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1. RESUMEN 

En el año 1998, se registró la primera población establecida de la rana Scinax 

quinquefasciatus en la isla Isabela, Archipiélago de Galápagos. Recientemente también fue 

registrada en la isla Santa Cruz. Se desconoce la población de origen para esta invasión y 

el medio por el que lograron llegar a las islas. En el presente estudio se muestrearon 2928 

pb de ADN de genes mitocondriales (12S, ND1, CO1 y CYTB) de 53 individuos de 26 

poblaciones continentales y una introducida (Puerto Villamil) de S. quinquefasciatus para 

determinar la población de origen asi como el número de eventos de invasión de las islas 

Galápagos. 

El análisis de inferencia Bayesiana concuerda con el de Máxima Parsimonia: ambos 

muestran tres clados bien definidos y con buen soporte entre las poblaciones continentales 

de S. quinquefasciatus. Los clados son parapátricos y se reemplazan latitudinalmente. El 

clado Norte se distribuye en las provincias de Esmeraldas y la zona norte de Manabí; el 

clado Centro en la zona sur de Manabí, Los Ríos y el norte de Guayas; y el clado Sur en 

Guayas y El Oro. El clado Centro presenta dos grupos genéticos diferenciados simpátricos 

y con alto soporte. Las muestras de Galápagos (Puerto Villamil, Isla Isabela) pertenecen a 

ambos grupos. Pruebas de topología en base a bootstraps paramétricos rechazaron la 

hipótesis de monofilia en la población insular, lo cual sugiere que han existido al menos 

dos eventos de colonización. En cuanto a la diversidad genética, el análisis molecular de 

varianza (AMOVA) revela mayor variabilidad entre los grupos (78,39%) que dentro de 

ellos (21,61%). Estas diferencias son altamente significativas con un p = 0,000. Se 

encontró un rango de distancias genéticas (basado en los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB) 

de 0,03 a 3% entre las poblaciones continentales. Pruebas de neutralidad (Tajima´s D = -

0,09305; Fu´s F = -4,67361) sugieren que las poblaciones continentales han experimentado 

expansiones poblacionales recientes.  
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Los registros de colecta de S. quinquefasciatus en Galápagos coinciden con años de 

alta precipitación. El año de colonización de la isla Isabela coincide con un fenómeno del 

Niño de gran intensidad lo cual sugiere que si bien la introducción de especies invasivas es 

un producto de las actividades humanas, las condiciones ambientales pueden facilitar la 

llegada y establecimiento de las especies. La identificación de las condiciones ambientales 

facilitadoras puede ayudar a diseñar programas de cuarentena más eficientes.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palabras clave: Colonización, especie invasiva, filogeografía, variabilidad genética. 
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1. ABSTRACT 

In 1998, the first established population of the treefrog Scinax quinquefasciatus was 

reported from Isabela island (Galapagos archipelago). Recently, another population was 

found on Santa Cruz. The original population and the way these frogs were introduced on 

the Galapagos ecosystem are unknown. In this study, 2928 bp of mitochondrial DNA (12S, 

ND1, CO1 and CYTB genes) from 53 individuals of 26 continental populations and one 

introduced population (Puerto Villamil) of S. quinquefasciatus were analized in order to 

find the original population and the number of introduction events in Galapagos. 

Phylogenetic analyses used to build trees included Bayesian and maximum parsimony 

methods. In this case, both analysis show similar results. Consensus trees show three 

defined clades with a good support (from bootstrap and posterior probabilities) for S. 

quinquefasciatus in mainland. Clades are parapatric and can be replaced in latitude, they 

also show a good correspondence with geographical data. Individuals from the North clade 

are distributed on Esmeraldas and the north part of Manabi; the Central clade corresponds 

to the south part of Manabi, Los Rios and the north of Guayas; and the South clade to 

Guayas and El Oro provinces. The central clade has two genetic differentiated groups, 

sympatric and with good support. Individuals from Galapagos  (Puerto Villamil, Isabela 

island) belong to both groups of the Central clade. Topology tests based on parametric 

bootstrap rejected the hypothesis of monophyly for this population. It is possible that the 

introduction is the result of at least two colonization events. An Analysis of Molecular 

Variance (AMOVA), shows more variability between groups (78.39%) than within-groups 

(21.61%). Genetic distances were calculated based on genes 12S, ND1, CO1 and CYTB, 

we found a range of 0.03 to 3% between mainland populations. Tajima’ s and Fu´s tests of 

neutrality on mainland populations suggest populations have recently experienced 

expansions (Tajima´s D = -0.09305; Fu´s F = -4.67361).  
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Collections of S. quinquefasciatus in Galapagos are consistent with years of high 

precipitation. The year of colonization corresponds to an El Niño event, which suggests the 

introduction of invasive species is not only the result of human activities but environmental 

factors could also help the arrival and establishment of these species. The knowledge of 

these environmental factors could contribute to design more efficient erradication 

programs.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Colonization, genetic diversity, invasive species, phylogeography. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1. ESTUDIOS DE FILOGEOGRAFÍA 

Los estudios biogeográficos tienen como meta caracterizar los patrones de 

distribución de los organismos y determinar las condiciones ambientales, eventos 

históricos y fuerzas evolutivas que han dado forma a dichos patrones a largo y corto plazo 

(Lomolino et al., 2004; Parent et al., 2008). 

En la actualidad las hipótesis biogeográficas se combinan con estudios moleculares 

para generar predicciones de estructura genética a varios niveles de divergencia (Riddle, 

1996). Eventos demográficos, como crecimiento poblacional o cuellos de botella, producto 

de migraciones pueden incidir tanto en la estructura filogenética como en la variación 

genética de las poblaciones (Mahoney, 2004; Rogers y Harpending, 1992).  

En el caso de la introducción de especies, los estudios filogeográficos nos permiten 

comprender la historia de colonización y nos brindan pistas en cuanto a los posibles 

factores que pudieron haber facilitado los eventos de colonización.  

3.2. ESPECIE ESTUDIADA 

El género Scinax, perteneciente a la subfamilia de los Hylinae, se compone de un 

total de 105 especies formalmente reconocidas y ordenadas en cinco grupos de especies 

(Scinax ruber, S. rostratus, S. catharinae, S. staufferi y S. perpusilla). Está distribuido 

desde el sur de México hasta el este de Argentina (Faivovich, 2002).  

3.2.1. Scinax quinquefasciatus 

Scinax quinquefasciatus (Fowler, 1913) es una especie altamente adaptable a 

cambios ambientales, puede encontrarse en sistemas terrestres y también asociadas a 

cuerpos permanentes de agua. Se distribuye en las tierras bajas, entre 0 y 1 500 msnm, al 
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occidente del Ecuador y Colombia (Duellman, 1971; Frost, 2010). Está incluida en la 

categoría de Preocupación Menor en todo su rango de distribución (UICN, 2009) y 

también en el Ecuador (Ron et al., 2011).  

Scinax quinquefasciatus es una rana pequeña, de aproximadamente 35 mm de 

longitud rostro-cloacal (Duellman y Wiens, 1993). A pesar de que Faivovich (2005) la 

ubica dentro del clado de S. ruber,  no ha sido asignada a un grupo de especies en 

particular porque no ha sido incluída en ningún análisis filogenético más detallado.  

En el caso de las poblaciones de Galápagos, generalmente están asociadas a 

cuerpos de agua. Sin embargo, las condiciones en las localidades donde ha sido muestreada 

no son las mismas aun dentro de cada isla, así por ejemplo: en Puerto Villamil (Isabela) la 

población más grande se localiza en la Poza de las Diablas, cuya agua presenta un 

porcentaje de sal mayor al de las localidades cercanas al centro poblado de la isla pues, en 

marea alta, el mar alcanza dicho lugar mezclándose con el agua de la poza. En Santa Cruz, 

los cuerpos de agua a los que se asocia su presencia son producto de las lluvias en la zona 

agrícola (Bellavista), patrón que se observa también en las localidades continentales. 

3.3. ANTECEDENTES 

El archipiélago de Galápagos enfrenta el problema de especies introducidas desde 

el año 1535 aproximadamente y, aunque existe un gran esfuerzo para evitar la llegada de 

especies invasivas, cada vez es mayor el número de plantas y animales exóticos 

establecidos en las islas. En la actualidad, el número de animales introducidos reportados 

por el Parque Nacional Galápagos (2009) es de 579 (36 vertebrados y 543 invertebrados). 

Las acciones tomadas por el PNG, en su mayoría, se basan en la prevención de nuevos 

eventos de colonización, mediante un control permanente en los puertos y aeropuertos 

continentales, además del equipaje de quienes ingresan a diario al archipiélago. Para 
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impedir la llegada de especies exóticas se ha creado el SICGAL (Servicio de Inspección y 

Cuarentena para Galápagos, Jiménez-Uzcátegui et al., 2007). 

El único anfibio exótico establecido en Galápagos es Scinax quinquefasciatus. El 

primer registro fue en 1991, sin embargo no se reportaron nuevos registros hasta 1998, 

entre este año y el siguiente (1999) se estable la priemra población en la isla Isabela. 

Aunque los primeros registros corresponden a la isla Santa Cruz, posteriormente hubieron 

colectas en San Cristóbal en los años de 2000 y 2001, luego de lo cual no se la volvió a 

reportar en esta isla (Parque Nacional Galápagos, 2009). Sin embargo las poblaciones de 

Isabela se establecieron en las pozas de la zona sur (Poza de las Diablas y Poza de los 

Flamencos), donde a pesar de las acciones tomadas por el PNG para su erradicación, no se 

las ha podido controlar, ni se ha logrado hallar un método satisfactorio para su erradicaión. 

La falta de información es probablemente una de las principales dificultades que deben 

superarse para que los esfuerzos sean exitosos (Jiménez-Uzcátegui et al., 2007). 

En el caso de Santa Cruz, existen pocos registros de S. quinquefasciatus desde la 

primera colecta en 1991 hasta los años 2002 y 2003. En lo años 2004, 2006 y 2008 los 

registros vuelven a ser bajos hasta julio del 2011, cuando se observan poblaciones tanto en 

el puerto como en la zona agrícola de Bellavista (Fundación Charles Darwin, 2011).  

Aún cuando se sospecha que S. quinquefasciatus procede de la zona litoral del 

Ecuador continental, es posible que procedan también de las costas de Colombia, pues su 

rango de distribución se extiende hasta esta zona. Sin embargo esto no se ha confirmado y 

es incierta la población o poblaciones de las que proviene (Jiménez-Uzcátegui et al., 2007). 

