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GLOSARIO DE TERMINOLOGIA

Término Definicion

ADN El acido desoxirribonucleico, es un acido nucleico que contiene las
instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento
de todoslos organismos vivosy algunos virus.

Auyantepui Es el tepui mé_ls grande, famosoy \{is’itado de Vo_ar_le_zuela. Ubicado
en laparroquia Santa Elena de Uairén del Municipio Gran Sabana
del estado Bolivar, dentro del Parque Nacional Canaima.

Cariotipo Es el conjunto completo de los cromosomas de unindividuo.

Es como se denominaenlacladisticaacadaunadelas

Clado ramificaciones que se obtiene después de hacer un Unico corte en
el arbol filogenético.

Cluster Es el conjunto o grupo de cosas similares posicionadas o que

ocurrende maneracercanaentre si.

Coancestria

Es la probabilidad de quedos genes tomados al azar del mismo
locus de dosindividuos, también tomados al azar de la poblacion,
sean idénticos por descendencia.

Compoplot

Es la probabilidad de asignacién grupal de individuos a varios
grupos.

Efecto Wahlund

Es la reduccion en la heterocigosidad causada porla estructura de
unasubpoblacion.

Eigenvalues

También llamados vectores propios, eigenvectores o
autovectores. Sonlos vectores no nulos que, cuando son
transformados por el operador, dan lugar a un multiplo escalar de
simismos, conlo gue no cambian su direccién.

Especiescripticas

Especie diferente que muestra poca o ninguna diferenciacion
morfolégicay por lotanto es dificil de distinguir.

Filogenia

Origen, formaciény desarrollo evolutivo general de una especie
bioldgica.

Genetic admixture

También llamada mezcla genética. Es la generacion de unanueva
poblacion hibrida mediante la mezcla de dos o mas poblaciones
ancestrales que habian estado previamente aisladas.

Heterocigosidad

Numero de individuos heterocigotos para un locus divididoentre el
numero total de individuos de |la muestra.

Es la cruzaentre individuos de dos poblaciones o gruposde

Hibridacion poblacionesdiferenciados entre si en uno o mas caracteres
heredables.
En taxonomia, un holotipo es un ejemplar fisico Unico de un
Holotipo organismo, que se sabe que se us6 cuando la especie se

describié formalmente.

indicedefijacion

Es unamedidadeladiferenciacion de lapoblacion debidoala
estructura genética.

Island hopping

Es el cruce mediante unaserie de viajes mas cortos entre islas, a
diferenciade un solo viaje directo al destino.

Es unasecuenciade especies que forman unalineadirectade

Linaje descendencia, siendo cada nueva especie el resultado directo de
laevolucién desde una especie ancestralinmediata.

Es el lugar especifico del cromosoma donde esta localizado un

Locus gen uotrasecuenciade ADN, como su direccion genética. El
plural delocus es "loci".

Marcador Es unamolécula contenida dentro de una muestratomada de un

molecular organismo u otra materia.

En filogenia, un grupo es monofilético si todos los organismos

Monofilético incluidos en él han evolucionado a partirde una poblacién
ancestralcomun, y todos los descendientes de ese ancestro estan
incluidos en el grupo.

Morfotipo En taxor_lomia, se llama morfotipo al grupode organismos que no
puede diferenciarse a simplevista o con herramientas sencillas,
como unalupade mano,en sus taxones respectivos.

] En taxonomia, un paratipo es cadauno de los ejemplaresde la

Paratipo serietipoquenoes niel holotipo niel isotipo, niunodelos
sintipos si en el protolo se designaron simultaneamente d os 0 més
especimenes comotipos.

Potencialde Capacidad de una poblacion o especie desarrolle cambios a nivel

adaptacioén genético en los rasgos frente a cambios ambientales.
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Roraima

Es el tepui mas alto con 2810 msnm., considerado como el punto
méas alto delacadenade mesetas tepuisde lasierrade
Pacaraima, en Américadel Sur.

Sinapomorfias

Es el estado de caracterapomorfico cuando se presentaendos o
mas taxones.

ValordeK

K-means es un algoritmo declasificacion no supervisada
(clusterizacion) que agrupa objetos en k grupaos basandose en sus
caracteristicas. El agrupamiento se realiza minimizando lasuma
de distancias entre cada objeto y el centroide de sugrupoo
cluster.

Realizado por: Gallo, 2022.

GLOSARIO DE SIGLAS

Término Definicién
BIC Criterio de Inferencia Bayesiana.
DAPC Analisis Discriminante de Componentes Principales.
Fis Coeficiente de consanguineidad.
He Heterocigosidad esperada.
Ho Heterocigosidad observada.
NaN Notanumber.
PC Componente Principal.
PCA Anélisis de Componente Principal.
SNP Polimorfismo de nucledtido Unico (SNP) es una variante genémica
en laposicionde unabase Unicaen el ADN.

Realizado por: Gallo, 2022.
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RESUMEN

Los tepuis son grandes formaciones montafiosas cuyas cumbres se elevan desde los
1500-3000 m de altura. Son considerados como un laboratorio natural debido a los
enormes niveles de endemismos, sin embargo, el origen de la floray fauna ain es un
misterio. Gracias a la genética molecular que posee multiples aplicaciones en la biologia
de la conservacion, el uso y aplicacion de marcadores moleculares nos brinda
informacion mas precisa sobre los organismos, mientras entendemos el
comportamiento, la historia evolutiva, geogréafica y ecoldgica de la especie. El objetivo
de este trabajo fue examinar los patrones de divergencia y diversidad de las ranas
gladiadoras (Boana spp.) de la Gran Sabana venezolana, con ayuda de herramientas
omicas y en un gradiente altitudinal. Para el estudio contamos con un muestreo de 41
individuos con enfoque en Boana jimenezi a lo largo del gradiente altitudinal (tierras
bajas, medias y altas) y un total de 463 marcadores moleculares, resultado de una
secuenciacion de ADN asociada al sitio de restriccion de doble digestion (ddRADseq).
La estructura genética de la poblacion se estimé en R-Studio con ayuda de la paqueteria
adegenet y hierfstat para obtener la diversidad gendmica de las poblaciones utilizando
marcadores genéticos; la historia filogeografica de Boana se obtuvo a partir del
programa RAXML-NG para inferir un arbol de méxima verosimilitud con bootstraps. Los
andlisis revelaron que la poblacion de la cima del Auyantepui (El Oso) esta bastante
aislada de las poblaciones de tierras medias y bajas, mientras que la poblacion de B.
sibleszi resulto ser parte de la especie B. jimenezi.

