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RESUMO

Melanophryniscus dorsalis, conhecido popularmente por flamenguinho,
pertence a familia Bufonidae (Anura) e apresenta coloragdo aposematica, com
uma linha vermelha médio-dorsal num fundo preto e manchas vermelhas na
parte ventral. A espécie possui tamanho pequeno, habito de vida diurno e
reproducdo explosiva ligada a grandes precipitacbes. Seu habitat €
caracterizado por campos ou vegetacao baixa de dunas em solo arenoso nas
zonas costeiras do Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina. E considerada
como vulneravel nas listas vermelhas da IUCN, brasileira e do estado do Rio
Grande do Sul e em perigo no estado de Santa Catarina. Acredita-se que a
espécie tenha sofrido declinios populacionais e sua principal ameaca seja a
perda e degradacao do habitat devido a urbanizacdo. A fragmentacdo causada
pela degradacdo do habitat pode levar a um isolamento das populacoes, e
consequente diminuicdo na dispersédo, aumento da endogamia e reducéo da
variabilidade genética, podendo ocasionar diminuicdo do fitness, bem como a
capacidade de adaptacdo a mudancas ambientais. Com o objetivo de avaliar a
diversidade genética e estruturacdo populacional de M. dorsalis, foram
desenvolvidos marcadores microssatélites e aplicados em populacdes da
espécie ao longo de sua distribuicdo. Primers foram desenhados para nove loci
de microssatélites desenvolvidos, e caracterizados em 35 individuos
pertencentes a duas populagbes. Estes nove loci foram utilizados em 80
espécimes, oriundos de 10 locais amostrados entre Laguna (SC) e Rio Grande
(RS) englobando toda a distribuicAo conhecida. A heterozigosidade média
observada variou entre 0,47 e 0,64 e o numero médio de alelos entre 3,33 e
6,44 nas populacdes amostradas. Os resultados obtidos mostraram um indicio
na estruturacdo genética influenciada por canais d’agua como barreiras
geograficas ao fluxo génico, proporcional a distancia entre as margens de cada
rio ou canal avaliado. O isolamento por distancia também foi um fator de
diferenciacdo genética entre as populacdes amostradas. Foi observada
evidéncia de endogamia em varias localidades, que pode estar relacionada ao
modo de reproducéo explosiva da espécie. Porém, as trés populacdes testadas
para gargalo de garrafa ndo apresentaram resultados significativos com

excecdo da localidade de llha dos Marinheiros para um dos modelos de



mutacdo testados, podendo estar relacionado ao isolamento de uma pequena
populacdo num ambiente insular e a uma distancia consideravel das demais
populacbes. Mesmo ndo demonstrando efeitos de gargalo, é necessaria
especial atencéo a espécie pela constante degradacéao e fragmentacéo de seu
habitat. As populacbes devem ser tratadas como diferentes unidades de
manejo devido a sua estruturacao genética apresentada e vé-se a necessidade
da criacdo de mais unidades de conservacdo ao longo da distribuicdo de M.

dorsalis, para a conservacao efetiva da diversidade genética.



ABSTRACT

Melanophryniscus dorsalis, known as “flamenguinho”, belongs to the
Bufonidae Family (Anura), has aposematic color with a red middorsal line in a
black background and red spots on their ventral portion. The species has small
body size, diurnal habits and explosive breeding during heavy rainfalls. Its
habitat is characterized by restricted dunes environment with little vegetation
cover, along the seacoast of Rio Grande do Sul and south of Santa Catarina
states. The species is considered as vulnerable in [UCN'’s, Brasilian’s and Rio
Grande do Sul state’s Red Lists and endangered in the Red List of Santa
Catarina state. It is believed that M. dorsalis has undergone population declines
and is being threatened mainly for the loss and decline of its habitat due to
urbanization. Fragmentation caused by these factors may lead to populations’
isolation and less migration between populations, higher levels of inbreeding
and genetic variability reduction, and may cause lower fitness, as also less
adaptability toward climate changes. The objective in this study was to evaluate
genetic diversity and population structure of M. dorsalis, throughout its
distribution. For that, microsatellite markers were developed and characterized
into 35 individuals belonging to two populations. Primers were designed for nine
microsatellite loci, which were used into 80 specimens from ten distinct localities
between Laguna (SC) and Rio Grande (RS). Mean observed heterozygosity
ranged from 0.47 to 0.64 while the mean number of alleles, from 3.33 to 6.44 on
sampled populations. Results recovered showed an evidence of genetic
structure influenced by water channels as geographic barriers for gene flow,
according to their range between shores. Isolation by distance was also a factor
of genetic differentiation among populations sampled. Evidence of inbreeding
was observed in several localities, which might be related to species’ explosive
breeding behavior. Although, the three populations tested for bottlenecks didn’t
show significant results with exception of llha dos Marinheiros locality for one of
mutational models tested. This may be connected to the isolation of a small
population in an island. Even without demonstrating bottleneck effects, careful
attention toward the species is necessary. Populations must be treated

separately as different management units due to the genetic structure observed
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and there’s a need for the creation of more conservation units throughout M.

dorsalis distribution in order to conserve genetic diversity effectively.
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INTRODUCAO GERAL

Os anfibios atuais s&o divididos em trés ordens: Anura,
compreendendo sapos, pererecas e ras; Caudata, incluindo as salamandras; e
Gymnophiona, no qual se encontram as cecilias. Essas trés linhagens de
anfibios sédo tidas como uma linhagem evolutiva monofilética, na qual
compartilham véarios caracteres derivados (Pough et al.,, 2008). Analises
moleculares geradas por supermatrizes, reunindo genes mitocondriais e
nucleares, também indicam a monofilia dos trés grupos (Pyron e Wiens, 2011;
Frost et al., 2006).

Atualmente séo conhecidas cerca de 7200 espécies de anfibios, sendo
em torno de 6300 representando a ordem Anura (Frost, 2014). O numero de
espécies descritas vem crescendo nos ultimos anos e o Brasil é considerado
um pais megadiverso para o grupo, com 971 espécies descritas, sendo 664
destas, endémicas (AmphibiaWeb, 2014).

Apesar do crescente nimero de espécies novas, a diversidade atual de
anfibios encontra-se ameacada. Desde a década de 1980 vem se observando
um declinio no nimero de espécies e populacdes presentes em algumas
regides (Stuart et al., 2004). Os motivos destes declinios sdo a perda de
habitat, mudancas climaticas, poluicdo, radiacdo UV e também infeccBes
causadas pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Crawford et al., 2010).
Pelo menos 43% das espécies de anfibios estdo sofrendo algum tipo de
declinio populacional, enquanto apenas 1% apresenta um aumento
populacional, e 27% se encontram estaveis. Nao ha conhecimento quanto as
tendéncias populacionais para os 29% restantes (Stuart et al., 2004).

Em paises megadiversos como o Brasil, hd poucos trabalhos de
monitoramento populacional em larga escala. Portanto, quase nada se sabe
sobre o tamanho populacional das espécies e suas oscilacdes. Os declinios e
expansdes populacionais de espécies brasileiras sdo, na maioria das vezes,
especulativos (Haddad, 2008) e o conhecimento sobre os anfibios no Rio
Grande do Sul é extremamente fragmentario e basicamente de cunho
taxondmico. A falta de conhecimento sobre as espécies existentes é um
limitante importante na avaliacdo da situagdo de conservagdo dos anfibios

(Garcia e Vinciprova, 2003).
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As principais causas do declinio e extin¢des locais de anfibios no Rio
Grande do Sul, provocados por agdes antrdpicas, incluem os desmatamentos,
0 aproveitamento dos campos nativos para pastagens e reflorestamento com
espécies exoticas, a introducdo de animais exoticos, como peixes e ras, o
crescimento das areas urbanas, especialmente no litoral norte, a poluicdo e
assoreamento dos corpos d’agua, a chuva acida, cujos efeitos sdo ainda
desconhecidos no estado, a diminuicdo da camada de oz6nio e a construcdo

de hidrelétricas, estradas e gasodutos (Garcia e Vinciprova, 2003).

O Género Melanophryniscus

Sapos do género Melanophryniscus tem distribuicdo no sul da América
do Sul. Sdo encontrados no norte e centro da Argentina, Uruguai, sul do Brasil
(Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e Espirito
Santo), Paraguai, e Bolivia (Kwet et al., 2005; Langone, 1994; Peloso et al.,
2012).

O género pertence a familia Bufonidae e seu aspecto geral é muito
similar ao das espécies do género Bufo. Diferenciam-se destas
morfologicamente pela auséncia de glandulas paratdides, dobra tarsal e
timpano externo (Langone, 1994). Atualmente sdo conhecidas 26 espécies
para este género (Frost, 2014). Segundo Graybeal e Cannatella (1995)
Melanophryniscus aparenta monofilia e é considerado o grupo irméo de todos
0s outros bufonideos (Frost et al., 2006; Pyron e Wiens, 2011).

Ha poucos estudos com relacdo a biologia do género. Em geral,
Melanophryniscus compreende espécies com coloracdo aposematica, tamanho
pequeno a médio e habito de vida principalmente diurno (Langone, 1994; Kwet
et al., 2005; Baldo e Basso 2004). A reproducdo nestes sapos € explosiva e
esta ligada a grandes precipitagbes, quando muitos individuos migram para
pocas temporarias, podendo ser sazonal ou continua (Santos et al., 2010;
Garcia e Vinciprova, 2003; Langone, 1994).