Si bien ahora es la única especie de anfibio en el Archipielago, han existido otros eventos 

no exitosos de invasión de anfibios como el de Rhinella marina y Pristimantis unistrigatus 

por lo que las condiciones ambientales específicas podrían ser un factor determinante para 

el establecimiento de especies introducidas. 
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3.4 CONDICIONES CLIMÁTICAS EN GALÁPAGOS 

Galápagos, por su ubicación en el Pacífico oriental, posee un clima estacional 

único, que no se observa en otras islas oceánicas ecuatoriales. Varios factores, entre ellos 

las corrientes oceánicas y vientos regidos por el movimiento de la Zona de Convergencia 

Intertropical (ZCI) influyen directamente sobre el clima del archipiélago. Además, el 

fenómeno periódico de El Niño a lo largo del Pacífico es otro factor influyente sobre 

dichas condiciones (Trueman y d´Ozouville, 2010). 

Como consecuencia de los eventos de El Niño, la temperatura superficial del agua 

tiende a subir, dicha condición, asociada al desplazamiento norte-sur de la ZCI provocan 

lluvias torrenciales, incremento en la temperatura del aire y estaciones secas más 

prolongadas de lo normal (Snell y Rea, 1999).  

Trueman y d´Ozouville (2010), tras un estudio bastante detallado de las condiciones 

climáticas en las zonas alta y baja en seis islas del archipiélago, sugieren que la zona baja 

es vulnerable a un clima más caliente y más húmedo durante eventos de El Niño, lo que 

podría favorecer el establecimiento de especies invasoras, amenazando así a las especies 

endémicas adaptadas a las condiciones de dicha zona.  

El estudio de las condiciones climáticas y su relación con la biodiversidad en 

Galápagos es de gran importancia, más aún en el caso de las especies introducidas, pues la 

identificación de factores ambientales específicos que permiten a dichos organismos su 

llegada y establecimiento en un ecosistema tan frágil, podría ayudar a impedir su llegada y 

facilitar su erradicación.  
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3.5. CONDICIONES AMBIENTALES Y DIVERSIFICACIÓN EN LA REGIÓN 

CHOCÓ 

Los patrones geográficos actuales de la diversidad genética y morfológica son el 

producto de procesos históricos y procesos de selección que, además de restringir, han 

moldeado y dispersado la flora y fauna del planeta. Los ciclos glaciales del cuaternario son 

considerados los procesos históricos naturales más importantes, pues sus efectos en los 

patrones de filogeografía se encuentran bien documentados, sobre todo en el hemisferio 

Norte (Avise, 2000). Sin embargo, durante los últimos años, la información para el 

hemisferio Sur, especialmente para la Patagonia, está creciendo cada vez más (Ruzzante et 

al., 2011). 

El área biogeográfica del Chocó corresponde a una franja de bosque lluvioso de 

aproximadamente 1 000 km de la largo y 100 km de ancho que se extiende a lo largo de las 

costas del Pacífico al sudoeste de Panamá, Oeste de Colombia y noroeste de Ecuador 

(Behling et al., 1998; Vélez et al., 2001). Se caracteriza por su alta precipitación anual 

(entre 7 500 y 12 000 mm/año), y por ser un sitio de gran biodiversidad. 

Estudios de palinología en la región del Chocó han permitido develar sus 

condiciones climáticas pasadas (del último período glacial y el Holoceno). La palinología, 

o estudio del polen, ha sido una herramienta útil en las últimas décadas, pues los registros 

del tipo de vegetación de un determinado lugar, permiten inferir sus condiciones 

climáticas. Los datos obtenidos por Vélez et al. (2005) sugieren climas fríos y secos 

predominantes durante el último período glacial en las costas del Pacífico, al igual que 

estudios de Panamá y Venezuela (Fritz et al., 2001; Haug et al., 2001). Durante el 

Holoceno, las condiciones fueron más cálidas y húmedas en un principio (Holoceno 

temprano) y luego se volvieron más secas (Holoceno medio). Esta variacíon se explica por 
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el cambio de posición de la Zona de Convergencia Intertropical (ZCI) desde el norte hacia 

el sur en la región Norte de Sudamérica (Haug et al., 2001) . 

En las zonas montañosas como Los Andes, muchos de los hábitats existentes en el 

Cuaternario fueron eliminados o simplemente quedaron inhabitables conforme los 

glaciares fueron avanzando, alterando así la distribución de las poblaciones, que de no ser 

capaces de migrar, quedaron eliminadas.  

Por otro lado en las zonas costeras, las áreas potencialmente habitables  

incrementaron conforme las condiciones climáticas mejoraron, permitiendo una expansión 

potencial de ciertas poblaciones desde los Andes y la Amazonía (Ruzzante et al., 2008). 

Wiens et al., (2011) llevaron a cabo un estudio para determinar los factores 

responsables de los patrones de riqueza local de especies, para lo cual utilizaron especies 

de la familia Hylidae, por la variación en la riqueza y la increíble diversidad local en la 

Amazonía. El estudio demostró que la variación de la riqueza local no se explica tanto por 

factores climáticos, tasas de diversificación ni variación morfológica cuanto por el tiempo 

de colonización de cada región. De allí la importancia de conocer los factores históricos de 

una región en estudios que pretenden descifrar la estructura de las poblaciones que habitan 

en ella. 

3.6. MARCADORES MOLECULARES 

Los marcadores genéticos se han convertido en herramientas poderosas y eficaces 

en la actualidad para estudios filogeográficos, sin embargo es necesario escoger de manera 

adecuada el tipo de marcadores a emplear. El uso de ADN nuclear o ADN mitocondrial ha 

sido motivo de debate por muchos investigadores. Rollins et al., (2011) reconoce a éste 

último como el mejor marcador para trazar el origen e historia invasiva de las poblaciones, 

más aún si se trata de eventos relativamente recientes. Si bien el ADN mitocondrial 
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presenta desventajas como su neutralidad y clonalidad, los efectos de dichas características 

se ven reducidos cuando se trabaja con un número pequeño de generaciones (Birky, 2001; 

Bazin et al., 2006). También presenta una serie de ventajas como el hecho de tratarse de 

ADN no recombinante, y que la técnica de PCR (Reacción en cadena de la polimerasa)  es 

más efectiva por su alto número de copias en las células, lo que permite trabajar de mejor 

manera con muestras conservadas en museos y otras colecciones. 

Además el uso de secuencias de ADN mitocondrial provee información valiosa 

para el manejo de especies invasivas, ya que permite entender la historia de la invasión, 

conocer el número de introducciones y realizar pruebas de expansión poblacional mediante 

análisis de los datos (e.g., Rollins et al., 2011).  
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3.7. OBJETIVOS 

3.7.1. General 

- Determinar la localidad de origen en el continente de las poblaciones de Scinax 

quinquefasciatus establecidas en Galápagos (Isla Isabela).  

- Identificar la distribución geográfica de la variabilidad genética en las poblaciones 

de S. quinquefasciatus en la costa del Ecuador continental.

lontiatnta deac en Gat eabic e S. quinquefasciatus  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. MUESTREOS POBLACIONALES 

Se realizó una salida de campo para colectar S. quinquefasciatus en el archipiélago 

de Galápagos (Pto. Villamil, Isla Isabela) en Diciembre del 2009, además se usaron 

individuos colectados por personal del Museo de Zoología de la Pontificia Universidad 

Católica del Ecuador (PUCE) en el 2003 en la misma localidad. Las muestras del 

continente se obtuvieron en su totalidad de los bancos de genoma de la sección de 

Herpetología del Museo de la PUCE (QCAZ) y del museo de Historia Natural de la 

Universidad de Kansas (KU). A estas últimas se les asignó un número QCAZ. En total se 

incluyeron 29 localidades (Anexo 1).  

El número de individuos (N) fue de 53. Se trabajó únicamente con aquellos para los 

que se obtuvo la secuencia de todos los genes, con pocas excepciones en las que por 

tratarse de individuos únicos para la localidad fueron incluidos a pesar de no cumplir con 

dicho requisito (Anexo 8). 

4.2. EXTRACCIÓN, AMPLIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN DEL ADN 

El ADN fue extraído a partir de tejidos de hígado preservados en etanol al 95% en 

el Museo de Zoología (QCAZ) de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador (Anexo 

1). Se empleó el protocolo de fenol-cloroformo de M. Fujita (no publicado) con 

modificaciones realizadas por M. E. Ordoñez (Anexo 2). A partir del ADN extraído se 

realizó la amplificación de los segmentos de los genes mitocondriales 12S de rRNA (12S), 

NADH Deshidrogenasa I (ND1), Citocromo Oxidasa I (COI) y Citocromo B (CYTB) 

mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Las amplificaciones se 

realizaron con un volumen final de 25 µl (2.5 µl de Buffer PCR 5X, 1.5 µl de MgCl2 

50mM, 0.5 µl de cada primer 10µM, 0.5 µl de dNTPs 10mM, 0.25 µl de Taq polimerasa, 1 



	   14	  

unidad de ADN y 18.25 µl de dH2O). Para este proceso al igual que para la secuenciación 

se emplearon los protocolos y cebadores descritos en las Tablas 1 y 2, y estandarizados 

previamente en el laboratorio de Biología Molecular de la sección de Herpetología del 

QCAZ. Para visualizar los productos de PCR se emplearon geles de agarosa 1%. El kit de 

purificación ExoSap-IT (GE healthcare) se utilizó para eliminar los residuos de primer y 

dNTPs no incorporados. La secuenciación se llevó a cabo en la empresa Macrogen en 

Korea (Macrogen Inc., Seoul, Korea). 

Las extracciones de ADN fueron depositadas en en banco de genoma del Museo de 

Zoología (QCAZ) de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador. 

4.3. ANÁLISIS FILOGENÉTICOS 

Las secuencias obtenidas con ambos cebadores (derecha y reversa) fueron 

ensambladas para generar una secuencia consenso de cada fragmento de ADN utilizando el 

programa Geneious Pro 5.3.4 (Drummond et al., 2010). La alineación de las secuencias 

consenso se llevó a cabo con el mismo programa y una re alineación con ayuda de la 

aplicación MAFFT Multiple Alignment (Katoh et al., 2002) y el ajuste manual de las 

secuencias se realizó en el programa Mesquite 2.74 (Maddison y Maddison, 2010). 

Los análisis filogenéticos fueron hechos bajo los criterios de máxima parsimonia e 

inferencia Bayesiana. Los grupos externos empleados en el estudio fueron Dendropsophus 

parviceps y Scinax garbei, especies relacionadas (Faivovich et al., 2005). 