Palabras clave: divergencia genética, diversidad genética, estructura poblacional,
mezcla genética, SNPs.
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ABSTRACT

The tepuis are large mountain formations whose summits rise from 1500-3000 m high.
They are considered a natural laboratory due to the enormous levels of endemism,
however, the origin of the flora and fauna is still a mystery. Thanks to molecular genetics,
which has multiple applications in conservation biology, the use and application of
molecular markers provides us with more precise information about organisms, which
aids in understanding behavioural, evolutionary, geographical and ecological history of
species. The objective of this work was to examine the divergence and diversity patterns
of gladiator tree frogs (Boana spp.) of The Great Savannah of Venezuela, with the help
of omics tools and in an altitudinal gradient. For the study, we had a sample of 41
individuals with focus on Boana jimenezi along the altitudinal gradient (low, middle and
high lands) and a total of 463 molecular markers, the result of a double-digest restriction
site-associated DNA sequencing (ddRAD-Seq). The genetic structure of the population
was estimated in R-Studio with the help of the adegenet and hierfstat packages to obtain
the genomic diversity of the populations using genetic markers; the phylogeographic
history of Boana was obtained using RAXML-NG to infer a maximum likelihood tree with
bootstrap support values. Analyses revealed that the population of the Auyantepui
summit (El Oso) is quite isolated from the mid and lowland populations, while the
population of B. sibleszi turned out to be part of the species B. jimenezi.

Keywords: genetic divergence, genetic diversity, population structure, admixture, SNPs.
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INTRODUCCION

El cambio climatico es una amenaza latente no solo para los seres humanos, sino
también para las especies y ecosistemas [1]. La pérdida de biodiversidad es rapida y
continua [2], amenaza los ecosistemas [3], provocando un desequilibrio producto de la
fragmentacion [4]. La conservacion de las especies depende, en gran parte, de la
variabilidad genética [5], lo que permite la evolucién de las especies debido a que, en
cada generacion, apenas una parte de la poblacion sobrevive y se reproduce

compartiendo caracteristicas particulares a su progenie [6].

Un lugar donde es posible estudiar el origen de los ecosistemas neotropicales y la
evolucion de la biota son los tepuis, una zona con alto potencial para la investigacion y
considerada como un laboratorio natural [7]; ideal para llevar a cabo analisis desde una
perspectiva ecoldgica, geografica y su relacion evolutiva. Los tepuis son formaciones
montafiosas con caracteristicas Unicas a causa de su aislamiento topogréafico [8], sus
cumbres se elevan desde los 1500-3000 metros de altura y cubren una superficie
aproximada de 5000 km?[9,10]; debido a su riqueza y composicién taxonémica general,
la definen como una unidad zoogeografica porque alberga gran diversidad y
endemismos [8,11-13].

La diversidad y endemismos de estas cumbres son producto de varios procesos
evolutivos y ecoldgicos [14], debido a que la mayoria de linajes y clados que se
encontraron solo existen en dicha &area [8]. Los tepuis de inmensas cumbres y
escarpadas laderas no son los Unicos que muestran una riqueza biol6gica singular. Las
tierras bajas adyacentes, las cuales se encuentran envueltas entre bosques y ligeras
formaciones herbaceas han demostrado tener una vida animal y vegetal rica y
diversificada [9]. Es posible que el tipo de vegetacion sea consecuencia de la mezcla
entre la compleja historia geoldgica y un patron de paisaje pedoldgico-geomorfoldgico
bien marcado en todos los niveles altitudinales [10].

Las exploraciones en los dUltimos treinta afios resultan ser importantes para el
descubrimiento de nuevas especies de reptiles y anfibios dentro del Escudo Guayanés
[14]. La herpetofauna de la Guayana parece estar vinculada a la heterogeneidad

espacial y al gradiente altitudinal. La variacion del patron ecoldgico es gradual y continuo



en ciertas areas, pero abrupto en otras, debido a los empinados acantilados
caracteristicos de algunos tepuis [15].

Gran cantidad de estas cumbres, particularmente en la region de la Gran Sabana donde
se halla la formacién rocosa Roraima, se encuentran aisladas topografica y
ecoldgicamente de sus pendientes, las condiciones ambientales distintas en &reas
adyacentes dan lugar a las populares islas del cielo [16]. Muchas de estas cumbres a
pesar de su aislamiento geografico inherente, poseen un alto numero de endemismos
de anfibios, las especies que habitan se cree son de amplia distribucion altitudinal,
encontrandose desde las tierras bajas/medias (~600-1000 m) hasta las cumbres de

estas formaciones (3000 m) [9].

Un ejemplo es la especie Boana jimenezi, la cual se ha reportado en mudltiples alturas
[17], desde la cima del Auyantepui hasta un bosque de galeria alo largo de un pequefio
arroyo [17]; posee cierta peculiaridad, es similar morfologicamente a B. punctata y
podria estar emparentado con B. sibleszi [18]. Boana jimenezi es una de las pocas
especies de amplia distribucién altitudinal, hasta el momento no se tiene conocimiento
de la conexién de estas poblaciones y qué factible seria que estos pequefios organismos
como las ranas puedan subir y bajar los tepuis con facilidad.

El género Boana fue reasignado junto a otras especies del género Hypsiboas en el afio
2017 luego de una revision de la familiaHylidae [18,19]. Comprende mas de 90 especies
[20], compuesta de ocho grupos sudamericanos [18]. Los individuos de este género son
conocidos como "ranas gladiadoras" las cuales son parte de un clado monofilético con

alto soporte filogenético [21], pero sin sinapomorfias morfologicas establecidas [18].

El uso y aplicacién de marcadores moleculares brinda informacion sobre componentes
primordiales de la conservacion como la historia evolutiva, demogréfica, ecologica y el
comportamiento de las especies [22]. Mediante técnicas moleculares es posible analizar
las posiciones que ocupan los genes a lo largo de un cromosoma (distintos loci) y como
éstas constituyen puntos de referencia dentro del genoma (marcadores moleculares)
[23]. EI SNP (por sus singlas en inglés: Single Nucleotide Polymorphism) o polimorfismo
de un solo nucleétido es un marcador molecular [24], con alto potencial para revelar la
historia evolutiva de las poblaciones y hacer andlisis de especiacion, demografia

histérica y de genética de la conservacion.



Para reconstruir la historia evolutiva, el origen y los impulsores de diversificacion de los
anfibios y reptiles de las tierras altas [25], asi como entender las amenazas que estos
puedan enfrentar a futuro, en este estudio se propone examinar los patrones de
divergencia y diversidad de las ranas gladiadoras (Boana spp.) de la Gran Sabana

venezolana, con ayuda de herramientas 6micas y en un gradiente altitudinal.

