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RESUMEN

Uno de los principales factores antropogénicos que afecta la distribucién de la
biodiversidad son los cambios en el uso y ocupacion del suelo (GRIMM et al., 2008;
MCGILL et al., 2015). El aislamiento de las comunidades o la reduccion del
intercambio entre subpoblaciones puede generar restricciones en los cambios
demograficos, disminucion del flujo génico y una reduccion en el tamafo poblacional
(COSGROVE et al., 2017). En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la diversidad y estructura genética de la rana Dendropsophus sanborni
(Lissamphibia, Hylidae) en lagunas permanentes situadas en los municipios de
Palmas, en el estado de Parana, y Sao Lourenco do Oeste, en el estado de Santa
Catarina, mediante el marcador molecular mitocondrial D-Loop.Las ranas fueron
estudiadas en dos tipos de tratamiento del paisaje: areas conservadas y areas no
conservadas. Se evaluo, identificd y cuantifico la diversidad genética utilizando
indices de diversidad haplotipica y nucleotidica, asi como el numero de alelos vy
sitios polimérficos, y la distribucion de los haplotipos mediante una red haplotipica.
La estructura genética de las poblaciones se analiz6 mediante AMOVA (Analisis de
Varianza Molecular), BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure), y los indices
de diferenciacion genética Fst, GST y NST. Las areas no conservadas presentaron
indices de diversidad genética menores en comparacion con las areas conservadas.
Se observd una estructuracion genética significativa entre las poblaciones de las
areas conservadas y no conservadas, siendo las poblaciones de las areas no
conservadas las que presentaron una estructura de metapoblacion. Sin embargo, no
se encontro una correlacion significativa entre la distancia geografica y la
diferenciacion genética entre las poblaciones. Este patron sugiere que, aunque el
aislamiento geografico no sea el principal factor determinante de la diferenciacion
genética, otros factores ambientales podrian estar influyendo en la estructura
observada. Ademas, se identificaron posibles efectos de deriva genética debido al
aislamiento de las poblaciones en las areas no conservadas. Este estudio muestra el
importante impacto de la conservacion del paisaje en la diversidad y estructura
genética de Dendropsophus sanborni. Estas observaciones muestran la importancia
de conservar los habitats para mantener la conectividad y el flujo de genes entre las
poblaciones, lo cual es vital para conservar la especie en el futuro.

Palabras-clave: diversidad genética; estructura genética; Dendropsophus sanborni;
marcador molecular
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RESUMO

Um dos principais fatores antropicos que afetam a distribuicdo da biodiversidade séo
as mudangas no uso e ocupagao do solo (GRIMM et al., 2008; MCGILL et al., 2015).
O isolamento das comunidades ou a redugédo do intercambio entre subpopulacdes
pode gerar restricdes as mudangas demograficas, diminuicdo do fluxo génico e
reducdo do tamanho populacional (COSGROVE et al.,, 2017). Neste contexto o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade e estrutura genética da ra
Dendropsophus sanborni (Lissamphibia, Hylidae) em lagoas permanentes
localizadas nos municipios de Palmas, no estado do Parana, e Sdo Lourenco do
Oeste, no estado do Parana, estado de Santa Catarina, utilizando o marcador
molecular mitocondrial D-Loop. Os anuros foram estudados em dois tipos de
tratamento paisagistico: areas conservadas e areas nao conservadas. A diversidade
genética foi avaliada, identificada e quantificada por meio de indices de diversidade
haplotipica e de nucleotideos, bem como o numero de alelos e sitios polimoérficos, e
a distribuicdo de hapldtipos através de uma rede haplotipica. A estrutura genética
das populacdes foi analisada utilizando a AMOVA (Analise de Variancia Molecular),
BAPS (Analise Bayesiana de Estrutura Populacional) e os indices de diferenciacao
genética Fst, GST e NST. As areas nao conservadas apresentaram menores indices
de diversidade genética em comparacéo as areas conservadas. Foi observada uma
estrutura genética significativa entre as populagdes das areas conservadas e nao
conservadas, sendo as populagdes das areas nao conservadas aquelas que
apresentavam estrutura metapopulacional. No entanto, nenhuma correlagao
significativa foi encontrada entre disténcia geografica e diferenciacdo genética entre
populacdes. Este padrdo sugere que, embora o isolamento geografico ndo seja o
principal fator determinante da diferenciagdo genética, outros fatores ambientais
poderiam estar influenciando a estrutura observada. Além disso, foram identificados
possiveis efeitos de deriva genética devido ao isolamento de populagdes em areas
nao conservadas. Este estudo mostra o importante impacto da conservagao da
paisagem na diversidade e estrutura genética de Dendropsophus sanborni. Estas
observagbes mostram a importancia da conservagao dos habitats para manter a
conectividade e o fluxo genético entre as populagdes, o que € vital para a
conservagao das espécies no futuro.

Palavras-chave: diversidade genética; estrutura genética; Dendropsophus sanborni,
marcador molecular
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ABSTRACT