4.3.1. MÁXIMA PARSIMONIA 

El criterio de máxima parsimonia, al igual que el de máxima verosimilitud, es un 

método que selecciona los árboles minimizando la cantidad de cambios evolutivos 

requeridos para explicar los datos. A pesar de sus limitaciones, los análisis de parsimonia 
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han sido muy usados desde la década de los 70 en la construcción de árboles filogenéticos 

(Swofford, 2003).  

Este análisis se desarrolló en el programa Phylogenetic Analysis Using Parsimony 

(PAUP 4.0, Swofford, 2003), empleando la metodología de purga de cladogramas TBR 

(Bisección-Reconexión de árboles) y el algoritmo de permutación de ramas. Se 

implementaron 1 000 000 árboles para la búsqueda heurística, la adición fue aleatoria al 

árbol inicial de 100 réplicas. Para la evaluación del soporte de los nodos se empleó la 

técnica de bootstrap no paramétrico utilizando 500 réplicas, con búsqueda de Adición 

Progresiva Rápida.  

4.3.2. INFERENCIA BAYESIANA 

Este análisis se llevó a cabo en el programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck et al., 

2001). Las secuencias fueron divididas en 10 particiones: (1) gen 12S, (2) primera posición 

de los codones de ND1, (3) primera posición de los codones de CO1, (4) primera posición 

de los codones de CYTB, (5) segunda posición de los codones de ND1, (6) segunda 

posición de los codones de CO1, (7) segunda posición de los codones de CYTB, (8) tercera 

posición de los codones de ND1, (9) tercera posición de los codones de CO1 y (10) tercera 

posición de los codones de CYTB. El modelo de evolución para cada partición fue 

determinado utilizando el criterio de información Akaike con corrección para muestras 

pequeñas (AICc) del programa JmodelTest 0.1.1 (Posada, 2008) (Tabla 3).  

Se corrieron dos búsquedas bayesianas independientes mediante el algoritmo de la 

cadena Markov de Monte Carlo con cuatro cadenas por 30.000.000 de generaciones.  La 

convergencia de las cadenas fue verificada con el programa TRACER v1.3 (Rambaut y 

Drummond, 2007). Las primeras 4 500 000 generaciones fueron descartadas con una 

fracción de burn in = 0,15.  
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4.4. EVENTOS DE INVASIÓN 

 Para poner a prueba la monofilia de las poblaciones de Galápagos, se empleó la 

prueba de bootstrap paramétrico que se basa en simulaciones para replicar los datos, pero a 

diferencia del bootstrap no paramétrico, dichas simulaciones se hacen a partir de una 

topología cuyos parámetros se han establecido previamente y asumiendo que la hipóteis 

nula es correcta (Huelsenbeck y Crandall, 1997).  

A partir del árbol constreñido se simularon secuencias de ADN bajo el modelo de 

evolución especificado por una búsqueda bayesiana o de máxima verosimilitud. A partir de 

las secuencias simuladas, en este caso se hicieron búsquedas de máxima parsimonia y los 

árboles obtenidos proporcionaron una distribución de datos nula con los que se comparó el 

valor real para aceptar o rechazar la hipótesis nula. Dicho valor real se refiere a la 

cuantificación de la diferencia entre la topología constreñida y la no constreñida. 

Normalmente el nivel de rechazo en esta prueba es del 5%, es decir, si el valor observado 

es mayor a los valores que se encuentran fuera del límite de la distribución y corresponde 

al 5% de las simulaciones, se rechaza la hipótesis nula (Huelsenbeck y Crandall, 1997).  

Se realizaron tres pruebas de bootstrap paramétrico en el programa Mesquite 2.74 

(Maddison y Maddison, 2010), cada una en base a un árbol filogenético constreñido 

obtenido en el programa Garli 2.0 (Zwickl, 2006) bajo el criterio de máxima verosimilitud. 

El primero forzando la monofilia de la población de Puerto Villamil con las poblaciones 

centro orientales de la costa ecuatoriana, el segundo forzando la monofilia de la población 

de Puerto Villamil y las centro occidentales de la costa ecuatoriana y el tercero forzando la 

monofilia de la población de Puerto Villamil. En cada una de las pruebas se simularon 100 

matrices de secuencias a partir de las cuales se construyeron 100 arboles (usando el modelo 

de evolución GTR + G).  
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Se comparó el valor observado de diferencia de número de pasos entre el árbol 

constreñido y el árbol sin constreñir con la distribución de diferencias de los árboles 

derivados a partir de las matrices simuladas. 

Para descartar la posibilidad de que la población de Galápagos sea producto de un 

evento de invasión a partir de una población con alta variabilidad, se realizó un análisis de 

números aleatorios para obtener una distribución de frecuencias esperadas de individuos 

pertenecientes a un mismo clado o a clados diferentes. Una vez obtenidas estas frecuencias 

se realizó una prueba de X2 para la bondad de ajuste en el programa R 2.11.1 (R 

Development core team, 2008) dadas las frecuencias observadas. 

4.5 EXPANSIÓN POBLACIONAL

El propósito de las pruebas de neutralidad consiste en detectar si las secuencias de 

ADN mitocondrial evolucionan de forma neutral, es decir de acuerdo a lo esperado por el 

azar o 
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archipiélago de Galápagos, podría arrojar resultados que no necesariamente se ajusten a la 

realidad de dicha población.  

4.6 RED DE HAPLOTIPOS 

Se construyó una red de haplotipos para visualizar la diferenciación entre los 

haplotipos muestreados. Este análisis permite identificar grupos haplotípicos y observar el 

número de substituciones que los separan (Juste et al., 2006). La red de haplotipos 

complementa los resultados obtenidos en los análisis filogenéticos. Para su elaboración se 

emplean únicamente los sitios informativos de las secuencias, es decir aquellas posiciones 

variables del ADN que diferencian a una secuencia de las demás. 

Usando la matriz de secuencias de ADN de los cuatro genes empleados en el 

estudio (12S, ND1, CO1 y CYTB) fue posible calcular y exportar una matriz de haplotipos 

en el programa DnaSP v 5.10.01 (Rozas et al., 2010), que posteriormente en el programa 

Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2006) se sometió a un análisis de diversidad de dichos 

haplotipos. Una vez  hecho esto, la red de haplotipos fue elaborada y editada en el 

programa Networks 4.6.0.0 (Bandelt et al., 1999) usando el algoritmo “Median-Joining” y 

basado en máxima Parsimonia. Los gaps en la matriz de haplotipos fueron considerados 

como datos faltantes para el análisis. Se excluyeron las secuencias de los grupos externos. 

4.7. DIVERSIDAD GENÉTICA  

Para comprender la estructura de las poblaciones continentales y comparar su 

diversidad genética se realizó un AMOVA (Análisis Molecular de Varianza) estándar en el 

programa programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2006). Este análisis usa las frecuencias 

de haplotipos y número de mutaciones entre ellos para poner a prueba el grado de 

significación de los componentes de varianza asociados a varios niveles jerárquicos de 

estructura genética mediante un método de permutaciones no paramétrico (Excoffier et al., 
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1992). En el caso de este estudio, los datos se estructuraron de acuerdo a los tres grupos 

genéticos que sugieren los análisis filogenéticos: (1) individuos del clado Norte (2) 

individuos del clado Centro, (3) individuos del clado Sur. Para llevar a cabo el análisis se 

corrieron 10 000 permutaciones. 

 Se calcularon las distancias genéticas dentro y entre los grupos Norte, Centro y Sur 
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5. RESULTADOS 

5.1. RELACIONES FILOGENÉTICAS 

Se obtuvieron secuencias de 53 individuos de Scinax quinquefasciatus de 27 

localidades (Figura 1) para cuatro genes mitocondriales: 12S (∼ 690 pb), ND1 (∼ 968 pb), 

CO1 (∼673 pb) y CYTB (∼ 603 pb). (Anexo 1).  

En la Tabla 3 se detallan los modelos de substitución empleados para cada una de 

las diez particiones usadas en los análisis de inferencia Bayesiana, junto con los estimados 

de sus parámetros.  

La filogenia bajo el criterio de inferencia Bayesiana muestra la presencia de dos 

clados basales con buen soporte (Figura 2). El primer clado basal (A), corresponde a 

poblaciones de la zona Norte de la costa ecuatoriana y contiene a la mayoría de individuos 

de localidades de la provincia de Esmeraldas y dos individuos del norte de Manabí.   

El segundo clado (B), está conformado por dos subclados: (B1) dentro del cual se 

encuentran especímenes colectados en localidades de la zona Sur, en las provincias El Oro 

y sur de Guayas y (B2) que contiene la mayoría de individuos y corresponde a la zona 

Centro de la Costa, de las provincias de Manabí, Guayas, Santa Elena y Los Ríos. Dentro 

de este clado se encuentran también los 15 especímenes colectados en Puerto Villamil 

(Galápagos). Estas muestras están asociadas a dos clados parapátricos, el uno con alto 

soporte (B2.2) y el otro con soporte bajo (B2.1). El primero, B2.2, lo conforman 

especímenes de localidades de la parte más oriental del Centro de la Costa y el otro, B2.1, 

aquellos individuos de localidades ubicadas hacia la parte más occidental.  

 Como se observa en la Figura 2, las muestras de Galápagos están asociadas con 

individuos de varias localidades continentales, todas pertenecientes al clado Centro, sin 
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embargo un grupo de muestras (QCAZ 23950, 23953-54, 46793, 46798 y 46800) se ubican 

en el subclado B2.1, mientras que otro grupo de muestras (QCAZ 23951-52, 23957-58, 

46794-97 y 46799) se ubican en el subclado B2.2. Las muestras de la localidad de 

Babahoyo, al igual que las de Galápagos se ubican en ambos sub-clados, lo que no ocurre 

con ninguna otra localidad. El bajo número de muestras por localidad no nos permitió 

determinar la variabilidad genética intra poblacional. Sin embargo fue posible comparar las 

frecuencias esperada (alta) y observada (baja) de casos en los que individuos 

pertenecientes a una misma población presenten haplotipos diferentes que los ubiquen en 

clados separados (como en el caso de Babahoyo), y determinar estadísticamente que la 

diferencia es altamente significativa (p=0,008). Dichos resultados permitieron descartar la 

hipótesis de que la población de Galápagos fuera el producto de una sola invasión a partir 

de una población continental con alta variabilidad. 

El análisis de parsimonia arrojó como resultado un árbol de 1 263 pasos, cuyo 

índice de consistencia fue de 0,845, y su índice de retención 0,838. De un total de 2 928 

caracteres moleculares empleados en el análisis, 2 025 corresponden a sitios invariables 

(monomórficos) y 308 son parsimónicamente informativos. La topología del árbol es 

congruente con la del análisis Bayesiano, con la diferencia de que las ramas en el subclado 

B2 carecen de resolución (Figura 3).  

