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1. Resum /Resumen / Abstract

1.1 Resum
Els amfibis sén el grup d’animals cordats amb major percentatge d’espécies amenagades, el 40%
segons la IUCN. Les alteracions en els seus habitats per 'augment de I'explotacié agricola, se
sumen a les amenaces del canvi climatic, el deteriorament de la capa d’0zé, la introduccid
d’espécies invasores i els patogens, causant grans mortalitats en poblacions d’amfibis. En una
poblacié reduida i aillada augmenta la consanguinitat i es perd diversitat génica, aspectes que la
fan més vulnerable i redueixen la seva capacitat d’adaptacié i supervivencia.

En aquest treball s’han revisat els articles disponibles a la Web of Science (WOS) que
presentaven dades sobre la diversitat genetica en poblacions d’amfibis per comparar si els
nivells de diversitat genetica eren diferents entre les espécies d’amfibis amenacades i no
amenacades segons la llista vermella de la IUCN. S’han fet servir indexs de diversitat en el DNA
mitocondrial (mtDNA) per que els treballs disponibles a la WOS amb aquest marcador
presentaven un major impacte en la comunitat cientifica que aquells que utilitzaven els loci
microsatel-lits (H-index de 44 a mtDNA i 35 a microsatel-lis). S’han revisat 324 articles cientifics,
des del primer publicat al 1991, fins els publicats al 2018. D’aquest treballs, només 62
presentaven informacié sobre diversitat poblacional, mesurada com a nombre d’haplotips,
diversitat haplotipica i diversitat nucleotidica, sobre espéecies d’amfibis indexats a la IUCN.

Els resultats mostren un baix nombre d’espécies amenagades estudiades (21) en comparacié a
les no amenacades (61). El nombre d’haplotips estava correlacionat amb la grandaria mostral i
no s’ha pogut utilitzar com a coeficient de diversitat genetica en les comparacions. Els nivells de
diversitat haplotipica eren semblants entre les especies amenacgades i no amenagades (0.696
+0.196 en amenacades, 0.723 +0.144 en no amenacades), pero la diversitat nucleotidica era
significativament inferior en el grup d’espéecies amenagades (0.0030 +0.0027 en amenacades,
0.0422 +0.0830 en no amenagades). Aquests resultats semblen independents del marcador
mitocondrial utilitzat i del territori estudiat. La diversitat nucleotidica sembla, per tant, més
sensible que la haplotipica al declivi poblacional de les espécies amenagades i podria ser un
indicador de I'estat d’amenaca. En aquest sentit, algunes espécies no amenacades presenten
valors propers als d’especies amenacgades i caldria, potser, el seu seguiment.
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1.2 Resumen

Los anfibios son el grupo de animales cordados con mayor porcentaje de especies amenazadas,
el 40% segun la lista roja de la IUCN. Las alteraciones en sus habitats por el augmento de la
explotacidn agricola, se suman a las amenazas del cambio climatico, el deterioro de la capa de
ozono, la introduccidn de especies invasoras y patégenos causando grandes mortalidades en
poblaciones de anfibios. En una poblacién reducida y aislada augmenta la consanguinidad y se
pierde diversidad genética, lo que la hace mas vulnerable y reduce su capacidad de adaptacion
y supervivencia.

En este trabajo se han revisado los articulos disponibles en la Web of Science (WOS) que
presentaban datos sobre la diversidad genética en poblaciones de anfibios amenazadas y no
amenazadas segun la IUCN. Se han utilizado los indices de diversidad en el DNA mitocondrial
(mtDNA), ya que los trabajos disponibles en la WOS con ese marcador presentaban mayor indice
de impacto en la comunidad cientifica que aquellos que utilizaban los loci de microsatélites (H-
indice de 44 en mtDNA y 35 en microsatélites). Se han revisado 324 articulos cientificos, desde
el primero publicado en 1991, hasta los publicados el 2018. De estos solo 62 presentaban
informacién sobre diversidad poblacional, medida como nimero de haplotipos, diversidad
haplotipica y diversidad nucleotidica, sobre especies de anfibios indexadas en al IUCN.

Los resultados muestran un bajo numero de especies amenazadas estudiadas (21) en
comparacion a las no amenazadas (61). El nimero de haplotipos estaba correlacionado con el
tamafio muestral y no se ha podido usar como coeficiente de diversidad genética en las
comparaciones. Los niveles de diversidad haplotipica eran similares entre las especies
amenazadas y no amenazadas (0.696 £0.196 en amenazadas, 0.723 +0.144 en no amenazadas),
pero la diversidad nucleotidica era significativamente menor en el grupo de especies
amenazadas (0.0030 #0.0027 en amenazadas, 0.0422 +0.0830 en no amenazadas). Estos
resultados parecen independientes al marcador mitocondrial utilizado y del territorio estudiado.
La diversidad nucleotidica parece, por lo tanto, mas sensible que la haplotipica al declive
poblacional de las especies amenazadas y podria ser indicador de amenaza. En este sentido,
algunas especies no amenazadas presentan valores cercanos a los de las especies amenazadas
Yy, quizd, seria necesario su seguimiento.
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1.3 Abstract

Amphibians are the cordata animal group with the highest threatened species percentage, the
40% according to the IUCN red list. The alterations in their habitats caused by the increase of
the agricultural activity, add up to the threats of the climatic change, ozone layer degradation,
introduction of investor species and pathogens cause great mortalities in amphibia populations.
In a reduced and isolated population there is an increase of consanguinity and a loss in genetic
diversity, which makes the population more vulnerable and reduces its adaptability and survival
capability.

In this work the available papers in the Web of Science (WQOS) that presented data of genetic
diversity in amphibia populations where reviewed in order to compare the levels of genetic
diversity between threatened and non-threatened species according to the IUCN. Diversity
index in mitochondrial DNA (mtDNA) where used because the available papers in WOS
presented a higher impact in the scientific community that those that used microsatellite loci
(H-index 44 in mtDNA and 35 in microsatellite). 324 scientific papers where reviewed, starting
from the first published in 1991 to the ones published in 2018. From this works only 62
presented information on population diversity, in forms of haplotype number, haplotype
diversity and nucleotide diversity, on amphibian species indexed in the IUCN.

Results show a low number of threatened species studied (21) in comparison with non-
threatened (61). The haplotype number was correlated with the sample size and couldn’t be
used as a genetic diversity index in the comparisons. The levels of haplotype diversity where
similar between threatened and non-threatened species (0.696 +0.196 in threatened, 0.723
10.144 in non-threatened), but nucleotide diversity was significantly lower in the threatened
species group (0.0030 £0.0027 in threatened, 0.0422 +0.0830 in non-threatened). These results
seem independent of the mitochondrial marker used or the territory studied. As a result,
nucleotide diversity seems more sensible than haplotype diversity to population declines of
threatened species and could be indicator of the threatened state. In this regard, some non-
threatened species show similar values to those of threatened species and tracking could be
required.
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2. Introduccié

2.1 Amenaces a la Biodiversitat

El gran creixement de la poblacié humana esta provocant canvis en el medi que afecten a la
Biodiversitat i al seu propi sosteniment a llarg termini. Aquests canvis han modificat els habitats
per a moltes especies arreu del mon. Segons les estadistiques de la unié internacional per la
conservacié de la natura (IUCN) més del 27% de les especies estudiades estan amenacades
(IUCN, 2019). Es calcula que la perdua i degradacié d’habitats es la causa més freqiient
d’amenaca per als cordats només superada per I'explotacio en el grup dels peixos (WWF, 2018).
Segons el Living Planet Index del 2016 les principals amenaces sobre la Biodiversitat son, de
major a menor, la pérdua o degradacid dels habitats, la sobreexplotacid, les espécies invasores
i les malalties, el canvi climatic i la contaminacid, essent la degradacié dels habitats i la
introducciod d’invasors i malalties les principals amenaces pels amfibis (WWF, 2016).