One of the main anthropogenic factors affecting the distribution of biodiversity is
changes in land use and occupation (GRIMM et al., 2008; MCGILL et al., 2015). The
isolation of communities or the reduction of exchange between subpopulations can
generate restrictions on demographic changes, decreased gene flow and a reduction
in population size (COSGROVE et al., 2017). In this context, the objective of this
work was to evaluate the diversity and genetic structure of the frog Dendropsophus
sanborni (Lissamphibia, Hylidae) in permanent lagoons located in the municipalities
of Palmas, in the state of Parana, and Sao Lourenco do Oeste, in the state of Santa
Catarina, using the mitochondrial molecular marker D-Loop. The frogs were studied
in two types of landscape treatment: conserved areas and non-conserved areas.
Genetic diversity was assessed, identified and quantified using haplotype and
nucleotide diversity indices, as well as the number of alleles and polymorphic sites,
and the distribution of haplotypes using a haplotypic network. The genetic structure
of the populations was analyzed using AMOVA (Analysis of Molecular Variance),
BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure), and the genetic differentiation
indices Fst, GST and NST. Non-conserved areas presented lower genetic diversity
indices compared to conserved areas. Significant genetic structuring was observed
between populations in conserved and non-conserved areas, with populations in
non-conserved areas presenting a metapopulation structure. However, no significant
correlation was found between geographic distance and genetic differentiation
between populations. This pattern suggests that, although geographic isolation is not
the main determining factor of genetic differentiation, other environmental factors
could be influencing the observed structure. In addition, possible effects of genetic
drift due to the isolation of populations in non-conserved areas were identified. This
study shows the important impact of landscape conservation on the diversity and
genetic structure of Dendropsophus sanborni. These observations show the
importance of conserving habitats to maintain connectivity and gene flow between
populations, which is vital to conserve the species in the future.

Keywords: genetic diversity; genetic structure; Dendropsophus sanborni; molecular
marker
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la humanidad, el uso y modificacion del espacio
geografico ha sido una necesidad constante, dado que en él se encuentran los
recursos esenciales para nuestra supervivencia. Con el crecimiento de la poblacion y
el desarrollo de nuevas tecnologias, las formas de habitar y utilizar estos espacios
han evolucionado, lo que ha llevado a impactos significativos en los sistemas
biolégicos y fisicos fundamentales para los ciclos vitales de la Tierra. Uno de los
cambios mas notorios ha sido la retirada de la cobertura vegetal nativa, que se ha
producido para la agricultura, la construccién de edificaciones y la extraccién de
materias primas (DALE et al., 2000; GRIMM et al., 2008). Ademas, la construccion
de carreteras y centros urbanos se ha convertido en una barrera significativa para la
fauna (VOS; CHARDON, 1998). El impacto de estos cambios en el uso y ocupacion
del suelo en los habitats y paisajes, y por ende en la flora y fauna, varia segun
factores como el tamano corporal, los habitos de las especies, su amplitud de
distribucion geografica y si son especies raras (DAVIES et al., 2000; LUGO, 2001,
MURRAY & HOSE, 2005; CHICHORRO et al., 2019). De esta manera, la
transformacién del espacio geografico tiene profundas repercusiones en la
biodiversidad y en la salud de los ecosistemas.

En este contexto de fragmentacion de los habitats naturales por la accion
humana, las poblaciones pueden quedar aisladas. El aislamiento de las
comunidades o la disminucion del intercambio entre subpoblaciones puede resultar
en una restriccion en los cambios demograficos, reduccién del flujo génico y en un
descenso del tamafio poblacional (COSGROVE et al., 2017). En este escenario,
existen algunas posibles consecuencias, tales como: una pérdida acelerada de
diversidad genética causada por la deriva genética, endogamia y un incremento del
riesgo de extincion poblacional (ALLENDOREF et al. 2013). Por tanto, es fundamental
comprender como los factores ambientales pueden afectar la variacion genética, ya
que el potencial adaptativo y evolutivo de una poblaciéon se manifiesta en su grado
de diversidad genética (ALLENDOREF et al. 2013).
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Uno de los principales factores antrépicos que influyen en la distribucion de
la biodiversidad son los cambios en el uso y ocupacion del suelo (GRIMM et al.,
2008; MCGILL et al., 2015). Estos cambios han resultado en cambios en el habitat
local y también en la matriz, impidiendo o limitando el flujo de genes, generando
dinamicas de subpoblaciones conectadas por la eventual dispersion de organismos
caracteristicas de las metapoblaciones (RICKLEFS, 2003; COX et al., 2016). Cabe
sefalar que los recursos de los ecosistemas terrestres no se distribuyen de manera
homogénea. Esta variacién espacial en las condiciones y de los recursos se refleja
en la distribucion heterogénea de las poblaciones (HARTL;CLARK, 2010). La
conexién entre las subpoblaciones a través del flujo genético es vital para la
supervivencia de wuna metapoblacion, por medio de la migracion entre
subpoblaciones facilita la recolonizacion y reduce la deriva genética, especialmente
en subpoblaciones pequefias (COX et al., 2017).

Existen diversas formas de estudiar este flujo genético entre poblaciones,
utilizando indices de diversidad genética, que reflejan cualquier variacion genética
dentro de la poblacién, asi como datos moleculares que permiten analizar la historia
demografica y la estructuracion genética de las especies (SLATKIN, 1985; HARTL,;
CLARK, 2010). Un indicador efectivo de historias evolutivas recientes es el ADN
mitocondrial, debido a su alta tasa de variacion y mutacion (BIRKY; FUERST;
MARUYAMA, 1989; HARTL; CLARK, 2010). Esto resulta util para detectar
diferencias significativas entre las poblaciones de anfibios. Esta herramienta puede
ser util para evaluar comparativamente la diversidad y estructura genética de una
metapoblacién, subpoblacién y de las poblaciones aisladas de anfibios en areas con
diferentes usos del suelo.