Los bootstrap paramétricos resultaron significativos y en los tres casos se rechazó la 

hipótesis nula, que sostenía que la población de Galápagos, o bien era monofilética o se 

asociaba únicamente a uno de los dos subclados centrales. Los histogramas (Figura 4) 

muestran la distribución de frecuencias de la diferencia de longitud de los árboles 

elaborados a partir de las matrices simuladas en base a la topología constreñida para cada 

caso. Las líneas rojas en cada histograma corresponden a los extremos de la distribución; 
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los valores fuera de ellas sugieren que diferencias de longitud mayores ocurren en una 

frecuencia menor a 0,05.  

En el caso del primer test al constreñir la población insular con las de la región 

centro occidental, clado B2.1 en un grupo monofilético, el árbol constreñido (de 1 263 

pasos) tuvo una diferencia de dos pasos con respecto al árbol más óptimo (de 1 261 pasos). 

Por lo tanto la hipótesis nula puede ser rechazada con un p<0,05. En el segundo caso, al 

constreñir la población insular con las de la región centro oriental (clado B2.2) en un grupo 

monofilético, la diferencia en número de pasos entre el árbol constreñido (1 272) y el 

mejor árbol, fue de 11 (p<0,05). Por último, en el test en el que el árbol constreñido 

incluyó a todas las muestras de Galápagos como un grupo monofilético, el árbol 

constreñido tuvo 1 263 pasos, la diferencia en este caso es fue de dos respecto al mejor 

árbol. Este valor se encuentra en el límte de la distribución normal y también rechaza la 

hipótesis nula con un p<0,05. 

Estos resultados concuerdan y dan soporte a la topología obtenida en el análisis de 

inferencia Bayesiana y apoyan la hipótesis de que la introducción de S. quinquefasciatus 

podría ser producto de más de un evento de invasión. 

5.2. DIVERSIDAD GENÉTICA 

Al realizar el AMOVA, y comparar la diversidad entre los grupos del Norte, Centro 

y Sur de la costa se observa una mayor variación entre grupos (78,39%) que dentro de ellos 

(21,61%). La Tabla 4 resume los resultados de este análisis, que resultaron altamente 

significativos (p =0,0000). 

La matriz de distancias genéticas se obtuvo a partir de los genes 12S, ND1, CO1 y 

CYTB. Al calcular las distancias genéticas entre los individuos del continente (distancia p 

no corregida), se observan valores entre 0,03 y 3% (Anexo 9). 
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El rango de distancias genéticas dentro de la población de Galápagos (0,03 – 0,8%) 

es menor que el observado entre las muestras continentales (0,03 – 3%; Anexo 10). Pues 

en el continente hay distancias geográficas grandes entre las localidades de muestreo, 

mientras que en Galápagos se tomaron muestras de una sola localidad. El rango de 

divergencia entre la población insular y las poblaciones continentales también es de entre 

el 0,03 y 3%. 

Si se toman en cuenta únicamente las muestras continentales, la menor distancia 

entre (0,03%) se registra entre los individuos de la provincia de Esmeraldas, al Norte de la 

costa, mientras que la mayor distancia (3%) se da entre los individuos de Esmeraldas con 

los de Los Ríos, en el centro de la costa. 

La mayor divergencia genética en muestras de una misma localidad del continente 

corresponde a Babahoyo (Provincia Los Ríos), que se encuentra en el clado central (B2), y 

tiene individuos en los sub-clados B2.1 y B2.2 (entre 0,3 y 0,8%) al igual que las muestras 

de Galápagos.  

5.3. EXPANSIÓN POBLACIONAL 

Las pruebas de neutralidad  que se llevaron a cabo para poner a prueba la hipótesis 

de expansión poblacional dieron como resultado un valor negativo en el caso del 

estadístico D de Tajima, para las poblaciones continentales (-0,09305), indicando la 

presencia de un proceso de expansión poblacional. En el caso del estadístico de Fu, se 

observa también un valor negativo para las poblaciones continentales  (-4,67361), por lo 

que la conclusión es la misma que con el estadístico de Tajima. 
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5.4. RED DE HAPLOTIPOS 

Se registraron 36 haplotipos (h) con una diversidad haplotípica (Hd) de 0,979, y 

una diversidad nucleotídica (Pi) de 0,03237, cuyas desviaciones estándar son de 0,010 y 

0,011 respectivamente (Figura 5). La red de haplotipos concuerda con los análisis 

filogenéticos, pues ubica en grupos separados a los individuos del Norte, los de la zona Sur 

y los del Centro, divididos también en dos subgrupos. Los haplotipos de Galápagos, al 

igual que en los filogramas, se encuentran asociados a ambos subgrupos del centro de la 

Costa. En Galápagos hay cuatro haplotipos únicos (H16, H17, H18 y H19 en diez 

individuos; Figura 5 y Anexo 7) y uno compartido con el continente (H20 en cuatro 

individuos de Galápagos y dos de Guayas). El haplotipo compartido está en las localidades 

Milagro e Ingenio San Carlos, ambos pertenecientes a la Provincia de Guayas. 

5.5. FACTORES AMBIENTALES 

Los registros del establecimiento de Scinax quinquefasciatus en la región insular 

coincide con el evento del Niño en el año de 1998, durante el cual se reporta un incremento 

considerable en la precipitación, aproximadamente 1 853 mm más de la media anual 

(Trueman y d´Ozouville, 2010) (Anexo 4). Snell y Rea (1999) describen el efecto de este 

evento como uno de los más fuertes y dramáticos en los ecosistemas de Galápagos, junto 

con el de 1983. Existe también un incremento de lluvias a causa de El Niño en las 

estaciones calientes de los años 2002 y 2010, lo que explicaría la re-aparición de las 

poblaciones de S. quinquefasciatus de Santa Cruz y algunos reportes de San Cristóbal entre 

los años 2000 y 2001. En el 2008 existen también reportes de la rana en la zona alta de 

Santa Cruz (Bellavista), y una vez más se observa la relación con dicho factor climático 

(Anexos 6 y 7).  
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No fue posible establecer una significación estadística para la relación observada 

entre los datos de colecta y precipitación en Galápagos por cuanto los esfuerzos de 

muestreo no han sido constantes durante todos los años (Figura 6). Además, para los casos 

de Isabela y San Cristóbal, no fue posible emplear los datos de colectas. En el primer caso 

porque una vez establecidas las poblaciones en 1999, se detuvieron los muestreos, y en el 

segundo caso porque las poblaciones no se establecieron en San Cristóbal por lo que los 

únicos registros corresponden a los años 2000 y 2001. 
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6. DISCUSIÓN 

6.1. Scinax quinquefasciatus EN GALÁPAGOS 

Los marcadores moleculares empleados en este estudio permitieron entender de 

mejor manera el origen e historia de colonización de las poblaciones de S. quinquefasciatus 

en las islas Galápagos. Los análisis filogenéticos sugieren que dichas poblaciones son 

producto de al menos dos eventos de invasión, dado que la hipótesis de monofilia fue 

rechazada mediante las pruebas de bootstrap paramétrico. Se observa la asociación de las 

poblaciones insulares con poblaciones que forman grupos separados en el continente, el 

uno perteneciente a la zona centro oriental y el otro a la centro occidental de la Costa 

ecuatoriana. 

Si bien no se conoce a ciencia cierta el medio de arribo de S. quinquefasciatus a 

Galápagos, es muy probable que se haya dado por medio de barcos, pues una de las 

primeras colectas de la especie, el mismo año de su introducción, fue hecha en el barco San 

Jacinto, en Puerto Ayora, isla Santa Cruz (Fundación Charles Darwin, 2011). Esta 

hipótesis es consistente con la información genética puesto que el puerto de que provienen 

la mayoría de embarcaciones que van a Galápagos (Guayaquil) se ubica en la parte central 

de la costa y está muy cercano a las poblaciones continentales más relacionadas con la 

población de Galápagos. 

También existe un registro de colecta cerca del aeropuerto de Puerto Baquerizo 

Moreno, isla San Cristóbal el año 2000, sin embargo dada la cercanía de dicha localidad 

con el puerto de la isla, no es posible descartar la posibilidad de que se trate de un arrivo 

por vía marítima, al igual que en el caso de Pto. Ayora. 

Es posible que el arrivo de un número mayor de individuos y el establecimiento de 

S. quinquefasciatus en Galápagos fuera el producto de crecimiento en las poblaciones 
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continentales como respuesta al fuerte evento de El Niño, que afectó también a la zona 

Litoral del Ecuador. 

 Tanto los eventos de El Niño como los efectos del cambio climático global pueden 

alterar la duración e intensidad de las estaciones en Galápagos al igual que la cantidad, 

periodicidad e intensidad de las lluvias (Trueman y d´Ozouville, 2010) como se observa en 

los registros meteorológicos (Anexo 5).  

A pesar de que en la actualidad existen trabajos que nos proporcionan información 

climática del archipiélago, aún permanece la necesidad de datos de mayor amplitud 

espacial en las islas (Trueman y d´Ozouville, 2010), que permitan estudios más 

detallados y nos brinden una idea más clara de los escenarios actuales y futuros del 

ambiente en que se desenvuelve las especies, de manera que se pueda identificar con 

mayor facilidad las áreas vulnerables y tomar medidas en el manejo y control de especies 

invasivas.  

6.2. EXPANSIÓN POBLACIONAL Y ESTRUCTURA GENÉTICA EN EL 

CONTINENTE 

 Este estudio sugiere la presencia de procesos de expansión poblacional en las 

poblaciones continentales de S. quinquefasciatus, lo cual concuerda con el estudio 

realizado por Milá et al. (2009), que usando otro taxón (Glyphorynchus spirurus) cuya 

distribución al igual que la de esta especie, incluye la región Costa del Ecuador, 

proporcionó información valiosa sobre la influencia de factores históricos y geográficos en 

la estructura genética de las poblaciones. En este caso, Milá et al. (2009) asocia sus 

resultados con la reciente colonización de G. spirurus al Oeste de los Andes. La tendencia 

de expansión poblacional encontrada en S. quinquefasciatus podría asumirse también como 

una consecuencia de su reciente colonización en la región Litoral.  
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Como se demuestra en el estudio de Wiens et al. (2011), aquellas regiones donde 

las especies han permanecido más tiempo, y por lo tanto han tenido más tiempo para 

especiarse, es donde se encuentra la mayor riqueza y diversidad. Para afirmar que las 

poblaciones de S. quinquefasciatus de la costa ecuatoriana forman parte de este patrón, es 

necesaria una comparación de la diversidad intra-poblacional con una especie hermana 

cuya distribución se dé al Este de los Andes, en la región de la Amazonía, mientras tanto 

no puede descartarse la posibilidad de que la diversidad presentada y las pruebas de que 

actualmente experimentan un proceso de expansión poblacional no sea sino el producto de 

condiciones ecológicas que promueva mayor diversificación en unas zonas que en otras. 

