
dispersos y el vientre es granular. El dorso es de color bronce con una franja alargada
cuadrangular que empieza en el parpado superior y se extiende hasta la regién sacral.
Poseen una barra suborbital crema. La superficie ventral es gris con una mancha de color
naranja en la pantorrilla y en la axila. Los machos carecen de excrecencias nupciales. Hay
un gran dimorfismo sexual en el tamafio. La longitud rostro-cloacal en machos es 18 mm y
en hembras 26 mm (Boulenger, 1882; Duellman, 1978; Duellman, 2005; Duellman y

Crump, 1974; Ron y Read, 2012).

Estas ranas son comunes en bosgue primario o secundario, donde se congregan en
pantanos para reproducirse. EI macho canta desde las hojas de la vegetacion emergente

entre 1 y 5 m sobre la superficie del agua (Duellman y Crump, 1974; Ron y Read, 2012).

4.2. MUESTREOS POBLACIONALES

Los especimenes y tejidos de Dendropsophus parviceps fueron obtenidos de la
coleccion del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
(QCAZ) y del Centro de Ornitologia y Biodiversidad (CORBIDI, Lima, Peru).
Adicionalmente, se realizaron salidas de campo para muestrear poblaciones de D.
parviceps en las localidades de: Yasuni (Orellana); Rio Verde (Tungurahua); Rio Negro

(Tungurahua); Sarayaku (Pastaza); Canelos (Pastaza); Santiago (Morona Santiago); Puerto
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Morona (Morona Santiago) y Archidona (Napo). Se tomaron muestras de tejido (higado y
musculo) que fueron conservadas en etanol al 95%. Los especimenes fueron fijados en
formol al 10% y preservados en etanol al 75%. Estos especimenes y tejidos forman parte
de la coleccion del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(QCAZ). En total se analizaron 50 localidades de la Amazonia ecuatoriana y peruana de

poblaciones de D. parviceps (Figura 1, Figura 2, Anexo 1).

4.3. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ADN

El ADN fue extraido de tejidos (higado y musculo) preservados en etanol al 95%.
Se utilizé el protocolo de Tiocianato-Guanidina de M. Fujita con modificaciones realizadas
por M. Ordofiez en el Laboratorio de Biologia Molecular de la division de Herpetologia del

QCAZ (Anexo 2).

Se amplificé los genes mitocondriales 12S rRNA, ND1 (con los genes adyacentes
de tRNA (tRNA-Leu, tRNA-Ile y tRNA-GIn) y un pequefio fragmento del gen 16S rRNA)
y CO1 utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las
amplificaciones se realizaron con una solucion de 25 ul (2.5 pl de Buffer PCR 5X, 1.5 ul
de MgCl, 50mM, 0.5 pl de cada primer 10uM, 0.5 pl de dNTPs 10mM, 0.25 ul de
polimerasa Taq, una unidad de ADN y 18.25 ul de dH,0). Los cebadores y protocolos

empleados se detallan en la Tabla 1 y Anexo 3.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% mediante
electroforesis. Se purificaron las muestras amplificadas eliminando residuos de cebadores

y dNTPs con el kit de purificacion ExoSAP-IT (GE Healthcare). Los productos
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amplificados fueron secuenciados por la empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seul, Corea).
También se incluyeron secuencias de Dendropsophus parviceps disponibles en el

GenBank.

Las secuencias de ADN para las especies del grupo externo se obtuvieron de la base
de datos del banco de genoma del Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catolica

del Ecuador (QCAZ) y del GenBank.

4.4. ENSAMBLE, EDICION Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE ADN

Las secuencias obtenidas se ensamblaron en el programa Geneiuos Pro v5.4.6
(Drummond et al., 2011). El alineamiento se realiz6 utilizando la aplicacion MAFFT
Multiple Alignment v6.814b con el algoritmo L-INS-i (Katoh et al., 2002). Las secuencias
se importaron a Mesquite v2.75 (Maddison y Maddison, 2011) para editar manualmente
regiones mal alineadas. Los loci que codifican para proteinas fueron traducidos a
aminoacidos en Mesquite para ayudar a la alineacion manual verificando que no existan

codones de terminacion en las secuencias.

4.5. ANALISIS FILOGENETICOS

En el presente estudio se analizaron las relaciones filogenéticas entre poblaciones
de Dendropsophus parviceps. Para el grupo externo se incluyeron 16 especies del género
Dendropsophus: D. bifurcus (4 ssp.), D. brevifrons (16 ssp.), D. carnifex (4 ssp.), D.
ebraccatus (1 ssp.), D. frosti (1 ssp.), D. koechlini (2 ssp.), D. leali (1 ssp.), D.

leucophyllatus (3 ssp.), D. marmoratus (4 ssp.), D. microcephalus (1 ssp.), D. miyatai (2
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ssp.), D. riveroi (1 ssp.), D. rhodopeplus (8 ssp.), D. sarayacuensis (8 ssp.), D. shiwiarum
(4 ssp.) y D. triangulum (9 ssp.). También se analizaron las relaciones filogenéticas de D.
parviceps con su caldo hermano de las especies hermanas D. brevifrons y D. frosti basadas

en Motta et al. (2012).

La mejor estrategia de particion para el set de datos de nucledtidos y el mejor
modelo de sustitucion para cada particion fueron seleccionados en el programa
PartitionFinder v1.1.0 (Lanfear et al., 2012). Para encontrar la mejor estrategia de particion
se utilizo el algoritmo heuristico “greedy”. Este algoritmo realiza una busqueda exhaustiva
de todas las posibles estrategias de particion en cada set de datos y selecciona la mejor
estrategia. Se utilizd el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) como criterio de
optimalidad (Lanfear et al., 2012). Nueve particiones se dieron a escoger al programa
PartionFinder: (1) 16S; (2) tRNA (tRNA-Leu, tRNA-Ile y tRNA-GIn); (3) 12S; (4) primera
posicién de los codones del gen ND1; (5) segunda posicién de los codones del gen ND1,
(6) tercera posicion de los codones del gen ND1; (7) primera posicion de los codones del
gen CO1,; (8) segunda posicion de los codones del gen CO1 y (9) tercera posicion de los

codones del gen CO1.

4.5.1. ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA

El anélisis de Inferencia Bayesiana se realizd en el programa MrBayes v3.1.2
(Ronquist et al., 2012). El anélisis Bayesiano consistio de dos corridas paralelas mediante
el algoritmo de la Cadena Markov Monte Carlo (MCMC) por 6 x 10° generaciones. Cada

corrida tuvo cuatro cadenas (1 fria y 3 calientes) con una temperatura de 0.03 y se
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muestreo cada 5000 generaciones. La mejor estrategia de particion y los modelos de

sustitucién fueron los seleccionados en PartitionFinder v1.1.0.

Para verificar la convergencia y la estacionalidad de las corridas se utilizo el
programa Tracer v1.6 (Rambaut y Drummond, 2007). En las dos corridas combinadas se
tomo en cuenta el tamarfio efectivo de la muestra (ESS) > 200 y se descarto el 10% de las

generaciones como burn-in.

4.5.2. ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

El andlisis de Méxima Verosimilitud se llevd a cabo en el programa Garli v.2.0
(Zwickl, 2006). La mejor estrategia de particion y los modelos de sustitucion fueron los
seleccionados en PartitionFinder v1.1.0. Se realizaron diez réplicas independientes de la
basqueda para obtener el mejor arbol con los mayores valores de verosimilitud. Para
evaluar el soporte de cada nodo se realizO un bootstrap no paramétrico con 500

repeticiones.

4.6. ESTIMACION DE BARRERAS GEOGRAFICAS

Las barreras geogréaficas e historicas propician la especiacién alopatrica (Lougheed
et al., 1999; Roberts et al., 2006). Para identificar potenciales barreras que producen un
cambio abrupto en el patron de variacion genética se utilizé el programa Barrier v2.2
(Manni et al., 2004). Este programa utiliza el algoritmo de méaxima diferencia de
Monmonier (Monmonier, 1973), el cual sirve para identificar limites de areas donde las

diferencias entre un par de poblaciones son grandes utilizando una matriz de distancias
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genéticas e informacion de coordenadas geograficas (Gehring et al., 2012; Manni et al.,
2004; Newman, 2009). Las poblaciones fueron conectadas por la triangulacién Delaunay
(Anexo 4), un metodo que conecta un set de puntos adyacentes de un mapa con un set de
triangulos (Manni et al., 2004). La primera barrera que es identificada representa la mas
alta divergencia genética entre grupos de poblaciones y por lo tanto seria la principal
barrera de flujo génico (Crottini et al., 2012; Newman, 2009). Las distancias genéticas se
calcularon en MEGA v5.2 (Tamura et al., 2011) para todas las secuencias concatenadas
utilizando el método de distancias p. Los estimados se basaron en 500 réplicas bootstrap.

Las coordenadas geograficas para las localidades se muestran en el Anexo 5.

Se analiz6 también el efecto de las distancias topograficas en las distancias
genéticas a través de una prueba de Mantel con 999 permutaciones. Para la prueba se
utilizo el paquete Vegan (Oksanen et al., 2013) en el programa R v3.0.1 (R Core Team,
2013). Las distancias genéticas se calcularon en Mesquite para todas las secuencias
concatenadas. La matriz de distancias topograficas entre poblaciones fue obtenida
utilizando lenguaje de programacion en funcion del paquete SP (Pebesma et al., 2005)

desarrollado por A. Merino en R. La prueba de Mantel se realiz6 intra clados.

4.7. RED DE HAPLOTIPOS Y DIVERSIDAD GENETICA

La red de haplotipos evalla la variacion de la estructura genética dentro y entre
poblaciones (Beebee y Rowe, 2008). Este andlisis se utilizo para comparar la distribucion
espacial de los haplotipos con la distribucion geogréfica de las poblaciones y para inferir
relaciones entre haplotipos. Se usé el programa Network v.4.6 (Bandelt et al., 1999) para

estimar las redes de haplotipos (genes por separado) utilizando el algoritmo Median-
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Joining basado en el criterio de parsimonia. Se utilizo el programa DnaSP v5.10.01 (Rozas
et al., 2010) para calcular el nimero de haplotipos (h), la diversidad haplotipica (Dh), la

diversidad nucleotidica (m) y el nimero de sitios polimorficos (s).

4.8. TESTS DE HIPOTESIS BIOGEOGRAFICAS

La prueba de bootstrap paramétrico genera simulaciones bajo la suposicion de que
una hipotesis nula es correcta (Huelsenbeck et al., 1996, Huelsenbeck y Crandall, 1997).
Bajo esta prueba se prob6 si existe monofilia reciproca entre haplotipos de Dendropsophus
parviceps de lados opuestos del Rio Napo (Funk et al., 2007, Ron et al., 2013b). Se
incluy6 todas las localidades a menos de 100 km al norte y al sur del Napo y a una altitud
menor a 300 m. También se probé la hip6tesis de que los limites entre grupos genéticos
corresponden a los limites entre cuencas hidrograficas. De acuerdo con Barriga (2012) una
cuenca hidrogréfica es la unidad hidrica que agrupa a cuerpos de agua de un drenaje y
convergen en un eje fluvial. La topografia influye en la delimitacion de la cuenca
hidrogréafica. Se incluy6 localidades de la Cuenca del Rio Napo y de la Cuenca del Rio

Pastaza debido a que son cuencas adyacentes y a su gran niumero de muestras (Figura 3).

También se puso a prueba la monofilia entre poblaciones que estdn en zonas
altitudinales bajas y altas (Figura 4). Igualmente se prob6 la monofilia de poblaciones de
zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio Napo (Figura 5) y también se prob6
la monofilia de poblaciones de zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio
Pastaza (Figura 6). Localidades a menos de 1000 m sobre el nivel del mar fueron
consideradas como de zona baja y con una elevacion mayor a 1000 m como de zona alta.

Las hipotesis son resumidas en la Figura 7.
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Para aplicar la prueba de bootstrap paramétrico: (1) se generd un arbol filogenético
constrefiido (criterio de maxima verosimilitud) bajo el supuesto de que la hipotesis nula es
verdadera en Garli v.2.0; (2) se simularon 200 matrices bajo el modelo de evolucion GTR
+ |1 + G y la topologia del arbol constrefiido en Mesquite v2.75; (3) para cada matriz
simulada, se encontré el mejor arbol constrefiido y el mejor arbol sin constrefiir bajo el
criterio de maxima parsimonia en PAUP* v4.0 (Swofford, 2003) y se calculo la diferencia
de pasos entre los dos arboles; (4) se obtuvo una distribucion nula de las diferencias de las
200 matrices en Mesquite v2.75 y (5) se obtuvo la diferencia en pasos entre las filogenias
constrefiida y sin constrefiir obtenidas a partir de la matriz observada en Mesquite v2.75.
La hipotesis nula fue rechazada si la diferencia obtenida en el paso 5 no era mayor que el
5% de las diferencias obtenidas en el paso 4 (Huelsenbeck y Crandall, 1997; Maddison,

2004; Pazmifio, 2011).