Los anfibios son sensibles a las condiciones ambientales de su entorno,
principalmente la temperatura y humedad al tratarse de animales ectotérmicos
(WELLS, 2007). Al poseer una alta permeabilidad cutanea, son capaces de realizar
trocas gaseosas por su piel también puede haber una gran pérdida de agua a través
de la misma (WELLS, 2007). Los cuerpos hidricos son indispensables para la
reproduccién, desova y desarrollo de las primeras etapas de vida de los anfibios, es
por eso que son un modelo de indicadores ambientales (PECHMANN; WILBUR,
1994). Debido a esta gran sensibilidad a los cambios ambientales, los anfibios son el

primer grupo de vertebrados mas vulnerables a nivel mundial en términos de peligro

Versao Final Honol ogada

04/ 11/ 2024 14:03



de extincion, con un 41% de las especies amenazadas (LUEDTKE et al., 2023;
IUCN, 2024). En el caso de Brasil, cerca de 44 especies estan en estado de peligro
o peligro critico de extincion y ya se registraron dos especies extintas Boana
cymbalum y Phrynomedusa fimbriata (IUCN, 2024 IBGE, 2024)., siendo que la
mayoria de las especies amenazadas estan en el Bosque Atlantico.

El Bosque Atlantico es considerado un hotspot de biodiversidad (MYERS et
al., 2000). Bosque Atlantico abarca 17 estados brasilefios, con un total de 3,401
municipios y alberga aproximadamente el 70% de la poblacion brasilefa, también
comprende una pequefia parte de Argentina y Paraguay (MARQUES et al., 2021).
La transformacién de este bioma se remonta a inicios del primer periodo colonial con
la llegada de los portugueses. Por medio de sistemas de plantaciones de
monocultivo, plantaciones de pastizales para uso de ganaderia, antiguamente con el
carbon vegetal para uso energético y el crecimiento de la urbanizacion e
industrializaciéon (SOLORZANO et al., 2021). Estas deforestaciones contribuyen
cada dia mas para la fragmentacién y pérdida de habitat por medio del desmonte de
flora nativa (DINIZ-FILHO et al., 2009). Esto trae consigo una modificacion del
paisaje que en la mayoria de los casos lleva a una gran pérdida de biodiversidad
(MCKINNEY 2006; 2008; CHICHORRO et al., 2019) pues dificultar o imposibilitar el
movimiento de los animales entre los habitats, especialmente los anfibios
(CROUZEILLES et al., 2010). Los anfibios tienen bajo potencial de migracién
(SMITH; GREEN, 2005), limitando su capacidad para colonizar nuevos habitats
propicios para su reproduccion y facilitando el aislamiento entre poblaciones
(EHRLICH; RAVEN, 1969; COX et al., 2016), consecuentemente, modificando la
estructura y dinamica de las poblaciones generando pérdidas de biodiversidad
genética.

Con todo, los estudios que analizan la diversidad y la estructura genética de
las poblaciones de anfibios en diferentes ambientes (por ejemplo, paisajes) son
escasos (por ejemplo, COX et al.,, 2017, 2021, 2023), principalmente para las
especies neotropicales como Dixo et al. (2009), quienes estudiaron poblaciones de
Rhinella ornata en fragmentos de la selva atlantica costera de Brasil. Encontrando
que los fragmentos mas pequefos y degradados presentaban un menor numero de

haplotipos. Sugiriendo que la fragmentacion del habitat afecta negativamente la
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variabilidad genética, destacando la importancia de conservar areas mas grandes y
menos alteradas para mantener la diversidad genética de las especies.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que mide la diversidad y
estructura genética de poblaciones de Dendropsophus sanborni. Creemos que los
resultados seran importantes para comprender los impactos de la conversion del uso
de la tierra en la diversidad y la estructura genética de las poblaciones de anfibios,
proporcionando informaciéon importante para futuras estrategias de manejo y

conservacion de especies de anfibios nativos en Brasil.

Versao Final Honol ogada

04/ 11/ 2024 14:03



OBJETIVO

Evaluar la variacion en la diversidad y estructura genética en dos
tratamientos de Dendropsophus sanborni (Amphibia, Anura) en ambientes bajo

diferentes grados de antropizacion.

Objetivos especificos

e Calcular los indices de diversidad genética de los locales conservados y no
conservados;

e Identificar la estructura genética de los locales conservados y no
conservados;

e Identificar los aspectos que podrian estar afectando los indices de diversidad
y la estructura los locales estudiados;

e Evaluar si existe una correlacion entre la diversidad genética y la distancia

geografica.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo biolégico

Para llevar a cabo este estudio, definimos al anfibio Dendropsophus
sanborni (Figura 1) (Schmidt,1944) (Lissamphibia: Anura: Hylidae) como modelo
biolégico. D. sanborni es una especie nativa de América del sur, tiene una
distribucion espacial que comprende desde el sur y centro oeste de Brasil, el
nordeste de Argentina, Uruguay hasta Paraguay (AMPHIBIAWEB, 2024). D.
sanborni mide cerca de 20 mm, generalmente las hembras son mayores y la especie
no presenta dimorfismo sexual en otros caracteres morfoldgicos externos (CURI et
al., 2014). Los machos suelen encontrarse en areas abiertas y vegetaciones mas
bajas préximas al agua (CONTE; MACHADO, 2005). Sus huevos son depositados
en ambientes lénticos, los renacuajos se desarrollan directamente en el agua y no
tienen cuidado parental( POTRICH et al., 2020). De acuerdo con IUCN (2024), su

estado actual se encuentra en “Preocupacion Menor" (Least Concern o LC).