6.3. RELACIONES FILOGENÉTICAS 

 Los análisis filogenéticos de Máxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana 

proporcionaron resultados congruentes entre sí, con buen soporte y correspondencia con la 

información geográfica (puntos de colecta). Los clados revelan un cierto nivel de 

diferenciación genética entre las localidades del continente a pesar de tratarse de 

individuos de la misma especie. En el caso del clado que contiene a los individuos de la 

región central, la división en dos grupos que muestran una tendencia oriental y occidental 

respectivamente, podría deberse a la presencia de factores físicos como el Río Daule, que 

se encuentra entre las provincias más costeras (Manabí, Santa Elena, Guayas) y la que se 

encuentra más hacia los Andes (Los Ríos). Esto indica la presencia de una estructura 

filogeográfica bien definida para S. quinquefasciatus, y sugiere cierto nivel de aislamiento 

regional. 

 La relación de las poblaciones de Galápagos con las poblaciones continentales 

resulta mucho más evidente empleando una red de haplotipos. Al identificar la diversidad 

haplotípica de un grupo de individuos es posible tener una idea de la diversidad genética, 

por supuesto, entre más información esté disponible, más confiables serán los resultados.  
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Fouquet et al. (2007) reconocen las distancias genéticas como un buen indicador 

preliminar de divergencia. En su estudio reportan distancias genéticas para el clado de 

Scinax ruber de entre 1,3 y 14,3% con el gen 16S. Estas distancias genéticas se deben a 

que el clado de S. ruber está conformado por varias especies. Para el caso de S. 

quienquefasciatus, las distancias genéticas en el continente fueron obtenidas para los genes 

ND1, CO1, 12S y CYTB, por lo que no es posible compararlas.  Fouquet et al. (2007) 

sugiere que diferenciación genética > 3% con el gen 12S es característica de especies 

diferentes. Los valores encontrados en S. quinquefasciatus para el mismo gen son de 0,1 a 

0,9%, como es de esperar, estos valores son menores, pues se trata de una misma especie.   

Los resultados de los análisis filogenéticos sugieren que han habido al menos dos 

eventos de invasión desde el continente hacia Galápagos a partir de las localidades del 

centro de  la costa ecuatoriana. Sin embargo el número de muestras tomadas por cada 

localidad en este estudio no es suficiente para descartar la posibilidad de que se trate de un 

solo evento a partir de una población con alta diversidad genética. 

Los resultados de la red de haplotipos podrían deberse a que la población insular ha 

experimentado procesos recientes de cambio o podría tratarse de un muestreo insuficiente 

en las localidades continentales. 

6.4. IMPLICACIONES  

Tomando en cuenta que el éxito de una invasión depende, entre otros factores, de la 

ocurrencia de múltiples introducciones que influyen en la variación genética de la 

población invasora (Kolbe et al., 2004), el estudio de las causas y consecuencias de 

eventos de invasión resulta de gran importancia, dado que además representan un alto 

costo biológico y económico para lugares como el archipiélago de Galápagos. Es por ello 

que trabajos como este, cuyo objetivo es develar información sobre los procesos de 
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colonización y la variabilidad genética de las poblaciones invasoras deben ser considerados 

al momento de tomar decisiones, plantear políticas y proyectos no sólo para la erradicación 

de especies introducidas sino también para los programas de prevención de nuevas 

invasiones (Bollmer et al., 2006; Schram et al., 2009). 

La identificación de la historia y origen de colonización debe ser clarificada y para 

ello es necesario que el rango nativo sea ampliamente muestreado, en el caso de este 

estudio se cumple con dicho requisito, sin embargo es recomendable incluir más datos por 

localidad en los análisis de diversidad genética. Dichos datos proporcionarán una mejor 

idea de la variación intra e inter poblacional. En el caso de las poblaciones de Galápagos, 

hay que realizar colectas e incluir datos de las poblaciones de la isla Santa Cruz, que, al 

igual que Isabela se ve afectada por la invasión de S. quinquefasciatus. 
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Figura 1. Mapa de localidades de los individuos empleados en este estudio, los círculos de 

color rojo corresponden a las localidades de muestreo de S. quinquefasciatus en las regiones Costa 

y Galápagos. Los números indican la Localidad asociada al Anexo 1 y los colores corresponden a 

los clados de la filogenia (Figuras 2 y 3). 
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Figura 2. Filograma resultante del análisis bajo el criterio de Inferencia Bayesiana de los 

genes 12S, ND1, CO1 y CYTB. Se muestra el número QCAZ, de cada individuo y su localidad. En 

las ramas se encuentra el valor de la probabilidad posterior y en la parte inferior, la escala para la 

longitud de las ramas en substituciones por sitio. Las barras laterales indican (de arriba hacia 

abajo) : el grupo externo (G.E), el clado Norte (A), clado Sur (B1) y clado Centro (formado por los 

subclados B2.1 y B2.2). La muestras de Galápagos se indican con letras verdes. Los números 

corresponden a la localidad a la que pertenece cada individuo (Anexo1). 
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QCAZ 50672 Coaque, Manabí, 6
QCAZ 50677 Jama, Manabí, 7
QCAZ 50704 Rocafuerte, Manabí, 9
QCAZ 50707 Rocafuerte, Manabí. 9
QCAZ 23346 Pedernales, Manabí, 5
QCAZ 50685 Jama, Manabí, 7
QCAZ 26794 Partidero, Esmeraldas, 3
QCAZ 26795 Partidero, Esmeraldas, 3
QCAZ 26801 Súa, Esmeraldas, 2
QCAZ 26802 Súa, Esmeraldas, 2
QCAZ 44055 Dendropsophus parviceps
QCAZ 44597 Scinax garbei
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 Figura 3. Árbol consenso (regla de mayoría al 50%) producto del análisis bajo el criterio 

de Máxima Parsimonia para los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB, se muestran los números QCAZ 

para cada espécimen separados por una coma de la localidad a la que perteneces, y sobre las ramas, 

el valor de soporte o bootstrap. Las barras laterales indican (de arriba hacia abajo) : el clado Sur 

(B1), clado Centro (B2), clado Norte (A), y el grupo externo (G.E). La muestras de Galápagos se 

indican con letras verdes. Los números corresponden a la localidad a la que pertenece cada 

individuo (Anexo1). 
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Figura 4. Histograma de la distribución de la diferencia de longitudes de árbol, producto 

de la simulación de 100 matrices mediante un análisis de bootstrap paramétrico. Las líneas rojas 

marcan los extremos de la distribución con un percentil de 0.05. Las matrices simuladas están 

hechas a partir de : (A) un árbol que constriñe a la población de Galápagos con las poblaciones del 

clado centro-oriental B2.2 ; (B) un árbol que constriñe la población de Galápagos con las 

poblaciones del clado centro-occidental B2.1. y (C) un árbol que constriñe a la población de 

Galápagos como un solo grupo monofilético. Las flechas verdes señalan los valores reales de la 

diferencia entre el árbol más óptimo para cada caso y el árbol constreñido respectivo. 
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Figura 5. Red de haplotipos en base a los caracteres informativos (variables) de las 

secuencias conjuntas de los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB. Los números corresponden al número 

de haplotipo mostrado en el Anexo 9. Los colores amarillo y rojo representan a los haplotipos de 

los clados A y B1 respectivamente (Figura 2), verde y azul pertenecen al clado B2; y rosado 

corresponde a los haplotipos de individuos de Galápagos. Las figuras (círculos) representan a los 

haplotipos existentes y el tamaño de las figuras es proporcional al número de individuos que 

poseen dicha secuencia. Cada paso en la red, que separa un haplotipo de otro, representa un cambio 

entre las secuencias de los mismos y está representado por las líneas que cortan las ramas entre un 

haplotipo y otro. 
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 (B) 	  

	  

 

 

 

 

Figura 6. (A) Datos de colecta de S. quinquefasciatus en las islas Galápagos, obtenidos de 

la base de datos de la Estación Científica Charles Darwin. Las colectas de Isabela (barras azules) se 

detienen en el 2001, una vez comprobado el establecimiento de las poblaciones allí. (B) datos de 

precipitación entre 1991 y 2009 en las islas Galápagos (barra gris obscuro) y en Guayaquil (barra 

gris claro). 
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9. TABLAS  
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Tabla 1. Regiones de ADN y cebadores utilizados en este estudio. 

Gen Cebadores Secuencia 5´-3´ Fuente Dirección 

12S Mitocondrial 

MVZ50 TCTCGGTGTAAGCGAGAGGCTT Graybeal, 1997 Derecha 

MVZ59 ATAGCACTGAAAAYGCTDAGATG Graybeal, 1997 Reversa 

12H46E GCTGCACYTTGACCTGACGT Heinicke et al., 2007  Reversa 

NDI Mitocondrial 

WL384 GAGATWGTTTGWGCAACTGCTCG Moen and Wiens, 2008 Derecha 

WL379 GCAATAATYATYTGAACMCC Moen and Wiens, 2008 Reversa 

16S_frog TTACCCTRGGGATAACAGCGCAA Wiens et al., 2005 Derecha 

tMET_frog TTGGGGTATGGGCCCAAAAGCT Wiens et al., 2005 Reversa 

COI Mitocondrial 

dgLCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGAYA Folmer et al., 1994 Derecha 

dgHCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAR Folmer et al., 1994 Reversa 

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al., 1994 Reversa 

 

 



	   47	  

Tabla 1. Continuación. 

Gen Cebadores Secuencia 5´-3´ Fuente Dirección 

 

CYTB Mitocondrial 

MVZ15 GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA Moritz et al., 1992 Derecha 

MVZ16 GGCAAATAGGAAGTATCATTCTG Moritz et al., 1992 Reversa 

LeptoCBF2 ATTGCMCAAATYGCYACAGG A. Fouquet, con. pers. Derecha 
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Tabla 2. Protocolos de amplificación de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) de los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB. 

Gen Protocolo 

12S 

Mitocondrial 

 

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

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

          30 ciclos: 30s 94°C, 30s 52°C, 1min 72°C 

          1 ciclo: 5min 72°C 

ND1 

Mitocondrial 

           1 ciclo: 2min 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C  
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Tabla 3. Modelos de evolución seleccionados para cada partición en los análisis filogenéticos con el programa jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). Para 

los genes ND1, CO1 y CYTB se presentan los modelos para cada una de las tres posiciones en el codón. El valor AICc corresponde al Criterio de Información 

Akaika con corrección para muestras pequeñas.