METODOS

Muestreo de individuos

Las colectas fueron realizadas por Patricia E. Salerno en junio del afio 2009 y junio de
2011 en la Gran Sabana venezolana dentro de la regibn geologica del Escudo
Guayanés. Se colectaron 49 individuos de ranas gladiadoras (Boana) de cuatro
especies distintas y una sin identificacion: B. jimenezi (N = 35), B. sibleszi (N = 6), B.
roraima (N =4), B. lemai (N =3) yB. sp (N=1) (ANEXO A).

El muestreo tuvo un enfoque en Boana jimenezi (Figura No.1). Las muestras fueron
colectadas en cinco distintas localidades: Chivaton, Kavanayen y La Escalera (tierras
bajas; 300 - 800 m), Guayaraca (tierras medias; 800 - 1500 m) y El Oso, cima del
Auyantepui (tierras altas; > 1500 m). A partir de los especimenes colectados, se extrajo
el ADN gendmico utilizando el kit de sangre y tejido Qiagen DNeasy (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, USA).
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Figura No.1: Localidad de las 35 muestras de Boana jimenezi recolectadas en la
Gran Sabana venezolana en el gradiente altitudinal.
Realizado por: Gallo, 2022.

El mapa fue creado con QGIS versién 3.10.8 [26]. Los colores de las localidades
fueron asignados de acuerdo a la ubicacidn de cada individuo muestreado, la gama
del color café corresponde a las localidades de la sabana (tierras bajas; 300 a 800
m), la gama del morado para la zona de la ladera (tierras medias; 800 a 1500 m) y
el color celeste para los que se encontraban en la cima (tierras altas; >1500 m).

Preparacion de la biblioteca ddRAD, secuenciacion y genotipado

Esta seccion fue previamente realizada por Patricia E. Salerno. Se siguié el método
ddRADseq [27] para construir bibliotecas de ADN de fragmentos cortos distribuidos a lo
largo del genomay se obtuvieron secuencias mediante un secuenciador lllumina HiSeq
2500 (extremo emparejado, quimica de 2 x 150 pb) [28].

Para genotipificar (generar y exportar los loci) las secuencias de ddRAD se utilizé el
programa STACKS [29]. Luego se utilizé el programa vcftools (en formato: ped y map)
para filtrar la matriz de SNPs y generar una nueva matriz con menor nimero de datos

faltantes.

Luego de los filtros, se retuvieron los loci presentes en mas de 75% de individuos, los
individuos con mas del 50% de loci genotipados, y finalmente se filtraron loci con
frecuenciaalélica menor de 0.02. Los SNPs comprendidos en la matriz filtrada contienen

463 marcadores y una matriz de 88% de datos completos. A pesar de que se colectaron
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muestras de 49 individuos (de base genémica), solo se retuvieron 41 genotipos debido

a una calidad de secuenciacion altamente variable entre individuos.
Visualizacion y edicién de SNPs

Para la visualizacion y edicién de matrices de SNPs se uso la aplicacion de escritorio
del editor de texto Atom 1.58 [30], un editor de codigo fuente construido utilizando
tecnologias web [31]. Esto permitié visualizar la matriz principal de SNPs que contenia
463 marcadores, 885 alelos y 41 individuos divididos por especie y localidad (ANEXO
B): 35 individuos de la especie B. jimenezi ubicados en Kavanayen, Escalera, Chivatén,
Salto Angel, Guayaraca y El Oso; 3 de B. roraima en Salto Angel (Figura No.2c); 2 de
B. lemai en Kavanayeny La Escalera; y 1 de B. sibleszi en Pacheco. Con la ayuda de
la misma aplicaciéon se duplicé la matriz original y se conservé Unicamente los datos de
B. jimenezi en las distintas localidades, la matriz secundaria contenia 463 marcadores,

623 alelos y 35 individuos.
Estructurade la poblacion

La estructura genética de la poblacion de ambas matrices se estim6 en RStudio 4.0.4
[32], una aplicacién para realizar andlisis estadisticos y graficos en el software libre R
[33]. Se utiliz6 la paqueteria adegenet [34,35], aplicando las funciones de Andlisis de
Componentes Principales (PCA) donde un grupo de variables correlacionadas se
transforma en un nuevo conjunto de variables no correlacionadas e intenta minimizar la
dimensionalidad en la cual se expresa el conjunto original de variables [34,36,37].

El Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) [38], es un método
multivariante que trata de sintetizar la diferenciacion genética entre grupos, mientras
ignora la variacion dentro del grupo; es decir, el método busca la mejor discriminacion
de individuos en grupos predefinidos [38]. Para corroborar el nimero de conglomerados
identificados en la grafica anterior se aplico el Criterio de Inferencia Bayesiana (BIC)
[39], el cual detecta el numero real de clusteres (K) que componen un conjunto de datos
dentro de la estructura y el valor de K (k means) que usa el BIC para determinar el
nimero de clisteres en el agrupamiento basado en particiones [40-43]. Y la
probabilidad de asignacion grupal de individuos a varios grupos (compoplot) [34], una
manera global de visualizar la composicion genotipica de todos los individuos de forma
similar al conocido programa STRUCTURE [44].
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Debido a la alta sensibilidad de estos andlisis a la variabilidad presente en los datos, los
pasos anteriormente descritos se repitieron reiteradas ocasiones para identificar
secuencias 0 especies altamente divergentes y eliminarlas del siguiente andlisis. Asi
mismo, estos analisis se efectuaron para la especie B. jimenezi de manera individual

para observar mas a detalle la estructura poblacional inicamente de este grupo.

Diversidad gendmica y endogamia entre poblaciones de Boana jimenezi

Para obtener la diversidad genémica de las poblaciones de B. jimenezi se uso el paguete
hierfstat de R, el cual estd destinado al andlisis de la estructura poblacional utilizando
marcadores genéticos, tanto para datos haploides como diploides [45]. Con este
paquete se estimo el indice de fijacion por pares (pairwise Fst), la consanguineidad (Fis),
heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) para cada una de las poblaciones. Para
este analisis se excluyéla poblacion de La Escalera debido al bajo nimero de individuos
(N =2).

Historia filogeogréfica

Para estimar la historia filogeografica de las Boana spp., se utilizd el programa RAXML-
NG para inferir un arbol de méaxima verosimilitud con bootstraps como valores de
confianza de los estimados de los éarboles [46]. Se generaron un total de 1000
inferencias de bootstrapping por cada set de datos, y se obtuvieron un total de 10
inferencias de maximaverosimilitud. Se utilizaron todas las especies de Boana para este
analisis. Ademas, se uso el método de verosimilitud condicional como una correccion

del sesgo de adquisicion para tratar solo con sitios variables [47].

