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INTRODUÇÃO

Dentre  as  7.546  espécies  de  anfíbios  atuais  alocadas  em  três  ordens  (Anura,  Caudata  e
Gymnophiona),  Anura inclui  aproximadamente  96% desta  diversidade  (Frost,  2016).  Os anuros
apresentam geralmente duas fases distintas ao longo de seu desenvolvimento, uma larval aquática
(girino) e uma adulta terrestre (sapo, rã ou perereca, Pough et al., 2008). Apesar dos girinos serem
restritos a corpos d’água e relativamente abundantes onde ocorrem, 40% das espécies de anuros não
tem seu girino conhecido (Rossa-Feres et al., 2015). Essa falta de conhecimento é preocupante, pois
a pele permeável e nua dos anfíbios e a ocupação dos dois biótopos no seu ciclo de vida (água e
terra) tornam estes animais muito vulneráveis a diversos fatores ambientais  (Stuart et al.,  2004;
Wake  e  Vredenburg,  2008;  Verdade  et  al.,  2010;  Verdade  et  al.,  2012).  De  fato,  os  anfíbios
representam  o  grupo  taxonômico  mais  ameaçado  de  extinção  (40%  das  espécies  mundiais
apresentam declínio populacional, IUCN, 2014), e o desmatamento tem sido o principal responsável
pelo seu declínio (Wake e Vredenburg, 2008).
O Brasil lidera a diversidade mundial de anfíbios com 1.080 espécies descritas, 1.039 são anuros
(SBH, 2016). Dentre os seis biomas brasileiros (IBGE, 2004), a maioria das pesquisas científicas
têm sido realizadas nos biomas florestais (Mata Atlântica e Amazônia) ou nos  hotspots mundiais
(Mata  Atlântica  e  Cerrado,  Myers  et  al.,  2000).  A Caatinga,  apesar  de  ser  o  único  bioma
exclusivamente  brasileiro  ainda  não  tem  atraído  tanta  atenção  e  historicamente  tem  sido
considerado um bioma com baixa  riqueza  e  endemismo (Mares  et  al.,  1985).  Estudos recentes
desafiaram esta afirmação e levantamentos  faunísticos revelaram que na verdade há um grande
déficit de conhecimento acerca da biodiversidade nesse bioma (Rodrigues, 2003; Albuquerque et
al., 2012; Roberto et al., 2013; Pedrosa et al.,2014; Almeida et al., 2016). 
No estado de Alagoas por exemplo, metade do seu território originalmente era Caatinga, e 64% dos
municípios alagoanos situados na Caatinga não apresentam se quer um registro de anuro (Almeida
et al., 2016). Apesar deste conhecimento incipiente sobre a anurofauna da Caatinga alagoana, 30
espécies de anuros (das 72 espécies já registradas para o Estado), já foram registradas, porém são
escassos os estudos acerca da biologia desses animais, principalmente em relação a sua fase larval
(Albuquerque et al., 2012). 
O grande número de espécies crípticas somada a falta de características diagnósticas e a escassez de
chaves  de  identificação  de  girinos  dificultam  a  identificação  utilizando  apenas  uma  análise
morfológica.   Entretanto, uma abordagem molecular utilizando um fragmento do gene mitocondrial
16S rRNA (DNA barcode) vem auxiliando na identificação de girinos e já se mostrou eficaz em
identificar anuros de Borneo, Madagascar, Espanha e Peru (Malkmus & Kosuch, 2000; Vences et
al., 2005b; Thomas et al., 2005; Moravec et al., 2014). No Brasil, essa ferramenta foi testada apenas
na Área de Proteção Ambiental Catolé e Fernão Velho, Alagoas (Correia et al., 2014). Desse modo,
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o objetivo  do presente  estudo foi  verificar  a  eficiência  do gene  mitocondrial  16S rRNA como
ferramenta para auxiliar na identificação de girinos da Caatinga alagoana.

METODOLOGIA

Para a análise molecular foi utilizado tecido da musculatura caudal de girinos coletados na Caatinga
e zonas de transição entre a Caatinga e a Mata Atlântica no estado de Alagoas já incorporados ao
Banco de Tecido da Coleção de Anfíbios e Répteis do Museu de História Natural da Universidade
Federal de Alagoas (MHN-UFAL). Onze amostras, representantes de nove morfotipos, tiveram o
DNA genômico total  extraído  utilizando o método de  extração  com sais  (Aljanabi  e  Martinez,
1997). Após, uma reação em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificação de 560 pares de base
(pb) do gene mitocondrial 16S rRNA foi realizada. A presença de amplicons foi verificada através
de uma eletroforese em gel de agarose 1% corado com Sybr safe e visualizado no trasluminador
com luz ultravioleta. As oito amostras funcionais foram purificadas com isopropanol e enviadas ao
Laboratório  Central  do Centro de Ciências  Biológicas  da Universidade  Federal  de Pernambuco
(LabCen/UFPE) para serem sequenciadas unidirecionalmente utilizando o método de Sanger após a
reação  do  Big  Dye  terminator.  As  sequências  obtidas  foram editadas  e  alinhadas  no  software
BioEdit  (Hall,  2011).  Para  realizar  o  alinhamento  múltiplo,  foram  utilizadas  49  sequências
representando 26 espécies que já foram registradas na Caatinga e em áreas de transição no estado de
Alagoas e que se encontram disponíveis no GenBank. Foi gerado dois dendrogramas através do
método Neighbour-Joining com o modelo de substituição nucleotídica Kimura-2-parâmetros (K2P).
Estes agrupamentos foram testados pelo método de bootstrap com 1.000 pseudo-réplicas utilizando
o software MEGA6 (Tamura et al., 2013).