Sua alimentacdo consiste principalmente de formigas e em menor
proporcao acaros, pequenos besouros, colémbolos e pulgdes (Langone, 1994).

Foi verificado em algumas espécies do género Melanophryniscus a secrecéo
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de até 16 classes de compostos toxicos alcaloides na pele, figado e musculo
(Grant et al., 2012; Mebs et al.,, 2005). A presenca e quantidade destes
compostos apresenta grande variabilidade intra e interespecifica e se encontra
ausente em ovos e girinos, sugerindo que essa variacao se deve a alimentacéo
de artrépodes que contenham tais toxinas (Mebs et al., 2007; Garraffo et al.,
2012; Grant et al., 2012).

O género é dividido em trés grupos fenéticos: M. moreirae, M. stelzneri
e M. tumifrons (Cruz e Caramaschi, 2003). O grupo M. stelzneri, compreende
sapos de 20 a 30 mm, caracterizados pela presenca de espinhos corneos,
auséncia de tumefacdo frontal e dorso predominantemente preto (Cruz e
Caramaschi, 2003; Langone, 1994). Fazem parte deste grupo, M. atroluteus, M.
cupreuscapularis, M. dorsalis, M. fulvoguttatus, M. klappenbachi, M.
montevidensis, M. rubriventris, e M. stelzneri (Cruz e Caramaschi, 2003).

As vocalizacdes das espécies do grupo stelzneri sdo similares, sendo o
canto de M. dorsalis muito parecido daqueles de M. montevidensis, M.
atroluteus e M. stelzneri. Em todas as quatro espécies, a vocalizagao tipica é
composta por dois chamados diferentes. Devido a grande variacao
intraespecifica no canto dessas espécies, é dificil ao ouvido humano distinguir
entre elas. Em média, M. stelzneri tem o canto com frequéncia mais baixa e M.

dorsalis, mais alta (Kwet et al., 2005).

Melanophryniscus dorsalis (Mertens, 1933)

Melanophryniscus dorsalis, conhecido popularmente por flamenguinho,
se diferencia das demais espécies do grupo stelzneri pela presenca de uma
distinta linha vermelha médio-dorsal num fundo preto, que muitas vezes
apresenta-se interrompida ou presente apenas como um pequeno tragco atras
dos olhos ou acima do anus. A parte ventral apresenta manchas vermelhas que
variam consideravelmente entre os individuos (figura 1; Kwet et al., 2005; Cruz
e Caramaschi, 2003).
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Figura 1. Vista dorsal e ventral de Melanophryniscus dorsalis mostrando o fenétipo

caracteristico da espécie.

A espécie ocorre ao longo da linha costeira, entre a praia de Itapiruba,
no municipio de Imbituba, sul de Santa Catarina e llha dos Marinheiros, em Rio
Grande, Rio Grande do Sul. Ainda ha um registro da espécie ocorrendo na

costa interna da Laguna dos Patos, no municipio de Arambaré, Rio Grande do
Sul (figura 2; Bernardo-Silva et al., 2012).
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O habitat que a espécie ocupa € caracterizado por campos ou
vegetacao baixa em dunas de solo arenoso nas zonas costeiras do Rio Grande
do Sul e sul de Santa Catarina (Kwet et al., 2005). Bernardo-Silva et al. (2012)
realizaram um estudo de modelagem de nicho para a espécie e observaram
importantes restricdes no seu habitat. Analises genéticas utilizando DNA
mitocondrial revelaram que o ancestral comum mais recente da espécie surgiu
ha cerca de 3,14 milhGes de anos. Varias evidéncias, como a constituicdo da
rede de haplétipos em formato de estrela, testes de neutralidade e analises
bayesianas mostram uma expansao populacional h4 cerca de 0,5 milhdo de
anos (Bernardo-Silva, 2012). Ainda segundo Bernardo-Silva (2012), n&o foi
possivel a deteccédo de barreiras geograficas ao fluxo génico e a ocupacao da
costa se deu provavelmente em duas etapas de colonizacdo: uma formando o
extremo norte da distribuicdo, nos municipios de Imbituba e Laguna, e outra
formando as demais populacbes de M. dorsalis, a partir do Farol de Santa
Marta, em Laguna.

A espécie reproduz-se em pocas temporarias sobre a areia de dunas,
em depressdes ou nas margens de lagoas costeiras. Os ovos sao depositados
sob a agua, presos a vegetacdo. A espécie apresenta reproducdo explosiva,
em periodos de chuva intensa, entre os meses de outubro e marco, embora
individuos sejam encontrados se reproduzindo durante todo o ano. (Haddad,
2008; Kwet et al., 2005). Alimentam-se, principalmente, de formigas e cupins
(Haddad, 2008). Foi observado em M. dorsalis, assim como em outras
espécies do género, o comportamento aposematico, no qual o sapo se curva
para exibir a coloracao intensa da regido ventral como forma de defesa (Kwet
et al., 2005).

Acredita-se que a espécie tenha sofrido declinios populacionais (Garcia
e Vinciprova, 2003) e é considerada como vulneravel no Livro Vermelho da
fauna Ameacada de Extincdo do Rio Grande do Sul e Brasileira (Garcia e
Vinciprova, 2003; Haddad, 2008). Encontra-se também como vulneravel na
Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN (IUCN, 2013) devido a sua
extensdo de ocorréncia ser menor que 20.000 km? e a area de ocupacéo

menor que 2.000 km?, sua distribuicdo é bastante fragmentada e seu habitat
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apresenta um continuo declinio na extensdo e qualidade (Garcia, 2004). Ja em
Santa Catarina, a espécie esta citada como em perigo (CONSEMA, 2011).

A maior ameaca a M. dorsalis é a perda e degradacdo do habitat
devido a urbanizacdo (Garcia, 2004). A area de ocupacao desta espécie é alvo
de intensa pressao antropica devido ao crescimento das areas de balneario e
especulacdo imobiliaria. A falta de conhecimento sobre a biologia e as
necessidades ecologicas da espécie também sdo fatores de grande

preocupacao (Haddad, 2008).

Dispersao, Isolamento por Distancia e Barreiras ao Fluxo Génico

Muitas espécies ameacadas de extingdo enfrentam problemas como
perda e fragmentacdo do habitat, principalmente por atividade humana. A
fragmentacdo pode levar a um isolamento das populacdes, diminuindo a
dispersdo de individuos entre os fragmentos, aumento da endogamia e
reducdo da variabilidade genética. Essa baixa variabilidade e depressédo
endogamica diminui o fitness da espécie, bem como a capacidade de
adaptacdo a mudancas ambientais (Frankham et al., 2002). Portanto, a
quantificacdo do fluxo génico (troca de alelos) entre populacbes é um
importante instrumento de avaliagdo da diversidade genética presente numa
espécie (Allendorf e Luikart, 2007). Esse fluxo génico ocorre através da
disperséo, que é influenciada por interacdes interespecificas, disponibilidade de
recursos, competicdo e a variabilidade do habitat, bem como caracteristicas
reprodutivas da espécie (Handley e Perrin, 2007). Anfibios possuem uma
grande variedade de estratégias de dispersdo. A maioria das espécies de
anuros apresenta uma baixa dispersdo, e espera-se que haja diferenciacéo
populacional em distancias entre populacdes acima de 10 km (Smith e Green,
2005). A dispersao € importante para a manutencao genética e demografica de
populacdes adjacentes. Sem o efeito de recrutamento de populagdes vizinhas,
uma espécie com uma alta rotatividade de populacdes locais e dependentes da
dispersdo pra sua persisténcia deve sofrer grandes extingdes cumulativas de

populacdes locais em ambientes fragmentados (Green, 2003).
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Em populacdes completamente isoladas, a deriva genética tende a
fixar alelos diferentes em cada populagdo. J& o fluxo génico entre as
populacbes previne a fixacdo de tais alelos diferentes. Se ha diferencas
genéticas entre populagdes locais, quaisquer diferencas que ou diminuem as
chances de extincdo local ou aumentam as chances de uma populacao
produzir emigrantes ou colonizadores ir4 afetar a composi¢cdo genética da
espécie (Slatkin, 1987).

E esperado de espécies com pouca dispersdo que populacdes vizinhas
sejam mais semelhantes geneticamente que aquelas mais distantes entre si
(Allendorf e Luikart, 2007), ou seja, popula¢des préximas tem uma maior troca
de individuos através da migracdo, com um alto fluxo génico, que vai
diminuindo com a distancia geografica. Populacdes remotas podem se tornar
diferenciadas simplesmente pelo isolamento por distancia, num modelo de
dispersao “steppingstone”. Modelos lineares como este sdo Uteis para explicar
a estruturacdo de populacdes com distribuicdo linear, como € o caso de M.
dorsalis (Allendorf e Luikart, 2007).

