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RESUMO

A floresta Amazodnica abriga uma das maiores riqueza de espécies de anfibios do
mundo, mas, estudos sugerem que esta biodiversidade estd subestimada. O método do codigo
de barras genético (DNA barcode) vem sendo utilizado como técnica padronizada de
taxonomia molecular para ajudar a taxonomia e sistemdtica cldssica na identificacdo e
classificagdo de espécies. Assim, a tecnologia de barcoding foi testada para ser utilizada
juntamente com outros dados (morfolégicos) no processo de identificagdo de espécies,
verificando a possivel existéncia de espécies cripticas (morfologicamente semelhantes,
geneticamente distintas). O gene rRNA16S foi utilizado para acessar a diversidade de anuros
da FEX- Campus/ UFAM. Os principais resultados sugerem que a identificagdo molecular foi
congruente com a identificagdo baseada em dados morfologicos, porém espécies do género
Leptodactylus, Amazophrynella, Hypsiboas, Osteocephalus e Chiasmocleis apresentaram
divergéncia genética acima de 3% com espécies padroes do Genbank provenientes da Guiana,
Equador e Peru, sugerindo possiveis complexos de espécies. As espécies Amazophrynella
minuta, Leptodactylus pentadactylus e Hypsiboas cinerascens foram analisadas entre as
localidades apresentando divergéncia genética entre 0,4 e 1% sugerindo estruturagdo genética.
Esses resultados sugerem que a biodiversidade da anurofauna da Amazonia central esta

subestimada, e a andlise de DNA barcode ¢ eficiente em mostrar possiveis novas espécies.

PALAVRAS-CHAVE: DNA Barcode, Anuros, 16S rRNA



1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a primeira posi¢do mundial na relacdo de paises com a maior riqueza
de espécies de anfibios (SBH 2010). Essa mega-diversidade brasileira de anfibios ¢ fruto
principalmente da presenca de dois extensos biomas de florestas tropicais, a Amazonia e a
Mata Atlantica. Apesar de possuir reconhecidamente uma enorme diversidade a Amazonia
continua a ser o bioma brasileiro menos conhecido e amostrado (Lewinsohn & Prado, 2002,
2005). Dentre os grupos de organismos que carregam potencial para aproveitamento
econdmico e/ou biotecnologico, alguns anfibios anuros das familias Hylidae e Dendrobatidae
sdo especialmente visados por possuirem, em sua pele, substancias quimicas bioativas com

grande potencial comercial e medicinal (Duellman & Trueb, 1994).

Dentro da anurofauna brasileira ainda existe pouco conhecimento quanto a sua
diversidade. Mas, existem varios exemplos de que esta diversidade esta subestimada,
principalmente pela existéncia de espécies cripticas (espécies morfologicamente semelhantes
mas geneticamente distintas). Alguns casos de trabalhos com grupos de anuros na regidao
Amazonica tem confirmado a presenca de espécies cripticas a partir de andlises moleculares
(e.g. Lotters et al., 2009; Simdes et al., 2010), clarificando assim padrdes biogeograficos antes
ocultados por dificuldades taxondmicas, e claramente demonstrando altos niveis de

diversidade biologica.

Dentre as metodologias usadas para as analises moleculares visando a identificacao de
espécies, a mais recente tem sido o método do codigo de barras genético (DNA barcode). No
ano de 2003 Hebert e colaboradores (2003) propuseram o DNA Barcode como técnica
padronizada de taxonomia molecular para ajudar a taxonomia e sistematica classica na
identificacdo e classificagdo de espécies. DNA Barcode ¢ um sistema desenhado para prover
rapidez, acuracia e a identificagdo automatica de espécies usando regides curtas e
padronizadas de genes como marcador interno das espécies (Hebert & Gregory, 2005). O
DNA Barcode pressupde a monofilia reciproca das espécies e que a divergéncia
intra-especifica ¢ sempre menor que a divergéncia interespecifica. De maneira que todos os
individuos de uma mesma espécie devem agrupar em um unico clado diferenciando-se das
demais. O DNA Barcode permite a identificacdo bioldgica em nivel de familia, género e

espécie com grande exatiddo na maioria dos casos.