Fins I'any 2003 molt poques especies d’amfibis apareixen a la llista vermella de la IUCN (Figura
1), pero a la revisid del 2004 els amfibis van passar a ser el grup més amenagat, un 32% de les
especies estudiades (Baillie et al., 2004). El salt va ser conseqliéncia de una profunda revisié de
la IUCN-The World Conservation Union Global Amphibian Assessment (GAA) sobre I'estat
d’amenaca de les 5743 especies d’amfibis segons els criteris de la IUCN (Stuart et al., 2004). Tot
i que a partir del 2011 els peixos sén el grup amb major nombre absolut d’espéecies amenacades,
aquestes només representen el 13,6% de les especies del grup. A dia d’avui, segons la IUCN, els
amfibis constitueixen el grup animal amb |la major proporcié d’especies amenagades (40 % de
les especies estudiades, Taula 1) i es calcula que almenys 168 s’han extingit només en les
darreres décades (IUCN, 2019).

Figura 1: Nombre d’espécies dels principals grups de vertebrats amenagades en funcio de I’any. (Dades obtingudes
de taula 1b de: IUCN, 2019)
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Taula 1: Nombre d’espécies en cada una de les categories estudiades, classificades per els principals grups d’amfibis
i el total del grup amfibis, a més del total de peixos que inclou els grups Chephalaspidomorphi, Myxini
Chondrichtyes, Sarcopterigii, Holothuroidea. (Dades obtingudes de taules 3a i 4a de: IUCN, 2019)
Total CR EN VU NT LC Percentatge
especies d'amenacgades
Amphibia 5279 567 924 632 370 2786 40,22%
Anura | 4694 487 805 533 309 2560 38,88%
Caudata | 512 79 111 95 60 167 55,66%
Gymnophiona | 73 1 8 4 1 59 17,81%
Peixos 17228 489 678 1174 575 10717 13,59%

2.2 Amenaces a amfibis

La disminucié de la biodiversitat en amfibis i I'extincié d’algunes espécies sén el resultat de
diversos factors com la destruccid d’habitats, 'augment de la radiacié UV-B, malalties,
introduccio d’espécies invasores o el canvi climatic. Cadascun d’ells de forma individual potser
no donen resultats concloents de ser I'Unica causa del declivi, perdo combinats entre ells si que
poden resultar en la extincid de les poblacions d’aquest grup d’animals. L'increment de
I’explotacié agricola ha provocat la destruccié de molts habitats de I’hemisferi nord en les
darreres decades, reduint el nombre de basses i aillant-les. Les carreteres tenen un impacte en
les poblacions d’amfibis, sobretot en migracions a les zones de posta. Se suma a I'efecte de Ia
destruccié d’habitats I'efecte deleteri de fertilitzants i pesticides. El resultat son poblacions que
han quedat fragmentades degut a la baixa mobilitat dels amfibis (Beebee, 2005). L’esgotament
de I'0z6 atmosferic causat per la industria humana ha provocat augments en els registres dels
rajos UV-B, el que redueix la supervivencia dels embrions i les larves i provoca. per tant. la
disminucié de les poblacions d’amfibis en les zones més afectades, com per exemple les basses
descobertes de vegetacio, ja que la cobertura vegetal evita I’exposicié d’ous i larves als rajos UV-
B. Tant mateix, malalties com ranavirus (Iridoviridae) provoquen mortalitats massives en
poblacions d’amfibis (e.g. Abystoma tigrinum, Jancovich et al., 1997). Infeccions per fongs que
infecten la pell d’adults impedeixen la respiracid i la regulacié osmotica, o provocant també
mortalitats massives en els ous, amplificant els efectes dels rajos UV-B. La introduccié d’especies
pot amenacar de diverses maneres a les poblacions d’amfibis mitjancant interaccions tipus
depredacid i competicid, introduccié de patogens o la hibridacié. El canvi climatic pot produir
modificacions en la fenologia de cries d’algunes especies, en casos concrets suposa un
desavantatge, canviant I'epoca de cria afavorint la depredacid. El canvi climatic pot traduir-se
també en canvis en la humitat ambiental fent les postes menys factibles, ja que els amfibis
depenen de l'aigua per a la seva reproduccié (Beebee & Griffiths, 2005). A més, I'augment de
temperatures afavoreix el creixement dels fongs parasits i altera la resposta immunitaria dels
amfibis (e.g. Batrachochytium dendrobatidis, Walker et al., 2010).

2.3 Com les amenaces poden portar a la extincio

Les amenaces a la biodiversitat funcionen combinades entre elles o amb altres factors que es
maximitzen mutuament i poden portar a un creixement negatiu de la poblacié o espécie
conduint-la a I'extincid. La perdua d’habitat, la contaminacio i la sobreexplotacié afavoreixen la
formacié de poblacions petites, fragmentades i aillades. En aquestes poblacions augmenta la
consanguinitat i es perd diversitat genetica per deriva. Una menor diversitat genética condueix
sovint a una reduccid de la capacitat d’adaptacid, de supervivéncia i de reproduccié. Aquests
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factors disminueixen encara més la mida de la poblacid, que també es pot veure reduida per
variacions estocastiques de la demografia, pertorbacions ambientals o possibles catastrofes. Aixi,
una poblacié reduida és més facil que es mantingui petita, fragmentada i aillada, es forma
I’'anomenat vortex d’extincio, ja que dificilment les espécies poden escapar a aquesta dinamica
(Frankham et al., 2002).

2.4 Diversitat genetica

La diversitat genetica es defineix com a: “I’'extensio de variacié heretable dins una poblacio, o
especie o grup d’espécies” (Frankham et al., 2002). La variacio dins d’una poblacié és necessaria
per a evolucionar i adaptar-se a canvis ambientals. La manca de diversitat genéetica esdevé en
pérdua de potencial evolutiu, és a dir, una capacitat reduida d’adaptacié als canvis de I'ambient

(Frankham, 2005).

Degut a I’aillament de les poblacions d’amfibis sén molt probable augments de la consanguinitat
per encreuament entre individus emparentats. Aquest augment de consanguinitat condueix a
la depressid per consanguinitat amb |'aparicid de fenotips deleteris que disminueix la
supervivencia i el potencial reproductiu dels individus, augmentant el risc d’extincié de les
poblacions. Alhora, es redueix el nombre d’efectius i s’intensifiquen els processos de deriva.