Populacdes podem ter composicdes genéticas diferentes também por
barreiras que limitem ou cessem a migracao entre ambas. Se o ambiente for
favoravel, a espécie estendera sua area de ocorréncia até que encontre uma
barreira a dispersdo. Estas podem ser grandes e conspicuas ou pequenas e
dificeis de serem distinguidas (Slatkin, 1987). Se a espécie conseguir
atravessar tais barreiras, ainda assim estas podem interferir no fluxo génico em
populacdes de ambos os lados. Estradas e ambiente altamente urbanizado séo
descritos como limitantes para a dispersdo de anfibios e diminuicdo no fluxo
génico (Burskirk, 2012). Florestas secas e montanhas mostraram uma
diminuicdo do fluxo génico de populacdes de ra de serapilheira em florestas
umidas (Crawford et al.,, 2007) e rios apresentam-se como barreiras efetivas

para populacdes de salamandras (Alexandrino et al., 2000).
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Formacdao e caracteristicas da Planicie Costeira do sul do Brasil

No inicio do Quaternario, ha aproximadamente 2,4 milhdes de anos, a
capa de gelo do Artico foi formada, transformando o clima na Terra. A partir
desta data, as camadas de gelo aumentaram e diminuiram, em ciclos de
aproximadamente 40 mil e 100 mil anos (Hewitt, 2000). Essas mudancas na
espessura da camada de gelo no Artico provocaram mudancas em todo o
globo, interferindo no clima e nivel do mar no hemisfério sul. As flutua¢des no
nivel do mar decorrentes de tal variagdo no Quaternario produziram grandes
deslocamentos laterais da linha costeira, moldando a costa do sul de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (Tomazelli et al., 2000). Quatro sistemas de
transgresséo e regressao do nivel do mar, denominados de laguna-barreira séo
identificados na planicie costeira do Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina,
sendo trés provenientes do Pleistoceno e o ultimo, do Holoceno (Tomazelli et
al., 2000; Horn, 2003).

A primeira Barreira localiza-se na faixa mais interior da planicie costeira
e é o0 sistema deposicional mais antigo formado pelo primeiro evento de
transgresséo-regressao do Pleistoceno (Tomazelli et al., 2000). A cada nova
ingressdo marinha parte da regido era submersa, retrabalhando os depositos
ali presentes (Tomazelli e Willwock, 2005). A Barreira Il foi formada durante o
segundo ciclo de transgressao-regressao do Pleistoceno, sendo responsavel
pela formagéo inicial da Lagoa Mirim (figura 3; Tomazelli et al., 2000). Na
terceira Barreira, associada a um terceiro evento transgressivo-regressivo
pleistocénico, seu desenvolvimento foi responsavel pela implantacao final das
Lagoas dos Patos e Mirim. Os depdsitos relacionados a Barreira Il se
estendem, de maneira quase continua, ao longo de toda a planicie costeira,
desde Torres até o Chui (Tomazelli e Willwock, 2005; Tomazelli et al., 2000). O
altimo sistema de barreira-laguna da planicie costeira se desenvolveu durante
o Holoceno. O campo de dunas eolicas presente na Barreira IV é bem
desenvolvido, variando entre 2 e 8 km de largura e se estendendo praticamente
ao longo de toda a linha de costa (Tomazelli e Willwock, 2005). Os quatro
sistemas laguna-barreira séo interpretados como tendo se formado nos ultimos
400 mil anos, sendo a ultima barreira (IV) formada cerca de 5 mil anos (figura
3; Tomazelli e Willwock, 2005).
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Figura 3. Mapa geolégico da planicie costeira do Sul do Brasil, com suas quatro
formacdes de barreiras por processos regressivo-transgressivos do nivel do mar,
compreendendo o sul de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (modificado de
Tomagzelli et al., 2000 e Martin et al., 1988).

Atualmente a planicie costeira do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
tem uma formacéo irregular, com um complexo sistema de lagos, lagoas e rios.
Canais provenientes de lagunas e os estuarios dos rios podem servir como
barreiras ao fluxo génico para M. dorsalis, interrompendo a costa em alguns
pontos do litoral. Indicadores geolégicos vém mostrando que a maior parte da
linha costeira do Rio Grande do Sul vem sofrendo erosdo. Essa eroséo vem
sendo causada por fatores de longo e curto prazo. Os fatores de longo prazo

seriam 0 aumento no nivel do mar, concentracédo da energia de ondas devido a
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topografia costeira em larga escala e deficiéncia de areia. Ja as causas de
curto prazo seriam ressacas geradas a partir de tempestades, concentracao de
energia das ondas por feicdes morfolégicas submersas em pequena escala,
transporte de sedimentos ao longo da costa e atividade humana (Esteves et al.,
2002). Um terco do litoral do Rio Grande do Sul vem sofrendo impacto pela
atividade humana, como urbanizacdo, mineracdo de areia e construcdo de
molhes nas desembocaduras de agua, mudando a dindmica de transporte de
sedimentos da costa (Esteves et al., 2003).

Marcadores Moleculares

Diversas técnicas da biologia molecular permitem inferir a variabilidade
genética nas sequéncias do DNA dos organismos, ou seja, a deteccdo de
polimorfismo genético. Essas técnicas permitem a obtencdo de um grande
namero de marcadores moleculares, cobrindo quase todo o genoma do
organismo. Métodos estatisticos vém acompanhando este desenvolvimento e
tém permitido a manipulacdo de grandes quantidades de dados (Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Excoffier e Heckel, 2006).

Os marcadores moleculares permitem o estudo do genoma de
organismos com a finalidade de se obter informacdes acerca de parametros
como a diversidade e variabilidade genética, o grau de cruzamento aleatorio,
relacbes de parentesco, a variancia do sucesso reprodutivo de ambos os
sexos, estimar a efetividade genética da dispersdo de curta e longa distancia e
distribuicdo temporal das populacdes em relacédo ao fluxo génico (Frankham et
al., 2002; Allendorf e Luikart, 2007). Assim, 0s marcadores genéticos
combinados com atributos demogréaficos informam a variagcdo dentro de
populacdes locais e também entre elas.

Os marcadores moleculares mais utilizados para a analise e
investigacdo genética de relagbes evolutivas e populacionais incluem loci
nucleares altamente polimérficos como o0s de microssatélites bem como
sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA).

Os microssatélites, também conhecidos como STR (“Short Tandem

Repeats”) ou SSR (“Simple Sequence Repeats”) apresentam peguenas



21

sequéncias de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidos in tandem
(Schlotterer, 1998). Possuem loci altamente polimérficos, codominantes e
seletivamente neutros, encontrados em eucariotoS e no genoma de
cloroplastos e possuem heranca biparental (Jarne e Lagoda, 1996; Schlétterer,
1998). As mutacdes que ocorrem nos microssatélites sdo mudancas no numero
de repeticoes devido ao deslizamento que ocorre entre a fita-molde e a fita
recém-sintetizada durante a replicacdo (Alberts et al., 2008). Estes erros sdo
responsaveis pela adicdo ou delecdo de repeticbes que conferem o alto
polimorfismo destes locos (Schittterer, 1998). Por essa alta variabilidade, os
microssatélites sdo bastante indicados para o estudo da variagdo genética

populacional no genoma (Ljungqvist et al., 2010).
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OBJETIVOS

Desenvolver marcadores de microssatélites e estimar a variabilidade genética e
estruturacdo em populacdes de Melanophryniscus dorsalis (flamenguinho) ao

longo de sua distribuicao.

Objetivos especificos:

* Verificar a presenca de gargalos de garrafa e fluxo génico nas
populacdes de M. dorsalis;

* Relacionar os resultados obtidos pelos marcadores com a existéncia de
possiveis barreiras geograficas ao fluxo génico;

» Contribuir com a conservacdo da espécie através da caracterizacao

molecular das populacdes ao longo de sua distribuicéo.



23

CAPITULO |

Development of microsatellite markers for an endangered red-bellied toad,

Melanophryniscus dorsalis (Bufonidae)

Mayara D. Medeiros, Livia Miller, Paula A. Roratto, Jorge S. Bernardo-Silva e

Thales R. O. de Freitas

A ser submetido para Conservation Genetics Resources



24

Development of microsatellite markers for an endangered red-bellied toad,

Melanophryniscus dorsalis (Bufonidae).

Mayara D. Medeiros*, Livia Muller, Paula A. Roratto, Jorge S. Bernardo-Silva e
Thales R. O. de Freitas

Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Caixa Postal 15053, CEP 91501-970 Porto Alegre, RS,

*Correspondence: M. D. Medeiros, Departamento de Genética, Instituto de
Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Cx. P. 15053, CEP
91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil. E-mail: mayara_medeiros@hotmail.com

Abstract

Melanophryniscus dorsalis is an endemic threatened species that occur
alongside the coastline on southern Brazil. Polymorphic microsatellite markers
were isolated and characterized for this species, from a genomic library
enriched for (CT), and (GT), repetitive elements. Primers were designed and
nine of them showed reliable polymorphic alleles. They were tested on 35
individuals from two populations. The number of alleles per locus ranged from 2
to 10, the observed and expected heterozygosity ranged within 0.20-0.88 and
0.29-0.82, respectively. These microsatellite markers will be important in future

studies within species and help in conservation measures.

Keywords: Anura, genetic diversity, dinucleotide, tetranucleotide,

molecular markers, South Atlantic Coastal Plain.