RESULTADOS

Andlisis de Componentes Principales (PCA) entre las Boana spp. de la Gran

Sabana

El andlisis de componentes principales de 41 ranas del género Boana (B. jimenezi = 35,
B. roraima = 3, B. lemai =2 y B. sibleszi = 1) en siete distintas localidades presento tres
conglomerados genéticos (Figura No.2a). Las especies con correlaciones elevadas se

agrupan en el PC1 (Componente Principal 1) formando el primer conglomerado, el



segundo Yy tercer conglomerado conformaron Boana roraima y Boana lemai. Los valores
propios (eigenvalues) del analisis fueron: 354.7, 74.02, 64.96, 28.93 y 21.25 los cuales
indican la cantidad de varianza representada por cada componente principal (PC).

Anédlisis de Componentes Principales (PCA) de Boana jimenezi en un gradiente
altitudinal

El andlisis de componentes principales para 35 individuos de la especie Boana jimenezi
en cinco sitios distintos (Kavanayen = 9, La Escalera = 2, Chivatén = 10, Guayaraca =
5y El Oso = 9) sugirio la presencia de dos conglomerados principales (Figura No.2b).
Las muestras de las poblaciones de Kavanayén, La Escalera, Guayaracay Chivaton
integran el primer conglomerado mientras que Unicamente la poblacion de El Oso, de la
cima del Auyantepui, forma el segundo conglomerado. Los valores que indican la
proporcion de variabilidad gendémica de acuerdo a cada componente principal (PC)
fueron: 30.22, 21.25, 18.67, 16.1 y 15.34.
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Figura No.2: Estructura de la poblacion a partir del PCA.

Realizado por: Gallo, 2022.

Principal Component 1

(& 41 individuos de Boana, en esta figura los dos individuos de B. lemai fueron
clasificados como la misma localidad, (b) 35 individuos de Boana jimenezi, (c) 39
individuos de Boana de la Gran Sabana, en esta figura los dos individuos de Boana
lemai fueron eliminados. Los colores fueron asignados para cada poblacién de la
siguiente manera: la gama del color verde corresponde a la especie B. jimenezi, B.
lemai esta representada con el coloramarillo, a B. roraima se le asigno el colorazul y
para B. sibleszi el colorrojo vino.



Probabilidad de asignacién grupal de individuos (compoplot) entre las Boana spp.
de la Gran Sabana

El andlisis de compoplot muestra los grupos de acuerdo a las especies de cada localidad
y cada barra representa un individuo secuenciado dentro de la poblacién. En este caso
podemos ver que existen tres conglomerados (Figura No.3a) donde todas las
poblaciones de B. jimenezi (Kavanayen, La Escalera, Guayaraca, El Oso, Chivaton) y
B. sibleszi (Pacheco) integran un conglomerado que retiene un alto nivel de mezcla
genética (admixture), la especie B. lemai formo el segundo y B. roraima el tercer
conglomerado, estas dos Ultimas son las Unicas poblaciones que se encuentran bien
definidas. Los colores en las 41 barras representan la proporcion genética de la
poblacion dentro de cada individuo, lo que significa que mientras mayor combinacion de
colores exista, se tiene mayor mezcla genética.

En los dos analisis de compoplot con B. lemai (Figura No.3a) y sin B. lemai (Figura
No.3c) podemos observar como la inclusiéon y exclusion de Boana lemai (especie con
alta divergencia) puede alterar drasticamente las inferencias de estructura poblacional.
En el primer grafico de compoplot (Figura No.3a) la influencia de la especie divergente
(Boana lemai) es muy notoria, puesto que, todas las poblaciones de Boana jimenezi
(Kavanayen, La Escalera, Guayaraca, EI Oso, Chivaton) y B. sibleszi presentan
admixture; sin embargo, Boana lemai y Boana roraima fueron las especies quienes

retuvieron el 100% de identidad genética propia en cada una de las barras.

En cambio, en el andlisis donde se excluyo a la especie divergente (Figura No.2c, 3c,
4c) se aprecia en ciertas poblaciones una ligera ausencia de mezcla genética y el nivel
de admixture no es tan elevado a comparacion del andlisis con B. lemai presente (Figura
No.2a, 3ay 4a) por otro lado, Boana roraima conserva el 100% de rasgos propios al
igual que Boana jimenezi de la cima del Auyantepui, localidad El Oso y Boana sibleszi.
Es importante mencionar que el resultado de la especie B. sibleszi fluctu6 en los dos
andlisis, en el primero apenas conservo un 20% de rasgos genéticos propios, pero en
el dltimo analisis, B. lemai ausente (Figura No.2c, 3c y 4c) su porcentaje incremento al
100%.



Probabilidad de asignacion grupal de individuos (compoplot) de la especie

Boanajimenezi en un gradiente altitudinal

Los resultados del compoplot proponen dos conglomerados (Figura No.3b) donde se
muestran a los 35 individuos de Boana jimenezi representados en cada barra y
ordenados de acuerdo a cada localidad. Las poblaciones de la sabana (Kavanayen, La
Escalera, y Chivaton) y de la ladera (Guayaraca) componen el primer conglomerado con
una ligera mezcla genética (admixture), mientras que la poblacién de la cima del
Auyantepui (El Oso) formo el segundo conglomerado sin admixture. Los colores en las
barras simbolizan el porcentaje de rasgos genéticos de cada poblacion dentro del

individuo.

Los ocho individuos de la poblacion Kavanayen (sabana) comparten rasgos con otra
poblacién de la sabana (Chivatén) y un ligero porcentaje genético de la poblacion de la
ladera (Guayaraca); sin embargo, un individuo posee un porcentaje mayor a 50 de
caracteristicas genéticas de la poblacion Guayaraca y conserva apenas un 10% de
rasgos propios de la poblacion Kavanayen. En cambio, un individuo de la poblacion
Chivatén contiene rasgos de dos poblaciones de la sabana (Chivaton y Kavanayen) y
un infimo porcentaje (4%) de la poblacion de la ladera (Guayaraca), mientras que los

nueve restantes resultan una mezcla entre Chivaton y Kavanayen.

La unica poblacion que tuvo 100% de identidad genética, sin inferencia de mezcla, es
El Oso (cima del Auyantepui). Si bien un individuo de la poblaciéon La Escalera también
conservo los rasgos propios en su totalidad, el otro individuo restante fue mezcla de tres

localidades de la sabana (Kavanayen, Chivaton y La Escalera).
Finalmente, cuatro individuos de la poblacién Guayaraca mantienen mas del 95% de

identidad genética propia y el restante resulta una mezcla entre las poblaciones de la
sabana (Kavanayen y Chivatén) y de la ladera (Guayaraca).
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Figura No.3: Estructura de la poblacién a partir del compoplot.
Realizado por: Gallo, 2022.