Figura 1 — Representante de Dendropsophus sanborni. Autor: Renato Augusto
Martins

Descripcion del area de estudio

Para el presente estudio, las muestras fueron recolectadas en cuatro
lagunas naturales permanentes, ubicadas en dos ciudades diferentes en el bioma
Bosque Atlantico. Tres de las lagunas estan ubicados en area rural con plantacién

10

Versdo Final Honol ogada

04/ 11/ 2024 14:03



de soja (denominados como “area no conservada”) en el municipio S&o Lourengo do
Oeste, ubicado al oeste del estado de Santa Catarina (SLO 1: 26°21'560.7"S,
52°56'43.3"W; SLO2: 26°21'46.3"S, 52°57'01.5"W; vy SLO3: 26°21'37.0"S,
52°57'33.6"W) en la frontera con el estado de Parana. Las lagunas estan separadas
una de las otras de la siguiente forma: SLO1 Y SLO2 estan separadas por una
distancia de 500 metros, las lagunas SLO2 Y SLO3 a 1.000 metros de distancia, y
SLO1 Y SLOS3 se encuentran a 1.500 metros entre si. El tamafio de las lagunas de
este local es variado, donde la laguna SLO1 tiene un area de 3.625 m?, mientras que
SLO2, con 438 km?, es mas pequena, SLO3 destaca con 5.766 km?. En cuanto a
vegetacion SLO1 esta muy cerca de los cultivos de soja, la laguna SLO3, aunque
estd adyacente a la cria de ganado existen mas arbustos y vegetacion. Sao
Lourengo do Oeste, cuenta con un clima templado, se presenta una temperatura
media anual de 17,1-18 C°, con una humedad relativa del 78% y una pluviosidad
media anual de 200-2100 mm (VELOSO et al. 1991; IBGE 2012). Los inviernos son
bien frios y pueden estar acompafiados de heladas. En esta region,
aproximadamente desde el 2005, se evidencian cultivos de soja y cosechas
temporales alrededor de las lagunas. Actualmente, el municipio de Sdo Lourengo do
Oeste tiene 75% da cobertura do solo ocupada por la agropecuaria, un area con
bosque del 22.24% y un restante 2,34% de area no vegetada (IBGE, 2024).

La otra laguna esta ubicada en una zona conservada (Pa1: 26°32 '33.4"S,
51°39' 43.4"W) en la ciudad de Palmas, Parana. Esta laguna esta ubicada dentro de
una area de bosque lluvioso mixto y campos naturales. La laguna esta muy cerca de
la Unidad de Conservacion de Proteccion Ambiental Refugio de Vida Silvestre Dos
Campos das Palmas, creada en 2006. Esta unidad cuenta con un area de 16.582
hectareas, la vegetacion estd compuesta por campos naturales existentes en un
mosaico con areas de bosque lluvioso mixto (APREMAVI, 2005). La laguna de
Palmas (Pa1) se encuentran separada de las lagunas de Sao Lourenco do Oeste en
aproximadamente 130 km de distancia (Figura 2). EI municipio de Palmas presenta
un uso de suelo destinado principalmente para agricultura, ocupando el 57,4% de la
extension territorial del municipio, formaciones de bosques cuenta con un 36,16%,
5,21% ocupado por pastizales y los cuerpos de agua solo presentan un 0,35%.
(IBGE, 2024).
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Figura 2- Locales de colecta de Dendropsophus sanborni, ubicados en Palmas-PR
(Pa1) y Sao Lourencgo do Oeste-SC (SLO1, SLO2 Y SLO3).

Para este trabajo fueron usados tejidos hepaticos encontrados en la
coleccién del laboratorio de genética de la Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Cascavel-PR. Los individuos estan fijados y se depositados en la coleccion
cientifica de la Universidade Estadual do Oeste do Parana, Comité de Etica en la
Experimentacion Animal a Aulas Practicas - CEEAAP/Unioeste- Protocolo n° 66/10.
La especie estudiada fue la rana arboricola Dendropsophus sanborni (Amphibia,
Hylidae). La seleccion de la especie fue definida realizando un cribado previo de los
tejidos disponibles en la coleccion, que cumplian con la cantidad de individuos en las
lagunas a ser estudiadas tanto de Sao Loureng¢o do Oeste, como de Palmas. Para
cada laguna fueron estudiados tejidos de ocho individuos, dando un total de 32

secuencias para analisis.

Extracciéon y amplificacion del DNA mitocondrial (D-loop)
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La extraccion del material genético fue realizada con el Kit GenElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), segun las especificaciones del
fabricante. Con ayuda del dispositivo Espectrofotdmetro Nanok (Kasvi) fue realizada
la cuantificacion del DNA. En este trabajo, fue seguida la indicacién de Goebel et al.
(1999), en que el conjunto de iniciadores mas indicados son IP-H Control
(5'GTCCAGATTCASTTCCGTCAG’3) y Wrev-L Control (5GACATAYTATGTATA
AATCGAGCATT’3).

Para la amplificacion del DNA fue utilizado el protocolo encontrado en el
trabajo de Lima et al. (2019), en la cual para la solucion del PCR contenia 1X de
buffer para la reaccién de PCR (Promega), con 3 mM de MgCI2, 4,6 mM de dNTPs,
0,6mM de cada primer, 2U de Taqg DNA polymerase (Promega), y 10 ng/ul de DNA
molde. Para PCR, el termorregulador fue programado con los siguientes parametros:
94 °C (1 min), 36 ciclos de 94 °C (1 min), 48 °C (40 s), 72°C (1 min y 30 s), seguidos
por 72 °C (7 min). La purificacion de la PCR fue realizada por medio del kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Por ultimo, las muestras
purificadas fueron enviadas para el Centro de Pesquisa e Genoma Humano da USP
(Sao Paulo, Brasil) en donde se dio su seguimiento con el primer Control IP-H. A
partir de la secuenciacion parcial de la region D-loop del ADN mitocondrial, se

analizaron 627 pares de bases de Dendropsophus sanborni.

Analisis de las secuencias DNA mitocondrial (D-loop)

Para editar las secuencias genéticas fue usado el programa BioEdit V.7.2
(HALL, 1999) y Mega V.11 (TAMURA et al., 2021) para alinear secuencias, identificar
sitios polimérficos y examinar las relaciones y afinidades entre los haplotipos. La
diversidad genética fue cuantificada a través de los indices de diversidad haplotipica
(Hd), diversidad nucleotidica (1r), numero de sitios polimorficos (S) y numero de
haplotipos (h) por medio del programa DnaSP v.6 (ROZAS et al., 2017. Para las
medidas de diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (1) se consideran valores de Hd
< 0,05y 1 < 0.5% como bajos (Grant et al., 1998).