La diversitat genética a les poblacions es pot analitzar amb diferents marcadors (nuclears i
citoplasmatics com el DNA mitocondrial) , pero cal tenir en compte que les diferents regions del
genoma tenen taxes de mutacio diferents que poden produir diferencies en les estimacions de
diversitat poblacional. Entre els marcadors nuclears sovint s’utilitzen els microsatél-lits. Aquest
marcadors son zones repetitives de 1 a 6 nucleotids en tandem molt polimorfics i variables en
funcié de les repeticions. D’altre banda, el DNA mitocondrial (mtDNA) té una major taxa de
mutacido en comparacié al nuclear a I'estar en contacte amb radicals lliures i no tenir, el
mitocondri, mecanismes de reparacié (Brown, 2008). El fet que el mtDNA sigui de transmissio
materna redueix la grandaria efectiva de la poblacié a un quart en comparacié a la dels
marcadors en el genoma nuclear. Tot i que aquest fet hauria de resultar en menor diversitat
observable en el mtDNA respecte als gens nuclears, sembla que es compensa amb la seva alta
taxa de mutacié mantenint una diversitat similar (Nei, 1987). El mtDNA presenta un avantatge
per aillar-lo i amplificar-lo en relacié al DNA nuclear, ja que cada cel-lula presenta moltes copies
d’ADN mitocondrial, pero, si és diploide, només dues copies dels gens nuclears (una per
cromosoma homoleg).

La diversitat genetica d’una poblacié pot ser mesurada amb diversos coeficients basats en al-lels
o haplotips i basats en sequiencies d’ADN. Parlarem d’al-lels com a les diferents variants d’una
zona marcadora nuclear, mentre que anomenarem haplotips a les diferents variants d’una
mateixa zona del genoma mitocondrial haploide. Els coeficients basats en al-lels i haplotips es
calculen a partir de les freqliencies d’aquests a la poblacid. Els metodes basats en seqliéncies
d’ADN poden incorporar les diferéncies entre les seqliencies a nivell de nucleotids. La diversitat
genetica d’una poblacié pot ser descrita pel nombre d’haplotips o al-lels diferents observats en
la poblacié (Griffiths, 2008), pero aquests valors sén dependents de la grandaria mostral i, per
comparar entre poblacions, caldria primer verificar la seva no correlacié amb la grandaria de les
mostres a les diferents poblacions. En el cas que no trobem correlacié, poden ésser utilitzats
com a descriptors de diversitat genética, ja que sén més sensibles a les disminucions de mida
poblacional que altres indexs com, per exemple, la diversitat genética o la heterozigosi (Leberg,
1992).
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La diversitat genetica es descriu com la probabilitat d’agafar dos al-lels o haplotips a I’atzar d’'una
poblacié i que no siguin iguals. Si x és la freqliéncia de I’al:lel o haplotip i dels k haplotips o
al-lels observats, la diversitat es calcula com:

h=1—2xi2

k

i=1
Quan s’utilitza per al-lels de gens nuclears en espécies diploides descriu I’heterozigosi esperada
en I'equilibri de Hardy-Weinberg. L’heterozigosi observada descriu la variacid genética respecte
un locus particular a partir de la freqliencia observada d’heterozigots en aquest locus.
L’heterozigosi observada es compara amb 'esperada suposant I’ equilibri de Hardy-Weinberg i
discrepancies entre aquests dos indexs poden indicar episodis passats d’una poblacio, com

consanguinitat o hibridacié de poblacions.

La diversitat nucleotidica és el nombre mig de diferencies de nucleotids per posicié entre dos
sequencies en una poblacio. Si x; és la freqliencia a la poblacio de la sequéncia i, ;; és la
proporcié de nucleotids diferents entre les seqlieéncies i i j, la diversitat nucleotidica es calcula

com:
T = z xl-xjrcl-j

ij
En essencia, és un indicador de I'heterozigosi al nivell de nucleotids en una poblacié amb

emparellaments aleatoris (Nei, 1987). Tots els anteriors coeficients es poden analitzar per un
conjunt de marcadors i I’estimador poblacional seria la seva mitjana pels marcadors analitzats.

3. Objectives

Using already published genetic diversity in amphibian species, the main objective of this final
degree project is to compare levels of genetic diversity between threatened and non-threatened
species of amphibia.

4. Métodes

4.1 Seleccid de treballs, marcadors genétics i indexs de diversitat

Per tal d’obtenir les dades necessaries per a comparar la diversitat genética d’especies
amenacades i no amenacades d’amfibis s’han consultat els articles indexats a “The web of
science” (WOS). D’aquesta manera, les dades provenen d’articles cientifics publicats en revistes
especialitzades.

Per raons de comparabilitat entre espécies d’amfibis, cal concretar la técnica utilitzada per a
I'analisis de la diversitat genetica, o bé a partir de genoma nuclear amb loci de microsatel-lits, o
bé amb DNA mitocondrial. Les dues opcions sén valides i hi poden haver nombrosos treballs
publicats. La cercaala WOS pels loci microsatel-lits s’ha fet marcant els topics “genetic diversity”
+ amphibia + microsatellite. Pel DNA Mitocondrial es van agrupar les seglients cerques: “genetic
diversity” + amphibia + “mitochondrial DNA”, “genetic diversity” + amphibia + mtDNA i “genetic
diversity” + amphibia + “DNA barcoding”. El DNA barcoding és un metode que fa servir les
sequencies d’'un gen, generalment mitocondrial, com a marcador de DNA per identificar
especies. S’ha seleccionat la técnica a revisar en aquest estudi (microsatel-lits o mtDNA) en
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funcié del nombre de coincidéncies de la cerca de cada tecnica al WOS i per I'index H de les
publicacions associades. Aquest index H és una mesura de l'impacte de les publicacions
(citacions per altres treballs) en la comunitat cientifica.

S’han revisat els articles publicats comencant des de I'any 2018, I'Ultim completament
disponible a la WQOS, i retrocedint anys fins a obtenir un minim de 30 especies per grup. Els
articles seleccionats han sigut aquells que s’ajustaven més als criteris de seleccié: cal que
confirmin I’as de la técnica seleccionada a I'apartat de métodes i que presentessin els coeficients
de diversitat poblacional. Per a cada especie, en cada article seleccionat s’ha registrat el nom
cientific de I'especie, la grandaria de la mostra, els indexs de diversitat, I'estat d’'amenaca segons
la UICN, la referéncia a I'article d’origen de les dades, I’'any de publicacio de les dades i I'origen
geografic de les mostres. Si en un treball hi havia més d’'una poblacid estudiada, els nivells de
diversitat a cada un dels index de diversitat s’han obtingut fent la mitjana de les diferents
poblacions de les que se’n tenia informacid. Per a cada espéecie s’ha consultat el seu estat
d’amenaca segons els criteris de la IUCN a la web de la “UICN Red List”
(https://www.iucnredlist.org/) i agrupant en No amenacades els grups “Least concern” i “Near
threatened” i en Amenacgades els grups “Vulnearable”, “Endangered” i “ Critically Endangered” .
Les especies no indexades en I'lUCN no s’han tingut en compte, pero abans de descartar-les s’ha
revisat la seva taxonomia per possibles canvis de nom i classificacio i s’"ha buscat a I'lUCN amb
el nom nou. Tampoc es van tenir en comptes les especies classificades per la IUCN com a “Data
deficient”, “Extinct” i “Extinct in the wild”.