Las poblaciones se encuentran separadas unas de otras por una raya vertical de
color negro y cada barra representa un individuo. (a) 41 individuos de Boana, en
esta figura los dos individuos de B. lemai fueron clasificados como la misma
localidad, (b) 35 individuos de Boana jimenezi, (c) 39 individuos de Boana de la
Gran Sabana, en esta figura los dos individuos de Boana lemai fueron
eliminados. Los colores fueron asignados para cada poblaciénde la siguiente
manera: la gama del colorverde corresponde a la especie B. jimenezi, B. lemai
esta representada con el color amarillo, a B. roraima se le asigné el color azul y
para B. sibleszi el color rojo vino.

Anélisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) entre las Boana spp.

de la Gran Sabana

El resultado para el analisis discriminante de componentes principales usando los 41
individuos de las cuatro especies (B. jimenezi, B. roraima, B. lemai y B. sibleszi) en las
siete localidades sugirid tres conglomerados genéticos (Figura No.4a). En el primer
analisis (Figura No.2a, 3a, 4a) los ejemplares de B. lemai fueron clasificados como la
misma localidad y al igual que la gréafica anterior (Figura No.2a), los individuos que se
encontraban agrupados conforman el primer conglomerado genético, el segundo
conglomerado est4 conformado por Boana lemai y el tercero por Boana roraima.

Boana lemai resulté ser una especie muy divergente la cual alterd los resultados del
analisis discriminante entre la Figura No.4a y 4c.Con este antecedente y para observar

las variaciones generadas por Boana lemai se realizd un nuevo analisis descartando a

12



la especie divergente, el resultado mostré dos conglomerados principales (Figura
No.4c), el primero integr6 Boana roraima de la localidad Salto Angel y el segundo
conglomerado con B. sibleszi de la localidad Pacheco y las cinco localidades de B.
jimenezi (Kavanayen, La Escalera, Chivatén, Guayaraca y El Oso); ademas, las
poblaciones que se encontraban agrupadas unas sobre otras se dispersaron al tiempo
gue otras aglomeraciones delimitadas por elipses se ampliaron. Los valores propios del

analisis discriminante fueron: 3876 y 373.6.

Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) de Boana jimenezi en

un gradiente altitudinal

El andlisis discriminante de componentes principales de 35 individuos en cinco
localidades mostr6 dos grupos genéticos (K = 2) (Figura No.4b). Como se observa en la
figura del DAPC (Figura No.4b), el primer componente principal, el cual representa el
57.91% de la variacion, puede discriminar entre las poblaciones de Kavanayen,
Guayaracay Chivaton (se agrupan en el PC1) y la poblacion de la cima del Auyantepui
(El Os0).
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Figura No.4: Estructura de la poblacién a partir del DAPC (lado izquierdo) y BIC (lado

derecho).

Realizado por: Gallo, 2022.

(@) 41 individuos de Boana, en esta figuralos dosindividuos de B. lemai fueron clasificados
como lamisma localidad, (b) 35 individuos de Boana jimenezi, (c¢) 39 individuos de Boana
de la Gran Sabana, en esta figuralos dos individuos de Boana lemai fueron eliminados.
Los colores fueron asignados para cada poblacion de la siguiente manera: la gama del
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colorverde corresponde a la especie B. jimenezi, B. lemai esta representada con el color
amarillo, a B. roraima se le asigné el color azul y para B. sibleszi el color rojo vino.

Historia filogeogréfica

La inferencia filogenética basada en los 39 individuos (excluyendo los dos individuos de
B. lemai) de las tres especies (B. jimenezi, B. roraima y B. sibleszi) mostré a la poblacion
de B. roraima de Salto Angel como grupo externo y altamente divergente. Los nueve
individuos de B. jimenezi de la localidad El Oso (cima del Auyantepui) revelaron poca
divergencia en comparacion con la ladera y la sabana en la filogenia. A pesar de la baja
divergencia de la poblacion de la cima (El Oso) con las demés, se aprecia que es la
Unica poblacién que se reconstruye como monofilética (con la excepcién de un solo

individuo) aunque con bajo soporte (bootstrap = 50%).
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Figura No.5: Arbol de inferencia bayesiano basado en los 39
individuos mediante el programa RAXML-NG [42].
Realizado por: Gallo, 2022.

Los numeros en los nodos representan el porcentaje del
bootstraping con 1000 repeticiones. Los porcentajes del
bootstraping menores a 40 fueron eliminados. La barra de escala
= 3.0 substituciones por sitio. Los colores estan representados de
acuerdo a las especies: a Boana jimenezi le corresponde el color
verde, Boana roraima el color azul y Boana sibleszi el color rojo
vino.
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indice de fijacion por pares (pairwise Fy) entre las Boana spp. de la Gran Sabana

Se estima la diferenciacion genética entre poblaciones de las cuatro especies de Boana
en siete lugares de muestreo: B. roraima de la localidad Salto Angel (N = 3), B. lemai de
la localidad Kavanayen (N = 1) y La Escalera (N = 1), B. sibleszi de la localidad Pacheco
(N = 1) y B. jimenezi de las localidades de Chivaton (N = 10), La Escalera (N = 2),
Kavanayen (N = 9), Guayaraca (N = 5) y El Oso (N = 9) (Tabla No.1).

Los pares de poblaciones con mas divergencia (mucha variabilidad y diferencia entre
grupos) fueron entre Boana jimenezi de la localidad El Oso (cima del Auyantepui) con
Boana lemai de ambas poblaciones: Kavanayen (sabana) que tuvo un valor de 0.921y
La Escalera (sabana) con 0.916. Por el contrario, el par de poblaciones con el valor mas
bajo, es decir, que tiene la divergencia menor, fueron Boana jimenezi de la localidad

Kavanayen (sabana) y Boana jimenezi de Chivaton (sabana) con 0.013.

Las siglas NaN (Not a Number) indican que no existen datos suficientes para generar
una comparacion, esto ocurre cuando el resultado es imposible de calcular y los SNPs
gue se genotipificaron resultaron con muy poco aglomeramiento, como es el caso de
Boana lemai de localidad Kavanayen (sabana) con La Escalera (sabana), y Boana
sibleszi de Pacheco (sabana) con Boana lemai de ambas localidades (Kavanayeny La
Escalera).

17



TablaNo.1: indice de fijacion por pares (pairwise Fst) (Nei, 1987) entre las Boana spp. de seis localidades de la sabana,
dos delaladera y una de la cima del Auyantepui.