La estructura genética de la poblacion fue evaluada por medio de una red

de haplotipos, generada por medio del programa PopArt Versdo 1.7 (LEIGH;
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BRYANT, 2015). También se generaron los indices GST (“indice de diferenciacién
genética”) Y NST (“indice de diferenciaciéon por sustitucion de nucleétidos”), por
medio de DnaSP v.6 (ROZAS et al., 2017). Los anteriores indices mide la proporcién
de la variacidn genética total que se encuentra entre poblaciones en comparacion
con la variacion dentro de ellas y cuenta la historia filogenética de las poblaciones y
se basa en el numero de sustituciones nucleotidicas respectivamente(PONS; PETIT,
1996; WRIGHT, 1949).

Para verificarla distribucion de la variacion genética, dentro, entre las
muestras y entre grupos, fue usado un analisis de varianza molecular (AMOVA), por
medio del programa Arlequin V (EXCOFFIER; LISCHER, 2010), para este analisis
se hicieron dos grupos, (i) todas lagunas de S&o Lourengo do Oeste (i.e., no
conservada) y (ii) la laguna de Palmas (i.e., conservada) en donde se obtuvieron los
indices de fijacidn para cada una de las comparaciones (®ST, ®CT, dSC) . A través
del analisis de diferenciacién genética (FST) entre las poblaciones, se examiné el
nivel total de divergencia genética entre los diferentes locales. Los valores del indice
de diferenciaciéon genética ®ST, varian entre 0 y 1, donde O indica la minima
diferenciacion y 1 la maxima. En este contexto, se interpretan los valores de manera
que aquellos entre 0 y 0,05 indican una pequena diferenciacién genética, mientras
que los que oscilan entre 0,05 y 0,15 sugieren una moderada diferenciacion. Los
valores que se encuentran entre 0,15 y 0,25 reflejan una gran diferenciacion, y
aquellos de superiores a 0,25 indican una diferenciacion muy grande (HARTL et al.,
2010; ).

Por medio del programa BAPS (CORANDER et al.,, 2008) se realiz6 el
Analisis Bayesiano de estructura poblacional para identificar y caracterizar las

poblaciones en grupos genéticos de acuerdo a los locales estudiados.

Analisis de la distancia geografica y distancia genética

Para verificar la relacion entre las distancias geograficas y genéticas entre
las poblaciones de cada laguna, se usé una prueba de Mantel simple con una matriz
de distancia geografica y los valores de diferenciacion genética de cada uno de los

locales. Las distancias geograficas entre cada laguna fueran obtenidas en el
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software Google Earth (GOOGLE, 2024) y la prueba de Mantel con el paquete
“vegan” (OKSANEN et al., 2022) dentro del software R (R CORE TEAM, 2024).
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RESULTADOS

Para los 32 individuos de Dendropsophus sanborni se identificaron un total de
16 haplotipos. El local conservado (Palmas, Pa1) mostré una mayor diversidad
genética, con ocho haplotipos exclusivos que representan cincuenta por ciento de
todos de los haplotipos obtenidos en este estudio. También se obtuvo un total de 25
sitios polimarficos y resalté con la mayor diversidad genética de todas las muestras y
la segunda mayor diversidad nucleotidica de los locales (Tabla 1). En contraste, los
locales no conservados ubicados en Sao Lourenco do Oeste, tuvieron un total de
ocho haplotipos distribuidos entre las lagunas. Para los sitios polimérficos de los
locales de Sao Lourengo do Oeste (SLO1, SLO2 y SLO3), se obtuvo en media, 15
sitios polimérficos y seis haplotipos. Los indices de diversidad haplotipica y
nucleotidica fueron menores que los obtenidos en el area conservada. A pesar de
existir una clara diferencias en los valores de diversidad genética entre estos dos
tratamientos de los locales de manera general, dentro de las lagunas de S&o
Lourencgo se presentaron resultados contrastantes. Para los sitios polimérficos (Tabla
1) la laguna SLO3 representa la mayor cantidad (50%) , seguido de la poblacion
SLO2 (38%) y la laguna SLO1 (12 %). Todos los sitios de S&o Lourenco do Oeste
mostraron un alto indice de diversidad haplotipica, excepto el sitio SLO2 con un Hd =
0,464. Para la diversidad nucleotidica (1), todos los locales presentaron un bajo

indice de diversidad nucleotidica (Tabla 1).

Tabla 1 - Diversidad genética de Dendropsophus sanborni locales conservados (PA1 en Palmas-PR)
y no conservados (SLO1, SLO2 y SLO3) ubicados Sao Lourengo do Oeste-SC. S = nimero de sitios
polimérficos; h = numero de haplotipos; Hd = diversidad haplotipica; 1 = diversidad nucleotidica.