4.2 Analisis estadistiques

En relacid a les analisis estadistiques, s’ha comparat la diversitat genética entre diverses
agrupacions, mitjancant el test de la T-test o ANOVA si la variable es distribuia de manera Normal,
o el tests de Mann-Whitney-Wilcoxon o Kruskal-Wallis per a les que no presentaven distribucié
normal. Per comprovar si la variable es distribuia de manera Normal s’ha aplicat el test de
Shapiro-Wilk i el test F i Bartlett per verificar 'homogeneitat de les variancies dels grups
comparats (Homoscedasticitat). A més, d’entre espécies amenacades i no amenacades, s’han
comparat la diversitat genetica dels amfibis segons el pais (o territori) d’origen i del marcador
genétic treballat. Tanmateix, pels grups grans en les categories de marcador genetic o de pais
d’origen s’han comparat el nivell de diversitat entres les espécies amenacgades i no amenagades.
També s’ha testat la correlacié del nombre d’al-lels o d’haplotips (H) amb la mida mostral (N)
amb el coeficient de Pearson i una regressio lineal.

Tots els analisis estadistics s’han realitzar en el programa R (R Core Team, 2019) amb el paquet
R cmdr (Fox, 2005; Fox & Bouchet-Valat, 2019).

5. Resultats

5.1 Cerca bibliografica i seleccié de treballs

La cerca d’articles on la técnica empleada eren els loci microsatél-lits va donar 329 coincidencies
amb un H-index de 35, mentre que els que semblaven tenir dades de DNA mitocondrial van
donar una suma de 324 coincidencies amb un h-index de 44. Donat el semblant nombre
d’articles que utilitzen ambdues técniques, s’ha seleccionat els que treballen amb mtDNA pel
seu major index d’impacte (Figura 2).
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Figura 2: Resultats de la cerca comparativa per les técniques que utilitzen ADN mitocondrial i les que utilitzen
microsatel-lits.
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S’han revisat els 324 articles que treballaven amb mtDNA, del darrer publicat el 2018 fins el més
antic de I'any 1991. D’aquests 324 articles, només 62 contenien dades de diversitat: nombre
d’haplotips (H), diversitat haplotipica (h) i diversitat nucleotidica (r) a partir de seqiiencies de
ADN mitocondrial d’especies indexades a la [IUCN (Taula2). D’aquests 62 articles es van extreure
dades per 81 espeécies diferents, 60 del les categories del grup no amenacades i 21 de les
amenacades (Figura 3).

Taula 2: Conjunt d’espécies revisades. N és la mida mostral, H és el nombre d’haplotips, h és la diversitat haplotipica i it la diversitat
nucleotidica.

Especie N Marcador H h Tt Estat Any Pais o Regié | Cita
genetic
Lepidobatrachus asper 23 Cco1 2 0,42 | 0,0014 Near Threatened 2018 Brasil 1
Lepidobatrachus laevis 77 co1 23 0,90 | 0,0038 Least Concern 2018 Brasil 1
Lepidobatrachus llanensis 85 co1 10,3 | 0,63 | 0,0033 Least Concern 2018 Brasil 1
3
Bokermannohyla saxicola 186 COliCytB ND 0,75 | 0,0030 Least Concern 2018 Brasil 2
Dermatonotus mulleri 72 ND2 13 0,53 | 0,0042 Least Concern 2018 Brasil 3
Rana pseudodalmatina 27 COliCytB ND 0,88 | 0,0041 Least Concern 2018 Altres 4
Osteocephalus taurinus 187 16S rRNA 39 0,90 | 0,0078 Least Concern 2018 Brasil 5
Osteocephalus oophagus 5 16S rRNA 2 0,40 | 0,0008 Least Concern 2018 Brasil 5
Discoglossus pictus 58 CytB 36 0,97 | 0,0090 Least Concern 2018 Mediterrani | 6
Hyla meridionalis 50 co1 34 0,96 | 0,0310 Least Concern 2018 Mediterrani 6
Pelophylax saharicus 63 co1 33 0,93 | 0,0660 Least Concern 2018 Mediterrani | 6
Bufotes viridis 10,17 CR ND 0,38 | 0,0050 Least Concern 2018 Mediterrani | 7
Pelophylax nigromaculatus 150 CytB 4,6 0,47 | 0,0076 Near Threatened 2017 Xina 8
Ichthyosaura alpestris 149 Cyt BiND2 13 0,80 | 0,0077 Least Concern 2017 Mediterrani | 9
Batrachuperus tibetanus 14 CytB 3 0,42 | 0,0042 Vulnerable 2017 Xina 10
Hynobius amjiensis 45 CytB 5 0,52 | 0,0053 Critically 2016 Xina 11
Endangered