Melanophryniscus dorsalis is an endemic threatened species that occur
alongside the coastline on southern Brazil. The occurrence range comprises
Brazilian states of Rio Grande do Sul and Santa Catarina. Its habitat is
characterized by restricted dunes environment with little vegetation cover, of
predominantly small species, along the seacoast (Kwet et al. 2005). M. dorsalis

have explosive breeding behavior after heavy rainfalls and reproduction occurs
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on temporary pools over sand dunes or in the margins of coast lagoons
(Haddad 2008; Kwet et al. 2005). The species is considered vulnerable in the
IUCN’s and Brazilian’s Red Lists (IUCN 2013; Haddad 2008). The main threats
are considered to be fragmentation and habitat loss due to urbanization and it is
believed that populations have undergone great size reductions and have been
extinct from some highly urbanized places (Garcia and Vinciprova 2003). The
lack of knowledge of the species characteristics like its populations fluctuations
are factors of great concern in its conservation (Haddad 2008). The objective in
this study was to develop microsatellite markers (short tandem repeat — STR)
for M. dorsalis for future description of the genetic structure and variability on
species’ populations throughout its distribution.

Total DNA was extracted of liver or muscle tissues, from 20 samples of
the locality Arambaré (ARA) and 15 from Ilha dos Marinheiros (MAR) using
Doyle and Doyle (1987) method. For the development of the enriched
microsatellite library, one sample from ARA population was used following Zane
et al. (2002) method. The DNA was digested with Afa | restriction enzyme and
then ligated with adapters (Rsa21 5 CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3’ and
Rsa25 5 TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA 3’). Selection of fragments
were realized hybridizing DNA with biotinylated probes (CT), and (GT),. The
fragments selected were amplified through Polymerase chain reactions (PCR)
with Rsa21 as primer and carried out in a final volume of 100ul with 1x buffer,
1.5mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 0.4uM primer and 1U of Tag DNA polymerase,
with following conditions: 95°C for 4 min, 30 cycles of 94°C for 30 s, 52°C for 45
s, 72°C for 1 min and 30 s and a final extension of 72°C for 8 min. PCR
products were checked on an 1% agarose gel, cloned into a pGEM-T vector
(Promega) and transferred into XL1-BLUE competent Escherichia coli by
electroporation.

Clones were sequenced with automatic sequencer ABI 3100 (Applied
Biosystems). The programs Chromas v2.01 (Technelysium) and Mega v5.1
(Tamura et al. 2011) were used to check sequences and cut out adaptor
sequences. The online program ssrtool (Temnykh et al. 2001) was used to aid
the search of microsatellite repetitions and Primer3 Plus (Rozen et al. 2000) to
design pair of primers for 27 loci of microsatellite. From that, 17 loci properly

amplified and only 9 were polymorphic (table 1). The PCRs were performed
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following Schuelke (2000) method, using M13 primer labelled with a fluorescent
dye at the 5’-end and a forward primer tailed with a M13 sequence. The PCR
mix contained 40ng of DNA, 1x PCR buffer, 4mM MgCl,, 8pmol of each reverse
and M13 primer and 2pmol of the forward primer, 0.4mM of dNTP, 1U of Taq
DNA polymerase (Ludwig Biotec), in a total reaction volume of 20puL.
Temperature cycles were made under the following conditions: 94°C for 5
minutes, 30 cycles of 94°C for 30s, 53-62°C for 45s and 72°C for 45s, followed
by 8 cycles for M13 primer annealing of 94°C for 30s, 53°C for 45s and 72°C for
45s, and a final extension at 72°C for 10 min. PCR’s fragments were genotyped
in ABI 3100 (Applied Biosystems) at Macrogen Inc. and scored using Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystems). The loci were verified for scoring errors and
null alleles with Micro-Checker v2.2.3 (vanOosterhout et al. 2004) with a 95%
confidence interval and 1000 replicates. Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005)
was used to calculate observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity
(He) and test Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequilibrium
(LD) for both populations, with 10000 steps in Markov Chain/permutations and
1000 dememorization steps. Significant levels of HWE and LD were adjusted
with a strict Bonferroni correction considering multiple simultaneous
comparisons (Rice 1989).

The number of alleles found on all loci ranged from 2 to 10, with a mean
number of 6.4 for ARA population and 4.7 for MAR. There was evidence of null
alleles for 3 of the 9 loci (Medol and Medo3 for ARA and Medo2 for MAR), the
same loci that also showed deviations from HWE (table 1). We believe this lack
of equilibrium is due to species characteristics as explosive breeding, low
dispersal and small population sizes and not from the locus itself, since it was
not observed in the same locus for both populations and also other populations
analyzed (data not shown). The ARA population was particularly collected
during a reproductive event and toads from populations nearby might had
migrated to reproduce, possibly causing a Wahlund effect. None of the loci
showed LD among them. No evidence of scoring errors was verified for the 9
loci described.

These microsatellite loci are being used on populations of
Melanophryniscus dorsalis throughout its distribution and will also be tested on
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two other species of the genus, one of them also endangered, to verify genetic

structure and variability on those species.
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Table 1. Characteristics of 9 microsatellite loci isolated from Melanophryniscus dorsalis and genotyped into two populations:
Arambaré (ARA) and llha dos Marinheiros (MAR)

Medo1 :: ggggfgf&%:ﬁf&;%i’g (AC)s 53 271-319 10 035 081* 4 040 056
Medo2 :;ACTCCTCTTAACTCcCc:TcAcA:gTCTAT%GCTAGCiC (AC)s 58 269-2905 9 058 073 5 033 0.70*
Medo3 :: gigﬁgiﬁgg’éﬁg;iigiggﬁ (GT); 60 248-272 7 024 062* 6 067 076
Medo4 ;:;TrigillﬁéiﬁgééﬁiﬁgﬁgﬁeTTc (AC)s 57 295209 3 047 060 2 020 0.29
Medo5 ;1:2;%(;;(3ATC;TTTATATTC5AC5ATA%AAA_FECA§§AAA . (GAs 59 110116 4 053 057 3 067 054
Medo6 ;E@ggﬁ%ﬂiﬁgﬁ?g?&fgﬁf (TAGA), 60 164-204 7 088 082 7 087 082
Medo? ;i;gg?%g%’f;%ﬁgggg%ﬁ (GT), 60 165183 8 071 082 5 053 072
Medo8 :;?;TACGASA%A:SA%TTA&GGTTEZSXggA (CA)y 62 264-200 7 065 082 6 080 076
il A SN

AT — annealing temperature; Na — number of alleles; Ho — observed heterozygosity; He — expected heterozygosity

*Departure from HWE after Bonferroni Correction (a = 0.006).

**Forward primers were M13 tailed at the 5’ end.
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Abstract

Melanophryniscus dorsalis is an endemic threatened species that occurs
alongside coastline, in Brazilian south Atlantic coastal plain. Species habitat is
restricted to dunes environment with little vegetation cover of predominantly small
species along the seacoast. Microsatellite markers were used to assess genetic
variability and structure among populations. Results showed a structuring pattern
influenced by rivers and inlets as barriers to gene flow, according to the rivers’
range. Isolation by distance also influence the pattern found in M. dorsalis
isolation, congruent to species features such as low dispersal and small population
sizes. Despite no clear evidence of bottlenecks and genetic diversity loss,
populations require attention due to habitat loss and fragmentation by human
activity and the explosive breeding behavior. This might lead to high levels of

inbreeding depression and increase population reductions and local extinctions.

Keywords: Melanophryniscus dorsalis, microsatellites, isolation by distance, gene

flow barrier, South Atlantic Coastal Plain.



32

Introduction

Many threatened species suffer with habitat loss and fragmentation,
mainly caused by human activity. Evaluate genetic diversity helps elucidate how
species might be responding to these changes in habitat that may lead to
populations’ isolation, decreasing migration among them and enhance inbreeding
depression, causing fitness reduction (Frankham et al. 2002). Gene flow among
populations occurs with individuals’ migration. Dispersal in general depends on
interspecific interactions, resources availability, competition, habitat variability and
reproduction characteristics of the species (Handley e Perrin, 2007). Most of
amphibians are low dispersers and differences between populations are expected
within 10 km (Green and Smith, 2005). In this case, neighboring populations tend
to be more similar than those with higher distances and species presents a
population genetic structure related to isolation by distance (Allendorf and Luikart,
2007). Barriers may also contribute to population differentiation, and they can be
large and conspicuous or small, being difficult to identify them (Slatkin, 1987),
such as rivers, mountains and roads (Eriksson et al. 2004; Crawford et al. 2007;
Arora et al. 2010; Burskirk 2012).

Since 1980, it's been observed a continuum decrease in amphibian
populations, leading some of the species to extinction (Stuart et al. 2004). The
main reasons for these declines are habitat loss, climatic changes, pollution, UV
radiation and infections caused by Batrachochytrium dendrobatidis (Crawford et al.
2010). In mega diverse countries such as Brazil, there are few population
monitoring studies and population trends are, most of the times, speculative
(Haddad 2008). An interesting group of amphibians, that include a few species in a
several red lists, is the genus Melanophryniscus, from Bufonidae family. Species
in this genus have small sizes, aposematic coloration, presence of alkaloids in
their skins and other tissues, and are mainly diurnal (Langone 1994; Baldo and
Basso 2004; Grant et al. 2012). Unlike most amphibians’ they have explosive
breeding behavior after heavy rainfalls and reproduction occurs in small temporary
ponds or in the banks of lakes (Haddad 2008; Kwet et al. 2005).