4.9. ANALISIS BIOACUSTICOS

Se analiz6 la variacion de los cantos de poblaciones de Dendropsophus parviceps
para determinar si existen patrones que sean congruentes con la variacion genética. Las
grabaciones fueron realizadas en el campo utilizando un micréfono Sennheiser k6-ME67
unidireccional y una grabadora Olympus LS10. La distancia minima del canto de la rana
con el micréfono fue 0.5 a 1.5 m para garantizar una buena calidad de la grabacion. Se
midio la temperatura del aire con un termémetro digital cerca del lugar donde cant6 la
rana. También se tomo datos de fecha, hora, localidad y lugar de donde canto el individuo.
Los cantos se analizaron usando el programa RavenPro v1.3 (Bioacoustics Research
Program, 2008). Los analisis de frecuencia se basaron en una transformacion Fourier

directa con una resolucion de frecuencia de 10.8 Hz y 4096 puntos. Los cantos se
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obtuvieron de las localidades de: Sarayaku (Pastaza); Canelos (Pastaza); Rio Verde
(Tungurahua); Santiago (Morona-Santiago); Puerto Morona (Morona-Santiago); Yasuni

(Orellana) y Picota (Peru).

Se midieron las siguientes variables: (1) duracion del canto (simple y compuesto);
(2) frecuencia dominante del canto (simple y compuesto); (3) duracion del primer
componente del canto compuesto; (4) duracion del clic del canto compuesto; (5) frecuencia
dominante del primer componente; (6) frecuencia dominante del clic; (7) nimero de pulsos
por nota; (8) tasa de pulsos por nota; (9) tiempo de subida de la nota; (10) tiempo de subida
del clic y (11) intervalo entre el primer componente y el clic del canto compuesto. Las
variables bioacusticas estan descritas y definidas en la Tabla 2. Las figuras 8 y 9 muestran

las caracteristicas de los cantos.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) para determinar si existen
diferencias entre poblaciones y entre grupos genéticos en los cantos. También se efectud
una prueba t de Student para comparar los valores de los componentes principales entre

diferentes poblaciones. Estos andlisis se ejecutaron en JMP® 9.0.1 (SAS Institute, 2010).

4.10. ANALISIS MORFOMETRICOS

Se midieron especimenes adultos de Dendropsophus parviceps de la coleccion del
Museo de Zoologia QCAZ (n = 107) con un calibrador digital con precision de 0.01 mm.
Las variables morfométricas y la metodologia para su medicion se basaron en Duellman
(1970), Motta et al. (2012) y Cisneros-Heredia y McDiarmid (2007). Estas fueron: (1)

longitud rostro-cloacal (LRC); (2) ancho de la cabeza (AC); (3) longitud de la cabeza (LC);
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(4) longitud del fémur (LF); (5) longitud de la tibia (LT) y (6) longitud del pie (LP). Cada
medicion se tomo tres veces para luego sacar un promedio. Todas las variables fueron
convertidas en logaritmos para ajustar los datos a la normalidad. Se realizaron los
siguientes analisis: Analisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis de Funcién
Discriminante (AFD) para evaluar el grado de diferenciacion entre grupos geneéticos y
poblaciones. Estos analisis fueron aplicados en cada sexo por separado. Para eliminar el
efecto de LRC, a los andlisis de ACP se aplicaron los residuales de cada variable obtenidos
de regresiones lineales entre las cinco variables y la LRC. Ademas, s6lo componentes con
eigenvalues > 1 fueron considerados para el ACP. También se realiz6 un Analisis
Multivariado de Variancia (MANOVA) para probar diferencias morfométricas entre sexos.

Todos los analisis fueron llevados a cabo en JMP.

4.11. ANALISIS INTEGRATIVO Y DELIMITACION DE ESPECIES

La delimitacion de especies se basé en el concepto de especie de de Queiroz
(2007), que define a las especies como segmentos de linajes que evolucionan
independientemente, en donde los linajes llegan a ser diferentes uno del otro a través del
tiempo por la adquisicion de diferentes propiedades (morfoldgicamente diferentes,
reproductivamente  incompatibles, ecol6gicamente divergentes, monofiléticamente
reciprocos, etc.). Se realiz6 un andlisis integrativo considerando multiples lineas de
evidencia para evaluar la separacién de linajes. Este analisis fue propuesto por Dayrat
(2005) que acepta implicitamente el concepto evolutivo de especie propuesto por de

Queiroz (2007).
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La clasificacion de linajes evolutivos independientes fue definida siguiendo las
categorias propuestas por Vieites et al. (2009). Especies candidatas confirmadas (ECC) son
aquellas que difieren claramente por caracteres morfologicos y acusticos, y muestran una
alta diferenciacion genética. Especies candidatas no confirmadas (ECNC) son aquellas con

linajes genealdgicos profundos, pero sin mucha informacién de otros caracteres.

Las distancias genéticas para el gen 12S se calcularon en Mesquite como distancias
p no corregidas. EI umbral para identificar posibles linajes o especies candidatas en 12S

fue > 3% (Fouquet et al., 2007b; Vences et al., 2005a; Vences et al., 2005b).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISIS FILOGENETICOS

El alineamiento total de secuencias de ADN concatenadas fue de ~3089 pb (~937
pb de 12S, ~285 pb de 16S, ~216 pb de tRNA (tRNA-Leu, tRNA-Ile y tRNA-GIn), ~960
pb de ND1 y ~695 pb de CO1) obtenidas de 191 individuos. Sesenta y nueve individuos
son del grupo externo y 122 son de Dendropsophus parviceps. Los resultados de
PartitionFinder muestran siete particiones como mejor estrategia de particion con sus

respectivos modelos de evolucion seleccionados (Tabla 3).

5.1.1. ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA Y MAXIMA

VEROSIMILITUD

Los andlisis de Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud produjeron arboles
con similar topologia por lo cual s6lo se muestra el arbol de Inferencia Bayesiana con sus
correspondientes probabilidades posteriores y valores de soporte bootstrap a partir del

analisis de maxima verosimilitud (Figura 10).

La filogenia (Figura 10) muestra un fuerte soporte (probabilidad posterior = 1y
bootstrap = 94%) para la monofilia de Dendropsophus parviceps con las especies
hermanas D. frosti y D. brevifrons. El clado de D. frosti y D. brevifrons tiene un buen
soporte (probabilidad posterior = 1 y bootstrap = 98%). Las distancias p no corregidas

dentro de D. brevifrons van de 8.6 a 9.9%.
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El clado de Dendropsophus parviceps es monofilético con alto soporte
(probabilidad posterior = 1 y bootstrap = 100%), dentro de este clado hay dos clados con
alto soporte. El primero es de poblaciones de Ecuador (probabilidad posterior = 1 y
bootstrap = 99%). Dentro del clado de Ecuador hay tres subclados con alto soporte. El
primer subclado (probabilidad posterior = 1 y bootstrap = 99%) pertenece a poblaciones de
la Cuenca del Rio Pastaza (hnombrado clado Pastaza; Figura 11) con elevaciones hasta los
1600 m, y que corresponden a las provincias de Pastaza y Tungurahua. Las distancias
genéticas dentro del clado Pastaza van de 0 a 0.4%. Sin embargo, existen individuos que
estdn en la Cuenca del Rio Napo y corresponden al clado Pastaza: QCAZ 49314
(Zanjarajuno) y QCAZ 38332 (Arajuno). El segundo subclado (probabilidad posterior = 1
y bootstrap = 99%) estd conformado por poblaciones de la Cuenca del Rio Napo
(nombrado clado Napo; Figura 11) con elevaciones hasta los 1430 m, corresponden a las
provincias de Napo, Sucumbios, Orellana y el norte de Pastaza. Las distancias genéticas en
el clado Napo tienen un rango de 0 a 1.8%. El tercer subclado (probabilidad posterior =1y
bootstrap = 99%) incluye poblaciones de las cuencas del Rio Morona y Rio Santiago
(nombrado clado Morona-Santiago; Figura 11) con elevaciones por debajo de 300 m en la
provincia de Morona Santiago. Las poblaciones de Tukupi y Puerto Morona estan en la
Cuenca del Rio Moronay la poblacion de Santiago esta en la Cuenca del Rio Santiago. Las
distancias genéticas en el clado Morona-Santiago tienen un rango de 0 a 0.6%. Una

descripcion mas detallada de las cuencas hidrograficas se presenta en el Anexo 6.

El segundo clado dentro de Dendropsophus parviceps es fuertemente apoyado
(probabilidad posterior = 0.96 y bootstrap = 72%) y pertenece a poblaciones de Peru (clado
Per(). Las distancias genéticas en el clado Peru tienen un rango de 0 a 3.5%. Las distancias

genéticas entre todos los clados se presentan en la Tabla 4.
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5.2. ESTIMACION DE BARRERAS GEOGRAFICAS

En el analisis de estimacion de barreras en el programa Barrier v2.2 se definieron
cinco barreras de discontinuidad genética (nombradas a—e en la Figura 12; Anexo 4). A
continuaciéon enumero las barreras en orden de importancia. La primera barrera (a) separa
las poblaciones de Ecuador y Peru coincidiendo con la filogenia. Las barreras segunda y
tercera (b y c; Figura 13) separan poblaciones de Per(. La segunda barrera esta localizada
al sur de PerG en las regiones del Cusco amazénico y Madre de Dios separando a las
poblaciones de La Convencion y Tambopata de las demés poblaciones de Perd. La tercera
barrera esta entre la region de Loreto y San Martin dividiendo las poblaciones de Requena
y Picota. Las barreras segunda y tercera coinciden con la filogenia. Las barreras cuarta y
quinta (d y e; Figura 14) separan poblaciones de Ecuador. La cuarta barrera esta al norte de
la Amazonia ecuatoriana separando las poblaciones de la Cuenca del Rio Napo de las
poblaciones de la Cuenca del Rio Pastaza. A excepcion de los individuos: QCAZ 49314
(Zanjarajuno) y QCAZ 38332 (Arajuno) que a pesar de ser parte de la Cuenca del Rio
Napo son agrupados en la Cuenca del Rio Pastaza (al igual que en la filogenia). La quinta
barrera separa a las poblaciones que estan en la Cuenca del Rio Pastaza con las
poblaciones que estan en las cuencas del Rio Morona y Rio Santiago. Sin embargo, la
quinta barrera no coincide con la filogenia debido a que la divergencia del clado Morona-
Santiago vs. el resto de poblaciones de Ecuador es mas importante que la cuarta barrera. La
prueba de Mantel revel6 una correlacion positiva entre distancias genéticas y distancias

topograficas (Figura 15). La correlacion intra clados fue significativa (Tabla 5).
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5.3. RED DE HAPLOTIPOS Y DIVERSIDAD GENETICA

Las redes de haplotipos obtenidas para cada gen mitocondrial (12S, ND1 y CO1)
son consistentes con la filogenia. Las redes para 12S, ND1 y CO1 (Figura 16, 17, 18)
muestran cuatro grupos de haplotipos bien diferenciados agrupando separadamente a los
haplotipos de la Cuenca del Rio Pastaza (color azul), de la Cuenca del Rio Napo (color
anaranjado), de las cuencas de los rios Morona y Santiago (color verde) y Peru (color rojo).
Dos individuos que estan en la Cuenca del Rio Napo, QCAZ 49314 (Zanjarajuno) y QCAZ
38332 (Arajuno), se agrupan con los haplotipos de la Cuenca del Rio Pastaza (al igual que
en la filogenia) (Anexo 7, 8, 9). La divergencia més alta se da entre haplotipos de Ecuador
y Peru debido a que estan separados por un gran nimero de pasos mutacionales (rango de 6
a 84 pasos) mostrando una pronunciada estructura genética entre haplotipos en las tres

redes.

La diversidad haplotipica es més alta para el clado Per( que para los otros clados en
todos los genes. Ademas este clado muestra una alta diversidad nucleotidica con respecto a
los demas clados (para todos los genes). Los analisis de diversidad para cada gen y clado

se muestran en la Tabla 6.

5.4. TESTS DE HIPOTESIS BIOGEOGRAFICAS

Los resultados de las pruebas de bootstrap paramétrico se muestran en la Tabla 7.
La hipotesis de monofilia reciproca para el Rio Napo puede ser rechazada con un P =
0.015 (Figura 19A) de este modo no se apoya la hipdtesis de barreras fluviales. Por otra
parte, la hipétesis de monofilia reciproca para la Cuenca del Rio Napo y la Cuenca del Rio

Pastaza no pudo ser rechazada con un P = 0.095 (Figura 19B) apoyando la hipétesis de
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cuencas hidrogréaficas. La hipotesis para zonas altitudinales bajas y altas puede ser
rechazada con un P < 0.05 (Figura 19C), un resultado inconsistente con la hipotesis de
gradientes ambientales. Sin embargo, no se pudo rechazar las hipdtesis de monofilia
reciproca de zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio Napo (P = 0.14; Figura
19D) y de zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio Pastaza (P = 0.445; Figura
19E). Estas dos pruebas apoyan la hipdtesis de gradientes ambientales en cuencas

hidrograficas.

5.5. ANALISIS BIOACUSTICOS

Los datos bioacusticos revelaron dos tipos de canto: simple y compuesto. El canto
simple tiene una sola nota. El canto compuesto tiene dos componentes, el primer
componente es una nota introductoria como un zumbido y el segundo son clics que son

notas secundarias del canto compuesto.