Gyrinophilus porphyriticus 122 CytB 50 0,96 | 0,0310 Least Concern 2016 Estats Units | 12
Plethodon kentucki 89 CytB 16 0,72 | 0,0470 Least Concern 2016 Estats Units | 12
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Scinax eurydice 128 ND2 27 0,85 | 0,0067 Least Concern 2016 Brasil 13
Batrachyla leptopus 54 CytB 25 0,01 | 0,0110 Least Concern 2016 Altres 14
Laliostoma labrosum 67 12s rRNA 26 ND 0,0138 Least Concern 2015 Madagascar | 15
Babina holsti 11 ND5 6,6 0,76 | 0,0029 Endangered 2015 Altres 16
Nanorana parkeri 267 CytB 38 0,53 | 0,0031 Least Concern 2015 Xina 17
Rhacophorus omeimontis 196 CytBiND2 39 0,95 | 0,0191 Least Concern 2015 Xina 18
Lithobates sylvaticus 76 ND2 28 0,86 | 0,0050 Least Concern 2015 Altres 19
Odorrana schmackeri 511 ND2 81 0,95 | 0,1009 Least Concern 2015 Xina 20
Ichthyophis bannanicus 158 Cyt BiND2 23 0,70 | 0,0077 Least Concern 2015 Xina 21
Xenopus laevis 94 CytB 6 0,55 | 0,3735 Least Concern 2014 Altres 22
Rana dalmatina 61 co1 ND 0,69 | 0,0013 Least Concern 2014 Mediterrani 23
Salamandrina perspicillata 551 CytB 17 0,26 | 0,0420 Least Concern 2014 Mediterrani | 24
Salamandrina terdigitata 100 CytB 0,04 | 0,2080 Least Concern 2014 Mediterrani | 24
Neurergus crocatus 9 CRil6s 0,75 | 0,0005 Vulnerable 2014 Altres 25
rRNA
Neurergus kaiseri 4 CRil6s 2 0,67 | 0,0009 Vulnerable 2014 Altres 25
rRNA
Neurergus microspilotus 11 CRi16s 1 ND 0,0000 Critically 2014 Altres 25
rRNA Endangered
Pachyhynobius 44 CR 7 0,56 | 0,0020 Vulnerable 2014 Xina 26
shangchengensis
Scutiger ningshanensis 17 CytB ND 0,91 | 0,0058 Endangered 2014 Xina 27
Discoglossus montalentii 72 CytB 16 0,87 | 0,0073 Near Threatened 2013 Mediterrani | 28
Rana kukunoris 360 CytB 60 0,84 | 0,0041 Least Concern 2013 Xina 29
Tylototriton shanjing 146 CytB, CRi 58 0,96 | 0,0097 Near Threatened 2013 Xina 30
12S rRNA
Euproctus montanus 193 CytBiCO1 97 0,98 | 0,0275 Least Concern 2013 Mediterrani | 31
Anaxyrus punctatus 46 ND ND 0,72 | 0,0040 Least Concern 2013 Estats Units 32
Tylototriton kweichowensis 71 CR 28 0,94 | 0,0022 Vulnerable 2013 Xina 33
Boana albopunctata 121 CR, Cyt B, 91 0,99 | 0,0400 Least Concern 2012 Brasil 34
ND1, ND2i
16s rRNA
Allobates femoralis 107 16 rRNA 23 0,85 | 0,0060 Least Concern 2012 Brasil 35
Babina subaspera 23 co1 7 ND 0,0014 Endangered 2012 Altres 36
Gephyromantis enki 28 16s rRNA 4 ND 0,0010 Vulnerable 2012 Madagascar | 37
Boophis boehmei 14 16S rRNA 2 ND 0,0005 Endangered 2012 Madagascar | 37
Plethodon cinereus 55 CO1,CytB 6 0,65 | 0,0082 Least Concern 2012 Estats Units | 38
Plethodon hubrichti 6 CO1,CytB 4 0,90 | 0,0089 Vulnerable 2012 Estats Units | 38
Ranodon sibiricus 21 CR 2 0,32 | 0,0005 Endangered 2012 Xina 39
Pseudoeurycea leprosa ND CR, CytB i 16 0,85 | 0,0040 Least concern 2012 Altres 40
12S rRNA
Lissotriton italicus 25,1 ND2 ND 0,67 | 0,0010 Least concern 2012 Mediterrani | 41
Eleutherodactylus 45 CytB ND 0,92 | 0,0088 Endangered 2011 Altres 42
portoricensis
Sclerophrys panterina 77 ND2 i ND4 6 0,61 | 0,0010 Endangered 2011 Altres 43
Desmognathus ND ND2 i ND4 ND 0,95 | 0,2300 Least concern 2011 Estats Units 44
quadramaculatus
Desmognathus marmoratus ND ND2 i ND4 ND 0,98 | 0,3330 Least concern 2011 Estats Units | 44
Hyla sarda ND ND2 i ND4 ND 0,67 | 0,0022 Least concern 2011 Mediterrani | 45
Rana sphenocephala ND 12s rRNA 25 ND 0,1372 Least concern 2011 Estats Units | 46
Salamandra salamandra 168 CytBiND1 17 0,89 | 0,0195 Least concern 2011 Altres 47
Rhinella spinulosa 203 CytBiND1 25 0,85 | 0,0059 Least concern 2011 Altres 48
Hyla japonica 339 CytBiND1 95 0,88 | 0,0088 Least concern 2011 Altres 49
Bombina bombina 86,4 CytB ND 0,68 | 0,1750 Least concern 2011 Mediterrani | 50
Bombina variegata 94 CytB ND 0,68 | 0,2383 Least concern 2011 Mediterrani 50
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Phyllomedusa tetraploidea 23 CytB 11 0,92 | 0,0050 Least Concern 2010 Brasil 51
Phyllomedusa iheringii 6 CytB 4 0,80 | 0,0070 Least Concern 2010 Brasil 51
Engystomops pustulosus 37 CytB 21 0,91 | 0,0452 Least Concern 2010 Altres 52
Thoropa miliaris 26 CytB 20 0,98 | 0,0156 Least Concern 2009 Brasil 53
Gastrophryne carolinensis 100 16s rRNA 27 0,18 | 0,0190 Least Concern 2009 Estats Units 54
Batrachoseps attenuatus 23 CytB 5 0,56 | 0,0038 Least Concern 2009 Estats Units 55
Pelophylax lessonae 149 CytB 26 0,54 | 0,0032 Least Concern 2008 Mediterrani | 56
Eleutherodactylus ockendeni 51 CytB 5 0,47 | 0,0012 Least Concern 2007 Altres 57
Rana ridibunda 207 CytB 15 0,74 | 0,0022 Least Concern 2006 Mediterrani | 58
Mantella milotympanum 9 CytB 6 0,83 | 0,0042 Critically 2004 Madagascar | 59
Endangered
Mantella aurantiaca 7 CytB 3 0,55 | 0,0114 Critically 2004 Madagascar | 59
Endangered
Mantella madagascariensis 7 CytBiCR 4 0,81 | 0,0032 Vulnerable 2004 Madagascar | 59
Craugasator bransfordii 7,00 ND2 3 ND 0,0034 Least concern 2003 Altres 60
Craugastor polyptychus 6 ND2 2 ND 0,0016 Least concern 2003 Altres 60
Craugastor stejnegerianus 7 ND2 2,75 | ND 0,004 Least concern 2003 Altres 60
Salamandra lanzai 44 CytB 0 0 0 Vulnerable 2002 Mediterrani | 61
Xenopus laevis 119 CytBiCR 5 0,23 | 0,0039 Least Concern 1997 Altres 62
Xenopus gilli 206 CytBiCR 9 0,37 | 0,0047 Endangered 1997 Altres 62

Les cites corresponen a les seglients: 1 (Brusquetti et al., 2018), 2 (Nascimento et al., 2018), 3 (Oliveira et al., 2018), 4 (Freake, O’Neill,
Unger, Spear, & Routman, 2018), 5 (Ortiz, Lima, & Werneck, 2018), 6 (Beddek et al., 2018), 7 (Dufresnes et al., 2018), 8 (Wang et al., 2017),
9 (Chiocchio et al., 2017), 10 (Huang et al., 2017), 11 (Yang et al., 2016), 12 (Kuchta et al., 2016), 13 (Menezes et al., 2016), 14 (Vidal et al.,
2016), 15 (Pabijan et al., 2015), 16 (Kakehashi et al., 2015), 17 (Liu et al., 2015), 18 (Li et al., 2015), 19 (D’Aoust-Messier & Lesbarréres,
2015), 20 (Li et al., 2015), 21 (Wang et al., 2015), 22 (Lobos et al., 2014), 23 (Canestrelli et al., 2014), 24 (Hauswaldt et al., 2014), 25
(Hendrix et al., 2014), 26 (Pan et al., 2014), 27 (Meng et al., 2014), 28 (Bisconti et al., 2013), 29 (Zhou et al., 2013), 30 (Yu et al., 2013), 31
(Bisconti et al., 2013), 32 (Wood et al., 2013), 33 (Zhang et al., 2013), 34 (Prado et al., 2012), 35 (Simdes, Lima, & Farias, 2012), 36 (Ilwai
& Shoda-Kagaya, 2012), 37 (Pabijan et al., 2012), 38 (Bayer et al., 2012), 39 (Chen et al., 2012), 40 (Parra-Olea et al., 2012), 41 (Canestrelli
et al., 2012), 42 (Barker et al., 2011), 43 (Measey & Tolley, 2011), 44 (Wooten & Rissler, 2011), 45 (Bisconti et al., 2011), 46 (Newman &
Rissler, 2011), 47 (Reis et al., 2011), 48 (Gallardo et al., 2011), 49 (Jang et al., 2011), 50 (Fijarczyk et al., 2011), 51 (Brunes et al., 2010), 52
(Préhl et al., 2010), 53 (Fitzpatrick et al., 2009), 54 (Makowsky et al., 2009), 55 (Martinez-Solano & Lawson, 2009), 56 (Canestrelli &
Nascetti, 2008), 57 (Elmer et al., 2007), 58 (Matson et al., 2006), 59 (Vences et al., 2004), 60 (Crawford, 2003), 61 (Riberon et al., 2002) i
62 (Evans et al., 1997).