A regido escolhida para o DNA barcode ¢ um curto segmento de 648 nucleotideos da
extremidade 5° do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (COI). Este segmento
do gene COI mostrou-se um bom marcador, possuindo uma evolucdo relativamente rapida e
ja foi testado em diferentes niveis taxondmicos (filo, ordem e espécie). Além disso, esse gene
esta presente em todos os animais e apresenta um “sinal” suficiente para diferenciar taxons
relacionados na maioria dos casos (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b), ou seja que
seria suficiente, na maioria dos metazoarios, para identifica-los a nivel de espécie. No caso
dos anuros, a regido estudada ¢ o gene mitocondrial 16s rRNA, que preenche os requisitos
para o DNA barcode. (Vences et al. 2005) realizou um estudo comprovando a eficacia do gene
16s como marcador mitocondrial com um sucesso de amplificacdo em 100% para 16S em um
subconjunto de amostras, enquanto a combinagdo de varios primers COI teve menores indices
de sucesso. Isso mostra como a regido 16S serve para identificacdo de clados de vertebrados,
incluindo anfibios. Sendo por isso chamado de DNA barcoding dos anfibios (Vences et al.

2005).

O uso dessa metodologia, denominada DNA barcode, ganhou muita relevancia com a
criagdo em 2003 do Consortium for the BarCode of Life (CBOL) com sede no Smithsonian
Institution, Washington DC, EUA, cuja meta é promover a criagdo de um banco de dados de
sequéncias parciais de DNA do gene COI, da biodiversidade global, com o objetivo de
facilitar o processo de automac¢do da identificacdo das espécies (ver o sitio

www.barcoding.si.edu para maiores detalhes).

O objetivo principal da técnica barcoding ¢ identificar todas as espécies vivas e ndo
vivas (com material genético disponivel) da Terra de maneira a solucionar problemas da
taxonomia classica que podem levar muitas vezes a uma identificagdo incorreta e a
dependéncia de um especialista; assim como, identificar taxa morfologicamente cripticos. A
taxonomia baseada somente, ou principalmente, na seqii€ncia do fragmento de um gene
mitocondrial é fortemente criticada principalmente pelos taxonomistas (e.g. Lipscomb et al.,
2003; Ebach & Holdrege, 2005; Carvalho et al., 2007), e com razdo. Entretanto, os dados do
tipo barcode moleculares tem um papel muito importante nos estudos da biodiversidade, e
podem ser usados em inventarios da biodiversidade, em programas de monitoramento e de

fiscalizacdo da fauna (Hajibabaei et al., 2007; Valentini et al., 2009).

Poucas espécies de anuros da Amazonia foram analisadas quanto a sequéncias
moleculares, o que contrasta com a grande riqueza deste bioma e indica o atual grau de

subestimagdo da diversidade amazonica. Neste contexto, a obtencdo de DNA barcodes a partir



de sequéncias padronizadas de DNA consiste em uma importante ferramenta para a
delimitagdo das espécies e seus limites de distribui¢cdo, clarificando a taxonomia vigente, bem
como identificando espécies cripticas. Isso ¢ especialmente importante em se tratando de

grupos com morfologia conservativa como varias espécies de anuros.

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi caracterizar geneticamente espécies de
anuros amazonicos pelo método do codigo de barras para identificar espécies cripticas nas
localidades e estabelecendo comparagdes entre espécies encontradas em ambos sitios de
coleta. Se a técnica de identificagdo por cddigo de barras genético ¢ efetiva, entdo havera
compatibilidade entre as sequéncias do cddigo de barras genético e a classificagdo taxondmica

das espécies de anuros.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das amostras

A Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas (FEX — UFAM) se
situa em uma area de floresta primaria de terra-firme de 3.000 ha intercalada por areas de
inunda¢do devido a presenca de igarapés de grande porte. Na drea da Fazenda foi
implementada uma grade com 24 km* e 41 parcelas de amostragem permanentes (riparias e
terrestres) nos moldes do  projeto PPBio  (estabelecido em = 2007/2008,
http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/ufam) (Figura 1), utilizando recursos do projeto

aprovado (Ed. Universal 470275/2006-0) pelo Prof. Marcelo Menin (ICB/UFAM).

O campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) cobre uma area de
aproximadamente 600 hectares, contendo areas de platds e baixios, com floresta primaria,
floresta secundaria, areas de campinaranas e areas desmatadas com plantagdes. O campus esta
localizado na regido leste da cidade de Manaus e estd isolado por bairros e avenidas ao seu
redor. Este sitio conta com 10 parcelas riparias e 10 parcelas aquaticas.Essas parcelas estdo
nos moldes do projeto PPBio (estabelecido em 2007/2008,
http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/campusufam) (Figura 2), utilizando recursos do

projeto aprovado (Ed. Universal 470375/2006-0) pelo Prof. Marcelo Menin (ICB/UFAM).
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As coletas das amostras no campo foram realizadas em colaboragdo com a equipe do
Prof. Marcelo Menin. As amostragens de girinos e adultos foram realizadas em 10 parcelas
riparias (Campus) e 15 parcela riparias (FEX), principalmente nas pogas laterais aos igarapés
que se formam durante o periodo chuvoso. Os girinos foram coletados com peneira e puca,
fazendo varredura em toda a extensdo da poga, inclusive entre o folhigo e substrato de fundo
durante o periodo diurno. De cada grupo familiar foram coletados 5 girinos para as analises

genéticas. Os adultos foram coletados manualmente através de procura visual e auditiva.