Las medidas de las variables bioacusticas para el canto simple se presentan en la
Tabla 8. El canto de la poblacion de Picota en Peru difiere de los cantos de las poblaciones
ecuatorianas por tener una menor frecuencia dominante, una mayor duracién del canto, un
mayor numero de pulsos por nota y un mayor tiempo de subida de la nota (Figura 20;
Tabla 8). En el ACP de canto simple se obtuvieron dos componentes principales con
eigenvalues > 1, explicando el 92.2% de la variacion total (Tabla 9). EI CP | tiene cargas
positivas para tiempo de subida y duracion de la nota, y carga negativa para frecuencia
dominante. EI CP Il tiene cargas positivas para el nUmero de pulsos y la tasa de pulsos
(Tabla 9). En el espacio bioacustico del ACP (Figura 21) hay un solapamiento entre

poblaciones de Sarayaku, Canelos y Rio Verde pertenecientes al clado Pastaza con
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poblaciones de Puerto Morona y Santiago del clado Morona-Santiago. La poblacion de
Picota del clado Pert presenta una clara separacion con las poblaciones de Ecuador en el
CP 1. De igual manera, la poblacion de Yasuni del clado Napo también mostré separacion

alolargo del CP I.

Los resultados de la prueba t de Student para los valores de los Componentes
Principales del canto simple se muestran en la Tabla 10. En el CP I hay diferencias
significativas entre la poblacion de Picota vs. las poblaciones de Ecuador (Tabla 10). De
igual manera, los valores del CP | mostraron diferencias significativas entre las
poblaciones de Yasuni vs. el resto de poblaciones de Ecuador (Tabla 10). Por otra parte, se
observo diferencias significativas en el CP | entre poblaciones de Sarayaku y Canelos

(zonas bajas) con Rio Verde (zona alta) (Tabla 10).

Las medidas de las variables del canto compuesto estan en la Tabla 11. El canto
compuesto de la poblacién de Picota se diferencia de las poblaciones de Ecuador por tener
una menor frecuencia dominante para el canto compuesto y los clics (Figura 22, Tabla 11).
En el ACP se obtuvo dos componentes principales con eigenvalues > 1, explicando el
88.09 % de la variacion total (Tabla 12). EI CP | tiene cargas positivas para tiempo de
subida y duracion del canto. EI CP 1l tiene carga positiva para frecuencia dominante y alta
carga negativa para intervalo entre el primer componente y el clic (Tabla 12). En el espacio
bioacustico del ACP (Figura 23) existe una segregacion entre las poblaciones Sarayaku y
Canelos (zonas bajas) vs. Rio Verde (zona alta). Los resultados de la prueba t de Student

para los valores de CP del canto compuesto se encuentran en la Tabla 13.
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5.6. ANALISIS MORFOMETRICOS

Las estadisticas descriptivas de las seis variables morfométricas son mostradas en la
Tabla 14. En el ACP para poblaciones de machos, los dos primeros componentes con
eigenvalues >1 explican el 52.2% de la variacion total (Tabla 15). EI CP | tiene cargas
positivas para LF, LT y LP, y el CP Il tiene cargas positivas para LC y AC (Tabla 15). La
proyeccion de los especimenes muestra que estan solapados entre clados en el espacio
morfométrico del ACP (Figura 24). En el ACP para poblaciones hembras, los dos primeros
componentes con eigenvalues > 1 explican el 71.2% de la variacion total (Tabla 15). EI CP
| tiene cargas positivas para LC, LF, LT y LP, y el CP Il tiene carga positiva para AC y
cargas negativas para LF y LT (Tabla 15). Al igual que el ACP para machos, los
especimenes estan solapados entre clados (Figura 25). La diferencia entre sexos fue
significativa (MANOVA, F = 1.4, GL =5, P < 0.001). No se observé variacion de LRC

entre clados (Tabla 14).

En la clasificacion de Andlisis de Funcion Discriminante (AFD) en machos, 43 de
77 especimenes fueron asignados correctamente a su respectivo clado. Siete especimenes
clasificados erroneamente del clado Pastaza fueron asignados al clado Napo y siete al
clado Morona-Santiago. Once especimenes del clado Napo fueron clasificados
errbneamente asignados al clado Pastaza y seis al clado Morona-Santiago, y tres
especimenes del clado Morona-Santiago fueron asignados al clado Pastaza. En el AFD en
hembras, ocho de 30 especimenes fueron clasificados erroneamente. Cuatro especimenes
del clado Napo fueron asignados al clado Pastaza, dos al clado Morona-Santiago y dos del
clado Pastaza fueron asignados al clado Napo. Estos resultados indican que hay mayor

diferenciacion morfoldgica en hembras que en machos.
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6. DISCUSION

6.1. RELACIONES FILOGENETICAS EN Dendropsophus parviceps

Los analisis filogenéticos en este estudio agrupan con alto soporte a
Dendropsophus parviceps como grupo hermano de las especies D. brevifrons y D. frosti.
Estos andlisis son congruentes con las filogenias presentadas por Motta et al. (2012) y
Rivera-Correa y Orrico (2013). Sin embargo, este estudio brinda nueva informacion acerca
de la posicion filogenética de D. frosti y D. brevifrons, en donde D. brevifrons es
parafilética, con alto soporte, con respecto a D. frosti. Esta relacion parafilética sugiere la
existencia de mas de una especie dentro de D. brevifrons. La alta divergencia genética
(distancias p no corregidas = 8.6-9.9%) observada en 12S entre poblaciones de D.
brevifrons también sugiere la presencia de diversidad criptica. Resultados similares se han
reportado en otros estudios como Caminer y Ron (2014) y Funk et al. (2011) con el
complejo de especies Hypsiboas fasciatus-calcaratus; Elmer et al. (2007) con Pristimantis

ockendeni y Funk et al. (2007) con Engystomops petersi.

La monofilia de Dendropsophus parviceps tiene un alto soporte en los analisis
filogenéticos. Dentro de este clado, cuatro subclados con alto soporte fueron identificados.
Hay una divergencia basal entre las poblaciones de Perl y Ecuador. Las distancias
genéticas entre clados de Ecuador y el clado Per0 es alta (distancias p no corregidas en 12S
= 2-6%) sugiriendo que son especies distintas. Ademas, la moderada divergencia
(distancias p no corregidas en 12S = 0-3.5%) dentro del clado PerG indica que existe mas
de una especie. Varios estudios en anuros también han reportado altas distancias genéticas

> 3% para delimitar posibles especies candidatas. Por ejemplo, Elmer et al. (2013) con
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Bolitoglossa equatoriana y B. peruviana, Fouquet et al. (2013) con varias especies del
género Adenomera, Funk et al. (2007) y Funk et al. (2011) con Engystomops petersi,
Jansen et al. (2011) con varias poblaciones de anuros en Bolivia y Kéhler et al. (2010) con

el grupo de especies Hypsiboas pulchellus.

El clado Morona-Santiago es linaje hermano de los clados hermanos Pastaza y
Napo formando un grupo monofilético con alto soporte. La divergencia genética entre los
clados de Ecuador es baja (distancias p no corregidas en 12S = 0.3-2.6%) con respecto al
3%, umbral sugerido para identificar linajes como especies candidatas (Fouquet et al.,
2007b; Vences et al., 2005a; Vences et al., 2005b). Otros estudios también han reportado
baja divergencia genética para identificar especies candidatas dentro de especies: Coloma
et al. (2012) con especies del grupo Hyloscirtus larinopygion; Matsui et al. (2010) con
bufonidos del género Ansonia; Ron et al. (2006) con Engystomops randi y Ron et al.
(2012) con el complejo de especies Osteocephalus buckleyi. No obstante, Funk et al.
(2011) y Vieites et al. (2009) utilizaron un rango entre 1-2% en 12S y 16S para poder
delimitar especies. Por lo cual, la utilizacion del umbral minimo del 3% de divergencia
genética para identificar especies candidatas propuesto por Fouquet et al. (2007b) es
controversial. Una sola linea de evidencia es insuficiente para identificar linajes evolutivos
independientes y va en contra del concepto evolutivo de especie propuesto por de Queiroz
(2007). Ron et al. (2012) también sugieren que la evidencia molecular es una herramienta
insuficiente para delimitar especies y necesita ser integrada con datos bioacusticos y
morfoldgicos. Padial et al. (2009) recomiendan la utilizacion de varias lineas de evidencia

para evaluar la separacion de linajes.
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6.2. BIOGEOGRAFIA Y RELACIONES FILOGEOGRAFICAS DENTRO DE

Dendropsophus parviceps

La principal barrera de discontinuidad genética ocurre entre los clados de Ecuador y
el clado basal de Perd. Probablemente esta alta diferenciacion genética entre clados se
explica por eventos de vicarianza, por aislamiento reproductivo precigotico (se discutira
mas adelante) y asilamiento por distancia. Amézquita et al. (2009) evidenciaron una fuerte
diferenciacion de cantos correlacionada con la divergencia genética y las distancias
geogréficas entre poblaciones de Allobates femoralis. Ademas, dentro del clado Per( existe
una alta divergencia genética que se explica por aislamiento por distancia. Esta presuncion
es apoyada por la prueba de Mantel que mostr6 un fuerte efecto de las distancias
topogréficas en la estructura genética en las poblaciones de D. parviceps. Estos resultados
son congruentes con Guarnizo y Cannatella (2013) donde reportan que la compleja
topografia influye en la reduccion del flujo génico. Recientes estudios también han
reportado un efecto de las distancias geograficas en la estructura genética como en
Lampert et al. (2003) donde encontraron un alto grado de diferenciacion genética de las
poblaciones de Engystomops pustulosus a través de largas distancias geogréficas.
Velédsquez et al. (2013) encontraron que la divergencia entre poblaciones de Pleurodema
thaul se debe a aislamiento por distancia. Posiblemente esta correlacion de distancias
genéticas con distancias geogréaficas se deba a que la mayoria de anfibios presentan una
baja vagilidad y una fuerte dependencia con el habitat (Zeisset y Beebee, 2008). Lo cual
explicaria la alta divergencia dentro del clado Per( ya que son poblaciones que estan mas
distantes en comparacion con los clados ecuatorianos que tienen poblaciones mas cercanas

entre si. Sin embargo, la falta de muestras intermedias dentro del clado Per( podria estar
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sesgando la verdadera influencia de las distancias topograficas sobre las distancias

genéticas.

Por otra parte, los datos filogenéticos y las barreras de discontinuidad genética
sugieren que las cuencas hidrograficas son responsables de la estructura genética de las
poblaciones ecuatorianas de D. parviceps ya que han actuado como barreras al flujo
génico. Zeisset y Beebee (2008) proponen que la mayoria de anfibios conservan sefiales de
eventos histdricos que han promovido su dispersion y vicarianza. Anteriores estudios han
tratado de explicar la distribucion de las especies en la Amazonia ecuatoriana, tal como
Barriga (2012) que divide la distribucion de peces de agua dulce en zonas
ictiohidrograficas. En Cisneros-Heredia y McDiarmid (2006) dividen la distribucién de
centrolénidos en la Amazonia ecuatoriana en dos secciones: la seccion norte incluye las
provincias de Sucumbios, Orellana, Napo, Tungurahua y el norte de la provincia de
Pastaza (arriba de la latitud 2° S), y la seccién sur incluye las provincias de Morona
Santiago, Zamora Chinchipe y el sur de la provincia de Pastaza (debajo de la latitud 2° S).
Sin embargo, este es el primer estudio de vertebrados terrestres en demostrar que la
diversidad genética estd correlacionada espacialmente con la extension de cuencas

hidrograficas en la Amazonia.

Las bajas distancias genéticas reportadas (ver seccion 6.1) entre clados ecuatorianos
de Dendropsophus parviceps sugieren que la diferenciacion entre poblaciones es reciente.
Asumiendo una tasa de evolucion para 12S de 0.00249 sustituciones por sitio por linaje
(basado en Xenopus; Evans et al., 2004) se espera una divergencia del 0.498% por millon
de afos entre dos linajes (0.00249x100x2). Por lo cual, el tiempo de divergencia de D.

parviceps podria haber ocurrido en el Plioceno-Pleistoceno (6-1 Ma). Para el limite del
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Mioceno-Plioceno hasta el Pleistoceno tardio (6-0.1 Ma) (Bernal et al., 2011; Bes de Berc
et al., 2005) se formo el abanico de sedimentos del Pastaza o “Pastaza megafan”, el cual
explicaria la influencia de las cuencas hidrograficas en la estructura genética de las
poblaciones ecuatorianas. Puesto que para el Mioceno tardio-Plioceno el actual sistema
fluvial de la Amazonia ya estaba establecido (Antonelli et al., 2009). Este abanico esta
localizado en las estribaciones de la Amazonia de Ecuador y al norte de Peru, entre 2° y 5°
Syentre 74°y 78° O (Bernal et al., 2011). De acuerdo con este escenario, entre las cuencas
hidrograficas presuntamente ocurrieron diferentes eventos de vicarianza que afectaron a los
clados. Una probable explicacién estaria ligada con los cambios repentinos en el curso de
los drenajes y afluentes localizados especialmente en los limites entre las cuencas. De esta
manera, se crearon conexiones y desconexiones entre cuencas dando como resultado zonas
pantanosas o aridas produciendo barreras del flujo génico entre las poblaciones. Esta
presunta explicacion esta basada en los modelos propuestos en los estudios de Wilkinson et
al. (2006) y Wilkinson et al. (2010) donde explican la especiacion de fauna acuatica

suramericana en abanicos de sedimentacion.