 

Gen 

 

Posición en 

el codón 

 

Partición 

 

Esquema de 

sustitución 

 

Modelo de 

evolución 

 

Valor AICc 

Frecuencia 

 
A T G C 

 

12S - 

 

1 3 GTR+G 4139,1647 0,3127 0,2154 0,1836 0,2883 

ND1 
1 2 3 SYM+I 2422,7315 0,2798 0,2413 0,2175 0,2614 

2 5 3 HKY+I 1747,0324 0,1815 0,4039 0,1063 0,3083 

 

3 8 3 GTR+I 3834,5554 0,3548 0,2632 0,0615 0,3205 

CO1 

 

1 3 3 K80 1213,9445 0,2374 0,2157 0,2821 0,2648 

2 6 3 JC* - - - - - 

3 9 3 HKY+G 2660,9445 0,2822 0,2682 0,1218 0,3278 

CYTB 

 

1 4 3 K80 2275,4834 0,2775 0,2867 0,175 0,2608 

2 7 3 JC 2028,6712 0,2208 0,3374 0,1868 0,255 

3 10 3 HKY 3522,4004 0,2815 0,2899 0,0916 0,3369 

* Para la partición 6 (segundas posiciones en el codón del gen CO1), se empleó el modelo Jukes Cantor, por cuanto los datos no permitieron calcular un modelo de 

evolución específico. 



	   50	  

Tabla 4. Resultado del AMOVA para las poblaciones continentales e insulares. 

 

Fuente de 

Variación 

d.f. Suma de 

cuadrados 

Componentes de 

Varianza 

Porcentaje de 

variación 

Entre poblaciones 2 387.283 17.02532 Va 78.39 

Dentro de poblaciones 48 222.305 4.69386 Vb 21.61 

Total 50 612.588 21.71918  

Índice de fijación FST: 

P : 

    0.78388 

0.00000 ** 

  

** Altamente Significativo     
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10. ANEXOS 
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Anexo 1. Lista de individuos empleados en el estudio. Se muestra el número de colección (QCAZ), nombre de la Localidad y Provincia 

en la que fueron colectados, las coordenadas de las mismas y el número de localidad que se muestra en la Figura 1. 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

23950 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23951 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23952 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23953 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23954 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23957 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

23958 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46793 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46794 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 
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Anexo 1. Continuación. 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

46795 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46796 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46797 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46798 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46799 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

46800 Puerto Villamil, Poza las Diablas  Galápagos -0,950950 -90,978200 1 5 

26801 Súa.  Esmeraldas 0,858960 -79,875520 2 1 

26802 Súa.  Esmeraldas 0,858960 -79,875520 2 1 

26794 1 Km. S del partidero de Esmeraldas. Recorrido Atacames. Esmeraldas 0,881870 -79,812520 3 10 

26795 1 Km. S del partidero de Esmeraldas. Recorrido Atacames. Esmeraldas 0,881870 -79,812520 3 10 

22306 La Tola Esmeraldas 0,404166 -79,911388 4 31 
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Anexo 1. Continuación. 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

23346 20 km E de Pedernales, vía El Carmen.  Esmeraldas 0,083060 -80,050000 5 300 

50672 Río Coaque Manabí 0,05012 -80,0388 6 33 

50685 Entre Río Coaque y Jama Manabí -0,04646 -80,14004 7 1 

50677 Entre Río Coaque y Jama Manabí 0,05666 -80,05844 7 5 

50679 Entre Río Coaque y Jama Manabí 0,05666 -80,05844 7 5 

42254 Centro Científico Río Palenque Los Ríos -0,550000 -79,366666 8 N.D 

42255 Centro Científico Río Palenque Los Ríos -0,550000 -79,366666 8 N.D 

50707 5 Km N de Rocafuerte, San Andrés de Rocafuerte Manabí -0,86822 -80,46363 9 334 

50704 5 Km N de Rocafuerte, San Andrés de Rocafuerte Manabí -0,86822 -80,46363 9 334 8 0 , 4 6 3 6 3



	   55	  

Anexo1. Continuación 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

23378 Las Palmas-Balsas Santa Elena -2,016600 -80,496100 12 90 

23385 Las Palmas-Balsas Santa Elena -2,016600 -80,496100 12 90 

23398 Vía Las Palmas-Balsas Santa Elena -2,007900 -80,603700 13 50 

50858 6,9 Km al Norte de Babahoyo Los Ríos -1,816700 -79,516700 14 1 

50857 6,9 Km al Norte de Babahoyo Los Ríos -1,816700 -79,516700 14 1 

50856 6,9 Km al Norte de Babahoyo Los Ríos -1,816700 -79,516700 14 1 

31542 Juan Montalvo, Orillas del río Cristal Los Ríos -1,794033 -79,284333 15 65 

50860 11.7 km S Milagro Guayas -2,153070 -79,602790 16 22 

50859 11.7 km S Milagro Guayas -2,153070 -79,602790 16 22 

23468 Alrededores de la estación Cerro Más Vale.  Guayas -2,398600 -79,633500 17 26 

23539 

Entre Cerro Más Vale y Virgen de Fátima. 

Aproximadamente 11Km al N de Más Vale por la carretera.  Guayas -2,300310 -79,638890 18 

 

40 
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Anexo 1. Continuación 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

26940 1 Km. S. de Milagro en la vía a Naranjal.  Guayas -2,153070 -79,602790 19 7 

23593 Aproximadamente a 15Km de Naranjal, en la carretera hacia Machala.    Guayas -2,765850 -79,691800 20 26 

40227 Marcelino Maridueña, Ingenio San Carlos Guayas -3,070759 -77,469462 21 32 

23679 Recorrido desde Huaquillas a La Cuca. Arenillas.  El Oro -3,535700 -80,067130 22 53 

39868 

Campamento de Hidalgo & Hidalgo a 3 km de Huaquillas en vía 

Arenillas-Huaquillas a 1 km de la carretera 

El Oro  

-3,523680 -30,206940 23 

 

23 

30596 Carretera La Avanzada-Playón.  El Oro -3,652777 -79,803888 24 230 

50847 Río Zarumilla El Oro -3,88192 -80,08306 25 N.D 

23992 Bosque Protector Cerro Blanco, Guardianía Caseta Pigío.  Guayas -3,881920 -80,083060 26 300 

42228 Descaso de los Romeros, cerca del cementerio Manabí -0,817280 -79,819920 27 N.D 

44055 Río Napo, entrada a La Selva lodge, Banco Norte Sucumbíos -0,508680 -76,364930 - 229 

28003 Zábalo, familia Criollo Sucumbíos -0,318133 -75,766250 - 220 
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Anexo 1. Continuación 

 

QCAZ 
Localidad Provincia 

Coordenadas 
NL 

Altitud 

(msnm) Latitud Longitud 

44597 Río Napo, Huiririma, Banco Sur Fco. De Orellana -0,711630 -75,62395 - 194 
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Anexo 2. Protocolo de extracción de ADN usando Tiocinato de Guanidina 

MÉTODOLOGÍA 

Lisis celular 

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

solución. 

2. Colocar 10 mg de tejido macerado en un tubo de 1.5ml que contenga 300µl de la 

solución de lisis de células. 

3. Añadir 3-5µl e proteinasa K (20mg/ml), dar un vórtex rápido 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 vórtex suave para homogenizar. 

6. Enfriar las muestras a temperatura ambiente. 

 

Precipitación proteica 

1. Añadir 100µl de Solución de precipitación de proteínas en cada tubo con células 

lisadas y dar un vórtex de 10-20 segundos para mezclar el contenido. 

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

3. Trasladar el sobrenadante, que contiene ADN a un tubo nuevo de 1.5ml 

previamente rotulado. El pellet formado en el fondo del tubo contiene proteínas y 

es descartado. 
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Precipitación de ADN 

1. Añadir 300µl de Isopropanol frío (-20°C) y mezclarlo invirtiendo el tubo varias veces. 

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

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

contiene el ADN. 

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

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

6. Descartar una vez más 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. 

 

Hidratación de ADN y almacenamiento 

1. Añadir 50µl de 10mM TrisCl, pH 8.0, Resuspender el ADN dando golpes suaves a la base 

del tubo. 

2.  Almacenar hasta el día siguiente a -20°C. 
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	  	  	  	  QCAZ	  	  	  	  	  	  	  QCAZ	  	  	  	  	  	  	  QCAZ	  	  	  	  	  	  QCAZ	  	  	  	  	  	  QCAZ	  	  	  	  	  	  	  	  	  control	  	  	  	  	  ladder 
	  	  	  	  50707	  	  	  	  	  	  	  50685	  	  	  	  	  	  	  50677	  	  	  	  	  	  	  	  50704	  	  	  	  	  	  50679	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  -‐ 

Anexo 3. Productos de amplificación de PCR para el gen 12S corridos en gel de Agarosa 

1% y teñida con SYBRSAFE, se muestran los números de colección (QCAZ) correspondientes a la 

muestra de cada pocillo, y al extremo derecho la escalera (ladder). 
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Anexo 4. Tabla tomada de la publicación de Trueman y d´Ozouville (2010). Se observa un 

resumen de las estadísticas de precipitación (mm) para las zonas baja (Estación Científica Charles 