Melanophryniscus dorsalis (Mertens 1933), known as “flamenguinho”, is

an endemic species that occurs alongside coastline, in Brazilian south Atlantic
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coastal plain, and ranges from Itapirub4 beach in Imbituba municipality (Santa
Catarina state, SC) to Marinheiro’s Island, in Rio Grande municipality (Rio Grande
do Sul state, RS). There is also a western registry in Arambaré, RS, occurring in
the intern coastline of Patos Lagoon (Bernardo-Silva et al. 2012).

This species habitat’s restricted dunes environment with little vegetation
cover of predominantly small species along the seacoast (Kwet et al. 2005).
Recently ecological niche modelling showed its habitat is very restrictive, with high
suitability only on coastal plain, and review new localities for the species
(Bernardo-Silva et al. 2012). Little is known about the biology, ecology and
population fluctuations in this species and it is believed that populations’ sizes
have been in decrease (Haddad 2008; Garcia and Vinciprova 2003).
Melanophryniscus dorsalis is considered as vulnerable in the Red List of the
International Union for Conservation of Nature as also in the Red Book of Brazilian
Endangered Fauna due to habitat loss and distribution’s fragmentation (IUCN
2013; Haddad 2008). The distribution range is greatly affected by anthropic activity
and the lack of knowledge towards this species is of high concern (Haddad 2008).
The objective of this study was to assess genetic diversity and structure of M.
dorsalis, using microsatellite markers, in order to evaluate current populations’

status and promote species conservation.

Material and Methods
Sampling and Genotyping

Specimens were collected along species distribution, on 10 different
localities (table 1; figure 1), between the years of 2009-2011, in southern Brazil
coastal plain. In order to test great water channels as barriers for M. dorsalis, we
collected individuals on either sides of each inlet with distances between
populations ranging from 5 to 10 km. The barriers analyzed were Laguna’s Inlet,
with approximately 250m of distance from shores, constituted of sea water. This
first water corpse physically separates GRO and IPU populations, in the north of
species distribution. Following south, the next barrier tested was Ararangua River,
ranging 150 to 200 meters from riverbanks and separating ILH and CON. Lastly,
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the Mampituba River is between PAT and GUA localities, with 100 to 150m wide
(figure 1). Individuals collected were conserved in 100% ethanol.

Total DNA was extracted of liver or muscle tissue from 80 samples using
Doyle and Doyle (1987) method. Sample DNA concentrations were measured in
NanoDrop® 1000 (Uniscience), diluted into aliquots of 10ng/ul, and were stored at
-20°C. It was used 9 polymorphic loci of microsatellite to conduct the study:
Medol, Medo2, Medo3, Medo4, Medo5, Medo6, Medo7, Medo8 and Medo9
described by Medeiros et al. (in prep). Polymerase chain reactions (PCRs) were
performed following Schuelke (2000) method, using M13 primer labelled with a
fluorescent dye at the 5-end and a forward primer tailed with a M13 sequence.
The PCR mix contained 40ng of DNA, 1x PCR buffer, 4mM MgCl,, 8pmol of each
reverse and M13 primer and 2pmol of the forward primer, 0.4mM of dNTP, 1U of
Tag DNA polymerase (Ludwig Biotec), in a total reaction volume of 20uL. The
reactions were made with one pair of primers at a time, following Medeiros et al.
(in prep). PCR’s products were combined when having different fluorescent dyes
and sizes, genotyped in ABI 3100 (Applied Biosystems) at Macrogen Inc. and
scored using Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems). PCRs of samples were
carried out as many times as needed and double-checked in order to obtain
reliable allele scorings.

Data analyses

The loci were verified for scoring errors and null alleles with Micro-Checker
v2.2.3 (vanOosterhout et al. 2004) with a 95% confidence interval and 1000
replicates. Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005) was used to analyze genetic
diversity, test for Hardy-Weinberg equilibrium with 10,000 steps in Monte Carlo
Markov Chain (MCMC) and 1,000 dememorization steps and linkage
disequilibrium with 10,000 permutations. The same program was also used to
calculate genetic diversity, pairwise Fst and Rst with 10,000 permutations for each
test. Significant levels of HWE, LD and pairwise Fst and Rst were adjusted with a
strict Bonferroni correction considering multiple simultaneous comparisons (Rice

1989). We estimated number of migrants (Nm) in Genepop v4.2 (Rousset 2008). A
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Mantel test, with 1,000 replicates, and an autocorrelation analysis, with 5,000
random replicates and five to eight distance classes applied, were performed in
Arlequin and Alleles in Space v1.0 (Miller 2005) respectively, to verify for isolation
by distance.

Population reduction size was tested on Bottleneck v1.2.02 (Cornuet and
Luikart 1996) for three populations (CON, ARA, MAR) that have more than 10
individuals, with 1,000 replications under stepwise mutation (SMM) (Kimura and
Ohta, 1978) and two-phase mutation (TPM) (Di Rienzo et al. 1994) models of
microsatellite evolution. For the TPM model, we set parameters in default at 70%
single step mutations. One-tailed Wilcoxon tests were used to determine the
significance of heterozygosity excess or deficiency for each population, since it
was the most powerful analysis for our data (few loci and individuals).

We used two Bayesian approaches to analyze genetic structure and
cluster assignment among samples with and without spatial data. Structure v2.3.4
(Pritchard et al. 2000) was defined with ten independent runs for each K, ranging
from 1 to 10 with 10° iterations for MCMC and 5.10° iterations for burn-in,
assuming the admixture model and independent allele frequency. We set runs with
the LOCPRIOR model, which incorporates putative population information. This
model allows a better performance where there are too few loci or individuals, or
not enough divergence (Hubisz et al. 2009). We also made a second run with
same parameters as above but no population information a priori to confirm the
results. To infer the best number of clusters (K) for the data, methodologies from
Pritchard (2000), considering the highest mean value of estimated logarithm of
probability [LnPr(X/K)] and lowest standard deviation (SD), and Evanno et al.
(2005), considering the highest value of delta K, were evaluated, using Structure
Harvester (Dent and vonHoldt 2012). Replicates generated were combined with
Clumpp v1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg 2007) and graphs of assignment
probability, built in Distruct v1.1 (Rosenberg 2004).

Geneland v3.2.4 (Guillot et al. 2008) analysis included the geographic
coordinates for each site. We made a first run to infer the appropriate number of
clusters (K), with 10° iterations of MCMC saving every 100 iteration, uncorrelated

allele frequencies, presence of null alleles as true and uncertainty of spatial
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coordinates at 200m, considering the low locomotion capacity of these small
toads. For confirming the best number of clusters, we did ten more independent
runs with the same parameters and K fixed at the value inferred at the beginning.
Posterior probability was computed using a burn-in of 2,000 iterations, and pixels
were defined in 100 for X and Y axes. The best run was chosen by the highest
value of posterior probability.

Analyses of molecular variance (AMOVA) were performed in Arlequin at
individual level, calculated F;s to each population with 10,000 permutations and
tested populations’ differentiation with no priori groups defined. We also set two
hypothesized scenarios of subdivision. The first group division was set considering
higher distances as dividers between populations, forming 5 groups
(GRO/FSM/IPU x ILH/CON x PAT/GUA/ITA x ARA x MAR). The second was
generated according to hypothesized natural barriers for gene flow. We
considered Laguna’s inlet, Ararangua River, Mampituba River (as shown in figure
1) and distance for the two southern localities as the barriers, dividing populations
into 6 groups (GRO x IPU/FSM/ILH x CON/PAT x GUA/ITA x ARA x MAR).

Results

The total number of alleles per locus ranged from 4 to 15, and from 1 to 10
per locus per locality. GRO showed one monomorphic locus (Medo9). Mean
number of alleles and mean observed and expected heterozygosity are shown in
table 1. All loci presented no scoring errors when checked with Micro-checker, and
no LD was observed for the 9 loci in all populations (P>0.001 after Bonferroni
correction). However, evidence of null alleles was observed for GRO (Medo2), IPU
(Medo6), ILH (Medo6), CON (Medo8), ARA (Medol and Medo3) and MAR
(Medo2). The same loci that presented null alleles evidence also showed
departures from HWE (table 1). Given the inconsistent pattern of null allele
detection among loci, none were excluded for subsequent analyses. When
analyzing inbreeding coefficient (Fs) for each population we found moderate and
significant results for GRO, IPU, FSM, ILH, CON and ARA. The results for

pairwise Fst showed moderate and significant differentiation for almost all
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comparisons for GRO, FSM, ARA and MAR (table 2). The southernmost
population (MAR) showed the greatest values of Fst. GRO x IPU, between where
Laguna’s inlet is located, showed moderate Fst (0.1246). ILH x CON and PAT x
GUA, also evaluated for water channels as barriers, were non-significant. Rsrt
pairwise results were non-significant with the exception of ARA x MAR
comparison, with a Rst similar to the one found in Fst. Estimation for the number
of migrants gave a value of 1.937 after correction for size.

The Mantel (r=0.6254, p<0.001) and spatial autocorrelation analyses
(figure 2) showed a positive significant correlation between genetic and
geographical distances. The autocorrelation analysis indicated that genetic
distance increase with geographical distance until approximately 100 km, when
the maximum genetic differentiation is reached.