Para el Plioceno-Pleistoceno (6—1 Ma) ocurri6 la formacion de la meseta de Mera,
depositada en lo alto del “Pastaza megafan”, en lo que hoy es el alto del Rio Pastaza (Bés
de Berc et al., 2005). Esta meseta posiblemente actu6 como un puente de conexién entre la
Cuenca del Rio Napo y la Cuenca del Rio Pastaza. De esta manera, se produjo la
dispersion de los individuos QCAZ 49314 (Zanjarajuno) y QCAZ 38332 (Arajuno) de la

Cuenca del Napo hacia la Cuenca del Pastaza.

Los resultados de las redes de haplotipos revelan una profunda estructura

filogeogréafica de los clados de Dendropsophus parviceps sugiriendo que los cuatro clados
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evolucionan en conjuntos de poblaciones geograficamente separadas. Estos resultados
apoyan a las estructuras filogeograficas mencionadas anteriormente tal como el aislamiento
por distancia y la especiacion de poblaciones de diferentes cuencas hidrogréficas por el

abanico del Pastaza.

6.3. PRUEBA DE HIPOTESIS DE MECANISMOS DE DIVERSIFICACION

La hipotesis de barreras fluviales no fue apoyada por los analisis de bootstrap
paramétrico sefialando que el Rio Napo no es una barrera de flujo génico para D.
parviceps. Las poblaciones en bancos opuestos del rio no son monofiléticas. Estos
resultados son congruentes con varios estudios en la Amazonia como Funk et al. (2007)
con Engystomops petersi en el Rio Napo, Gascon et al. (1996, 1998, 2000) en diferentes
especies de anfibios en el Rio Jurug, Lougheed et al. (1999) con Allobates femoralis en el
Rio Jurud y Ron et al. (2013b) con varias especies de anfibios en el Rio Napo. En
contraste, otros estudios apoyan la hip6tesis de barreras fluviales para anfibios como
Fouquet et al. (2012a) en Adenomera andreae, Gehring et al. (2012) en anfibios del género

Heterixalus en Madagascar y Lampert et al. (2003) con Engystomops pustulatus.

La efectividad del Rio Napo como barrera fluvial podria estar dependiendo de la
variacion del curso del rio a lo largo del tiempo y de la habilidad de dispersién de anfibios,
la cual esta influenciada por la historia de vida y el modo reproductivo. Dendropsophus
parviceps deposita sus huevos como masas globulares en cuerpos de agua (grandes lagos,
estanques o charcos) (Duellman y Crump, 1974; Duellman, 1978; Hodl, 1990). Este modo
de reproduccion podria facilitar la conectividad entre poblaciones a través de barreras

fluviales e influir en la estructura genética impidiendo que poblaciones de lados opuestos
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del rio sean reciprocamente monofiléticas. Otros estudios en anfibios han demostrado que
la conectividad y el flujo génico entre poblaciones van a depender de los modos de
reproduccion, ya que promueven y mantienen la estructura genética. Por ejemplo, Fouquet
et al. (2012a) muestran que el desarrollo directo de Adenomera andreae influye en la
dispersion a lo largo del Rio Approuague, Funk et al. (2009) sefialan que el modo
reproductivo de dos especies de Engystomops en habitats que son escasos y lejanos uno
con otro limita la dispersion y el flujo génico entre poblaciones y Kaefer et al. (2012)
demostraron que el desarrollo directo de dos especies de Allobates restringe la dispersion y

flujo génico entre poblaciones de lados opuestos del Rio Madeira.

Los resultados de bootstrap paramétrico no muestran apoyo a la hipotesis de
gradientes ambientales para zonas bajas y altas en D. parviceps, pero proveen de soporte a
esta hipdtesis para la monofilia de zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio
Napo y para la monofilia de zonas bajas y altas en la Cuenca del Rio Pastaza. Estos
resultados sugieren gue existieron eventos independientes de dispersion desde zonas bajas
a zonas altas en cada cuenca hidrografica. Por otra parte, los resultados de bootstrap
paramétrico apoyan a la monofilia de las cuencas del Napo y del Pastaza sefialando que los
limites entre grupos genéticos corresponden a los limites entre cuencas hidrogréaficas.
Todos estos resultados sugieren que los eventos de vicarianza que sucedieron en el abanico
del Pastaza (se discutié anteriormente) son responsables de la estructura genética de las
poblaciones de D. parviceps en cada cuenca hidrogréfica, ya que actuaron como barreras

historicas.

Por otro lado, el rapido levantamiento de los Andes del norte durante el Plioceno

(Chaves et al., 2011; Weir y Price, 2011) produjo posibles cambios en la temperatura y en
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las tasas de evolucion de clima y de nicho (Guarnizo y Cannatella, 2013; Hutter et al.,
2013). Bajo este escenario se explicaria la divergencia ecoldgica a lo largo de gradientes
ambientales observada en poblaciones de D. parviceps de zonas altitudinales bajas y altas
para las cuencas del Napo y del Pastaza sugiriendo una posible especiacion parapatrica.
Varios estudios han reportado similar escenario de especiacion como Graham et al. (2004)
en dendrobatidos, Ogden y Torpe (2002) en Anolis roquete, Ron et al. (2012) en
Osteocephalus festae y Osteocephalus verruciger, Ron et al. (2013a) en el grupo de
especies Phyllomedusa perinesos y Salermo et al. (2012) en Tepuihyla y su especie
hermana Osteocephalus exophthalmus. Sin embargo, existe flujo génico a través de los
gradientes ambientales entre poblaciones de D. parviceps de zonas bajas y de zonas altas al
no mostrar una profunda divergencia entre clados parapatricos, sugiriere que los eventos de

dispersion fueron recientes.

Por otra parte, el limite superior de la distribucion altitudinal de Dendropsophus
parviceps es de 1600 m reportado para la localidad de Rio Verde (Tungurahua). EI primer
registro para esta localidad fue realizado en el afio 1962 por el Museo Nacional de Historia
Natural del Instituto Smithsoniano. En este estudio se propone a D. parviceps como la
séptima especie del género Dendropsophus con el mayor rango altitudinal después de D.
labialis, D. pelidna, D. meridensis, D. carnifex, D. minutus y D. sarayacuensis. Las otras
especies de este género estan por debajo de los 1500 m (Bustamante et al., 2005; Guarnizo
et al., 2009). Muchas veces la falta de muestreo no permite estimar el limite superior o
inferior de la distribucion altitudinal de anfibios. Asimismo, el incremento de temperatura
consecuencia del calentamiento global podria también estar influenciando en la
distribucion altitudinal para varias comunidades de anfibios (Bustamante et al., 2005; Ron

et al., 2003).
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6.4. ENFOQUE INTEGRATIVO Y DELIMITACION DE ESPECIES

Los andlisis morfoldgicos de este estudio indican que no existe variacion
morfométrica entre clados de Dendropsophus parviceps de Ecuador. Varios estudios
taxondmicos en anfibios también han reportado que los caracteres morfoldgicos son
altamente conservados para poder delimitar especies (Fouquet et al., 2007b; Fouquet et al.,
2012b; Lougheed et al., 2006; Stuart et al., 2006). Por ejemplo, Fouquet et al. (2012b) en
Dendrophryniscus y Amazonella, Funk et al. (2011) en Engystomops y Elmer et al (2007)
en Pristimantis. No obstante, mediciones morfométricas realizadas en el estudio de
Duellman (2005) en poblaciones de D. parviceps en el Cusco amazdénico muestran que el
promedio de LRC en machos es de 20.36 mm y de hembras es de 24.50 mm siendo mas
grandes con respecto al promedio de LRC de poblaciones de Ecuador: machos 16.5 mmy
hembras 23.02 mm. Estas diferencias morfométricas entre poblaciones ecuatorianas y
peruanas sugieren que podrian ser especies distintas. Ademas, una revision de caracteres
morfolégicos cualitativos podria revelar diferencias entre clados y facilitar la delimitacion
de especies. Recientes estudios han reportado que los caracteres morfol6gicos cualitativos
son importantes para diferenciar especies cripticas como en Pareja (2013) con el complejo
de especies Hypsiboas cinerascens y Caminer y Ron (2014) con el complejo de especies

Hypsiboas calcaratus e H. fasciatus.

De igual manera, los anélisis bioacusticos en Dendropsophus parviceps muestran
diferencias en los cantos simples entre las poblaciones de Ecuador con la poblacion de
Picota en Perd en lo que se refiere a la frecuencia dominante, duracion de la nota y tiempo
de subida de la nota. La frecuencia dominante en poblaciones de Ecuador es mas alta con
respecto la poblacion de Picota, estos datos son congruentes con Duellman (2005) quien

también reporté un patrén similar entre poblaciones de D. parviceps de la Amazonia
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ecuatoriana y peruana. Varios estudios sugieren que la frecuencia dominante ha generado
preferencias de las hembras para reconocer cantos de machos locales reduciendo el flujo
génico como en Funk et al. (2009) y Boul et al. (2009) con Engystomops petersi, Roy y
Elepfandt (1993) con anuros de la India y Padial et al. (2008) con el grupo de especies
Oreobates discoidalis. Por lo cual los resultados para la frecuencia dominante de cantos
simples en este estudio podrian estar causando aislamiento reproductivo precigotico
sobretodo entre poblaciones de Ecuador y PerQ. Por otra parte, las diferencias encontradas
en la frecuencia dominante de los cantos entre zonas bajas y altas en el clado Pastaza serian
consistentes con la existencia de barreras reproductivas entre poblaciones de zonas altas y

bajas.

Este estudio reporta por primera vez en Dendropsophus parviceps dos tipos de
canto: un canto simple y un canto compuesto. Debido a que la primera descripcion del
canto fue realizada por Duellman y Crump (1974) en donde describen al canto como una
corta nota aguda sin notas secundarias. La duracion de la nota reportada en Duellman y
Crump (1974) fue de 0.13 segundos y la frecuencia dominante promedio fue de 6221 Hz.

Estos datos son similares a los datos obtenidos en este estudio para el canto simple.

En este estudio el anélisis integrativo ha ayudado a identificar posibles linajes
evolutivos independientes. El clado Per( es categorizado como ECC debido a su monofilia
reciproca, alta divergencia genética, alta diferenciacion bioacustica y diferenciacion
morfologica de acuerdo con las mediciones realizadas en Duellman (2005). Dentro de este
clado hay evidencia de probables ECNC debido a las distancias genéticas (3.5%)
observadas. La localidad tipo de Dendropsophus parviceps es Sarayaku, Provincia de

Pastaza, Ecuador, este sitio es parte del clado fuertemente apoyado Pastaza, por lo cual los
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individuos peruanos deben ser revaluados en su status taxonomico. Para los clados de
Ecuador no hubo evidencia fuerte para considerar los linajes independientes, por lo cual
son categorizados como linajes profundos intraespecificos. Estos analisis integrativos
también han ayudado a descubrir linajes cripticos dentro grupos de especies altamente
diversos y taxonomicamente complejos (Padial y de la Riva, 2009), como es el caso de
Fouquet et al. (2013) con varias especies de Adenomera, Funk et al. (2011) con los
complejos de especies Engystomops petersi e Hypsiboas calcaratus-fasciatus, Jansen et al.
(2011) con varias poblaciones de anuros en Bolivia, Kéhler et al. (2010) con el grupo de
especies Hypsiboas pulchellus, Padial et al. (2009) y Padial y de la Riva (2009) con

Pristimantis.