Darwin) y alta (Bellavista) de Santa Cruz, los años con datos más extremos se muestran dentro de 

los paréntesis y corresponden a eventos de El Niño. 
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 Anexo 5. Figura tomada de la publicación de Trueman y d´Ozouville (2010). Total de precipitación mensual (mm) y medias mensuales de la 

temperatura superficial del mar en la Estación Científica Charles Darwin entre 1965 y 2008.  
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Anexo 6. Figura tomada de la publicación de Wiens et al. (2011), que indica la relación 

entre la riqueza local de especies de 12 localidades y el tiempo basado en (a) la cantidad de tiempo 

que cada región ha etado ocupada por hílidos, expresado en millones de años (My) tomando en 

cuenta la primera colonización (r2= 0.454 ; P = 0.0162); y (b) en la cantidad de tiempo que cada 

región ha estado ocupada por cada clado mayor de hylidos, tomando en cuenta múltiples 

colonizaciones en cada región (r2= 0.705 ; P < 0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reconstructions of these climatic variables (Table 2) suggest that
most clades originated in relatively warm, wet environments (annual
mean temperature > 20 !C for all but Hylini; annual precipitation
> 2000 mm). There is also a significant relationship between the
estimated time in each climatic zone (using PC1) and its mean local
richness (r2 = 0.338; P = 0.029). Overall, these analyses suggest that
higher local richness in warm, wet climates is related to greater time,
rather than more rapid diversification.
Diversification rates are marginally higher (Table 2) in allopatric

clades (P = 0.04 for Mann–Whitney test, but phylogenetic tests show
P = 0.11 for PGLS and P > 0.05 for BiSSE). Although these results
alone are somewhat equivocal, the allopatric clades also show less
slowing of diversification over time within clades (P = 0.05; Tables 2
and S9) and their maximum local richness is higher compared with
sympatric clades (P = 0.04; Table 2). Taken together, these three
results suggest that sympatric clades may constrain each other!s
diversification and local richness. However, allopatric clades alone
reach less than 50% of the highest local richness found where multiple
clades occur together (e.g. 12–17 vs. 36; Fig. 1; Table 2).
More species-rich communities have a larger range of maximum

male body sizes among species (r2 = 0.431; P < 0.001; for simulations
P = 0.0152), implying that morphological diversity might facilitate co-
existence and high local richness. Relationships between richness and
maximum and minimum size are also significant (both P < 0.001).
However, dividing species into standard body-size classes illustrates
that the only size class that is absent in temperate communities (very
large) has few species, even in the most species-rich tropical
communities (Fig. 3). Thus, the presence of this size class cannot
explain high local richness. Instead, the most diverse communities
have many species with similar body sizes. For example, the most
species-rich community included (Santa Cecilia, Ecuador; 36 species)
has seven species of Dendropsophus with very similar maximum male
body sizes, ranging only from c. 20 to 25 mm (Duellman 1978).
Phylogenetic analyses (using Brownie) show higher rates of body-

size evolution in the allopatric clades (P = 0.02, using chi-square and
bootstrapping tests; rateallopatric = 0.003853, ratesympatric = 0.002667
in ln(mm)2 per million years). This result suggests that sympatry
between clades limits rates of body-size evolution. In South America,
different clades tend to occupy different portions of a broad range of
body sizes among species (Moen & Wiens 2009), whereas in other
regions (Australia, Middle America, Caribbean islands), this range is
occupied through in situ evolutionary change within single clades.
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Anexo 7. Lista de haplotipos resultantes del análisis de diversidad, y empleados para la red de haplotipos. Las secuencias representan los sitios 

informativos (variables) de las secuencias de los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB. Se muestran los individuos que presentan cada  haplotipo. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

1 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATGTACCTGGATGCAGAAAGAGGCTGATTTTTCTTCCCAGAC 

CGTCTACTGACCATATCAGCTACCTCGTGTCCTCTGATCCGTAGTGGTCTCCGTCTGGTAGTGATAG 

 

50860-50859 

 2 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATATATCTGGATGCAGAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTTTACTGACCATATCAGCTACCTCGTGTCCTCTGATCCATAGTGGTCTCCGTCTGATGGTGATGG 50858 

3 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATATATCTGGATGCAGAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTTTACTGACCACATCAGCTACCTCGTGCCCTCTGATCCATAGTGGTCTCCGTCTGGTGGTGATAG 50857 

 4 

TTCTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATACAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 50856 

5 

CTCCTCAGCCTCCACAACTCGCTAAATACACCCAGGCACAGAAGGGGGCTGATTTTTCCCTCCGGGT 

TATTTACTGACCGTATTAACTCTTTCATATCCTCTAGTCTGTAGCAGTTCTCGCCCGGTAGCGATGG 

 

50847 

6 

TCCCTCGGTCTCTACGATTTGTTGAGTACACCTGAGTACGGAAGAAGGTTGATTTTTCCCTCTGGGT 

TATTTATTGAGCGTATCAACCCTTTTATATCCTCTAATTTGTAGTAGTTCTCATTCGGTAGCAATGG 

 

19921 
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Anexo 7. Continuación. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

7 

TCCCTCGGTCTCTACGATTTGTTGAGTACACCTGAGTACGGAAGAAGGTTGATTTTTCCCTCTGGGT 

TATTTATTGACCGTATCAACCCTTTTATATCCTCTAATTTGTAGTAGTTCTCATTCGGTAGCAATGG 

 

22306 

8 

TCCCTCGGTCTCTACGATTTGTTGAATACACCTGAGTACGGAAGAAGGTTGATTTTTCCCTCTGAGT 

TATTTATTGAGCGTATCAACCCTTTTATATCCTCTAATTTGTAGTAGTTCTCATTCGGTAGCAATGG 

 

23346, 50658 

9 

TTTTTTAACTTCCGCAATTCGTCGAATATGCCTGGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCAGTAGTGATGG 

 

23378 

10 

TTTTTTAACCTCCGCAATCCGTCGGATATACCTGGATACAGATAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

23385 

11 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTAGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGCAGTAGTCTCTATTCAGTAGTGATGG 

 

23398 

12 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTAGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCTCTAGTTTGTAGTAGTTCTCATTCAGTAGCAATGG 

 

23468 
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Anexo 7. Continuación. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

13 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGGAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTGCCAACCATACCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

23539 

14 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGACATACCTGGATACAGGAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTGCCAACCATACCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

23593 

15 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATATACCTGGATGCAGAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTCTACTGACCATATCAGCTACCTCGTGTCCTCTGATCCATAGTGGTCTCCGTCTGGCAGTGATAG 

 

23679 

16 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCCATTCAGTAGTGATGG 

23950, 46798, 

46800 

17 

TTTTTTAACCCCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCACTAGTCCGTAGTAGTCTCCATTCGGTAGTGATGG 

23951, 23952, 

23957, 46794 

18 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAAAATACCTGGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCAGTAGTGTGGA 

 

23953, 46793 
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Anexo 7. Continuación. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

19 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATATACCTGGATGCAGAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTCTACTGACCATATCAGACACATCATGCCCTCTAATCAATAGTGGGCTCCGTCTGGCAGTGATAG 

 

23954 

20 

TTTTTTAACCTTCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCAAAAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAATGATGG 

23958, 26940, 

40227, 46795, 

46797, 46799 

21 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTGTTGAATATATCTGGATGCAGAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTTTACTGACCATATCAGCTACCTCGTGTCCTCTGATCCATAATGGTCTCCGTCTGGTGGTGATAG 

 

23992 

22 

TTCTTTAGCCTCCGTAATTTATTGAATATACCTGGATGCAAAAAGAGGCTGGTTTTTCTTCCCAGAC 

CGTTTACTGACCATATCAGCTACCTCGTGTCCTCTGATCCATAGTGGTCTCCGTCTGGTAGCGATAG 

 

26794 

23 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAGCTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCAGTAGTGATGG 

 

26795-26801 

24 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCCACCAACCATTTCAGCTATCCCACATCTCCTAGCCCGTAGTAGTCTCTATTCGATAGTGATGG 

 

26802 
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Anexo 7. Continuación. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

25 

TTTTTTAACTTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATATAGAAAAAGGCCAATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCAGTAGTGATGG 

 

26832 

26 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGGAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTGCCAACCATACCGGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

30596 

27 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

31542 

28 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATATAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACTATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCAATAGTGATGG 

 

39868 

29 

TTTTTTAACCCCCGCAGTTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

42228 

30 

TTCTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

42254 
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Anexo 7. Continuación. 

Número de  
haplotipo Secuencia de haplotipo 

Individuos 

QCAZ 

31 

TTTTCTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATACAGAAAAAGGCCGATTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCATATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

42255 

32 

TTTTTTAACCTCCGCAATTCGTCGGATATACCTGGATACAGAAAGAGGCCGACTCCCTTTCTCAGAT 

CACCTACCAACCACATCAGCTATCCCACATCCCCTAGTCCGTAGTAGTCTCTATTCGGTAGTGATGG 

 

46796 

33 

TTCTTTAACCTCCGCAATTCGTCGAATATACCTGGATACAGAAAAAGACCGATCCCCTTTCTCAGAT 

CACCT
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Anexo 8. Fragmentos secuenciados por cada individuo dentro del estudio. Se indica la 

especie, número de colección (QCAZ) y provincia en la que fueron colectados los individuos. 

QCAZ Especie Provincia 12S ND1 COI CYTB 

23950 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23951 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23952 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23953 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23954 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23957 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

23958 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46793 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46794 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46795 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46796 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46797 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46798 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46799 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

46800 Scinax quinquefasciatus Galápagos X X X X 

26801 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 
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Anexo 8. Continuación.  

QCAZ Especie Provincia 12S ND1 COI CYTB 

26802 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 

26794 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 

26795 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 

22306 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 

23346 Scinax quinquefasciatus Esmeraldas X X X X 

50672 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

50685 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

50677 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

50679 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

42254 Scinax quinquefasciatus Los Ríos X X X X 

42255 Scinax quinquefasciatus Los Ríos X X X X 

50707 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

50704 Scinax quinquefasciatus Manabí X X X X 

26832 Scinax quinquefasciatus Guayas X X X X 

19921 Scinax quinquefasciatus Manabí X X  X 

23378 Scinax quinquefasciatus Santa Elena X X X X 

23385 Scinax quinquefasciatus Santa Elena X X  X 
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Anexo 8. Continuación. 

QCAZ Especie Provincia 12S ND1 COI CYTB 

23398 Scinax quinquefasciatus Guayas X X  X 

50858 Scinax quinquefasciatus Babahoyo X X X X 

50857 Scinax quinquefasciatus Babahoyo X X X X 

50856 Scinax quinquefasciatus Babahoyo X X X X 

31542 Scinax quinquefasciatus Los Ríos X X X X 

50860 Scinax quinquefasciatus Guyas X X X X 

50859 Scinax quinquefasciatus 
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Anexo 8. Continuación. 

QCAZ Especie Provincia 12S ND1 COI CYTB 

42228 Scinax quinquefasciatus Manabí  X X X 

44597     Scinax garbei Fco. De Orellana X X X X 

44055 Dendropsophus parviceps Sucumbíos X    

28003 Dendropsophus parviceps Sucumbíos  X X X 
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 Anexo 9. Matriz de distancias genéticas basado en los genes 12S, ND1, CO1 y CYTB 
para los individuos de las poblaciones continentales. 

