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INTRODUCAO

Dentre as 7.546 espécies de anfibios atuais alocadas em trés 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 aquatica
(girino) e uma adulta terrestre (sapo, ra ou perereca, Pough et al., 2008). Apesar dos girinos serem
restritos a corpos d’agua e relativamente abundantes onde ocorrem, 40% das espécies de anuros nao
tem seu girino conhecido (Rossa-Feres et al., 2015). Essa falta de conhecimento é preocupante, pois
a pele permeavel e nua dos anfibios e a ocupacdo dos dois bi6topos no seu ciclo de vida (dgua e
terra) tornam estes animais muito vulneraveis a diversos fatores ambientais (Stuart et al., 2004;
Wake e Vredenburg, 2008; Verdade et al., 2010; Verdade et al., 2012). De fato, os anfibios
representam o grupo taxonomico mais ameacado de extincdo (40% das espécies mundiais
apresentam declinio populacional, [UCN, 2014), e o desmatamento tem sido o principal responsavel
pelo seu declinio (Wake e Vredenburg, 2008).

O Brasil lidera a diversidade mundial de anfibios com 1.080 espécies descritas, 1.039 sdo anuros
(SBH, 2016). Dentre os seis biomas brasileiros (IBGE, 2004), a maioria das pesquisas cientificas
tém sido realizadas nos biomas florestais (Mata Atlantica e Amazo6nia) ou nos hotspots mundiais
(Mata Atlantica e Cerrado, Myers et al., 2000). A Caatinga, apesar de ser o uUnico bioma
exclusivamente brasileiro ainda ndo tem atraido tanta atencdo e historicamente tem sido
considerado um bioma com baixa riqueza e endemismo (Mares et al., 1985). Estudos recentes
desafiaram esta afirmacdo e levantamentos faunisticos revelaram que na verdade hd 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 territorio originalmente era Caatinga, e 64% dos
municipios alagoanos situados na Caatinga ndo 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 ja registradas para o Estado), ja foram registradas, porém sao
escassos os estudos acerca da biologia desses animais, principalmente em relacao a sua fase larval
(Albuquerque et al., 2012).

O grande nimero de espécies cripticas somada a falta de caracteristicas diagnosticas e a escassez de
chaves de identificacdio de girinos dificultam a identificacdo utilizando apenas uma andlise
morfolégica. Entretanto, uma abordagem molecular utilizando um fragmento do gene mitocondrial
16S rRNA (DNA barcode) vem auxiliando na identificacdo de girinos e ja 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 Area de Protecio Ambiental Catolé e Ferndo Velho, Alagoas (Correia et al., 2014). Desse modo,
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o objetivo do presente estudo foi verificar a eficiéncia do gene mitocondrial 16S rRNA como
ferramenta para auxiliar na identificacao de girinos da Caatinga alagoana.

METODOLOGIA

Para a andlise molecular foi utilizado tecido da musculatura caudal de girinos coletados na Caatinga
e zonas de transicdo entre a Caatinga e a Mata Atlantica no estado de Alagoas ja incorporados ao
Banco de Tecido da Colecdo de Anfibios e Répteis do Museu de Historia Natural da Universidade
Federal de Alagoas (MHN-UFAL). Onze amostras, representantes de nove morfotipos, tiveram o
DNA genomico total extraido utilizando o método de extracdo com sais (Aljanabi e Martinez,
1997). Apos, uma reagao em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo de 560 pares de base
(pb) do gene mitocondrial 16S rRNA foi realizada. A presenca 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
Laboratério Central do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco
(LabCen/UFPE) para serem sequenciadas unidirecionalmente utilizando o método de Sanger apés a
reacdo do Big Dye terminator. As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas no software
BioEdit (Hall, 2011). Para realizar o alinhamento multiplo, foram utilizadas 49 sequéncias
representando 26 espécies que ja foram registradas na Caatinga e em areas de transi¢do no estado de
Alagoas e que se encontram disponiveis no GenBank. Foi gerado dois dendrogramas através do
método Neighbour-Joining com o modelo de substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros (K2P).
Estes agrupamentos foram testados pelo método de bootstrap com 1.000 pseudo-réplicas utilizando
o software MEGAG6 (Tamura et al., 2013).

RESUTADOS E DISCUSSAO

Das 11 amostras representando os nove morfotipos incluidas 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 a familia Hylidae (por
representar mais da metade da diversidade do estado) e outro com as demais familias (Figura 1 A e
B).

Em Alagoas, o género Hypsiboas (Hylidae) é representado por oito espécies de anuros cujo girinos
sao morfologicamente semelhantes. A abordagem molecular possibilitou a identificagdo especifica
de dois espécimes morfologicamente identificados somente a nivel genérico. MUFAL12482 =
Hypsiboas sp.5 apresentou haplétipo idéntico com Hypsiboas albomarginatus de Pernambuco e
MUFAL12478 = Hypsiboas sp.4 apresentou distancia genética de 3,5% com Hypsiboas faber do
Brasil. Os espécimes MUFAL12476, MUFAL12477 e MUFAL12479 foram identificados
morfologicamente como Dendropsophus minutus e sua identificacdo morfolégica foi corroborada
com a molecular (apresentaram hapldtipos idénticos e se agruparam com coespecificos
apresentando menor distancia genética [1%] com um espécime do Maranhdo e maior distancia
genética [3,5%] com um espécime da Bolivia). O espécime MUFAL12483 identificado
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morfologicamente como Phyllomedusa nordestina se agrupou com sequéncias da mesma espécie da
Bahia apresentando distancia genética de 3,9%, corroborando sua identificagdo morfolégica.

Para a familia Leptodactylidae o espécime MUFAL12487 identificado morfologicamente somente a
nivel genérico (Leptodactylus sp.9) se agrupou com sequéncias de Leptodactylus fuscus (distancia
genética de 1,6% com o espécime de Pernambuco); desse modo, a abordagem molecular
possibilitou a sua identificacao a nivel especifico.

Para a familia Pipidae, o espécime MUFAL12485 morfologicamente identificado como Pipa
carvalhoi se agrupou com a sequéncia de seu coespecifico apresentando distancia genética de 3,7%
corroborando sua identificacdo morfologica.

O ponto de corte para identificar espécies através do DNAbarcode deve ser alto suficiente para
acomodar a divergéncia intraespecifica e baixo o suficiente para conseguir diferenciar todas as
espécies, inclusive as recém-emergentes (Fouquet et al., 2007). Para os anfibios, trés pontos de
corte para divergéncia intraespecifica no gene 16S rRNA ja foram sugeridos: 1% (Vences et al.,
2005a), 5% (Vences et al., 2005b) e 3% (Fouquet et al., 2007; Vieites et al., 2009), porém ainda ndo
hd um consenso sobre qual ponto de corte é o mais adequado. Os trés 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 distribuicdo geografica ampla (por exemplo Leptodactyus fuscus e
Dendropsophus minutus ocorrem em quase toda a extensao da Ameérica do Sul) e consequentemente
uma maior variabilidade genética ao longo de sua distribui¢do é esperada.

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

A abordagem molecular auxiliou na identificagdo especifica de trés espécimes (Hypsiboas
albomarginatus, Hypsiboas faber e Leptodactylus fuscus) identificados morfologicamente apenas a
nivel genérico (Hypsiboas sp.4, Hypsiboas sp.5 e Leptodactylus sp.9), e corroborou a identificacao

morfolégica de cinco espécimes (Dendropsophus minutus, Phyllomedusa nordestina e Pipa
carvalhoi).

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