Figura 3: Nombre d’especies treballades dins les categories establertes segons els criteris de la IUCN.
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5.2 Nivells de diversitat en espécies amenagades i no amenagades

Segons el test de Pearson, hi ha una correlacié positiva i significativa entre les variables grandaria
mostral (N) i el nombre d’hapolitps (H) (p-value < 0.0001). A més, la relacié de N amb H com a
variable resposta s’ajusta a un model lineal (Figura 4)(r? = 0.3569, p-value < 0.0001). Donada
aquesta relacié entre ambdues variables, el nombre d’haplotips (H) no s’ha considerat per fer
les comparacions de diversitat entre grups.

Figura 4: Correlacié de mida mostral (N) i nombre d’Haplotips (H) on la regressid lineal es representada en
negre.
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La mitjana de diversitat haplotipica va ser de 0.696 (sd: 0.196) per les espéecies amenacades i
0.723 (sd: 0.244) en el grup d’especies no amenacgades. El test Shapiro-Wilk de normalitat
determina que aquest index presenta una distribucié normal pel conjunt de poblacions
d’especies amenacgades (W = 0.9349, p-valor = 0.3226), perd no per les no amenagades (W =
0.9349, p-valor < 0,0001). Per aix0, es van compara els valors amb el test no paramétric de
Mann-Whitney-Wilcoxon, que no va detectar diferéncies significatives entre els dos grups (W =
345.5, p-value = 0.391). Tot i no ser significativament diferents la mitjana de diversitat
haplotipica del grup d’espécies no amenacades, era major a la del grup d’amenacades i
presentava una distribucié dels valors més amplia (Figura 5).
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Figura 5: Distribucio de diversitat haplotipica per als grups d’espécies d’amfibis Amenagats i no Amenagats amb
els respectius errors estandards.
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La mitjana de diversitat nucleotidica va ser de 0.0030 (sd: 0.0027) per el grup d’especies
amenacadesi0.0422 (sd: 0.0830) per a les no amenacgades. El test de Shapiro-Wilk va determinar
que cap dels dos grups presenta una distribucié normal (Amenacgades: W =0.88, p-value =0.022;
No Amenacades: W = 0.5366, p-value < 0.001). Novament, es va aplicar el test no paramétric de
Mann-Whitney-Wilcoxon que en aquest cas va indicar que els dos grups si eren significativament
diferents per aquest index de diversitat (W = 194, p-value = 0.0004). El grup d’espécies no
amenacades té una diversitat nucleotidica mitjana significativament superior, a més d’una
distribucié molt més amplia dels valors que resulta en algunes dades atipiques (Figura 6). De les
dades atipiques s’han exclos dels analisis les pertanyents a Xenopus laevis i Desmognathus
quadramaculatus degut a que superaven en més de tres vegades la desviacié estandard.
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Figura 6: Distribucions de diversitat nucleotidica per als grups d’espécies d’amfibis Amenagades i no Amenagades
amb els respectius errors estandards. S’han exclos les dades pertanyents a Xenopus laevis (0.3735) i Desmognathus
quadramaculatus (0.3330) degut a que eren molt atipiques.
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5.3 Diversitat segons el marcador mitocondrial

S’ha comparat la diversitat geneética entre els principals marcadors del genoma mitocondrial
observats en els articles revisats: Citocrom (Cytb), Citocrom oxidasa | (CO1), NADH-
Deshidrogenasa (agrupades ND1 i ND2 en un sol grup, MT-ND), RNA ribosomic (12S i 16S
agrupats també en un sol grup, rRNA) i la regié de control (CR) que incloia tant els treballs que
indicaven la regié de control com aquells que 'anomenaven com a D-Loop (Figura 7).

Figura 7: Nombre d’espécies estudiades per cada regio del genoma mitocondrial.
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El test Shapiro-Wilk va indicar que la diversitat haplotipica (h) no presentava una distribucio
normal en el gen Cyt B (p-valor=0.0011). El resultat del test de Kruskall-Wallis (Kruskal-Wallis -
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squared = 2.4819, df = 3, p-value = 0.4786) indicava que no hi havia cap marcador amb nivells
de diversitat haplotipica significativament diferent als altres, tot i que CO1 presentava la major
mitjana o Cyt B la distribucié de valors més amplia (Figura 8).

Figura 8: Distribucions dels valors de diversitat haplotipica en funcié de la zona del genoma mitocondrial
analitzada.
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Respecte la diversitat nucleotidica, el test de Kruskall-Wallis en aquest cas tampoc va detectar
diferéncies significatives entre els marcadors mitocondrials (Kruskal-Wallis y2-squared=4.7316,
df=3, p-value=0.1925). En aquesta analisi es van eliminar alguns dels treballs revisats que fan
servir Cyt B o MT-ND perque presentaven valors atipics, superiors en més de tres vegades la
desviacio estandard (Figura 9).
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Figura 9: Distribucions dels valors de diversitat nucleotidica en funcié de la zona del genoma mitocondrial
analitzada. No s’hi veuen representats els valors atipics corresponents a Xenopus laevis (0.3735), a Desmognathus
marmoratus (0.3330).
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La regié amb el major nombre d’espécies revisades era la corresponent al citocrom B amb més
del doble d’espécies que la resta (Figura 7) i es va utilitzar com a representant dels marcadors
mitocondrials codificant per proteines per comparar la diversitat entre especies amenacgades i
no amenacades en aquest tipus de gens. Com els gens ribosomals i la regié de control tenen
altres funcions diferents a la de codificar per proteines, també es va fer I'anterior comparacio
dels nivells de diversitat entre espécies amenacgades i no amenacgades, per determinar si el tipus
de funcid del gen pot afectar a les conclusions d’aquest treball.

5.3.1 Citocrom B

Entre les espécies estudiades amb la seqliéncia Citocrom B, hi ha 10 espéecies amenacades i 36
llistades a la llista vermella de la [IUCN com no amenagades. Com que la mida mostral i el nombre
d’haplotips estan correlacionats (t = 3.102, df = 37, p-value = 0.003669) en els treballs que fan
servir aquest marcador, tampoc aqui s’ha pogut usar el nombre d’haplotips com a index de
diversitat.

La diversitat d’haplotips en el grup d’espécies amenacgades no presenta una distribucié normal
(p-value=0.0018), pero el de no amenacades si (p-value=0.126). Segons el test de Wilcoxon, les
mitjanes de diversitat d’haplotips dels dos no eren significativament diferents (W=133, p-
value=0.2618)(Figura 10).