En conclusién, este estudio revela que los mecanismos de diversificacion que han
contribuido en la estructura genética de poblaciones de D. parviceps han sido las cuencas
hidrograficas, los gradientes ambientales, el aislamiento por distancia y el aislamiento
reproductivo precigético. El efecto de las barreras fluviales fue rechazado ya que no
influyen en la diversificacion de especies. La reciente divergencia de D. parviceps a partir
del Plioceno sugiere que el abanico del Pastaza fue el gran promotor de la composicion
genética de las poblaciones en cuencas hidrogréaficas. Este es el primer estudio en proponer
a las cuencas hidrograficas como mecanismos de diversificacion. También se comprob6
que el cambio topografico, como el levantamiento de los Andes, tiene un efecto en la
evolucion de nichos y climas a lo largo de gradientes ambientales promoviendo la
dispersion de zonas bajas hacia zonas altas. Como era de esperarse debido a la baja
vagilidad de anuros las distancias topograficas tuvieron un fuerte efecto en las distancias
genéticas. Asimismo, la preferencia de la hembra por el canto local también podria estar

generando aislamiento reproductivo precigoético. Este estudio también reveld que la
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utilizacion de varias lineas de evidencia agrupadas en un enfoque integrativo ayudaron a
poder identificar especies cripticas. Ya que el género Dendropsophus posee una alta
variacion intra e interespecifica (Orrico et al., 2013) un analisis integrativo ayudaria a la
descripcion de nuevas especies como Moravec et al. (2008) describen a D. reichlei, Motta
et al. (2012) a D. frosti, Ortega-Andrade y Ron (2013) a D. shiwiarum y Rivera-Correa y

Orrico (2013) a D. manonegra.
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Figura 1. Mapa de localidades muestreadas de Dendropsophus parviceps en Ecuador.
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Figura 16. Red de haplotipos de 12S de Dendropsophus parviceps. Cada circulo representa un diferente haplotipo con tamafio proporcional a su frecuencia
relativa. Las lineas en las ramas entre un haplotipo y otro representan el nimero de pasos mutacionales entre haplotipos. Los nimeros corresponden al nimero

de haplotipo mostrado en el Anexo 7. Los colores de los haplotipos corresponden a su respectiva cuenca hidrografica.
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Figura 19. Resultados de las pruebas de bootstrap paramétrico para las hipotesis nulas
entre poblaciones de Dendropsophus parviceps. (A) Barreras fluviales; (B) Cuencas
hidrograficas; (C) Zonas altitudinales bajas y altas; (D) Zonas altitudinales bajas y altas en
la Cuenca del Rio Napo y (E) Zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio
Pastaza. Las lineas rojas representan percentiles de 0.05 que marcan los extremos de la
distribucion. Los graficos muestran la distribucion de las diferencias en los pasos entre el
arbol constrefiido y el arbol sin constrefiir para 200 réplicas. Las flechas sefialan la

diferencia real observada. La hipotesis nula fue rechazada si P < 0.05.
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Figura 20. Cantos simples de Dendropsophus parviceps. (A—B) D. parviceps (QCAZ
52753) de Sarayaku, Pastaza, Ecuador. (C—D) D. parviceps (CORBIDI 08863) de Picota,

Cordillera Azul, Perl. (A 'y C) Oscilogramas. (B y D) Espectrogramas.
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Figura 21. Eje | y 11 del Analisis de Componentes Principales basados en cinco variables

bioacusticas de cantos simples para Dendropsophus parviceps. La contribucion de cada eje

al total de la variacion es indicada en paréntesis.
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Figura 22. Cantos compuestos de Dendropsophus parviceps. (A—B) D. parviceps (QCAZ
52753) de Sarayaku, Pastaza, Ecuador. (C—D) D. parviceps (CORBIDI 08863) de Picota,

Cordillera Azul, Peru. (A 'y C) Oscilogramas. (B y D) Espectrogramas.
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Figura 23. Eje | y 1l del Analisis de Componentes Principales basados en cuatro variables
bioacuUsticas de cantos compuestos para Dendropsophus parviceps. La contribucién de

cada eje al total de la variacion es indicada en paréntesis.
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Figura 24. Componentes principales del analisis de cinco variables morfométricas de

tamafo corregido para machos de Dendropsophus parviceps. La contribucién de cada eje

al total de la variacion es indicada en paréntesis.
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Figura 25. Componentes principales del analisis de cinco variables morfométricas de

tamafo corregido para hembras de Dendropsophus parviceps. La contribucion de cada eje

al total de la variacion es indicada en paréntesis.
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Tabla 1. Genes y cebadores empleados en este estudio.

Gen Cebador Secuencia (5° - 3?) Fuente Direccion
12S tPhe-frog ATAGCRCTGAARAYGCTRAGATG Wiens et al. (2005) Derecha
tVal-frog TGTAAGCGARAGGCTTTKGTTAAGCT Wiens et al. (2005) Reversa
ND1 16S-frog TTACCCTRGGGATAACAGCGCAA Wiens et al. (2005) Derecha
WL384 GAGATWGTTTGWGCAACTGCTCG Moen y Wiens, 2009 Reversa
WL379b GCACTAGCAATAATTATYTGAACBCC Este estudio Derecha
tMet-frog TTGGGGTATGGGCCCAAAAGCT Wiens et al. (2005) Reversa
CO1 COI-BirdF1  TTCTCCAACCACAAAGACATTGGCAC Hebert et al. (2004) Derecha
COI-BirdR2 ACGTGGGAGATAATTCCAAATCCTGG Hebert et al. (2004) Reversa
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. (1994) Derecha
dgHCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA Folmer et al. (1994) Reversa
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Tabla 2. Variables bioacusticas de cantos de cortejo de Dendropsophus parviceps

analizadas en este estudio.

Variable Descripcion

Nota Unidad individual de sonido ya sea corto, simple o una
serie larga de pulsos

Pulsos Impulsos energéticos enfatizados en el espectro temporal
de una nota

Clics Notas secundarias del canto compuesto

Duracion del canto

Frecuencia dominante del canto
Duracion del primer componente

del canto compuesto

Duracion del clic del canto compuesto
Frecuencia dominante del

primer componente

Frecuencia dominante del clic
NUmero de pulsos por nota

Tasa de pulsos por nota

Tiempo de subida de la nota

Tiempo de subida del clic

Intervalo entre el primer

componente y el clic del canto

compuesto

Tiempo desde el principio hasta el final del canto
Frecuencia con la mayor energia a través del canto
Tiempo desde el principio hasta el final del primer
componente

Tiempo desde el principio hasta el final del clic
Frecuencia con la mayor energia a través del primer
componente

Frecuencia con la mayor energia a través del clic
Numero de pulsos en la nota

Numero de pulsos/duracion de la nota

Tiempo desde el inicio de la nota hasta el punto de su
maxima amplitud

Tiempo desde el inicio del clic hasta el punto de su
maxima amplitud

Tiempo desde la Gltima nota del primer componente

hasta el inicio de la primera de nota del clic




Tabla 3. Estrategias de particion y modelos de sustitucion seleccionados

para los analisis filogenéticos bajo el criterio BIC para Dendropsophus

parviceps.

Particion Mejor Modelo Componentes
1 GTR+1+G 12S, 16S, tRNA
2 TvMef + 1 + G ND1, 1° posicion
3 HKY + 1+ G ND1, 2% posicién
4 TIN+1+G ND1, 3* posicion
5 TrNef+ 1+ G CO1, 1 posicion
6 F81 + | CO1, 2" posicion

7 TIN+G CO1, 3% posicion




Tabla 4. Matriz de distancias genéticas (p no corregidas) de secuencias mitocondriales del gen 12S entre clados

de Dendropsophus parviceps. Se muestra el promedio, la desviacion estandar y el rango entre paréntesis.

Clado Pastaza Clado Napo Clado Clado Peru
Morona-Santiago
Clado Pastaza 0.001 + 0.001
(0-0.004)

Clado Napo 0.008 + 0.002 0.002 + 0.002

(0.003-0.022) (0-0.018)
Clado 0.01 +0.002 0.014 + 0.003 0.003 + 0.022
Morona-Santiago (0.007-0.014) (0.009-0.026) (0-0.006)

Clado Peru 0.026 + 0.007 0.032 + 0.007 0.025 + 0.007 0.021 +0.011

(0.018-0.041) (0.022-0.058) (0.018-0.041) (0-0.035)

94



Tabla 5. Resultados de la prueba de Mantel para probar la
correlacion entre distancias genéticas y distancias
topograficas intra y entre clados de Dendropsophus
parviceps. r es el estadistico estandarizado de la prueba de
Mantel equivalente a la correlacién de Pearson. P fue
estimado de 999 permutaciones. Resultados significativos

(P < 0.05) estan con negrita.

Clado r P

Clado Pastaza 0.6329 0.001
Clado Napo 0.5061 0.001
Clado Morona-Santiago 0.9 0.002

Clado Peru 0.8088 0.031
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Tabla 6. Resultados de la diversidad haplotipica en cada gen y clado para
poblaciones de Dendropsophus parviceps en Ecuador y Peru. h es el nimero de
haplotipos; Dh es la diversidad haplotipica; n es la diversidad nucleotidica; y s

el nimero de sitios polimorficos.

Gen Clado h Dh n S
12S 25 0.8437 0.00792 37
Pastaza 5 0.5704 0.00122 4
Napo 13 0.6500 0.00225 15
Morona-Santiago 4 0.7111 0.00285 5
Perd 4 09000 0.01669 21
ND1 78 0.9848 0.02756 258
Pastaza 16  0.8473 0.00343 28
Napo 53 0.9917 0.00948 91
Morona-Santiago 5 0.8929 0.00808 22
Per 4  1.0000 0.05398 133
Co1 42 0.9013 0.02498 68
Pastaza 16 0.8689 0.00621 21
Napo 73 0.7704 0.00465 24
Morona-Santiago 6 0.8889 0.00877 12

Peru 5 1.0000 0.06627 66
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Tabla 7. Resultados de los analisis de los bootstrap paramétricos para probar cinco hipotesis biogeograficas: La hipotesis de barreras fluviales
en el Rio Napo, hipdtesis de cuencas hidrogréaficas entre las cuencas del Napo y Pastaza, hipotesis de gradientes ambientales para todas las
localidades y para las cuencas del Napo y Pastaza por separado. P es la probabilidad de observar la diferencia en el nimero de pasos entre el

arbol constrefiido y el arbol sin constrefiir comparado con la distribucién nula. La hipétesis nula fue rechazada si los valores son < 0.05.

Hipotesis Longitud del arbol Diferencia observada P

Con constricciéon Sin constriccién

Rio Napo 713 684 29 0.015
Cuencas hidrogréficas 739 715 24 0.095
Zonas altitudinales bajas y altas 914 842 72 <0.05
Zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio Napo 1184 1109 75 0.140
Zonas altitudinales bajas y altas en la Cuenca del Rio 849 845 4 0.445

Pastaza
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Tabla 8. Estadisticos descriptivos del canto simple de poblaciones de Dendropsophus parviceps. Se muestra el promedio, la desviacion estandar, el rango

entre paréntesis y el nUmero de grabaciones (n) para cada poblacion. Todas las frecuencias estan en Hz y la duracion en segundos.

Variable Clado Pastaza Clado Napo Clado Clado Peru
Morona-Santiago
Sarayaku (n=3) | Canelos(n=1) | RioVerde(n=2) | Yasuni (n=2) | Puerto Morona (n=2) | Santiago (n=2) | Picota (n=1)
Duracion 0.17 £0.02 0.17 £0.02 0.21+0.03 0.13+0.02 0.18 +0.03 0.18 £0.03 0.27
del canto simple (s) (0.13-0.19) (0.16-0.20) (0.16-0.25) (0.11-0.16) (0.11-0.22) (0.07-0.21)
Frecuencia 6489.8 £ 177.75 | 6556.9 + 260.76 | 5438.7 £199.92 | 6544.6 + 343.6 6684.3+211.4 5303.1+£191.34 3978.3
dominante (Hz) (6115.4-6836.8) | (6169.3-6729.1) | (5264.9-5824.7) | (6018.5-6858.3) (6384.3-6976.8) (4877.3-5674)
NUmero de 18.77 + 3.47 16.75x 1.71 17.6 £1.90 16.43 + 3.26 20.39+3.31 18.62 + 3.08 28.08
pulsos por nota (U) (13-24) (15-19) (14-20) (12-20) (11-26) (7-22)
Tasa de pulsos 112 £11.52 96.69 + 4.51 82.54 + 4.27 126.78 £ 16.20 111.46 £ 12.88 106.67 £9.88 106.08
por nota (U/s) (90.91-132.60) (92.6-103.3) (78.74-89.74) | (102.56-142.86) (96.15-154.55) (84.91-122.6)
Tiempo de subida 0.08+£0.01 0.09£0.01 0.11£0.015 0.07x0.01 0.09 £ 0.02 0.08+0.2 0.13
de la nota (s) (0.06-0.09) (0.08-0.098) (0.08-0.13) (0.06-0.08) (0.05-0.11) (0.04-0.11)
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Tabla 9. Resultados de los Componentes Principales (CP) I-1I de cinco variables
bioacusticas para el canto simple de Dendropsophus parviceps. Se muestra la carga, el

eingevalue y el porcentaje. Las cargas mas altas estan con negrita.

Variable PC I PC 11

Tiempo de subida de la nota 0.52886 0.00959
Frecuencia dominante -0.44608 0.05825
NUmero de pulsos 0.39146 0.63171
Tasa de pulsos -0.29711 0.77293
Duracion del canto 0.52896 0.00619
Eigenvalue 3.4914 1.1203

Porcentaje 69.828 22.406




Tabla 10. Resultados de la comparacion de los valores de CP del canto simple

basados en la prueba t de Student entre poblaciones de Dendropsophus parviceps.

Valores con negrita indican diferencias significativas.

Localidades CPI1(GL=6) CP 1l (GL=6)
Picota Yasuni 0.0001 0.2907
Picota Sarayaku 0.0004 0.1344
Picota Canelos 0.0014 0.0540
Picota Puerto Morona 0.0015 0.4806
Rio Verde Yasuni 0.0007 0.0260
Picota Santiago 0.0027 0.0489
Santiago Yasuni 0.0026 0.1613
Picota Rio Verde 0.0106 0.0120
Puerto Morona Yasuni 0.0057 0.6363
Rio Verde Sarayaku 0.0064 0.0415
Rio Verde Canelos 0.0318 0.4553
Canelos Yasuni 0.0481 0.1604
Sarayaku Yasuni 0.0249 0.5495
Rio Verde Puerto Morona 0.0665 0.0139
Santiago Sarayaku 0.0508 0.3071
Santiago Canelos 0.1712 0.7765
Rio Verde Santiago 0.1823 0.2284
Puerto Morona Sarayaku 0.1532 0.2829
Puerto Morona Canelos 0.3755 0.0914
Santiago Puerto Morona 0.4925 0.0810
Canelos Sarayaku 0.7907 0.2764
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Tabla 11. Estadisticos descriptivos del canto compuesto de poblaciones de Dendropsophus parviceps. Se muestra el promedio, la desviacion estandar, el

rango entre paréntesis y el nimero de grabaciones (n) para cada poblacién. El canto compuesto consiste de dos componentes, el primer componente es una

nota introductoria como un zumbido y el segundo es un clic. Todas las frecuencias estan en Hz y la duracion en segundos.