For the three populations tested for bottlenecks, ARA showed allele
frequencies under the L-shaped distribution and non-significant p value for the
Wilcoxon sign rank test in both SMM and TPM models. Although CON population
showed non-significant results for Wilcoxon’s test, there was a shifted mode
distribution for allele frequencies expected under no population constraint.
Considering the southern population, MAR, the L-shape allele frequency was
observed, but Wilcoxon sign rank test under TPM model was significant for
heterozygosity excess.

The results from the program Structure suggested an ideal K as 4 by the
highest mean LnPd value (figure 3A) and K=3 when analyzed by the delta K
method (figure 3B), with and without population information a priori. Considering
the number of clusters of 3, populations from the north (IPU, FSM, ILH, CON, PAT
and GUA) grouped in a cluster and ITA clustered with ARA. The population of
MAR, in the extreme south of distribution, appeared as an isolated cluster. Only
GRO and GUA showed mixed ancestry, with less than 0.700 of probability to
belong to one of the three clusters (figure 3C). While k=4, both ARA and MAR
populations formed isolated clusters (clusters 2 and 3 respectively, table 3). At the
north of distribution, populations can be divided into two other clusters of GUA and
CON (cluster 1), and IPU and FSM (cluster 4). Four populations, GRO, ILH, PAT
and ITA, showed mixed ancestry (table 3, figure 3D).
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When adding geographical information of populations on the clustering

approach, Geneland also gave the most likely number of clusters as K=4 (figure
4A). When we set a fixed K at 4, however, the 10 localities sampled were assigned
into three clusters, and the fourth was a “ghost cluster”, with no sampling site
belonging to it. According to Guillot et al. (2005) this “ghost clusters” may appear
due to departures of the data from modelling assumptions or a lack of MCMC
mixing. These spurious populations might just be ignored and focus can be
restricted to modal populations. The clusters retrieved by this analysis consisted of
a first one reuniting the northern populations of GRO, IPU, FSM, ILH, CON, PAT
and GUA. The second grouped ITA and ARA sites and the third cluster comprised
MAR population, southern distribution (figure 4B), the same clusters recovered by
Structure analysis of k=3.
AMOVA results at individual level showed 70.07% of genetic variation being within
population, while 11.55% is explained among populations and 18.38% among
individual within populations, giving significant values of Fir = 0.30, Fst = 0.12 and
Fis = 0.21 (p<0.0001), while variability among all populations without groups
defined was 12.81% (Fst = 0.13, p<0.0001). Considering AMOVA analyses to test
for populations subdivisions, the main genetic diversity observed is found inside
populations, among individuals in both subdivision analyses (~87%). The two tests
showed significant results for the groups tested and the six groups set, with water
channels as barriers presented the highest percentage explaining genetic
variability (Fct = 0.10; p<0.001; table 4).

Discussion

Understand genetic diversity is an important toll to drive in conservation
efforts, even more important in endangered species. The habitat of M. dorsalis is
highly impacted by human activity and therefore may bring a risk for genetic
status. Fragmentation and habitat loss has great impact on biodiversity (Fahrig
2003). This could lead to a loss of variability, high levels of inbreeding and
consequently a less adaptability to environmental changes. Increased inbreeding

showed to be related to increased larval mortality in Hyla arborea and is less sever
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in populations more conserved (Andersen et al. 2004). Therefore, the similar
values of inbreeding found in this study with the ones in Andersen et al. (2004)
could be a disadvantage for genetic status of the species, especially in disturbed
habitat populations and require attention on future procedures in species
management. Even though, these inbreeding values could be due to M. dorsalis
natural characteristics such as low dispersal, explosive breeding and small
population sizes. Short and explosive breeding seasons contribute to high
reproductive skew, reducing effective population sizes and potential inbreeding in
isolated populations (Dixo et al. 2009). Despite Fis values, all populations showed
high and similar allelic diversity with expected heterozygosity ranging between
0.6108-0.7333. Although a significant result for bottleneck was found under TPM
for MAR, the same was not observed for SMM or allele frequencies. This might
have occurred because this particular population is located on an island and is
more prone to population size fluctuations and genetic drift. The other two
populations tested for bottleneck showed no sign of reduction sizes. Despite that,
M. dorsalis habitat is continually being degraded due to urbanization. There are
places with historic registries for the species occurrence that specimens are no
longer found, in Rio Grande do Sul state (Bernardo-Silva et al. 2012). That might
indicate a population reduction in these localities or even local extinction,
contributing to isolation of south populations from the northern distribution. These
localities have been suffering great anthropic influence in recent decades like
urbanization, human occupation, sand mining and construction of jetties (Esteves
et al. 2003).

Mantel and autocorrelation analyses showed a high correlation between
geographic distance and genetic differentiation, indicating isolation by distance
among populations, also verified by clustering in Bayesian analyses. Therefore,
gene flow occurs in a stepping stone mode, as expected for a linear distribution
and low vagility of M. dorsalis. Genetic distances increase within long distances
and populations are highly differentiated up to 100 km. Isolation by distance is
commonly found in amphibian species in different habitats (Monsen and Blouin
2004; Nair et al. 2012; Knopp and Merila 2009; Hale et al. 2012) and with other
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low vagility species in the same habitat and also with linear distribution (Lopes et
al 2013; Fernandez-Stolz 2007).

In our results, we could observe an influence of the water channels tested
as effective barriers through AMOVA analysis, which showed significant values of
Fst and Fcr (table 4). This was also verified for Bayesian assignment with the
program Structure, showing a break in structure on populations on each shore
(figure 3). Laguna’s Inlet might be considered a barrier for gene flow between the
upper north population (GRO) and the rest of M. dorsalis populations since,
besides inferences cited above, we could see significant moderate pairwise Fsrt
results (table 2). Its seawater and wide distance between shores might difficult
migrants exchange between localities and even contribute to limit species’
distribution to north, since niche modeling show high environmental suitability
beyond it (Bernardo-Silva et al. 2012). In the same way, Patos Lagoon inlet could
also represent a limiting factor to south distribution in the coastal plain, being
larger than Laguna’s Inlet. However, we could not test Patos Lagoon as a barrier
to gene flow since there are only two southern populations sampled with great
distances from any other. Ararangua and Mampituba Rivers presented a lesser
sign of barrier effectiveness in prevent gene flow between localities, with no
significant pairwise Fsr (table 2), or our low number of samples couldn’t detect its
sign through this analysis. We could see a tendency of decrease in barriers’
effectiveness according to distances between river banks, that is, populations
between smaller water channels have higher gene flow than those between bigger
inlets. Studies demonstrate rivers as effective barriers for amphibian populations
(Li et al. 2009; Alexandrino et al. 2000) and even large animals such as primates
(Arora et al. 2010; Eriksson et al. 2004). On the other hand, Buskirk (2012), in a
study conducted with two species of amphibians, showed that highways and roads
have significant impact on gene flow while rivers don’t, and urban habitats are the
most resistant landscape cover to movement. Although the results showed in this
study, there were no clear signs of rivers being effective barriers in mtDNA data for
the same samples as verified by Bernardo-Silva (2012). In fact, mtDNA presented
evidences of a recent expansion through neutrality tests and Bayesian skyline

analysis, starting around 0.5 Mya (Bernardo-Silva, 2012). This expansion is
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congruent to colonization of coastal plain in southern Brazil, which was formed
with successive transgression-regression events at the sea level during
quaternary, from 0.4 Mya to 5 Kya (Tomazelli and Willwock 2005). Mitochondrial
DNA usually reflect historical events, due to its lower effective population sizes,
while microsatellites are more variable and potentially homoplasic, and best used
to explain recent events. Moreover, transient river courses, particularly in river
mouths throughout coastal plain formation (Tomazelli and Wilwock 2000), might
have led to a lack or low signal of structure between populations surrounding
rivers in a more ancient history. Lopes et al. (2013) found similar results for a
subterranean rodent species, Ctenomys minutus, with microsatellite indicating
structuring congruent with the same hypothesized barriers, though not with
MtDNA.

Melanophryniscus dorsalis populations are structured throughout its
distribution and we recommend treating them as different management units
according to clusters formed and previous studies considering this species
(Bernardo-Silva et al. 2012; Bernardo-Silva 2012). Although M. dorsalis presented
a high genetic diversity in all populations, moderate Fst and isolation by distance
indicate there is not much gene flow occurring between localities. Increasing
fragmentation caused by habitat loss in a low dispersal species will lead to
populations isolation and genetic drift will act independently in each one of them
(Luoy et al. 2007), being more susceptible to local extinctions. As suggested by
Bernardo-Silva et al. (2012), we also recommend the creation of more
conservation units within M. dorsalis range. There are only two units comprising
the species (Guarita and Itapeva State Park), both located in Torres municipality,
RS. In SC state, there is Baleia Franca APA, near Morro dos Conventos locality, in
Ararangud, although only marine species are within its protected area. This is a
central locality in northern distribution and could be important for conservation of
nearby northern populations, facilitating gene flow. The results generated in this
study could aid the adoption of conservation measures not only for M. dorsalis, but
also benefiting other threatened species such as the subterranean rodent
Ctenomys flamarioni and lizard Liolaemus occipitalis (IUCN 2013) which occur in a

similar range distribution.
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Table 1. Localities sampled, respective abbreviation of the populations and number of individuals collected in each site. Microsatellite diversity are shown with
mean values of alleles (A), observed (Ho) and expected (He) heterozygosity as also departures from Hardy-Weinberg equilibrium (HWED - after Bonferroni

correction) and inbreeding coefficient (Fs) for all populations.