Locales N S h Hd ™

SLO1 8 5 3 0,75 0,0036
SLO2 8 17 3 0,464 0,0073
SLO3 8 23 6 0,928 0,0173
Pa1 8 25 8 1 0,0142

La red de haplotipos revela tres grupos diferenciados y una distancia
genética entre los locales conservados y no conservados (Figura 3). La poblacion
del area conservada (i.e., Palmas), a pesar de ser representada por una sola

laguna, presentdé una alta tasa de diversidad y riqueza haplotipica y mostré que no
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existe ningun haplotipo compartido con el area no conservada (Figura 5). También
se puede ver que existe una gran cantidad de pasos mutacionales entre los
haplotipos encontrados dentro de esta laguna, lo que trae una diferencia genética
entre los mismos individuos de este mismo local. (Figura 3). Ya para Sdo Lourengo
do Oeste (i.e., no conservado) se observa un agrupamiento de haplotipos, lo que
sugiere que los individuos son mas similares entre si, indicando una historia
evolutiva compartida reciente y una clara diferencia de los individuos de este local
respecto a los del area no conservada. Dentro de los locales de Sao Lourengo
podemos verificar que existen haplotipos compartidos entre los locales (SLOA1,
SLO2, SLO3) siendo estos Hap1 y Hap2. Sin embargo, la frecuencia del haplotipo
Hap1 en las lagunas SLO2 y SLO3 es significativamente baja, contrastando con esto
el Hap2 en SLO2 es muy frecuente, indicando una pérdida de diversidad genética en
esas areas (Fig. 4). Por otro lado, la identificacidn de varios haplotipos exclusivos en
la localidad SLO3 (Hap5, Hap6, Hap7 y Hap8) y la baja frecuencia de los haplotipos
comunes, sugiere una mayor diversidad genética y algun grado de aislamiento en

comparacién con las demas lagunas de Sao Lourengo do Oeste.

(ol 11

Figura 3 - Red de haplotipos de secuencias parciales de la regién D-loop del ADN
mitocondrial de Dendropsophus sanborni, obtenidos de 32 muestras obtenidas de
las ciudades de Palmas-PR y S&o Lourengo do Oeste-SC. Los tamanos de los
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circulos son proporcionales a las frecuencias de los haplotipos. Las barras negras
indican mutaciones entre las secuencias. Los puntos negros indican posibles
haplotipos que no estan dentro de la muestra. Cada punto de muestra corresponde a
un color.

En el local de Sao Lorengo do Oeste, las frecuencias de los haplotipos mostraron
que existe una pérdida de diversidad genética. Aunque SLO1 y SLO2 contribuyen
con la misma cantidad de haplotipos las frecuencias varian. Existe una fijacion del
hap2 en el local SLO2 pues presenta una frecuencia alta, respecto a los demas
haplotipos presentados en este local, por otro lado SLO1 tiene sus frecuencias de
los haplotipos mejor distribuidas. SLO3 es el local con mayor haplotipos y una

cantidad equitativa en la aparicién de las frecuencias haplotipicas (Figura 4).

SLO1 SLO2

& Hapi
» Hap2
& Hapl

® Hap_1
& Hap_2
& Hap_4

SLO3

® Hap_1
® Hap_2
® Hap_5
@ Hap 6B
@ Hap 7

Hap_ 8

Figura 4 - Frecuencias de haplotipos en lagunas de Sao Lourengo do Oeste (SLO1,
SLO2, SLO3) cada color representa un haplotipo, cada numero representa la
cantidad de haplotipos encontrados por individuo.
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Figura 5 - Frecuencias de haplotipos en lagunas de Palmas (Pa1) cada color
representa un haplotipo, cada numero representa la cantidad de haplotipos
encontrados por individuo.

El analisis de la estructuraciéon poblacional reveld la existencia de tres grupos
genéticos distintos, cada uno representado por un color diferente. En el caso de
Palmas, se identificé un grupo genético unico marcado en color azul (Figura 6). En
las areas de Sao Lourengco do Oeste, se encontraron dos grupos genéticos: uno
representado por color rojo y otro por color verde. La ausencia de grupos genéticos
compartidos entre las areas conservadas y no conservadas indica que estas
localidades son poblaciones distintas de Dendropsophus sanborni. Para los sitios no
conservados (SLO1, SLO2, SLO3), se observd una base genética comun, indicando
un grupo genético en comun, representado en color rojo, siendo los locales de Sao
Lourengo una poblacion. El grupo genético de color verde es exclusivo de los sitios
SLO2 y SLO3, lo que sugiere que existe un flujo génico activo entre estas
localidades. Por otro lado, el sitio SLO1 muestra evidencia de una conexion pasada
con las otras lagunas , pero actualmente esa conexion parece haber sido

interrumpida.
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SLO1 SLO 2 SLO 3 Pa 1

Figura 6 - Estructuracion poblacional para las secuencias parciales de la region
D-loop del ADN mitocondrial de Dendropsophus sanborni, en 32 muestras obtenidas
de las ciudades de Palmas-PR y Sédo Lourengo do Oeste-SC. Cada color representa

un grupo genético formado.

Para el analisis de varianza molecular (AMOVA), se definieron a priori
dos grupos, uno de area conservada (Pa1) y otro de area no conservada (SLO1,
SLO2, SLO3). Se comprobé mediante el analisis de AMOVA que la mayor tasa de
variacion molecular ocurre dentro de las poblaciones con (72,95%; P = 0,0001), la
segunda mayor tasa de variacion ocurrio entre las poblaciones de los grupos
(17,92% de variacion; P = 0,005) indicando diferencias genéticas significativas. La

variacion entre de los grupos (9,13%; P = 0.25) no fue significativa.

Tabla 2 - Analisis de Variancia molecular (AMOVA) para las poblaciones de Dendropsophus.
sanborni de lagunas en Sao Lourengo do Oeste-SC y Palmas-PR, mostrando el porcentaje de
variacion entre poblaciones, entre poblaciones y entre grupos

Sumade Compone

Fuente de %de indice de
. g.l cuadrado ntes de la c N p
variacion . variacion fijacion
s varianza
0,41667 0,091
Entre grupos 1 14,875 Va 9,13 (FCT) 0,25
Entre
poblaciones 2 1975 081808 4795 0197 90032
Vb (FSC)
de grupos
Dentro de 3,33036 0,270
poblaciones 28 93,25 Ve 72,95 (FST) 0,001
Total 31 127,875 4,5651

Cuando comparamos la diferenciacion genética entre las poblaciones de

cada laguna fue verificado que todos los valores del indice de diferenciacién
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genética (PST) fueron significativos, mostrando en todas las comparaciones entre
lagunas una alta o muy alta diferenciacion genética, es decir, valores siempre
superiores a 0,15 (Tabla 3). Esto resalta la existencia de diferencias genéticas
notables entre las poblaciones analizadas. Ademas, para los valores de NST (“indice
de diferenciacién por sustitucion de nucleétidos” y GST (indice de diferenciacion
genética”), con unos valores de NST = 0,23620 Y GST=0,10518, indicando un grado

de diferenciacién entre las poblaciones.