Variables Clado Pastaza Clado Napo Clado Morona-Santiago Clado Peru
Sarayaku (n =3) | Canelos (n=3) | Rio Verde (n=2) Yasuni (n=2) Puerto Morona (n=2) | Santiago (n=2) | Picota(h=1)
Duracion del canto 0.45+0.21 0.44+£0.20 0.61+0.30 0.82+£0.41 0.32 £ 0.005 1.03+0.41 0.54
compuesto (s)
(0.27-0.9) (0.26-0.77) (0.36-1.22) (0.26-2.14) (0.31-0.32) (0.37-2.05)
Frecuencia dominante 6529 + 169.4 6495.3 + 137.6 5355.31 £ 76.16 6578.9 + 231.3 6853.9 + 22.84 5338.96 £ 241.65 4024.02
del canto compuesto
(6352.3-6826) | (6341.5-6707.6) | (5286.4-5523.3) | (6761.4-6869.1) (6836.8-6869.1) (4920.3-5577.1)
(Hz)
Duracion del primer 0.16 £0.04 0.14 £0.02 0.20 £ 0.048 0.11£0.02 0.20 £ 0.0007 0.11+0.04 0.14
componente (s)
(0.071-0.20) (0.12-0.16) (0.11-0.24) (0.07-0.15) (0.19-0.20) (0.066-0.20)
Duracion del clic (s) 0.05+0.014 0.052 + 0.015 0.051 +0.015 0.04 £0.01 0.066 £ 0.006 0.07+£0.01 0.07
(0.030-0.076) (0.028-0.075) (0.03-0.083) (0.03-0.08) (0.062-0.071) (0.030-0.088)




Tabla 11. Continuacion.
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Variables Clado Pastaza Clado Napo Clado Morona-Santiago Clado Peru
Sarayaku (n =3) Canelos (n=3) | Rio Verde (n=2) Yasuni (n=2) Puerto Morona (n=2) | Santiago (n=2) | Picota (n=1)
Frecuencia dominante 6549.3 + 191.15 6438.4 + 82.47 5315.5+138.9 6502.1 + 311.66 6847.5+ 15.2 5290.2 + 254.7 4024.02
del primer
(6115.4-6826) (6320-6589.2) (5081.8-5512.5) | (5953.9-6869.1) (6836.8-6858.3) (4845-5663.2)
componente (Hz)
Frecuencia dominante 6334.2 £ 151.8 6471.9 £194.8 5284.8 £ 109.5 | 6554.89 + 216.68 6723.8 £ 114.20 5426.9 + 195.03 4036.49
del clic
(5964.7-6567.6) | (6190.8-6761.4) | (5415.6-4866.5) (5997-7019.8) (6643-6804.5) (4931.1-5630.9)
(Hz)
NUmero de pulsos 18.65 + 3.82 15.71 + 2.06 16 + 4.57 17.13+ 3.06 22+1.41 10.35+4.10 15
del primer componente
(10-25) (14-19) (8-21) (10-21) (21-23) (5-20)
(V)
Tasa de pulsos 121.8+£17.78 1155+£6.81 79.54 £ 7.86 158.3 £21.46 110.8 £6.73 95.55 £+ 14.59 103.82

por nota del primer
(96.26-170.73)

componente (U/s)

(103.45-123.29)

(65.57-94.24)

(110-194.17)

(106.06-115.58)

(69.77-136.36)
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Variables Clado Pastaza Clado Napo Clado Morona-Santiago Clado Peru
Sarayaku (n =3) | Canelos (n=3) | Rio Verde (n=2) Yasuni (n=2) Puerto Morona (n=2) | Santiago (n=2) | Picota(h=1)
Tiempo de subida 0.078 £ 0.018 0.07+0.01 0.10 £0.02 0.06 £0.01 0.10 0.05+£0.02 0.073
del primer
(0.035-0.098) (0.06-0.082) (0.054-0.12) (0.04-0.08) (0.03-0.10)
componente (S)
Tiempo de subida 0.024 £ 0.007 0.026 £ 0.008 0.025 £ 0.008 0.02 £ 0.005 0.033 £ 0.003 0.03 £ 0.006 0.038
del clic (s)
(0.015-0.038) (0.014-0.038) (0.015-0.042) (0.013-0.039) (0.031-0.035) (0.015-0.044)
Intervalo entre el 0.06 £0.02 0.06 £0.02 0.11+£0.02 0.08 £ 0.015 0.049 £ 0.009 0.07 £0.02 0.069
primer
(0.03-0.09) (0.05-0.10) (0.09-0.15) (0.04-0.11) (0.042-0.055) (0.04-0.11)

componente y el clic

(s)
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Tabla 12. Resultados de los Componentes Principales (CP) I-IlI de cuatro variables

bioacusticas para el canto compuesto de Dendropsophus parviceps. Se muestra la carga, el

eingevalue y el porcentaje. Las cargas mas altas estan con negrita.

Variable PCI PCII
Tiempo de subida del canto 0.64605 0.25643
Frecuencia dominante -0.37363 0.57071
Intervalo entre el primer 0.16103 -0.73644
componente y el clic

Duracion del canto 0.64583 0.25728
Eingevalue 2.1623 1.3611
Porcentaje 54.058 34.027
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Tabla 13. Resultados de la comparacion de los valores de CP del canto compuesto basados
en la prueba t de Student entre poblaciones de Dendropsophus parviceps. Valores con

negrita indican diferencias significativas.

Localidades CPI1(GL=6) CP 1l (GL =#6)
Santiago Puerto Morona 0.0007 0.6829
Santiago Canelos 0.0016 0.7181
Santiago Sarayaku 0.0020 0.7247
Yasuni Puerto Morona 0.0097 0.8671
Picota Puerto Morona 0.0330 0.0583
Rio Verde Puerto Morona 0.0230 0.0114
Santiago Rio Verde 0.0364 0.0217
Yasuni Canelos 0.0332 0.5345
Yasuni Sarayaku 0.0440 0.9306
Santiago Picota 0.1151 0.0998
Picota Canelos 0.1036 0.1318
Picota Sarayaku 0.1287 0.0535
Santiago Yasuni 0.0882 0.8081
Rio Verde Canelos 0.0877 0.0254
Rio Verde Sarayaku 0.1156 0.0083
Sarayaku Puerto Morona 0.2274 0.9232
Canelos Puerto Morona 0.2924 0.4262
Yasuni Rio Verde 0.5850 0.0148
Picota Rio Verde 0.7851 0.6575
Yasuni Picota 0.8597 0.0727

Sarayaku Canelos 0.8452 0.4327




Tabla 14. Estadisticos descriptivos para medidas morfométricas de clados de Dendropsophus parviceps usados en los Analisis de
Componentes Principales. Se muestra el promedio, la desviacion estandar, el rango entre paréntesis y el nimero de individuos (n).

Abreviaciones son LRC = longitud rostro-cloacal; LC = longitud de la cabeza; AC = ancho de la cabeza; LF = longitud del fémur; LT

= longitud de la tibia; LP = longitud del pie. Todas las medidas estan en mm.

LRC LC AC LF LT LP
Clado Pastaza 1637+0.89 | 485031 | 515+0.30 | 7.78+0.50 8.63+£0.47 | 6.58+047
Machos (n = 27) (14.29-18.08) | (4.28-5.34) | (4.66-5.87) | (6.67-8.92) | (7.73-9.54) | (5.39-7.44)
Hembras (n = 6) 2227+171 | 594+060 | 6.74+063 | 1092+043 | 11.70£1.01 | 9.23+1.05
(20.47-24.35) | (5.37-7.02) | (6.16-7.43) | (10.53-11.68) | (10.73-13.43) | (7.71-10.65)
Clado Napo 1646 +0.82 | 498033 | 519+0.28 | 7.78+047 859+045 | 6.49+0.48
Machos (n = 41) (14.60-18.70) | (4.25-5.77) | (4.57-5.77) | (6.65-8.77) | (7.22-9.62) | (5.65-7.30)
Hembras (n = 24) 2264+116 | 6.02+034 | 6.80+021 | 11.26+067 | 12.25+£058 | 9.11+0.85
(20.34-25.52) | (5.35-6.63) | (6.45-7.37) | (10.01-12.63) | (11.15-13.49) | (7.31-10.44)
Clado Morona-Santiago 1663+0.76 | 481018 | 526+0.30 | 7.73+045 9.05+0.49 | 6.83+0.44
Machos (n = 9) (15.42-17.76) | (4.54-5.09) | (4.76-5.70) | (6.96-8.35) | (8.42-9.85) | (6.42-7.68)
Hembra (n = 1) 24.16 6.22 6.76 11.63 12.65 10.23
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Tabla 15. Resultados de los Componentes Principales (CP) I-Il para cinco variables
morfométricas de adultos de Dendropsophus parviceps. Se muestra la carga, el

eingevalue y el porcentaje. Las cargas mas altas estan con negrita.

Variable ACP machos (n =77) ACP hembras (n = 31)
CPI CPI1 CPI CPII

Longitud de la cabeza 0.00568 0.70915 0.45826 0.22259
Ancho de la cabeza 0.20400 0.66177 0.30343 0.66516
Longitud del fémur 0.57907 0.07461 0.49062 -0.48170
Longitud de la tibia 0.54775 -0.17288 0.47849 -0.43506
Longitud del pie 0.56832 -0.15402 0.47778 0.29444

Eingevalue 1.6537 1.1088 2.3244 1.2348

Porcentaje 33.074 22.175 46.487 24.695
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Lista de especimenes muestreados en este estudio incluyendo el nimero QCAZ, pais, provincia, localidad, altitud, coordenadas geograficas

y los genes que fueron amplificados para cada espécimen.

QCAZ  Pais  Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
27983  Ecuador Sucumbios Zabalo 220 -0.318133 -75.766250 X X X
27995 Ecuador Sucumbios Zabalo 220 -0.318133 -75.766250 X X X
28003  Ecuador Sucumbios Zabalo 220 -0.318133  -75.766250 X X X
28247  Ecuador Sucumbios Puerto Bolivar 240 -0.088600 -76.142033 X X X
28249  Ecuador Sucumbios Puerto Bolivar 240 -0.088600 -76.142033 X X X
28269 Ecuador Sucumbios Playas de Cuyabeno 230 -0.241517 -75.930533 X X X
28399 Ecuador Sucumbios Playas de Cuyabeno 230 -0.241517 -75.930533 X X X
28302 Ecuador Sucumbios Rey de los Andes 270 -0.208222 -76.236861 X X X
28455  Ecuador Sucumbios Rey de los Andes 270 -0.208222 -76.236861 X X X
28492  Ecuador Sucumbios Rey de los Andes 270 -0.208222 -76.236861 X X X
43074  Ecuador Sucumbios Reserva Limoncocha 261 -0.406240 -76.619480 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)

43103 Ecuador Sucumbios Reserva Limoncocha 261 -0.406240 -76.619480 X X X
43140 Ecuador Sucumbios Reserva Limoncocha 261 -0.406240 -76.619480 X X X
44915 Ecuador Sucumbios Reserva Limoncocha 261 -0.406240 -76.619480 X X X
44140 Ecuador Sucumbios Rio Napo, Pafiacocha, Banco norte 225 -0.471200 -76.066700 X X X
44055 Ecuador Sucumbios La Selva Lodge 229 -0.508680 -76.364930 X X X
47736  Ecuador Sucumbios La Selva 226 -0.498167 -76.373833 X X X
17942  Ecuador Napo Rio Hollin 1068 -0.695833 -77.730278 X X X
22208 Ecuador Napo Rio Hollin 1068 -0.695833 -77.730278 X X X
18177 Ecuador Napo Estacion Bioldgica Jatun Sacha 397 -1.065050 -77.614183 X X X
18184  Ecuador Napo Estacion Biologica Jatun Sacha 397 -1.065050 -77.614183 X