RESUTADOS E DISCUSSÃO

Das 11 amostras representando os nove morfotipos incluídas  neste projeto,  oito amplificaram o
fragmento de DNA almejado e foram sequenciadas e analisadas. Essas amostras foram identificadas
morfologicamente  como:  Hylidae  (Dendropsophus  minutus:  MUFAL12476,  MUFAL12477,
MUFAL12479;  Hypsiboas  sp.4:  MUFAL12478;  Hypsiboas  sp.5:  MUFAL12482;  Phyllomedusa
nordestina: MUFAL12483);  Pipidae  (Pipa  carvalhoi:  MUFAL12485)  e  Leptodactylidae
(Leptodactylus sp.9: MUFAL12487). 
Dois dendrogramas foram gerados, um apenas com as espécies pertencentes à família Hylidae (por
representar mais da metade da diversidade do estado) e outro com as demais famílias (Figura 1 A e
B). 
Em Alagoas, o gênero Hypsiboas (Hylidae) é representado por oito espécies de anuros cujo girinos
são morfologicamente semelhantes. A abordagem molecular possibilitou a identificação específica
de  dois  espécimes  morfologicamente  identificados  somente  a  nível  genérico.  MUFAL12482  =
Hypsiboas  sp.5 apresentou haplótipo idêntico  com  Hypsiboas albomarginatus  de Pernambuco e
MUFAL12478 =  Hypsiboas  sp.4 apresentou distância genética de 3,5% com Hypsiboas faber  do
Brasil.  Os  espécimes  MUFAL12476,  MUFAL12477  e  MUFAL12479  foram  identificados
morfologicamente como  Dendropsophus minutus  e sua identificação morfológica foi corroborada
com  a  molecular  (apresentaram  haplótipos  idênticos  e  se  agruparam  com  coespecíficos
apresentando menor distancia  genética  [1%] com um espécime do Maranhão e maior  distância
genética  [3,5%]  com  um  espécime  da  Bolívia).  O  espécime  MUFAL12483  identificado
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morfologicamente como Phyllomedusa nordestina se agrupou com sequências da mesma espécie da
Bahia apresentando distância genética de 3,9%, corroborando sua identificação morfológica. 
Para a família Leptodactylidae o espécime MUFAL12487 identificado morfologicamente somente a
nível genérico (Leptodactylus sp.9) se agrupou com sequências de Leptodactylus fuscus (distância
genética  de  1,6%  com  o  espécime  de  Pernambuco);  desse  modo,  a  abordagem  molecular
possibilitou a sua identificação a nível especifico.
Para  a  família  Pipidae,  o  espécime  MUFAL12485  morfologicamente  identificado  como  Pipa
carvalhoi se agrupou com a sequência de seu coespecífico apresentando distância genética de 3,7%
corroborando sua identificação morfológica. 
O ponto de corte para identificar espécies através do DNAbarcode  deve ser alto suficiente para
acomodar  a  divergência  intraespecífica  e baixo o suficiente  para conseguir  diferenciar  todas  as
espécies,  inclusive as recém-emergentes (Fouquet et  al.,  2007). Para os anfíbios, três pontos de
corte para divergência intraespecífica no gene 16S rRNA já foram sugeridos: 1% (Vences et al.,
2005a), 5% (Vences et al., 2005b) e 3% (Fouquet et al., 2007; Vieites et al., 2009), porém ainda não
há um consenso sobre  qual  ponto  de corte  é  o  mais  adequado.  Os três  pontos  de corte  foram
testados, entretanto o ponto de corte de 5% foi o mais adequado para as espécies de anuros da
Caatinga  alagoana.  Possivelmente,  este  resultado  justifica-se  pois  a  maioria  das  espécies  aqui
analisadas  apresenta  distribuição  geográfica  ampla  (por  exemplo  Leptodactyus  fuscus  e
Dendropsophus minutus ocorrem em quase toda a extensão da América do Sul) e consequentemente
uma maior variabilidade genética ao longo de sua distribuição é esperada.

Figura  1:  Dendrograma  gerado  pelo  método  de  Neighbor-Joining  com o  modelo  evolutivo  Kimura-2-parâmetros
utilizando fragmentos de 560 pares de bases do gene mitocondrial 16SrRNA e testado pelo método de bootstrap
com 1.000 pseudo-réplicas (valores acima dos ramos representam o suporte em porcentagem) . As sequências
de DNA obtidas neste projeto estão em negrito, as outras foram importadas do GenBank. (A) Espécies das famílias
Bufonidae,  Ceratophrydae,  Leptodactylidae,  Microhylidae,  Odontophrynidae,  Pipidae  e  Ranidae  (B)  Espécies  da
família Hylidae.
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CONCLUSÃO

A  abordagem  molecular  auxiliou  na  identificação  específica  de  três  espécimes  (Hypsiboas
albomarginatus, Hypsiboas faber e Leptodactylus fuscus) identificados morfologicamente apenas a
nível genérico (Hypsiboas sp.4, Hypsiboas sp.5 e Leptodactylus sp.9), e corroborou a identificação
morfológica  de  cinco  espécimes  (Dendropsophus  minutus,  Phyllomedusa  nordestina  e  Pipa
carvalhoi). 

A  utilização  do  gene  mitocondrial  16S  rRNA  como  DNAbarcode se  mostrou  eficiente  na
identificação e/ou confirmação das espécies de anuros da Caatinga alagoana.
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