Location Population n A Ho He HWED Fis

Mar Grosso , Laguna (SC) GRO 6 5.00 0.5625 0.7102 Medo2 0.22414*
Ipud, Laguna (SC) IPU 8 456 0.4722 0.6741 Medo6 0.31412*
Farol de Santa Marta, Laguna (SC) FSM 9 411 0.4938 0.6108 - 0.20100*
llhas, Ararangud (SC) ILH 4 3.89 0.5278 0.7024 Medo6 0.27848
Morro dos Conventos, Ararangué (SC) CON 10 5.67 0.5556 0.6883 Medo8 0.20142*
Passo de Torres (SC) PAT 3 3.44 0.5185 0.7037 - 0.30864
Guarita, Torres (RS) GUA 5 4.11 0.6444 0.7284 - 0.12782
Itapeva, Torres (RS) ITA 3 3.33 0.5556 0.7333 - 0.28571
Arambaré (RS) ARA 20 644 05360 0.6920 ':(';‘3213; 0.23095*
Ilha dos Marinheiros, Rio Grande (RS) MAR 15 4.67 0.5852 0.6508 Medo2 0.10409

*significant values after Bonferroni correction (p<0.006)



Table 2: Pairwise Fst (under diagonal) and Rsr(above diagonal) among populations. Significant values after Bonferroni correction are in bold.

cor RST GRO IPU FSM ILH CON PAT GUA ITA ARA MAR

GRO - 0.01098 0.03812 -0.06588  -0.02604  0.10099  0.00824  -0.12250  0.13156 0.04792
IPU 0.12460 - -0.04173  -0.01273  0.01107 0.15602  0.09948  -0.04557  0.08375 0.06491
FSM 0.12591  0.01393 - 0.02485 0.06741 0.20665  0.14531  -0.02124  0.10719 0.09544
ILH 0.14454  0.04633  0.07748 - -0.02866  0.12415  0.02638  -0.11914  0.10388 0.11453
CON 0.09917  0.07091  0.10314  0.07901 - 0.04096  -0.00152 -0.04370  0.16030 0.04365
PAT 0.12499  0.05641  0.10548  0.05390 0.05123 - -0.03510  0.11028  0.28851 0.05556
GUA 0.13284  0.08822  0.12999  0.07303 0.02985 0.03443 - 0.00596  0.27124 0.06448
ITA 0.10006  0.15334  0.16504  0.10999 0.09410 0.09062  0.00361 - 0.04155 0.04038
ARA 0.11634  0.14876  0.12383  0.12539 0.12466 0.14344  0.12280  0.03604 - 0.19178
MAR 0.17458  0.16041  0.20132  0.14330 0.15534 0.15029  0.12673  0.13942  0.18850 -
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Table 3.Probability for the 10 localities sampled to belong to each cluster when K=4 inferred by

the program Structure.

Inferred Clusters

Given Pop 1 5 3 4
1-GRO 0.056 0.361 0.024 0.559
2-1PU 0.061 0.009 0.014 0.916
3-FSM 0.011 0.023 0.004 0.962
4—-ILH 0.302 0.042 0.123 0.533
5-CON 0.816 0.031 0.012 0.141
6 — PAT 0.544 0.035 0.027 0.394
7 -GUA 0.817 0.034 0.070 0.079
8 -ITA 0.398 0.554 0.023 0.025
9-ARA 0.013 0.966 0.006 0.015
10 - MAR 0.008 0.004 0.977 0.011

Table 4. AMOVA comparisons for two different hypothetical subdivisions, considering distances

as separators, and hypothetical barriers to gene flow.

o _ Barriers
Source of variation Distances _
and distances

Among Groups (FCT) 6.78% (0.07*) 10.16% (0.10**)
Among populations
o 6.57% (0.07**) 3.24% (0.04)
within groups (FSC)
Within populations

86.65% (0.13*)  86.60% (0.13**)
(FST)

*p<0.01
+p<0.001
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Figure 1. Map of coastal line from Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, southern
Brazil, and sampling locations throughout species distribution. Possible barriers indicated on
map from north to south are: Laguna’s Inlet, Ararangua and Mampituba River.
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Figure 3. Best K inferred by the highest mean value of probability (A) and best K considering
Delta K (B). Population structure across distribution, ordered from north to south when k=3 (C),
and K=4 (B) with population information a priori. Triangles indicate, from left to right: Laguna’s
Inlet, Ararangu& River and Mampituba River.
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DISCUSSAO GERAL

Neste estudo foi verificada a variabilidade e estruturacdo genética de
populacdes de Melanophryniscus dorsalis. Para isso este trabalho foi dividido
em dois capitulos. O primeiro tratou do desenvolvimento de marcadores de
microssatélites e descricdo de primers que permitissem a aplicagdo nas
populacbes da espécie. O segundo, entdo, tratou do uso dos marcadores
desenvolvidos no primeiro capitulo em amostras de M. dorsalis presentes no
Laboratério de Citogenética e Evolucédo (UFRGS).

Os dados obtidos foram apresentados e discutidos de forma
independente em cada um dos capitulos apresentados e a seguir serao
mostrados o0s principais pontos discutidos ao longo do trabalho.

Nove, dos vinte e sete loci encontrados apresentaram amplificacéo
reprodutivel, confidvel e se mostraram polimorficos, ou seja, com mais de um
alelo presente nas amostras. Para a descricdo da variabilidade dos
microssatélites encontrados, foram utilizadas duas populacdes que
apresentavam o maior numero amostral: Arambaré (20) e Ilha dos Marinheiros
(15). Trés loci, dois em Arambaré e um em llha dos Marinheiros apresentaram
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e a presenca de alelos nulos. Como o
padrdo nao foi verificado nas duas populacdes para o0 mesmo locus e em
outras populacdes posteriormente analisadas, esse desvio pode ter sido
causado por um viés na amostragem, uma populacdo efetiva pequena das
localidades avaliadas e efeitos da deriva genética nas populacdes. Essa
espécie tem por habito a reproducdo explosiva apds grandes precipitacdes,
onde muitos individuos se juntam em pocas temporarias ou nas margens de
lagoas (Kwet et al., 2005). No caso especifico de Arambaré, os individuos
foram coletados num desses momentos de reproducao explosiva, podendo ter
levado migrantes de diferentes populacdes proximas para a mesma poca
d’agua, ocasionando um possivel efeito Wahlund.

No segundo capitulo, os nove microssatélites desenvolvidos foram
aplicados em dez populacdes, localizadas principalmente no norte da
distribuicdo da espécie, no estado de Santa Catarina e municipio de Torres.
Além desta dltima, mais duas localidades do Rio Grande do sul foram

representadas neste trabalho. Arambaré, na costa interna da Lagoa dos Patos,
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e llha dos Marinheiros, na foz da Lagoa dos Patos, extremo sul da distribuicao.
E importante ressaltar a falta de amostragem ao longo do litoral do Rio Grande
do Sul. Atualmente, h& apenas registros histéricos na maior parte dessa regiao,
que é altamente impactada pela atividade humana. Acredita-se que essa
espécie tenha sofrido grandes declinios populacionais e/ou extin¢cdes locais,
principalmente no litoral norte do RS. Como levantado por Bernardo-Silva et al.
(2012) a falta de registros recentes nesta localidade, no entanto, ndo invalida a
presenca da espécie, pois a localizacdo de individuos é dificil, sendo mais
facilmente avistados durante chuvas intensas onde ocorre a explosao
reprodutiva.

Assim como no primeiro capitulo, alguns loci se encontraram fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg, e igualmente a presenca de alelos nulos.
Novamente, por se tratar de locus diferente para cada populacédo, a falta de
equilibrio se deve aos mesmos motivos creditados anteriormente. Amostragem
insuficiente, populagbes pequenas, efeito de deriva, comportamento de
reproducdo explosiva, acasalamento n&o panmitico, levando a um néo
cumprimento das premissas estabelecidas no teste.

A diversidade genética, demonstrada pela heterozigosidade observada
média foi alta. As localidades apresentaram um fluxo génico moderado entre si,
e um nuamero aproximado de 2 migrantes entre as populacdes. As andlises
bayesianas demonstraram uma estruturacdo das populacdes e o teste de
mantel mostrou uma correlacdo significativa entre as distancias genética e
geografica, indicando um isolamento por distancia para a espécie. A analise de
autocorrelacdo espacial também indicou uma correlagcdo positiva entre
distancia genética e geogréafica até aproximadamente 100 km, quando o
méaximo de diferenciacdo genética é atingido. Este isolamento € concordante
com a baixa dispersédo encontrada na maioria das espécies de anfibios (Green
e Smith, 2005). O tamanho diminuto dos individuos dessa espécie (1-2 cm)
tende a colaborar com a baixa disperséo, e a distribuicdo linear de M. dorsalis
facilita o fluxo génico entre localidades proximas, se tornando mais fraco a
medida que elas se tornam mais distantes. Isolamento por distancia também foi
observado em espécies de roedores subterraneos com distribuicdo similar e
linear como Ctenomys minutus e C. flamarioni (Lopes et al., 2013; Fernandez-

Stolz, 2007), bem como em outras espécies de anfibios em diferentes habitats
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(Monsen e Blouin, 2004; Nair et al., 2012; Knopp e Merila, 2009; Hale et al.,
2012).