48919 Ecuador Napo Sumaco 1430  -0.686590 -77.601330 X X X
48929 Ecuador Napo Sumaco 1430 -0.686590 -77.601330 X X X
48930 Ecuador Napo Sumaco 1430  -0.686590 -77.601330 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
48931 Ecuador Napo Sumaco 1430  -0.686590 -77.601330 X X X
51802 Ecuador Napo 21 km al sureste de Cosanga, via Archidona 1320  -0.691040 -77.820860 X X X
51803 Ecuador Napo 21 km al sureste de Cosanga, via Archidona 1320  -0.691040 -77.820860 X X X
51807 Ecuador Napo 21 km al sureste de Cosanga, via Archidona 1320  -0.691040 -77.820860 X X X
37692 Ecuador Orellana Cooperativa Unidn Lojana, Bloque 15 Yanakinka norte -0.337359 -76.738561 X X X
43679 Ecuador Orellana Coca, Banco norte 267 -0.477820 -76.989820 X X X
43680 Ecuador Orellana Coca, Banco norte 267 -0.477820 -76.989820 X X X
43704 Ecuador Orellana Coca, Banco norte 267 -0.477820 -76.989820 X X X
43775 Ecuador Orellana Coca, Banco sur 264 -0.498950 -77.007550 X X X
43892 Ecuador Orellana Rio Napo, Primavera, Banco norte 244 -0.431000 -76.786480 X X X
43969 Ecuador Orellana Rio Napo, Afiangu, Banco sur 255 -0.524920 -76.384450 X X X
43968 Ecuador Orellana Rio Napo, Afiangu, Banco sur 255 -0.524920 -76.384450 X X X
44227  Ecuador Orellana Rio Napo, Edén, Banco sur 216 -0.498330 -76.071120 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
44228 Ecuador Orellana Rio Napo, Edén, Banco sur 216 -0.498330 -76.071120 X X X
44229 Ecuador Orellana Rio Napo, Edén, Banco sur 216 -0.498330 -76.071120 X X X
44355 Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco sur 207 -0.579970 -75.917690 X X X
44356  Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco sur 207 -0.579970 -75.917690 X X X
44357  Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco sur 207 -0.579970 -75.917690 X X X
44440 Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco norte 203 -0.575650 -75.899828 X X X
44441  Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco norte 203 -0.575650 -75.899828 X X X
44442  Ecuador Orellana Rio Napo, Chiroisla, Banco norte 203 -0.575650 -75.899828 X X X
44492  Ecuador Orellana Rio Napo, San Vicente, Banco norte 196 -0.679010 -75.651120 X X X
44493  Ecuador Orellana Rio Napo, San Vicente, Banco norte 196 -0.679010 -75.651120 X X X
44494  Ecuador Orellana Rio Napo, San Vicente, Banco norte 196 -0.679010 -75.651120 X X X
44599  Ecuador Orellana Rio Napo, Huiririma, Banco sur 194 -0.711630 -75.623950 X X X
44600 Ecuador Orellana Rio Napo, Huiririma, Banco sur 194 -0.711630 -75.623950 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
44601 Ecuador Orellana Rio Napo, Huiririma, Banco sur 194 -0.711630 -75.623950 X X X
44734  Ecuador Orellana Rio Napo, Santa Teresita, Banco norte 186 -0.900870 -75.413570 X X X
44735 Ecuador Orellana Rio Napo, Santa Teresita, Banco norte 186 -0.900870 -75.413570 X X X
44736  Ecuador Orellana Rio Napo, Santa Teresita, Banco norte 186 -0.900870 -75.413570 X X X
44775 Ecuador Orellana Rio Napo, Nuevo Rocafuerte, Banco sur 187 -0.919270 -75.401030 X X X
44776  Ecuador Orellana Rio Napo, Nuevo Rocafuerte, Banco sur 187 -0.919270 -75.401030 X X X
44778 Ecuador Orellana Rio Napo, Nuevo Rocafuerte, Banco sur 187 -0.919270 -75.401030 X X X
31267 Ecuador Orellana PNY, Pozo SPF, a 8 km del Pozo 250 -0.691577 -75.919596 X X X
43066 Ecuador Orellana PNY, km 80-75 via Pompeya-Iro 250 -0.840118 -76.302406 X X X
43067 Ecuador Orellana PNY, km 80-75 via Pompeya-Iro 250 -0.840118 -76.302406 X X X
35720 Ecuador Orellana PNY, Estacion Cientifica Yasuni, PUCE 250 -0.674370 -76.397050 X X X
51075 Ecuador Orellana PNY, Estacién Cientifica Yasuni, PUCE 250 -0.674370 -76.397050 X X X
51229 Ecuador Orellana PNY, Estacion Cientifica Yasuni, PUCE 250 -0.674370 -76.397050 X X X




Anexo 1. Continuacion.

114

QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
51230 Ecuador Orellana PNY, Estacién Cientifica Yasuni, PUCE 250 -0.674370 -76.397050 X X X
51195 Ecuador Orellana PNY, km 96 via Pompeya-Iro 233 -0.906500 -76.221410 X X X
38332 Ecuador Pastaza Arajuno 580 -1.324330 -77.689000 X X X
38676 Ecuador Pastaza Alrededores de Villano, K4 Unidad 3 -1.470618 -77.486877 X X X
38948 Ecuador Pastaza Alrededores de Villano, Comunidad Kurintza, Unidad 1 362 -1.507770 -77.511660 X X X
39515 Ecuador Pastaza Bataburo Lodge, Cononaco 220 -1.208330 -76.716660 X X X
49314  Ecuador Pastaza Zanjarajuno 977 -1.357222 -77.870556 X X
49340 Ecuador Pastaza Zanjarajuno 977 -1.357222 -77.870556 X X X
15424  Ecuador Pastaza Fatima 1023  -1.411389 -78.000000 X X X
49334 Ecuador Pastaza Fatima 1023  -1.411389 -78.000000 X X X
52751 Ecuador Pastaza Sarayaku, Sendero al Rio Palandayaku 325 -1.735500 -77.490180 X X X
52752 Ecuador Pastaza Sarayaku, Sendero al Rio Palandayaku 325 -1.735500 -77.490180 X X X
52753 Ecuador Pastaza Sarayaku, Sendero al Rio Palandayaku 325 -1.735500 -77.490180 X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
52755 Ecuador Pastaza Sarayaku, Sendero al Rio Palandayaku 325 -1.735500 -77.490180 X X X
52816 Ecuador Pastaza Canelos, Hosteria Huella Verde 465 -1.606550 -77.753630 X X X
52820 Ecuador Pastaza Canelos, Hosteria Huella Verde 465 -1.606550 -77.753630 X X X
52837 Ecuador Pastaza Canelos, via Canelos-Puyo 465 -1.601620 -77.757640 X X X
52838 Ecuador Pastaza Canelos, via Canelos-Puyo 465 -1.601620 -77.757640 X X X
52892 Ecuador Pastaza Comunidad Killu Allpa 335 -2.187117 -76.857681 X X X
53161 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
53165 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
53166 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
53167 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
53181 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X
53182 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
53183 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436  -76.916838 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
53184 Ecuador Pastaza Comunidad Campus, Parroquia Montalvo 392 -1.992436 -76.916838 X X X
32491 Ecuador Pastaza 900 m sureste de Bobonaza 660 -1.498099 -77.879310 X X X
32543 Ecuador Pastaza Bobonaza, via Tuculi 620 -1.494543 -77.869654 X X X
32555  Ecuador Pastaza Bobonaza, via Tuculi 620 -1.494543  -77.869654 X X X
52023 Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244  -1.412520 -78.204250 X X X
52024  Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244 -1.412520 -78.204250 X X
52026 Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244  -1.412520 -78.204250 X X X
51949 Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244  -1.412520 -78.204250 X X X
52028 Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244 -1.412520 -78.204250 X X
52021 Ecuador Tungurahua Rio Negro 1244  -1.412520 -78.204250 X X X
52017 Ecuador Tungurahua Rio Verde 1600  -1.400140 -78.300630 X X X
52018 Ecuador Tungurahua Rio Verde 1600  -1.400140 -78.300630 X X X
52019 Ecuador Tungurahua Rio Verde 1600  -1.400140 -78.300630 X X X
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QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)
24425  Ecuador Tungurahua Rio Verde 1600  -1.400140 -78.300630 X X X
24427  Ecuador Tungurahua Rio Verde 1600  -1.400140 -78.300630 X X X
52540 Ecuador Morona Santiago  Carretera Payapas-Santiago entre km 83 y km 85 300 -3.046550 -78.015560 X X X
52541 Ecuador Morona Santiago  Carretera Payapas-Santiago entre km 83 y km 85 300 -3.046550 -78.015560 X X X
52542 Ecuador Morona Santiago  Carretera Payapas-Santiago entre km 83 y km 85 300 -3.046550 -78.015560 X X X
52572  Ecuador Morona Santiago  Carretera Payapas-Santiago entre km 83 y km 85 300 -3.046550 -78.015560 X X X
52535 Ecuador Morona Santiago  Carretera Payapas-Santiago entre km 83 y km 85 300 -3.046550 -78.015560 X X
52617 Ecuador Morona Santiago  Carretera Puerto Morona-San José de Morona, km 156-174 208 -2.888610 -77.681570 X X X
52618 Ecuador Morona Santiago  Carretera Puerto Morona-San José de Morona, km 156-174 208 -2.888610 -77.681570 X X
52619 Ecuador Morona Santiago  Carretera Puerto Morona-San José de Morona, km 156-174 208 -2.888610 -77.681570 X X X
53266 Ecuador Morona Santiago  Tukupi 246 -2.800453 -77.481811 X X X
53294 Ecuador Morona Santiago  Tukupi 246 -2.800453 -77.481811 X X X
50954  Peru Madre de Dios Tambopata, La Habana, Puerto Maldonado 192 -12.653728 -69.179575 X X X
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Anexo 1. Continuacion.

QCAZ Pais Provincia Localidad Altitud  Latitud Longitud 12S ND1 CO1
(m)

50962  Perl Loreto Requena, Jenaro Herrera 140 -4.908022 -73.666859 X X X

50956  Perl Cusco La Convencion, KP 59 670  -12.258083 -72.842472 X X X

50967  Perl Cusco La Convencién, KP 55 1144  -12.222249 -73.008579 X X

50973  Peru San Martin Picota, Area de Conservacion Municipal Chambira 679 -7.037472  -76.090028 X X X
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN con Tiocianato de Guanidina.

Lisis celular
1. Calentar la solucién 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. Afadir 3-5ul de Proteinasa K (20mg/ml) al tejido, 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.

Precipitacidn proteica
1. Anadir 100pul de Solucion de Precipitacion de Proteinas en cada tubo con células
lisadas y dar un vértex de 10-20 segundos para mezclar el contenido.
2. Centrifugar a una velocidad de 13000 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.

Precipitacion de ADN
1. Anadir 300ul de Isopropanol frio (-20°C) a la solucion con ADN, mezclar el

contenido invirtiendo el tubo varias veces.
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2. Centrifugar a una velocidad de 13000 rpm durante 10 minutos.

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

4. Afiadir 300ul de etanol 70% e invertir varias veces el tubo para lavar el pellet de
ADN.

5. Centrifugar a una velocidad de 13000 rpm durante 10 minutos.

6. Descartar una vez més 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 deshidrate demasiado.

Hidratacion de ADN y almacenamiento
1. Anadir 50pl de 10mM TrisCl, pH 8.0 al pelet y mezclar. Resuspender el ADN
dando golpes suaves a la base del tubo.

2. Almacenar hasta el dia siguiente a -20°C.



Anexo 3.

Protocolos de amplificacion de los genes

mitocondriales 12S, ND1 y CO1 utilizando la Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR).

Gen

Protocolo

12S

1 ciclo: 2min 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
5 ciclos: 30s 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
22 ciclos: 30s 94 °C, 30s 50 °C, 1 min 72 °C;

1 ciclo: 5 min 72 °C, o0 4 °C

1 ciclo: 2min 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
9 ciclos: 30s 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
30 ciclos: 30s 94 °C, 30s 50 °C, 1min 72 °C;

1 ciclo: Smin 72 °C, o0 4 °C

ND1

lera parte

1 ciclo: 2 min 94 °C, 30s 50 °C, 1min 72 °C;
5 ciclos: 30s 94 °C, 30s 50 °C, 1min 72 °C;
24 ciclos: 30s 94 °C, 30s 58 ° C, 1min 72 °C;

1 ciclo: 5Smin 72 °C, o0 4 °C

ND1

2da parte

1 ciclo: 2min 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
9 ciclos: 30s 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
30 ciclos: 30s 94 °C, 30s 50 °C, 1min 72 °C;

1 ciclo: 5Smin 72 °C, o0 4 °C

1 ciclo: 2min 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
10 ciclos: 30s 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
22 ciclos: 30s 94 °C, 30s 48 °C, 1min 72 °C;

1 ciclo: 5Smin 72 °C, o0 4 °C
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1 ciclo: 5min 95 °C;
34 ciclos: 30s 95 °C, 30s 50 °C, 45s 72 °C;

co1 1 ciclo: Smin 72 °C, o0 4 °C

1 ciclo: 2min 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
10 ciclos: 30s 94 °C, 30s 42 °C, 1min 72 °C;
22 ciclos: 30s 94 °C, 30s 48 °C, 1min 72 °C;

1 ciclo: Smin 72 °C, o0 4 °C




123

Anexo 4. Barreras de discontinuidades genéticas identificadas por el algoritmo de
Monmonier en el programa Barrier v2.2. Las lineas azules representan la conexion entre
localidades por la triangulacion de Delaunay. Las lineas rojas representan las barreras
genéticas que estdn nombradas de mayor a menor (a—€) de acuerdo a la magnitud de las
distancias genéticas. Los numeros en cada punto corresponden al nombre de las

localidades en el Anexo 5.
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Anexo 5. Lista de localidades utilizadas para el analisis de discontinuidades genéticas en el
programa Barrier v2.2. Se muestra el nimero QCAZ, la localidad, coordenadas geograficas y el

numero de cada localidad que se muestra en el Anexo 4.