QCAZ	   50860	   50859	   50858	   50857	   50856	   50847	   19921	   22306	   23346	   23378	   23385	   23398	  
50860	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50859	   0,0006	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50858	   0,0182	   0,0175	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50857	   0,0175	   0,0168	   0,0048	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50856	   0,0172	   0,0172	   0,0052	   0,0031	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50847	   0,0017	   0,0017	   0,0172	   0,0165	   0,0161	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
19921	   0,0165	   0,0165	   0,0036	   0,0036	   0,0036	   0,0156	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
22306	   0,0155	   0,0154	   0,0034	   0,0034	   0,0031	   0,0144	   0,0013	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23346	   0,0265	   0,0257	   0,0292	   0,0288	   0,0292	   0,0254	   0,0267	   0,0271	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23378	   0,0167	   0,0163	   0,0025	   0,0046	   0,0035	   0,0156	   0,0036	   0,0028	   0,0284	   -‐	   -‐	   -‐	  
23385	   0,0161	   0,0161	   0,0054	   0,0036	   0,0027	   0,0152	   0,0036	   0,0031	   0,0263	   0,0045	   -‐	   -‐	  
23398	   0,0188	   0,0188	   0,0031	   0,0058	   0,0058	   0,0178	   0,0040	   0,0036	   0,0290	   0,0031	   0,0058	   -‐	  
23468	   0,0039	   0,0039	   0,0201	   0,0198	   0,0194	   0,0049	   0,0194	   0,0173	   0,0265	   0,0186	   0,0190	   0,0217	  
23539	   0,0193	   0,0186	   0,0065	   0,0048	   0,0045	   0,0182	   0,0054	   0,0052	   0,0292	   0,0064	   0,0036	   0,0076	  
23593	   0,0027	   0,0021	   0,0185	   0,0182	   0,0185	   0,0031	   0,0178	   0,0168	   0,0257	   0,0174	   0,0174	   0,0201	  
23679	   0,0031	   0,0024	   0,0189	   0,0185	   0,0189	   0,0034	   0,0178	   0,0171	   0,0254	   0,0174	   0,0174	   0,0201	  
23992	   0,0175	   0,0168	   0,0017	   0,0041	   0,0045	   0,0165	   0,0027	   0,0027	   0,0281	   0,0014	   0,0045	   0,0022	  
26794	   0,0296	   0,0295	   0,0326	   0,0326	   0,0323	   0,0285	   0,0290	   0,0295	   0,0154	   0,0316	   0,0295	   0,0313	  
26795	   0,0292	   0,0292	   0,0323	   0,0322	   0,0319	   0,0281	   0,0285	   0,0291	   0,0151	   0,0312	   0,0290	   0,0308	  
26801	   0,0293	   0,0289	   0,0320	   0,0320	   0,0320	   0,0282	   0,0286	   0,0293	   0,0145	   0,0312	   0,0290	   0,0308	  
26802	   0,0306	   0,0299	   0,0326	   0,0329	   0,0333	   0,0295	   0,0294	   0,0305	   0,0151	   0,0319	   0,0299	   0,0317	  
26832	   0,0180	   0,0173	   0,0052	   0,0038	   0,0035	   0,0170	   0,0045	   0,0038	   0,0294	   0,0050	   0,0036	   0,0067	  
26940	   0,0172	   0,0172	   0,0048	   0,0017	   0,0034	   0,0162	   0,0036	   0,0031	   0,0289	   0,0043	   0,0036	   0,0058	  
30596	   0,0024	   0,0024	   0,0185	   0,0178	   0,0175	   0,0027	   0,0174	   0,0158	   0,0261	   0,0170	   0,0170	   0,0196	  
31542	   0,0168	   0,0168	   0,0021	   0,0041	   0,0038	   0,0158	   0,0027	   0,0021	   0,0288	   0,0014	   0,0045	   0,0022	  
39868	   0,0027	   0,0027	   0,0196	   0,0189	   0,0185	   0,0031	   0,0183	   0,0168	   0,0271	   0,0181	   0,0178	   0,0205	  
40227	   0,0168	   0,0168	   0,0045	   0,0010	   0,0028	   0,0157	   0,0032	   0,0024	   0,0290	   0,0040	   0,0032	   0,0055	  
42228	   0,0215	   0,0215	   0,0058	   0,0040	   0,0018	   0,0202	   0,0032	   0,0031	   0,0345	   0,0042	   0,0032	   0,0071	  
42254	   0,0179	   0,0172	   0,0048	   0,0038	   0,0034	   0,0168	   0,0036	   0,0038	   0,0285	   0,0046	   0,0018	   0,0058	  
42255	   0,0162	   0,0161	   0,0045	   0,0027	   0,0017	   0,0151	   0,0027	   0,0021	   0,0278	   0,0039	   0,0018	   0,0049	  
50672	   0,0158	   0,0158	   0,0038	   0,0038	   0,0034	   0,0147	   0,0022	   0,0010	   0,0278	   0,0032	   0,0040	   0,0045	  
50677	   0,0161	   0,0161	   0,0034	   0,0034	   0,0031	   0,0151	   0,0008	   0,0006	   0,0281	   0,0028	   0,0027	   0,0031	  
50679	   0,0161	   0,0161	   0,0034	   0,0034	   0,0031	   0,0151	   0,0008	   0,0014	   0,0281	   0,0028	   0,0036	   0,0040	  
50685	   0,0267	   0,0267	   0,0305	   0,0298	   0,0284	   0,0256	   0,0271	   0,0274	   0,0021	   0,0282	   0,0267	   0,0294	  
50704	   0,0175	   0,0175	   0,0045	   0,0048	   0,0045	   0,0165	   0,0036	   0,0027	   0,0295	   0,0043	   0,0054	   0,0058	  
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 Anexo 9. Continuación 

QCAZ	   23468	   23539	   23593	   23679	   23992	   26794	   26795	   26801	   26802	   26832	   26940	   30596	  
50860	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50859	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50858	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50857	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50856	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50847	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
19921	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
22306	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23346	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23378	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23385	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23398	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23468	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23539	   0,0201	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23593	   0,0053	   0,0192	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23679	   0,0056	   0,0196	   0,0024	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23992	   0,0191	   0,0055	   0,0175	   0,0178	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26794	   0,0293	   0,0337	   0,0302	   0,0299	   0,0319	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26795	   0,0289	   0,0333	   0,0298	   0,0295	   0,0316	   0,0003	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26801	   0,0287	   0,0328	   0,0293	   0,0289	   0,0310	   0,0003	   0,0000	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26802	   0,0296	   0,0333	   0,0298	   0,0295	   0,0316	   0,0017	   0,0021	   0,0014	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26832	   0,0203	   0,0052	   0,0187	   0,0190	   0,0045	   0,0333	   0,0329	   0,0327	   0,0336	   -‐	   -‐	   -‐	  
26940	   0,0191	   0,0055	   0,0182	   0,0186	   0,0041	   0,0323	   0,0320	   0,0317	   0,0330	   0,0042	   -‐	   -‐	  
30596	   0,0056	   0,0196	   0,0017	   0,0034	   0,0178	   0,0292	   0,0288	   0,0289	   0,0302	   0,0177	   0,0175	   -‐	  
31542	   0,0191	   0,0062	   0,0182	   0,0185	   0,0014	   0,0312	   0,0309	   0,0310	   0,0322	   0,0038	   0,0038	   0,0165	  

39868	   0,0053	   0,0206	   0,0021	   0,0038	   0,0189	   0,0302	   0,0298	   0,0299	   0,0312	   0,0194	   0,0186	   0,0017	  

40227	   0,0187	   0,0052	   0,0182	   0,0185	   0,0038	   0,0322	   0,0318	   0,0319	   0,0328	   0,0035	   0,0006	   0,0171	  

42228	   0,0238	   0,0058	   0,0233	   0,0237	   0,0049	   0,0385	   0,0381	   0,0382	   0,0399	   0,0041	   0,0031	   0,0220	  

42254	   0,0194	   0,0045	   0,0178	   0,0182	   0,0038	   0,0323	   0,0319	   0,0313	   0,0319	   0,0035	   0,0038	   0,0182	  

42255	   0,0180	   0,0038	   0,0172	   0,0175	   0,0038	   0,0313	   0,0309	   0,0306	   0,0319	   0,0031	   0,0024	   0,0165	  

50672	   0,0180	   0,0058	   0,0171	   0,0175	   0,0031	   0,0302	   0,0298	   0,0299	   0,0312	   0,0042	   0,0034	   0,0161	  

50677	   0,0183	   0,0055	   0,0175	   0,0178	   0,0027	   0,0306	   0,0302	   0,0303	   0,0316	   0,0038	   0,0031	   0,0161	  

50679	   0,0180	   0,0055	   0,0175	   0,0178	   0,0027	   0,0306	   0,0302	   0,0303	   0,0316	   0,0038	   0,0031	   0,0161	  

50685	   0,0275	   0,0309	   0,0274	   0,0270	   0,0298	   0,0152	   0,0149	   0,0149	   0,0163	   0,0304	   0,0295	   0,0263	  

50704	   0,0198	   0,0069	   0,0189	   0,0192	   0,0041	   0,0319	   0,0316	   0,0317	   0,0329	   0,0052	   0,0045	   0,0178	  

50707	   0,0183	   0,0055	   0,0175	   0,0178	   0,0027	   0,0299	   0,0295	   0,0296	   0,0309	   0,0038	   0,0031	   0,0165	  
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  Anexo 9. Continuación 

QCAZ	   31542	   39868	   40227	   42228	   42254	   42255	   50672	   50677	   50679	   50685	   50704	  
50860	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50859	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50858	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50857	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50856	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50847	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
19921	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
22306	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23346	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23378	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23385	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23398	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23468	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23539	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23593	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23679	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
23992	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26794	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26795	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26801	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26802	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26832	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
26940	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
30596	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
31542	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
39868	   0,0182	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
40227	   0,0031	   0,0182	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
42228	   0,0040	   0,0224	   0,0027	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
42254	   0,0045	   0,0192	   0,0035	   0,0036	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
42255	   0,0034	   0,0175	   0,0024	   0,0027	   0,0027	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50672	   0,0024	   0,0171	   0,0028	   0,0036	   0,0041	   0,0024	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50677	   0,0021	   0,0175	   0,0024	   0,0031	   0,0038	   0,0027	   0,0017	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
50679	   0,0021	   0,0175	   0,0021	   0,0022	   0,0038	   0,0027	   0,0017	   0,0014	   -‐	   -‐	   -‐	  
50685	   0,0291	   0,0274	   0,0293	   0,0345	   0,0301	   0,0284	   0,0281	   0,0284	   0,0284	   -‐	   -‐	  
50704	   0,0034	   0,0182	   0,0038	   0,0040	   0,0051	   0,0041	   0,0024	   0,0027	   0,0027	   0,0298	   -‐	  
50707	   0,0021	   0,0175	   0,0024	   0,0031	   0,0038	   0,0027	   0,0017	   0,0014	   0,0014	   0,0284	   0,0027	  
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