Durante o segundo capitulo, também foi proposta a avaliagéo de rios e
canais de agua como possiveis barreiras ao fluxo génico. Individuos de M.
dorsalis sdo observados nadando em pocas e pequenos lagos, onde se
reproduzem, porém ndo se sabe se tal comportamento também acontece em
rios, onde ha maior fluxo e correnteza, bem como uma mistura de aguas doce
e marinha nas respectivas fozes. Para isso, foram coletadas amostras distantes
de 5-10 km entre si, de cada lado da margem no Canal de Laguna, na cidade
de Laguna, e dos Rios Ararangud e Mampituba (em Ararangud e Torres,
respectivamente). Cada corpo d’agua testado apresenta uma largura diferente,
desde 250 m de distancia entre as margens no Canal de Laguna, até 100 a 150
m no Rio Mampituba.

Através da andlise de AMOVA foi possivel observar uma estruturacao
das populacdes influenciadas pelos rios e canal testados, com valor
significativo de Fcr. Uma leve quebra nos clusters formados no programa
Structure também possibilitou observar a atuagdo dos corpos d’agua.
Aparentemente, a barreira que se mostrou mais efetiva em limitar o fluxo
génico foi o Canal de Laguna, no extremo da distribuicdo norte da espécie. O
gue demonstra que a simples presenca de um canal pode nao ser limitante
para o fluxo de individuos, porém a partir de certa distancia entre margens o
canal se torna uma barreira. O Canal de Laguna faz a conexdo do maior
complexo lagunar de Santa Catarina com o mar, e tem distancia média entre as
margens de 250 m. Por se tratar de uma laguna, a agua encontrada neste
canal apresenta uma variacdo na salinidade de acordo com o aporte de agua
marinha e doce provinda dos rios para dentro das lagoas. A eficiéncia da
barreira também pode ser verificada através dos valores moderados e
significativos de Fst encontrados entre a populacdo de Mar Grosso (GRO) e
demais populagdes ao sul do canal.

Para os rios analisados, nao foi possivel observar valores significativos
de Fst quando comparadas populacbes em cada lado das margens,
possivelmente pela baixa amostragem das populacdes. Como 0s rios tem
distancia menor (150 a 200 m de largura para o Rio Ararangua e 100 a 150 m

para o Rio Mampituba), a estruturacdo observada no resultado do Structure
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também se mostra menor, quando k=4. Estes resultados mostram uma
tendéncia da influéncia do tamanho da largura do rio na limitagdo do fluxo
génico. Quanto maior a distancia entre as margens, menor o fluxo génico.
Alguns estudos demonstraram a eficiéncia nos rios como barreiras ao fluxo
génico para anfibios (Alexandrino et al., 2000; Li et al., 2009), enquanto que
outros estudos também demonstraram a efetividade dos rios para diferenciacéo
populacional em organismos maiores, tais como primatas (Eriksson et al.,
2004; Arora et al.,, 2010). Mesmo assim, Buskirk (2012) realizou um estudo
demonstrando que rios ndo alteram significativamente o fluxo génico em duas
espécies de anfibios, enquanto que, estradas sim. Apesar de este estudo
demonstrar certa estruturacdo causada pelas barreiras aqui analisadas, o
mesmo ndo foi observado para o este grupo amostral quando analisado por
marcadores mitocondriais (Bernardo-Silva, 2012). De fato, o DNA mitocondrial
apresentou evidéncias de uma expansdo recente através de testes de
neutralidades e andlise bayesiana de “skyline”, no qual demonstrou que esta
expansao teve inicio por volta de 0,5 milhdo de anos atras (Bernardo-Silva,
2012). Esse inicio de expansdo mostra uma relacdo com o inicio da formacéao
da planicie costeira, que ocorreu a partir de 400 mil anos até 5 mil anos atras,
através de eventos de transgressao-regressdo do nivel do mar (Tomazelli e
Willwock, 2005). Lopes et al. (2013) acharam resultados similares para a
espécie de roedor subterrdneo C. minutus, com microssatélites indicando
estruturagdo de acordo com barreiras como rios, paleocanais e
descontinuidades de habitat, enquanto que o DNA mitocondrial contou uma
histéria e um compartilhamento de haplétipos diferentes, na mesma regiao de
ocorréncia do M. dorsalis. O DNA mitocondrial costuma refletir eventos
histéricos devido ao niumero populacional efetivo ser mais baixo, enquanto que,
microssatélites sdo mais variaveis e mais propensos a homoplasias, e
melhores para explicar eventos recentes. Ademais, a mudanga nos cursos dos
rios Ararangua e Mampituba no passado (Tomazelli e Willwock, 2000), pode ter
levado a auséncia de sinal de barreiras no DNA mitocondrial, permitindo que as
populacdes analisadas permanecessem do lado da mesma margem,
separando-as apenas recentemente. Os canais de Laguna e da Lagoa dos
Patos (n&o analisado neste estudo), bem como a foz do Rio Mampituba,

tiveram suas margens fixadas por agdo humana nas Uultimas décadas.
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Representantes politicos locais também discutem a fixacdo da foz do Rio
Ararangud. Sendo assim, o sinal de tais barreiras pode aumentar ao longo das
geracdes, com 0 menor contato entre as populacdes, menor fluxo génico e a
deriva atuando independentemente em cada lado dos rios e/ou canais.

Apesar das populagdes de M. dorsalis terem mostrado uma diversidade
alta, as populacbes de Mar Grosso, Ipua, Farol de Santa Marta, Morro dos
Conventos e Arambaré apresentaram valores significativos de Fis, ou seja, um
indicativo de ocorréncia de endogamia. As demais populacdes néo
apresentaram valores significativos de F;s, porém estes valores foram proximos
do limite de significancia. A alta endogamia pode levar ao aumento da
mortalidade de larvas e seus efeitos sdo menos severos em ambientes
conservados (Andersen et al.,, 2004). Portanto, os valores similares de
endogamia encontrados neste estudo com os de Andersen et al. (2004) pode
representar uma desvantagem para as populacdes, principalmente aquelas que
se encontram em ambientes alterados. Mesmo assim, é importante ressaltar
gue estes valores de endogamia podem ser um carater préprio da espécie.
Reproducdo explosiva em periodos curtos podem causar uma distorcao,
através da reducédo da populacdo efetiva e endogamia em populacdes isoladas
(Dixo et al., 2009).

Mesmo com uma alta endogamia e um habitat bastante fragmentado,
as trés populacles testadas para gargalos de garrafa ndo mostraram valores
significativos nos testes, com excecdo da populagcéo de Ilha dos Marinheiros,
que apresentou excesso de heterozigosidade apenas no modelo TPM (two-
phase mutation model). Essa populacdo encontra-se numa ilha e, portanto,
possui certo isolamento de demais populacdes vizinhas, sendo mais suscetivel
a efeitos da deriva e flutuagcdes populacionais e/ou um efeito fundador.

E importante destacar que, mesmo as popula¢des ndo mostrando um
gargalo de garrafa, o habitat vem sendo continuamente degradado devido a
urbanizacdo e ocupacdo humana (Esteves et al., 2003), principalmente no
litoral norte do RS. Esses fatores podem levar a um isolamento das populacdes
e aumentar o risco de extingdes locais. Em regides do RS, sO ha registros
histdricos da espécie e acredita-se que nessas regides, houve uma reducao
populacional, ou até mesmo extingdo local da espécie. Isso favoreceria ainda

mais ao isolamento das populagdes do sul.
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Pela estruturagcdo das populagbes ao longo da distribuicdo de M.
dorsalis, € recomendavel que elas sejam tratadas como diferentes unidades de
manejo de acordo com os agrupamentos formados nas analises bayesianas,
levando também em consideragdo estudos anteriores (Bernardo-Silva et al.,
2012; Bernardo-Silva, 2012). Como ja sugerido por Bernardo-Silva et al. (2012)
€ importante a criacdo de mais unidades de conservacdo ao longo da
distribuicdo da espécie. Atualmente, ha apenas dois parques estaduais no Rio
Grande do Sul que englobam a area de ocorréncia de M. dorsalis, sendo eles o
Parque Estadual de Itapeva e da Guarita, ambos localizados no municipio de
Torres. A criacdo de mais areas de preservacdo em diferentes pontos da
distribuicdo facilitaria a conservacdo da espécie e o fluxo génico entre
populacdes, evitando o isolamento destas e um aumento na endogamia,
levando aos problemas ja comentados anteriormente. No estado de SC existe
a Area de Preservacdo Ambiental Baleia Franca, mas esta abrange apenas
espécies marinhas. Como discutido no capitulo Il, bem como por Bernardo-
Silva et al. (2012), Morro dos Conventos seria uma area propicia para a criagao
de uma nova unidade de conservacao pela adequabilidade ambiental para a
espécie. Do ponto de vista genético, esta area esta no centro da distribuicdo da
espécie em Santa Catarina e, portanto, seria importante para o continuo fluxo
génico destas populacfes. As medidas conservacionistas geradas a partir de
informacdes presentes neste trabalho ndo beneficiariam apenas a espécie aqui
estudada, mas também outras igualmente ameacgadas que partilham
distribuicdo semelhante como o tuco-tuco das dunas, C. flamarioni e o

lagartinho das dunas, Liolaemus occipitalis (IUCN 2013).
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