Tabla 3 - Diferenciacién genética (®ST) obtenido par a par para poblaciones de Dendropsophus
sanborni en lagunas de Sao Lourengo do Oeste-SC (SL) y Palmas-PR (PA). Los niumeros debajo de
la diagonal indican los valores de (®ST) par a par; Los valores encima de la diagonal indican los
respectivos valores de P para cada comparacion

SLO1 SLO2 SLO3 Pa1
SLO1 0,009 0,027 0,0001
SLO2 0,258 0,036 0,0001
SLO3 0,282 0,155 0,0001
Pa1 0,242 0,283 0,212

Mediante el analisis de Mantel se verificd que el aumento de la distancia
geografica entre las poblaciones locales no resulté en una mayor diferenciacion
genética (rm = 0.08571; P = 0.54167), a pesar de la tendencia a una relacion

positiva entre las variables observadas en los datos (Figura 7).
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Figura 7 — Analisis Mantel de distancia geografica y distancia genética para las
secuencias parciales de la region D-loop del ADN mitocondrial de Dendropsophus
sanborni, en 32 muestras obtenidas de los municipios de Palmas-PR y Séo
Lourengo do Oeste-SC.
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DISCUSION

Nuestros resultados mostraron que el local de Palmas denominado como
area conservada tuvo mayores indices de diversidad si comparado con las areas no
conservadas en Sao Lourengo do Oeste. Se corrobord que existe una estructuracion
genética entre las areas conservadas y no conservadas, mostrando que existen dos
poblaciones diferentes de Dendropsophus sanborni. Sin embargo, el analisis de la
diferenciacion genética versus la distancia geografica no mostré una relacion
proporcional. Dentro de las lagunas de Sao Lourengo do Oeste se encontré una
dinamica de metapoblacion.

La poblacion de la zona conservada, especificamente la laguna de Palmas,
presenta una alta diversidad genética, evidenciada por un gran numero de
haplotipos, lo que sugiere que cada haplotipo corresponde a un individuo diferente
(Figura 5). Este hallazgo indica que la poblacion esta aislada de las lagunas de S&o
Lourengo do Oeste, ya que contiene haplétipos exclusivos de esta region. A pesar
de esta laguna tener un area reducida, esta ubicada en un area de conservacion
con una matriz vegetal mas desarrollada y conservada, lo que supone mayor
cantidad de haplotipos (DIXO et al. 2009). También a 200 metros se encuentra otra
laguna, lo que fomenta conexiones entre individuos, facilitando la dispersion y
aumentando asi la diversidad genética (GALINA et al., 2022; CHRISTIE; KNOWLES,
2015; COATES et al., 2018). Para las lagunas de Sao Lourengo, aunque presentan
una baja diversidad genética, se observa un flujo genético entre las lagunas SLO2 y
SLO3 a pesar de las barreras geograficas, como carreteras y cultivos de soya, se
evidencio la presencia de haplotipos comunes y frecuentes, o que sugiere un
ancestro comun mas reciente (NEIGEL; AVISE, 1993). La baja diversidad genética
en las lagunas no conservadas puede ser resultado de la influencia de actividades
antropicas (TEMPLETON et al., 1990), limitando interacciones y dispersion entre
localidades distantes. Esto puede conducir a una disminucion de la variacion
genética a través de la deriva genética (WRIGHT, 1931; WRIGHT, 1943), efecto que
es mas pronunciado en poblaciones pequefas y podria promover la depresién por
endogamia (TEMPLETON et al., 1990). Para los indices de diversidad genética, dos
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estudios con marcadores moleculares D-loop, muestran cifras de diversidad
haplotipica y nucleotidica para fragmentos de areas mas conservadas y grandes con
valores similares a los presentados aqui. En Lima et al. (2019) los valores de
diversidad nucleotidica para Boana boans varia entre 0.010 y 0.041. En Dixo et.al
2009, los valores para Rhinella ornata en fragmentos conservados son aproximados
de diversidad nucleotidica son préximos a 0,014 y los valores de la diversidad
haplotipica variaron de 0,94 en areas grandes y conservadas y 0,66 en areas
pequenas Yy aisladas. Por lo cual los valores para areas conservadas estan dentro de
lo estudiado hasta el momento, mostrando que &areas conservadas presentan
valores por encima de areas mas antropizadas.

A través de algunos indices de diversidad genética es posible inferir
aspectos sobre la historia de las poblaciones, como lo demuestra Grant et al. (1998),
uno de los casos indica que indices de diversidad haplotipica y nucleotidica bajos,
esto podria ser explicado por una dinamica de metapoblaciones, un evento de cuello
de botella o un efecto fundador. Para un segundo escenario, valores altos de
diversidad haplotipicas y diversidad nucleotidicas, se atribuye a una expansion
después de un periodo de bajo tamafo efectivo de poblacion. Para las lagunas de
las areas no conservadas se presentan ambos casos mencionados anteriormente,
como por ejemplo la laguna SLO2 presenta valores bajos para ambos indices,
mientras que SLO1, SLO3 tienen valores similares a los del segundo escenario,
donde el tamafio de una poblacion se reduce drasticamente, lo que resulta en una
reduccion de la variacidn genética por proceso evolutivo aleatorio que cambia la
frecuencia genética de una poblacién a lo largo de generaciones (NEI et al., 1975;
GRANT et al., 1998; MASEL, 2011). En este caso creemos que este efecto se da
por las acciones antropogénicas a través de cambios en el uso del suelo pero son
necesarios mas analisis para entender mejor las causas detras de estos efectos.
Aunque los escenarios actuales muestran que hay una dinamica compleja entre las
poblaciones de las lagunas no conservadas, es probable que otros factores como
tamafo de las lagunas y calidad de la vegetacion circundante, estan influyendo de
manera combinada en la diversidad genética que se observa en estos lugares.