Per la diversitat nucleotidica, les espéecies no amenagades no presenta una distribucié normal
(p-value<0.001) mentre que el grup d’amenacgades si (p-value=0.360) segons el test Shapiro-Wilk.
El test Wilcoxon va determinar que el grup d’espéecies no amenacgades té valors de diversitat
nucleotidica significativament superiors al grup d’espéecies amenacades (p-value=0.039)(Figura
10).
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Figura 10: Distribucions dels index de diversitat diversitat haplotipica (esquerra) i diversitat nucleotidica (dreta) de
les dades de Cyt B en funcio del seu grup d’amenaga.
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5.3.2 ARN Ribosomic

També s’han treballat independent les dades obtingudes en els treballs que fan servir els gens
de rRNA ribosomic per comparar els index de diversitat entre els grups d’espécies amenacades
i no amenacades. Hi ha 9 espécies en el grup de no amenagades i 6 en el grup d’'amenacgades. La
mida mostral i el nombre d’haplotips observats estan també en aquest cas correlacionats
(t=3.9229, df=10, p-value=0.002853) i, per tant, tampoc s’ha usat el nombre d’haplotips com a
index de diversitat.

La diversitat d’haplotips presenten en ambdds grups una distribucions normals (Amenacades p-
value=0.907, No amenagades p-valor=0.1828) i amb homogeneitat de variancies (F=0.085557,
num df=2, denom df=6, p-value=0.1618). El test t va indicar que les mitjanes en els dos grups no
eren significativament diferents, tot i que les no amenagades mostraven una distribucié de
dades notablement més amplia (Figura 11). La diversitat nucleotidica en cap dels dos grups
presentava una distribuci6 normal (Amenacades p-valor=0.0130, no amenacgades p-
valor=0.0014). El test Wilcoxon va detectar que els grups eren significativament diferents (W=5,
p-value=0.007592), sent major la diversitat nucleotidica en el grup d’espécies no amenacades
(Figura 11).
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Figura 11: Distribucions dels index de diversitat haplotipica (esquerra) i diversitat nucleotidica (dreta) per a les
dades de rRNA en funcio del grup d’amenaga.
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5.3.3 Regio control

Finalment, es van treballar de manera independent les dades obtingudes dels treballs que
analitzaven variacid en la regié de control o D-Loop, per comparar els index de diversitat entre
les especies amenacades i no amenagades. Hi havia 5 espécies en el grup de no amenacgades i 7
en el grup d’amenacades. Com que en aquest cas la mida mostral i el nombre d’haplotips no
estaven correlacionades (t=1.5295, df=9, p-value=0.1605) es va afegir el nombre d’haplotips als
indexs de diversitat. Aquest index, nombre d’haplotips (H), va presentar una distribucié normal
pel grup no amenacgades (p-value=0.7288), pero no pel grup d’amenacades (p-value=0.0066). El
test de Wilcoxon no va detectar diferéncies en el nombre d’haplotips entre les especies
amenacades i no amenacgades (W=4, p-value=0.07), tot i que el grup de no amenacades tenia
una distribucié de dades més amplia i una mitjana superior (Figura 12).

Figura 12: Distribucio del nombre de Haplotips per a les dades de CR en funcio del seu grup d’amenaga.
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Respecte la diversitat d’haplotips, ambdds grups presenten distribucions normals (Amenagades
p-value=0.8406, No amenacades p-valor=0.0774) i homogeneitat de variancies (F=0.3993, num
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df=5, denom df=4, p-value=0.3413). El test t va determinar que no eren significativament
diferents (t=-0.58937, df=9, p-value=0.5701), tot i que és major la mitjana del grup No
amenacades (Figura 13). Per la diversitat nucleotidica, també ambdds grups presentaven
distribucions normals (Amenacgades p-valor=0.1756, No amenacades p-valor=0.1756) i
homogeneitat de variancies (F=0.39934, num df=5, denom df=4, p-value=0.3413). Pero per
aquest index, el test t va determinar que els grups eren significativament diferents (t=-2.403,
df=10, p-value=0.03713), sent major la diversitat nucleotidica en les especies no amenacades, a
més de presentar una distribucié de valors més amplia (Figura 13).

Figura 13: Distribucions dels index de diversitat diversitat haplotipica (esquerra) i diversitat nucleotidica (dreta)
per a les dades de CR en funcié del grup d’amenaca.
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5.4 Comparacio per paisos

Les dades revisades sobre diversitat en espécies d’amfibis provenen de 21 paisos diferents
(Taula 2). La zona del Mediterrani (inclou: Tunisia, Grécia, Italia, Franca, Azerbaidjan i la zona
dels Balcans) és capdavantera amb 17 espécies estudiades, perd només una d’amenacada
(Figura 14). El test Khi-quadrat suggereix que no tots els paisos distribueixen per igual els estudis
entre espécies amenacades i no amenacades (y*-squared=23.741, df=5, p-value=0.0002434).
Aixi, per exemple, els paisos amb major nombre d’espeécies estudiades han estat la Xina i el Brasil
amb 13 espécies, perd només la Xina presenta un nombre similar de dades per especies
amenacades (6) i no amenacgades (7). Madagascar és el pais amb la proporcié més alta d’espécies
amenacades estudiades, 5 de les 6.
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Figura 14: Nombre d’especies estudiades en els principals paisos, discriminant per el seu estat d’amenaga. Dins
el grup altres s’inclouen els segiients paisos: Azerbaidjan, Canada, Xile, Costa Rica, Equador, Iran, Japd, Corea,
Meéxic, Portugal, Puerto Rico i Sud Africa.
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La diversitat haplotipica presentava una distribucié normal per a tots els paisos (Brasil p-
valor=0.235, Estats Units p-valor=0.235, Madagascar p-valor=0.235, Mediterrani p-valor=0.166,
Xina p-valor=0.235 (p-valors ajustats segons el métode de Holm)). El test de Bertlett per la
homogeneitat de variancies va indicar homogeneitat de variancies en tots aquests territoris
(Bartlett's K-squared = 2.923, df = 4, p-value = 0.5708) i ’ANOVA va determinar que tots ells
presentaven una diversitat haplotipica (Figura 15) semblant (df=4, F-value=0,49, p-value=0.743).

Figura 15: Distribucio de la diversitat d’haplotips en funcid del pais de la espécie.
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En relacid a la diversitat, els test de Shapiro-Wilk només van indicar ajustament a la distribucié
normal a les dades de les espéecies de Madagascar (p-valor=0.1819), mentre que els demés no
la presenten (Brasil p-valor=0.0003, Estats Units p-valor=0.00364, Mediterrani p-valor=0.00014,
Xina p-valor<0.0001). El test de Kruskal-Wallis va determina que la diversitat nucleotidica
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tampoc era significativament diferent entre els territoris (Figura 16) (Kruskal-Wallis y2-squared
=6.9727, df = 4, p-value = 0.1373).

Figura 16: Distribucio de la diversitat nucleotidica en funcio del pais de la espécie.
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5.4.1 Xina

La Xina era I'Gnic territori amb un nombre petit, pero suficient, d’especies amenagades i no
amenacades per poder fer comparacions entre aquest dos grups en relacié als indexs de
diversitat. Els resultats confirmen el patrd general, la diversitat d’haplotips no era
significativament diferent entre especies amenagades i no amenacades (t=-1.2338, df=11, p-
value=0.243), pero la diversitat nucleotidica era superior per les espécies no amenacades (W=6,
p-value=0.03497) (Figura 17).