B. roraima B.lemai B. sibleszi B.jimenezi
Salto Angel | Kavanayen | LaEscalera Pacheco Chivaton | La Escalera | Kavanayen | Guayaraca
(ladera) (sabana) (sabana) (sabana) (sabana) (sabana) (sabana) (ladera)

B. roraima
Salto Angel (ladera)
B. lemai

0.905 - - - - - -
Kavanayen (sabana)
B. lemai

0.887 NaN - - - - -
La Escalera (sabana)
B. sibleszi

0.888 NaN NaN - - - -
Pacheco (sabana)
B. jimenezi

. 0.883 0.904 0.900 0.142 - - -

Chivatoén (sabana)
B. jimenezi

0.903 0.913 0.909 0.213 0.059 - -
La Escalera (sabana)
B. jimenezi

0.879 0.903 0.899 0.163 0.013 0.062 -
Kavanayen (sabana)
B. jimenezi

0.877 0.910 0.906 0.193 0.110 0.182 0.121
Guayaraca (ladera)
B. jimenezi

. 0.879 0.921 0.916 0.345 0.253 0.287 0.240 0.245

El Oso (cima)

Realizado por: Gallo, 2022.
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Diversidad gendmica y endogamia entre poblaciones de Boana jimenezi

La diversidad genética de Boana jimenezi fue variable entre las poblaciones. Luego de
suprimir la poblaciéon de La Escalera (sabana) a causa de la insuficiente cantidad de
individuos (N = 2), se retuvo 33 individuos de cuatro localidades (Kavanayen = 9,

Guayaraca =5, El Oso = 9, y Chivaton = 10) para este analisis.

En la Tabla No.2 se logra inferir que entre los valores menores de heterocigosidad
observada (Ho) esta Chivatén (sabana) (0.035), seguido por la localidad El Oso (cima)
(0.036) y al fijarnos en el coeficiente de consanguineidad (Fis) - el cual es bastante
sensible cuando hay mucha estructura poblacional [48] - de la poblacion Chivatén es el
mas elevado (0.248) de todas las poblaciones.

Tabla No.2: Diversidad genética de B. jimenezi. Los 33
individuos pertenecen a cuatro localidades.

Ho He Fis
Kavanayen (N =9) (sabana) 0.049 0.052 0.046
Chivaton (N =10) (sabana) 0.035 0.046 0.248
Guayaraca (N =5) (ladera) 0.040 0.045 0.128
El Oso (N =9) (cima) 0.036 0.041 0.110

Realizado por: Gallo, 2022.

Coancestria individual

Para este andlisis se us6 los datos de los 35 individuos de la especie Boana jimenezi
en cinco localidades (Kavanayen = 9, La Escalera = 2, Guayaraca= 5, El Oso =9, y
Chivatén = 10). La localidad El Oso (cima) tuvo alto grado de coancestria, sugiriendo
mayores niveles de endogamia de esta poblacion en comparacion con las demas;
mientras que, la poblacién de Kavanayen (sabana) tiene escasos niveles de endogamia.
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Figura No.6: Coancestria genémica de las poblaciones de Boana jimenezi
en cinco localidades de la Gran Sabana venezolana.
Realizado por: Gallo, 2022.

DISCUSION

Aislamiento de una poblacién de Boana jimenezi (localidad de la cima)

La region geoldgica del Escudo Guayanés forma parte del Cratén Amazénico [49], una
masa continental que sufrid un plegamiento [50] y una subduccién oceanica de corteza
Atlantica [51] que se hunde 500 km de profundidad hacia el oeste por debajo de la placa
oceanica Caribe [52]. En consecuencia, del movimiento tectonico se forma la region
discontinua del Pantepui [53], un conjunto de montafias catalogado como provincia

biogeografica debido a la presencia de 50 islas topograficas denominadas tepuis [54].

El relieve extremadamente quebrado e irregular de los tepuis [49,55], lugar que alberga
un alto nivel de endemismos, limita las busquedas [17]; a pesar de estas complejas
condiciones geograficas, las exploraciones han sido un éxito, favoreciendo al hallazgo
de nuevas especies de anfibios en las tierras altas (cima) [56—61].

Las distribuciones geogréaficas de varias especies han sido escasamente estudiadas
[62—64]. Aunque la mayoria de géneros se encuentran restringidos por las condiciones
geogréficas, pocas de las especies reportadas en los tepuis poseen un rango de
distribucion altitudinal muy amplio [65], una de ellas siendo Boana jimenezi [17].
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A manera de hip6tesis se ha dicho que existié una diversificacion reciente [66] luego de
gue las cumbres fueran colonizadas por especies de tierras bajas (sabana), mediante
diversos mecanismos como cambios de habitat, desplazamiento vertical (clima frio) y
salto de cimaen cima (island hopping) [9,67,68]. Se conoce, que la divergencia existente
no es significativa debido a que la cima de los tepuis son de origen precambrico y los
linajes presentes en las cumbres son considerados endémicos y antiguos
[8,9,13,25,69,70].

En general, se han encontrado diversas teorias y enunciados acerca del origen de la
diversidad de esta provincia biogeografica, algunos proponen que la diversidad es
producto de distintos procesos ecoldgicos y/o evolutivos a causa de cambios climaticos
del Cuaternario en la configuracion de las comunidades ecoldgicas actuales [14,71].
Asimismo, plantean que fue resultado de la vicarianza por una antigua fragmentacion
de la meseta [66,69], otros expertos, consideran una consecuencia de la mezcla entre
la compleja historia geologica y un patrén de paisaje pedologico-geomorfologico bien
marcado en todos los niveles altitudinales [10].

Gran parte de las especies de la cima son endémicas divergentes con excepciones,
estas especies también llamadas neoendémicas, son taxones endémicos de origen
autéctono relativamente reciente [66]. En nuestro estudio encontramos que existe un
aislamiento de la poblacién de la cima (El Oso), de tal modo que se evidencia poco o
ningun flujo genético actual entre la cimay las tierras bajas en distintos analisis (Figura
No.2b, 3b, 4b). No obstante, al revisar la filogenia (Figura No.5) y los andlisis que
incluyen las otras especies (Figura No.2c, 3c, 4c), la poblaciéon de la cima (El Oso), a
pesar de formar un clado con todos menos un individuo no tiene mucha divergencia
gendémica, por lo que evidentemente se trata de la misma especie; sugiriendo que no
existe una divergencia histérica, sino una divergencia, probablemente colonizacion de
la cima, relativamente reciente. A pesar de que la poblacion se encuentra aislada a nivel
actual, el nivel de aislamiento no es suficiente como para considerarse como una
especie distinta.