Se observd una diferencia significativa en la variabilidad genética entre los
individuos de Dendropsophus sanborni en los locales conservados y no conservados,

comprobada mediante los valores de FST par a par. Comparado con el estudio de
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Dixo et al. (2009), donde los valores de FST variaron entre 0,0005 y 0,1602, los
resultados del presente estudio mostraron una fuerte diferenciaciéon genética entre
los locales analizados. Ademas, el analisis bayesiano revelo una clara estructuracion
entre las poblaciones de dareas conservadas y no conservadas, indicando la
existencia de dos poblaciones distintas de Dendropsophus sanborni.

A pesar de estos hallazgos, el analisis de Mantel no mostré una relacién
significativa entre la diferenciacién genética y la distancia geografica entre las
lagunas. Se muestra una tendencia lineal entre los datos (Figura 7), lo que podria
sugerir que mas lagunas podrian contribuir para la tendencia del grafico, de acuerdo
con el modelo de aislamiento por distancia definido por Wright (1943), la
diferenciacion genética entre las poblaciones seria directamente proporcional a la
distancia geografica. En este caso el aislamiento genético puede ocurrir mediante la
limitacion de la dispersion (COSGROVE et al., 2017), pero también mediante el
aislamiento mediante la adaptacion y la monopolizacion (NOSIL & CRESPI, 2004;
ORSINI et al., 2013). El aislamiento por adaptacion ocurre cuando el flujo de genes
entre habitats se reduce debido a variaciones ambientales entre habitats, lo que
lleva a un patrén de aislamiento por parte del medio ambiente. En la monopolizacion,
la adaptacion genética local de los genotipos colonizadores iniciales da como
resultado una reduccion en el flujo de genes que promueve la persistencia de los
efectos fundadores (DE MEESTER et al, 2002; ORSINI et al., 2013). La
diferenciacion genética entre estas areas muestra el efecto de aislamiento entre
poblaciones de areas conservadas y no conservadas, sin embargo, la falta de efecto
de distancia entre areas indica que la variacion observada debe estar relacionada
con el aislamiento por adaptacion o monopolizacién. Como no tenemos datos para
probar el patrén de aislamiento debido a la historia de la colonizacién, sélo nos
queda evidencia de que existe un patron de aislamiento debido a la variacién
ambiental, pero no podemos descartar un efecto de monopolizacion.

Finalmente, verificamos que los individuos de D. sanborni de las lagunas
muestreados en el area no conservada forman una metapoblacion, que esta aislada
de la poblacion del area conservada. Ademas, encontramos que las poblaciones del
area no conservada tenian una menor diversidad genética y un menor numero de
haplotipos en comparacion con la poblacién del area conservada. De esta manera,

tenemos evidencia de que las acciones humanas, como las actividades agricolas,
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influyeron negativamente en la diversidad y estructura genética de las poblaciones
de D. sanborni. Una limitacion importante del estudio es que hay pocos trabajos
previos sobre la especie, lo que dificulta hacer comparaciones precisas. Esta falta de
informacion limita como podemos entender nuestros resultados en un contexto mas
amplio. Recomendamos que estudios futuros abarquen otros factores como el
tamafo de la poblacion, los patrones de apareamiento, calidad del agua de las
lagunas, efectos de borda, y la permeabilidad del suelo (ELLEGREN; GALTIER,
2016; MONTEIRO et al., 2019. Con estas consideraciones, podremos hacer un
analisis mas claro y completo sobre la diversidad genética sobre Dendropsophus

sanborni.

CONCLUSIONES

Las areas conservadas presentan un indice de diversidad genética mayor
debido a la disponibilidad de recursos que favorecen la reproduccion, el abrigo y la
dispersion, lo que contribuye a una mayor riqueza y diversidad genética. En el
analisis de la estructura genética, se identifico que los individuos de Palmas y Sao
Lourenco pertenecen a dos poblaciones distintas de Dendropsophus sanborni. Esto
demuestra que, en escalas geograficas finas, pueden encontrarse poblaciones que
albergan una diversidad genética notablemente diferente entre si. La conservacion

de estos genes es crucial para enriquecer el acervo genético de la Mata Atlantica.

Para las lagunas de Sao Lourengo al tener una dinamica de metapoblacion se
encontraron que las lagunas SLO1 y SLO2 son mas vulnerables a la pérdida de
variabilidad genética y a los efectos negativos de la deriva genética. Esto se debe a
que, al estar mas aisladas, enfrentan un mayor riesgo de endogamia, lo que puede
comprometer su salud y adaptabilidad. Por otro lado, la laguna SLO3 se destaca
como un sitio crucial para la conservacion, ya que tiene un mayor potencial para
mantener la variabilidad genética. Esto es fundamental para la resiliencia de las
poblaciones frente a cambios ambientales y enfermedades. La existencia de
corredores ecologicos es esencial en este contexto, ya que facilitan el flujo genético

entre poblaciones, permitiendo la migracién y el intercambio de individuos. Esto no
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solo ayuda a mantener la diversidad genética, sino que también refuerza la

estabilidad del ecosistema en su conjunto.
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