Figura 17: Distribucions dels index de diversitat diversitat haplotipica (esquerra) i diversitat nucleotidica (dreta)
de les dades de Xina en funcid del seu grup d’amenaga.
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6. Discussio

Els amfibis sén el grups d’animals cordats del que més especies s’han extingit aquestes Ultimes
décades (Baillie et al., 2004; Beebee & Griffiths, 2005) i I'lUCN estima que un 40% de les espécies
d’amfibis estan amenacgades. Tot i aix0, de la revisié efectuada dels treballs publicats fins al 2018
que fan servir variacié en el mtDNA, només un 25% de les especies estudiades estaven
catalogades dins de la categoria d’amenacades.

Quan el nombre d’espécies, de les que es disposaven dades, era gran, el nombre d’haplotips (H)
ha estat sempre correlacionat amb la mida mostral de forma que no s’ha utilitzat com a
indicador per comparar la diversitat genetica degut a que les conclusions podrien estar
esbiaixades per les diferéncies en la grandaria mostral entre els diferents treballs revisats. En
les analisis amb grups més petits, com el dels treballs que fan servir variacid en la regié de control,
no s’ha detectat correlacié entre ambdues variables i s’"ha pogut fer la comparacié amb aquest
index, que no ha detectat diferencies entre espécies llistades com amenagades i no amenacades
a la llista vermella de la IUCN.

Tenint en compte totes les dades de la revisid, I'index de diversitat haplotipica no és
significativament diferent entre el grup d’espécies amenacades i no amenacades, tot i que el
grup d’especies no amenacades presenta rangs de valors i mitjanes superiors. Algunes espécies
llistades com no amenacades tenen molts baixos nivells de diversitat haplotipica, el que
suggereix una alta sensibilitat a futures pertorbacions. La diversitat nucleotidica si que ha estat
significativament inferior en les especies amenagades. Aquests patrd de no diferenciacid en la
diversitat haplotipica pero si en la nucleotidica, sembla complir-se per tots els gens mitocondrial,
independentment de si la seva funcid és codificar per proteines (cas de la Cytb), per gens
ribosomals o per la regid de control, que és una regié del mtDNA amb regions hipervariables
(Howell et al., 2007). En aquest sentit, sorpréen que la regié de control presenti en aquesta revisio
una distribucié de valors més estreta i amb menys atipics que les altres regions estudiades
(Figura 13). Aquest resultat podria ser degut a que, en proporcid, la regié de control té menys
dades que les altres i, en particular, molt poques sén d’espécies no amenacades.

La degradacié i perdua d’habitat és I'amenaca que afecta de forma majoritaria a amfibis (WWF,
2018) i redueix les poblacions iles ailla. Les poblacions reduides pateixen un coll d’ampollaisén,
per tant, propenses a la perdua de diversitat genética; alhora, I'aillament no permet I'entrada
de material genetic des de les altres poblacions. D’altra banda, situacions com la fragmentacio
de poblacions, altes mortalitats per malalties i catastrofes, o la introduccié d’espécies invasores
poden reduir drasticament la poblacié provocant nous coll d’ampolla que redueixen encara més
la diversitat genetica. La menor diversitat nucleotidica de les espécies amenacades podria ser
explicada per aquest factor i suggereix que aquest index és més sensible als colls d’ampolla que
la diversitat haplotipica.

El calcul de diversitat haplotipica incorpora exclusivament les freqiiencies dels haplotips. Els colls
d’ampolla provoquen la pérdua d’al-lels, pero els al-lels que es mantenen després del coll
d’ampolla augmenten la seva freqiieéncia i com ha resultat, indexs com la diversitat haplotipica
o la heterozigosi esperada, sén poc sensibles a la perdua dels al-lels (Leberg, 1992). La diversitat
nucleotidica considera no només les freqiencies dels haplotips, sind també les diferencies
nucleotidiques entre ells. El fet que aquest index sigui menor en les espéecies amenacades
suggereix que les perdues d’haplotips han estat importants i només hi trobem aquells que es
van mantenir. També en podem trobar de nous produits per un o pocs canvis nucleotidics
respecte dels que es van mantenir després del coll d’ampolla. Les especies no amenacades
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incorporen haplotips produits al llarg de tota la historia evolutiva de les seves poblacions que
poden presentar moltes més substitucions nucleotidiques.

Els paisos i territoris que presentaven major nombre d’especies estudiades (Figura 14)
coincideixen amb els paisos on habiten més nombre d’espécies d’amfibis segons les dades de la
IUCN. El Mediterrani és la regié amb més espécies estudiades, tot i aixd només una d’'amenacgada.
Xina i Brasil estan, ambdues, al capdavant en nombre d’espeécies treballades. Ambdds paisos
tenen zones d’alta biodiversitat com sén la selva amazonica (Ortiz et al., 2018; Simdes et al.,
2012) o laltipla tibeta (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2013). En la nostra revisid, Madagascar
és capdavantera en I'estudi d’espécies amenacgades; tot i aixd, només s’han realitzat estudis de
5 de les 145 especies amenacades d’amfibis que s’atribueixen només a aquest pais (IUCN, 2019).
En cap dels paisos revisats, els amfibis presentaven major diversitat haplotipica o nucleotidica.
Aix0 suggereix que, tot i les diferents especies d’amfibis que els habiten, les seves histories
evolutives sén semblants, el que implica que les amenaces, tot i poder ser diferents a cada
territori, els han afectat de manera similar.

6.1 Reflexio etica

Aquest Treball Final de Grau és una revisié dels treballs publicats sobre els nivells de diversitat
genetica en les poblacions d’amfibis. Com a treball de revisid bibliografica s’"han emmagatzemat
i consultat tots els articles digitalment, estalviant al maxim el consum de paper durant I'execucio
del treball. En quant als resultats del treball, i considerant que la major part dels treballs
publicats que s’han revisat son posteriors al 2004 -any en que els amfibis van a passar a ser el
grup animal amb major proporcié d’especies llistades com a amenagades a la UICN (40%
aproximadament)-, sorpren que només 21 (25%) de les 62 especies estudiades en aquesta
revisié siguin amenacades. Paisos economicament importants com els Estat Units, Franca i Italia
(en la regié mediterrania), o que contenen hot-spots de diversitat com el Brasil, han estudiat
sobretot la diversitat genética en espécies no amenacades. Sembla que no s’estigui donant
atencid a les espécies que més ho requereixen. Tanmateix, les técniques actuals per I'estudi del
DNA permeten obtenir dades de diversitat de forma poc invasiva. Es per aquest motiu que es
poden estudiar espécies amenacades sense que el nombre d’efectius de les poblacions
vulnerables es vegi afectat. Crec que per tot aixo s’haurien de dedicar recursos i estudis futurs
sobre aquestes espécies.

7. Conclusions

Despite amphibians are the Cordata group with the highest proportion of endangered species
(40%), in this review on already available genetic diversity for amphibian species from mtDNA
markers, the proportion of threatened species studied so far is low (25%).

The number of haplotypes was related with the sample size of the studied populations;
therefore, this index is unsuitable to compare genetic diversity levels among studies.

According to this review, the nucleotide diversity is more sensitive to population declines than
haplotype diversity. Lower nucleotide diversity was observed in threatened amphibian species,
irrespective of the applied mtDNA marker or studied country.

Even if the average diversity is high in non-threatened species, the distribution of values is wide,
implying that there are some species not listed as threatened that may be easily threatened by
future perturbations.
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