La poblacion de la cima(El Oso) a razon de encontrarse alejado de las otras poblaciones
(Figura No.2b, 3b), es probable que presente un efectofundador [72] debido a que pocos
individuos de la especie B. jimenezi colonizaron la cima; esto se apoya con el indice de
coancestria gendémica (Figura No.6) el cual result6 alto para la poblacion El Oso (cima)

en comparacion con las otras poblaciones, con un valor que supera el 0.25.
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Identidad taxonémica de Boana sibleszi

La muestra del individuo que pertenecia a la poblacién Pacheco (sabana), localidad
ubicada en el sector oriental del Parque Nacional Canaima y se encontraba alejado de
todas las poblaciones (en términos geogréaficos) (ANEXO A), resultd ser miembro de la
especie B. jimenezi y no del grupo de Boana sibleszi como se pensaba inicialmente,
debido a que en la filogenia (Figura No.5) se observa que el individuo permanece dentro
de un clado compuesto por poblaciones de la especie B. jimenezi (Chivatén, La
Escalera, Kavanayeny Guayaraca); por otro lado, en el andlisis de compoplot donde se
excluy6é a Boana lemai (Figura No.3c) observamos como el individuo de B. sibleszi
conservo el 100% de identidad genética propia de la poblacion al igual que B. jimenezi
de la localidad de la cima (El Oso).

De acuerdo a la literatura, B. jimenezi y B. sibleszi se encuentran estrechamente
relacionadas e incluso los ejemplares de ambas especies han sido confundidos en
diversas ocasiones [73] a causa de su distribucion, vocalizacion y gran parecido
osteoldgico [14,74]; por ello, lo mas probable es que el individuo catalogado como B.
sibleszi fue un individuo de B. jimenezi el cual fue identificado de manera erronea
durante el muestreo. A pesar de compartir mismos habitats, la distribucion de B. sibleszi
estd restringida a las tierras altas [12] pero también se ha encontrado en lugares
aledarios al oeste de Guyana[17].

El indice de fijacién no proporcioné informacion relevante debido a que los SNPs que
se genatipificaron resultaron con muy poco agrupamiento. En la inferencia obtenida a
partir del PCA, DAPC y compoplot con la especie B. lemai ausente y presente en el
andlisis, se observo que la especie B. sibleszi parece no ser una especie distinta, sino
una poblaciéon divergente/admixta de B. jimenezi (Figura No.2a, 3a) con alguna
variabilidad en ciertos patrones ya sea evolutivo o ecolégico, o simplemente que se trate
de algun morfotipo distinto [75—77]. Los rasgos entre poblaciones de la misma especie
frecuentemente muestran variaciones y tal variacion esta vinculada a las diferencias de
las variables ambientales [78,79] e incluso se ha encontrado diferencias ecoldgicas

importantes entre las especies de anuros que coexisten [80].

De acuerdo a estudios relacionados a anuros, se han encontrado varias especies
cripticas en el neotrépico [81,82] por lo que al individuo de Boana sibleszi se la podria

estar considerando como una especie criptica [83] porque no esta totalmente definida,
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ni detallada; asimismo, algunos estudios mencionan que existe un alto nimero de
especies cripticas que han sido omitidas en revisiones previas basadas en caracteres
morfoldgicos [81,84], ademas un andlisis basado en datos genéticos, morfologicos y
bioacusticos presentd diversas especies cripticas no descritas donde se incluye al

género Hypsiboas [82].

Los datos presentados en este estudio tuvieron ciertas limitaciones debido a que no
estuvo enfocado en la taxonomia morfolégica de las especies mencionadas por lo que
no se puede llegar a una conclusién acerca de su taxonomia. No obstante, para un
nuevo estudio se amerita una mayor investigacion considerando caracteres

potencialmente informativos como vocalizaciones, cariotipos y morfometria [85].

Se sugiere incluir también el modo reproductivo [86] y a su vez, utilizar un alto numero
de muestras de Boana jimenezi y Boana sibleszi no solo para entender las relaciones
genéticas dentro de una misma especie y entre especies cercanamente emparentadas,
sino también para confirmar si las muestras corresponden a dos especies distintas o si
presentan algun patrén interesante evolutivo o ecoldgico entre ellas. Pese a que se
desconoce la cuestion, el individuo de B. sibleszi podria ser un caso de diversidad
criptica, especie genéticamente diferente pero muy dificil de distinguir morfolégicamente
[87]; morfotipo, subespecie conespecifica [88]; hibridacion, cruza entre individuos de dos
poblaciones o grupos de poblaciones diferenciados entre si en uno 0 mas caracteres

heredables [89]; o alguna dindmica eco evolutiva que no se comprende todavia.

Divergencia en Boana lemai

Boana lemai podria tratarse de un caso de especie neoendémica [66], debido a que B.
lemai junto a otras especies de su género (B. sibleszi y B. roraima), son considerados

anfibios endémicos de la Guayana venezolana [90].

De acuerdo a la literatura B. lemai ha sido reportada en la cima del Monte Roraima a
1300-1400 m [91], lo que explica por qué resultd divergente respecto a las tres especies
(B. jimenezi, B. roraima y B. sibleszi). Al fijarnos en los analisis de PCAy DAPC (Figura
No.2a, 4a) de la especie B. lemai, a pesar de no compartir SNPs entre ellos, vemos que
los analisis no estan tratando de separar alos individuos, al contrario, toda la variabilidad
que esta presente en los otros individuos hace que ambas localidades de B. lemai

(Kavanayeny La Escalera) caigan en el mismo espacio de variabilidad de SNPs. En ese
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motivo, tenemos seguridad de que, a pesar de compartir pocos datos (N=2), si se trata

de la misma especie.

No se pudo profundizar los resultados de los andlisis respecto a otros. Algunos autores,
coinciden en la poca o nula presencia de datos de B. lemai en la literatura. La mayoria
de estudios en los que se emplean muestras del género Boana estén poco respaldados
0 existe escasez de evidencia para comparar [18,92]. Los datos de B. lemai, efecto del
escaso numero de muestras (N=2), generaban mayor inferencia de admixture, por lo
gue fueron considerados problematicos, desde un inicio.

El problema principal de los datos de B. lemai fue que, entre los dos individuos
secuenciados no habia datos que solapar, es decir, no existe un numero suficiente para

generar una comparacion; por lo que no se consiguio resultados concretos [93].

El indice de fijacion por pares respecto a B. lemai, no aportd mayor informacion, porque
los SNPs encontrados entre los dos individuos no se agrupaban en su totalidad; lo que
provoca ruido en el analisis de inferencia respecto a otras especies, razon por la que a

B. lemai se la excluy6 de los andlisis de PCA, DAPC, compopilot y filogenia.

Diversidad gendmica y potencial adaptativo

Sabemos que la diversidad genética, componente mas basico de la biodiversidad [94],
favorece a la adaptacion de las especies y la funcion del ecosistema [95]. En este
estudio al igual que Kok PJR et al. [96], se observa una menor diversidad gendmica en
los tepuis (Tabla 2); la poblacion de la cima del Auyantepui (EI Oso), posee un alto valor
de coancestria (Figura No.6), por lo que se entiende que esta poblacion tiene menor
capacidad para desarrollar cambios genéticos en respuesta a la seleccién [97], pero sin

diferencia a comparacion de las poblaciones de tierras bajas (sabana).