No. QCAZ Pais Localidad Latitud Longitud
1 27983 Ecuador  Zabalo -0.318133  -75.766250
2 28247 Ecuador  Puerto Bolivar -0.088600  -76.142033
3 28269 Ecuador  Playas de Cuyabeno -0.241517  -75.930533
4 28302 Ecuador Rey de los Andes -0.208222  -76.236861
5 43074  Ecuador Reserva Limoncocha -0.406240  -76.619480
6 44140  Ecuador Pafacocha, Banco norte -0.471200  -76.066700
7 47736 Ecuador La Selva -0.498167  -76.373833
8 17942  Ecuador Rio Hollin -0.695833  -77.730278
9 18177 Ecuador  Jatun Sacha -1.065050  -77.614183
10 48929  Ecuador Sumaco -0.686590  -77.601330
11 51802 Ecuador  Via Archidona -0.691040  -77.820860
12 37692 Ecuador  Yanakinka norte -0.337359  -76.738561
13 43679 Ecuador  Coca, Banco norte -0.477820  -76.989820
14 43775 Ecuador  Coca, Banco sur -0.498950  -77.007550
15 43892 Ecuador  Primavera, Banco norte -0.431000  -76.786480
16 43969 Ecuador  ARangu, Banco sur -0.524920  -76.384450
17 44227 Ecuador  Edén, Banco sur -0.498330  -76.071120
18 44355  Ecuador  Chiroisla, Banco sur -0.579970  -75.917690
19 44440  Ecuador  Chiroisla, Banco norte -0.575650  -75.899828
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No. QCAZ Pais Localidad Latitud Longitud

20 44492 Ecuador  San Vicente, Banco norte -0.679010  -75.651120
21 44599 Ecuador  Huiririma, Banco sur -0.711630  -75.623950
22 44734 Ecuador  Santa Teresita, Banco norte -0.900870  -75.413570
23 44775 Ecuador  Nuevo Rocafuerte, Banco sur -0.919270  -75.401030
24 31267 Ecuador PNY, Pozo SPF, a 8 km del Pozo -0.691577  -75.919596
25 43066 Ecuador PNY, km 80-75 via Pompeya-Iro -0.840118  -76.302406
26 51229 Ecuador PNY, ECY, PUCE -0.674370  -76.397050
27 51195 Ecuador  PNY, km 96 via Pompeya-Iro -0.906500  -76.221410
28 38332 Ecuador  Arajuno -1.324330  -77.689000
29 38676 Ecuador  Villano -1.470618  -77.486877
30 38948 Ecuador  Kurintza -1.507770  -77.511660
31 39515 Ecuador  Cononaco -1.208330  -76.716660
32 49314 Ecuador  Zanjarajuno -1.357222  -77.870556
33 49334 Ecuador  Fatima -1.411389  -78.000000
34 52751 Ecuador  Sarayaku -1.735500  -77.490180
35 52816 Ecuador  Canelos -1.606550  -77.753630
36 52837 Ecuador  Via Canelos-Puyo -1.601620  -77.757640
37 52892 Ecuador  Killu Allpa -2.187117  -76.857681
38 53161 Ecuador  Montalvo -1.992436  -76.916838
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No. QCAZ Pais Localidad Latitud Longitud

39 32491 Ecuador  Bobonaza -1.498099  -77.879310
40 32543  Ecuador  Via Tuculi -1.494543  -77.869654
41 52023 Ecuador  Rio Negro -1.412520  -78.204250
42 52017 Ecuador Rio Verde -1.400140  -78.300630
43 52540 Ecuador  Santiago -3.046550  -78.015560
44 52617 Ecuador  Puerto Morona -2.888610  -77.681570
45 53266 Ecuador  Tukupi -2.800453  -77.481811
46 50954 Per( Tambopata -12.653728  -69.179575
47 50962 Perd Requena -4.908022  -73.666859
48 50956  Peru La Convencion, KP 59 -12.258083 -72.842472
49 50967  Peru La Convencion, KP 55 -12.222249  -73.008579
50 50973 Perd Picota -7.037472  -76.090028
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Anexo 6. Descripcion de las cuencas hidrograficas. Se muestra la extension, el rango altitudinal

y la distribucion geografica.

Cuenca hidrografica Extension  Rango altitudinal Distribucion geografica
(km?) (msnm)

Napo 59 581 200-5877 Cordillera Oriental, Zona
Subandina, Cuenca Oriental

Pastaza 23184 230-5677 Cordillera Oriental, Zona
Subandina, Cuenca Oriental

Tigre 9149 200-500 Cuenca Oriental

Morona 6589 200-1300 Zona Subandina, Cuenca
Oriental

Santiago 24 957 250-7319 Cordillera Oriental, Zona

Subandina, Cuenca Oriental
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Anexo 7. Lista de haplotipos para el gen 12S empleados en la red de haplotipos. Se muestran los

individuos para cada haplotipo y sus respectivas localidades.

No. Individuos QCAZ Localidades

haplotipo

1 15424, 49334, 32491, 32543, 32555, 49314, 52017, Fé&tima, Bobonaza, Tuculi, Zanjarajuno, Rio
52019, 52021, 52752, 52753, 52755, 52816, 52820, Verde, Rio Negro, Sarayaku, Canelos, Via
52837, 52838, 52892, 53161, 53166, 53182, 53183 Canelos, Killu Allpa, Montalvo

2 17942, 38948, 51802, 51807 Rio Hollin, Kurintza, Via Archidona

3 18177, 31267, 43066, 43067, 43969, 51195 Jatun Sacha, Pozo SPF, Km 80 Pompeya-

Iro, Afiangu S, Km 96 Pompeya-Iro
4 18184, 22208, 39515, 48930, 49340, 51803 Jatun Sacha, Rio Hollin, Cononaco,
Sumaco, Zanjarajuno, Via Archidona

5 24425, 24427, 51949, 52018, 52023, 52024, 52026, Rio Verde, Rio Negro
52028

6 27983 Zébhalo

7 27995, 28003, 28269, 28302, 28455, 37692, 43074, Z&balo, Cuyabeno, Rey de los Andes,
43103, 43140, 43679, 43680, 43775, 43892, 43968, Yanakinka N, Limoncocha, Coca N, Coca
44227, 44228, 44229, 44355, 44356, 44357, 44440, S, Primavera N, Afangu S, Edén S,
44441, 44442, 44492, 44493, 44494, 44599, 44600, Chiroisla S, Chiroisla N, San Vicente N,
44601, 44734, 44735, 44736, 44775, 44776, 44778, Huiririma S, Santa Teresita N, Rocafuerte
44915, 47736, 51075, 51229, 51230 S, La Selva, ECY

8 28247, 28249 Puerto Bolivar

9 28399 Cuyabeno

10 28492 Rey de los Andes

11 35720 ECY

12 38332 Arajuno

13 38676 Villano

14 43704 Coca N
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No. Individuos QCAZ Localidades
haplotipo

15 44055, 44140 La Selva, Pafiacocha N

16 48919,48929, 48931 Sumaco

17 52535, 52540, 52541, 52542, 52572 Santiago

18 52617, 52618, 52619,53266 Puerto Morona, Tukupi

19 52751 Sarayaku

20 53165, 53167, 53184 Montalvo

21 53294 Tukupi

22 50954, 50967 Tambopata, La Convencién KP 55
23 50956 La Convencion KP 59

24 50962 Requena

25 50973 Picota
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Anexo 8. Lista de haplotipos para el gen ND1 empleados en la red de haplotipos. Se muestran

los individuos para cada haplotipo y sus respectivas localidades.

No. Individuos QCAZ Localidades

haplotipo

1 15424, 24425, 24427, 32543, 32555, 38332, Fatima, Rio Verde, Tucull, Arajuno, Rio
51949, 52018, 52023, 52816, 52820, 52837  Negro, Canelos, Via Canelos

2 17942, 51802, 51807 Rio Hollin, Via Archidona

3 18177 Jatun Sacha

4 22208 Rio Hollin

5 27983 Zébalo

6 27995 Zébalo

7 28003 Zabalo

8 28247 Puerto Bolivar

9 28249 Puerto Bolivar

10 28269 Cuyabeno

11 28302 Rey de los Andes

12 28399 Cuyabeno

13 28455 Rey de los Andes

14 28492 Rey de los Andes

15 31267 Pozo SPF

16 32491 Bobonaza

17 35720 ECY
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Anexo 8. Continuacion.

No. Individuos QCAZ Localidades

haplotipo

18 37692, 47736 Yanakinka N, La Selva

19 38676 Villano

20 38948 Kurintza

21 39515 Cononaco

22 43066, 43969, 51195 Km 80 Pompeya-Iro, Aﬁangu S, Km 96
Pompeya-Iro

23 43067 Km 80 Pompeya-Iro

24 43074 Limoncocha

25 43103 Limoncocha

26 43140 Limoncocha

27 43679 Coca N

28 43680 CocaN

29 43704 Coca N

30 43775, 44915 Coca S, Limoncocha

31 43892 Primavera N

32 43968 Afiangu S

33 44055 La Selva

34 44140 Pafiacocha N

35 44227, 44229, 44357 Edén S, Chiroisla S

36 44228 Edén S

37 44355, 44356 Chiroisla S

38 44440, 44442 Chiroisla N
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Anexo 8. Continuacion.

No. Individuos QCAZ Localidades
haplotipo

39 44441 Chiroilsa N

40 44492 San Vicente N
41 44493 San Vicente N
42 44494 San Vicente N
43 44599, 44600 Huiririma S

44 44601 Huiririma S

45 44734, 44736 Santa Teresita N
46 44735 Santa Teresita N
47 44775 Rocafuerte S

48 44776 Rocafuerte S

49 44778 Rocafuerte S

50 48919, 48929, 48931 Sumaco

51 48930 Sumaco

52 49334 Fatima

53 49340 Zanjarajuno

54 51075 ECY

55 51229, 51230 ECY

56 51803 Via Archidona
57 52017, 52019 Rio Verde

58 52021 Rio Negro

59 52026 Rio Negro

60 52540, 52541 Santiago
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Anexo 8. Continuacion.

No. Individuos QCAZ Localidades
haplotipo

61 52542, 52572 Santiago

62 52617, 52619 Puerto Morona

63 52751 Sarayaku

64 52752 Sarayaku

65 52755 Sarayaku

66 52838 Via Canelos

67 52892 Killu Allpa

68 53161 Montalvo

69 53165, 53167, 53184 Montalvo

70 53166 Montalvo

71 53181, 53182 Montalvo

72 53183 Montalvo

73 53266 Tukupi

74 53294 Tukupi

75 50954 Tambopata

76 50956 La Convencion KP 59
7 50962 Requena

78 50973 Picota
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Anexo 9. Lista de haplotipos para el gen CO1 empleados en la red de haplotipos. Se muestran

los individuos para cada haplotipo y sus respectivas localidades.

No. Individuos QCAZ Localidades

haplotipo

1 15424, 49314 Fatima, Zanjarajuno

2 17942, 51802, 51807 Rio Hollin, Via Archidona

3 18177, 51803 Jatun Sacha, Via Archidona

4 22208, 28003, 28247, 28249, 28269, Rio Hollin, Zabalo, Puerto Bolivar,
28399, 28455, 28492, 38948, 39515, Cuyabeno, Rey de los Andes, Kurintza,
43066, 43067, 43074, 43140, 43680, Cononaco, Km 80 Pommpeya-Iro,
43892, 43968, 43969, 44055, 44140, Limoncocha, Coca N, Primavera N,
44599, 44600, 44601, 44734 44736, Afangu S, La Selva, Pafiacocha N,
44775, 44776, 44778, 47736, 51195, Huiririma S, Santa Teresita N,
51229, 51230 Rocafuerte S, Km 96 Pompeya-Iro,

ECY

5 24425, 24427, 32543, 32555, 38332, Rio Verde, Tuculi, Arajuno, Fatima, Rio
49334, 51949, 52018, 52021, 52023, Negro, Rio Verde, Canelos, Via Canelos
52024, 52026, 52028, 52816, 52837,
52838

6 27983 Zébalo

7 27995, 28302, 43704 Zébalo, Rey de los Andes, Coca N

8 31267 Pozo SPF

9 32491, 52017, 52019 Bobonaza, Rio Verde

10 35720 ECY
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No. Individuos QCAZ Localidades

haplotipo

11 37692 Yanakinka N

12 38676 Villano

13 43103, 51075 Limoncocha, ECY

14 43679 Coca N

15 43775 Coca S

16 44227, 44229 Edén S

17 44228 Edén S

18 44355, 44356, 44440, 44441, 44442, Chiroisla N, Chiroisla S, San Vicente N
44492

19 44357 Chiroisla S

20 44493 San Vicente N

21 44494 San Vicente N

22 44735 Santa Teresita N

23 44915 Limoncocha

24 48919, 48929, 48931 Sumaco

25 48930 Sumaco

26 49340 Zanjarajuno

27 52535, 52540, 52541, 52542, 52572 Santiago

28 52617, 53266 Puerto Morona, Tukupi

29 52618 Puerto Morona

30 52619 Puerto Morona

31 52751, 52755 Sarayaku

32 52752, 52892, 53165, 53166, 53167, Sarayaku, Killu Allpa, Montalvo

53183, 53184
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Anexo 9. Continuacion.

No. Individuos QCAZ Localidades
haplotipo

33 52753 Sarayaku

34 52820 Canelos

35 53161 Montalvo

36 53181, 53182 Montalvo

37 53294 Tukupi

38 50954 Tambopata

39 50956 La Convencion KP 59
40 50962 Requena

41 50967 La Convencion KP 55

42 50973 Picota
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