La poblacion de la cima (EI Oso) puede que esté destinada a la extincion por su
ubicacion y aislamiento (Figura No.2b, 3b), sin embargo, se ha visto un intercambio
reciente de fauna entre las cumbres de los tepuis que ha afectado positivamente a varios
taxones, reduciendo la probabilidad de especiacion [96], o que podria ser indicativo de
gue esta especie pudiese incrementar el flujo genético entre la cimay las zonas medias

y bajas.
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La heterocigosidad inferida (Tabla 2) de la poblacion de la cima (El Oso) resulta baja y
con valores similares en comparacion con las tierras medias y bajas; por lo que, a pesar
de la alta divergencia y grado de aislamiento de la poblacion El Oso, el resultado puede
gue persista. La Unica excepcion es la poblacién de la sabana (Chivatén) que tiene un
valor muy bajo de diversidad gendmicade 0.035, probablemente debido a la presencia
de una subestructura genética, la cual es conocida como el efecto Wahlund y tiende a

generar una falsa inferencia de endogamia [98,99].

Aun cuando los niveles de coancestria (indicador de endogamia) resultan altos para la
poblacién de la cima (Figura No.6), se intuye que esta poblacion (El Oso), de acuerdo a
los andlisis sobre diversidad genética (Tabla 2), tienen altas posibilidades de subsistir,
a pesar de estar totalmente aislados. Sabiendo que la endogamia puede alterar la
diversidad genética como la pérdida de aptitud bioldgica o fitness [100], es necesario
realizar mas estudios, para entender el rol de esta especie en su ecosistema y asi

lograremos conocer la importancia en sus habitats.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Gracias al uso de marcadores moleculares como el polimorfismo de nucle6tido Unico
(SNP) es posible obtener una gran cantidad de informacion genética de ciertas
poblaciones a partir de analisis y estimacion de pardmetros como los niveles de
heterocigosidad, endogamia, filogenia, etc. De acuerdo a lo mencionado, en nuestro
estudio se pudo inferir que la especie B. jimenezi de la poblacion de la cima (El Oso) no
es una especie distinta a B. jimenezi por lo que la divergencia existente no es historica
sino una divergencia reciente.

Por otro lado, Boana jimenezi de la localidad El Oso (poblacion de la cima) tiene
heterocigosidad relativamente baja y poco o nada de flujo genético con las tierras
medias y bajas, indicando que la subsistencia de esta poblacion podria estar
amenazada. El individuo de B. sibleszi podria tratarse de un caso de diversidad criptica,
diversidad de morfotipos, hibridacion o alguna dindmica eco-evolutiva que se desconoce
debido a que nuestro estudio no estuvo enfocado en la taxonomia de las especies. Los

datos de B. lemai eran escasos y debido al admixture generado, se tuvo que descartar
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a la especie de varios andlisis; a pesar de las limitaciones, se pudo comprobar que las

muestras si pertenecian a la misma especie.

El tamafio de muestras de B. roraima, B. lemai y B. sibleszi fue escaso respecto a la
especie Boana jimenezi, lo que limit6 a las inferencias filogenéticas y otros analisis; por
lo que se recomienda que, para un proximo estudio, se incrementen los esfuerzos de
muestreo de otras especies de Boana. en esta zona de estudio. Asimismo, se debe
revisar a nivel taxonémico y morfoldgico los especimenes de holotipos y paratipos de
Boana sibleszi y Boana jimenezi para conocer lo que ocurre con ambas especies, ya
gue nuestros datos sugieren que puede tratarse de la misma especie.
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ANEXOS

ANEXOA: Localidady zona de estudio de las 49 muestras recolectadas en la Gran
Sabana venezolana.

El muestreo fue realizado por Patricia E. Salerno en junio de 2009 y junio de 2011.
Las especies resaltadas de amarillo fueron eliminadas durante la secuenciacion
altamente variable.

Especie Nro.De Campo Localidad Zona Fecha

. . TNHC05804, TNHC05805, TNHC00806, .
Boana jimenezi Guayaraca Ladera 9-jun-09
TNHC0807, TNHC0808

TNHC05837, TNHC05838, TNHC05839,
Boana jimenezi TNHC05840, TNHC05841, TNHC05842, El Oso Cima 12-jun-09
TNHC05843, TNHC05844, TNHC05845

TNHC05927, TNHC05928, TNHC05929,
TNHC05930, TNHC05931, TNHC05932,

Boana jimenezi Chivaton Sabana | 20-jun-09
TNHC05933, TNHC05934, TNHC05935,
TNHC05936

j ] PS172, PS173, PS174, PS175, PS176, ]

Boana jimenezi Kavanayen Sabana | 22-jun-09
PS177, PS178, PS179, PS180

Boana jimenezi PS193, PS196 La Escalera | Sabana | 25-jun-09
Boana sibleszi TNHC05890 Pacheco Sabana | 18-jun-09

. ) TNHC05937, TNH5938, TNH5939, o )
Boana sibleszi Chivaton Sabana | 20-jun-09

TNH5940, TNHC05941

Boana roraima PS283, PS284, PS285, PS297 Salto Angel Ladera 24-jun-11
Boana lemai TNHC05887 Jaspe Sabana | 17-jun-09
Boana lemai PS181 Kavanayen Sabana | 22-jun-09
Boana lemai PS188 La Escalera | Sabana | 25-jun-09
Boana sp TNHC05951 Salto Kawi Sabana | 19-jun-09

Realizado por: Gallo, 2022.
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ANEXO B: Localidad de las 41 muestras del género Boana recolectadas en el
gradiente altitudinal.
Realizado por: Gallo, 2022.

El mapa fuecreado con QGIS version 3.10.8 [26]. Los colores delas localidades fueron
asignados de acuerdo a la ubicacién de cada individuo muestreado, la gama del color
café corresponde a las localidades de la sabana (tierras bajas), la gama del morado
para lazona de laladera (tierras medias) y el colorceleste para los que se encontraban
en la cima (tierras altas). Las especies estan representadas de la siguiente manera:
Boana jimenezi (N=35 inds) con estrellas de color verde, Boana roraima (N=3 inds) con
un circulo azul, Boana lemai (N=2 inds) con rombos amarillos y Boana sibleszi (N=1
ind) con un tridngulo de color rojo vino.