Os exemplares coletados foram mortos com doses de anestésicos apropriados,
preservados em alcool 95% e depositados na Colecdo de Tecidos de Genética Animal —
CTGA-ICB/UFAM. Os adultos foram identificados através de analise morfologica
convencional. Foi formado um banco de sequéncias das espécies dos individuos adultos
presentes nos ambientes amostrados. Os girinos foram sequenciados e pela obtencdo do banco
de sequéncias dos individuos adultos encontrados nas regides amostradas identificamos quais

sdo as espécies dos girinos.

Grade Fazenda
Experimental UFAM

Org.: Sdmia A. de Vasconcelos, 2008.

Figura 1. Grade da Fazenda Experimental da UFAM. A grade possui 24 km2, sendo 59 km de trilhas e 41

parcelas instaladas (21 parcelas terrestres e 20 parcelas riparias ¢ aquaticas).

FONTE: Retirado de < http:// http:/ppbio.inpa.gov.br/sitios/fazufam /> Acesso em: 19/06/12
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Figura 2. Parcelas do Campus da UFAM. Este sitio conta com 10 parcelas riparias e 10 parcelas aquaticas.

FONTE: Retirado de < http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/campusufam/> Acesso em: 25/01/12

2.2 Metodologia no laboratoério

Extrag¢dao de DNA, Amplificagoes Génicas e Seqiienciamento

O material coletado para o processamento genético foi o tecido muscular. Sao
utilizadas pequenas amostras de tecidos dos girinos e, no caso de adultos, um dos digitos.

Ap0s a retirada dos tecidos os animais sdo preservados em alcool 95%.

O DNA genomico foi extraido pelo método Fenol/ Cloroférmio (Ritchie et al ,1997).
Ao término da extragdo o DNA foi quantificado utilizando marcador de concentragdo

conhecida (Lambda HindIlIl, Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo).

Foi utilizado como marcador molecular o gene 16S mitocondrial (Palumbi, 1996).Tal
gene foi amplificado por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) em um volume final de 15 pl
sendo: 1ul de DNA gendmico total; 2 pul de MgCI2 (25mM); 1.5 pul de DNTP (10mM); 1.5 ul
de Buffer 10X (Tris-KCL 200 mM pH 8.5); 2 ul de cada um dos amplificadores (primers) a
(2uM); 0.3 pl de Taqg DNA Polimerase (1U pl) e 4.4 pul de H20. As condi¢gdes de PCR
seguiram as condigdes ideais para o marcador e ja estdo estabelecidas pelo nosso grupo com

os seguintes passos: Desnaturagdo inicial a 94°C por 1 minuto (uma tunica vez), 35 ciclos de
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desnaturagdo a 93°C por 40 segundos; anelamento na temperatura de 50°C por 40 segundos ¢
extensdo a 72°C por 1:30 minutos; apos os 35 ciclos extensdo final a 72°C por 5 minutos
(uma unica vez). O produto da PCR foi purificado via ExoSap que elimina da reagdo
amplificada residuos de baixo peso molecular como sais, primers e dNTPs que interferem nas

reagdes de seqiienciamento.

As reagdes de sequenciamento foram feitas em placas para um volume final de 10 pL
contendo 2,0 uL. de DNA amplificado e purificado, 2,0 uL de um dos primers, 0,3 puL de Big
Dye e 2,5 pL de agua autoclavada deionizada, 1,5 pL. do tampao de reacdo do Big Dye para
cada amostra. Em seguida as amostras foram submetidas ao termociclador por 35 ciclos de
96°C durante 10 segundos, 50°C durante 15 segundos e 60°C durante 4 minutos. Ao término
da reacgdo, as amostras de DNA resultantes deste PCR foram submetidas ao protocolo EtOH /
EDTA de precipitagdo. O produto precipitado foi resuspendido em 10 pL de formamida. As
placas contendo os DNAs foram eletro-injetadas e as sequéncias nucleotidicas foram
determinadas pelo seqiienciador automatico ABI 3130xl1 seguindo instru¢des do fabricante. As
sequéncias obtidas foram editadas no programa Bioedit (Hall, 1999), alinhadas com o auxilio
da ferramenta Clustal W (Thompson et al., 1996) sendo a base para a constru¢do de uma

matriz de dados contendo todas as sequéncias nucleotidicas.

2.3 Analises filogenéticas de barcode

Um banco de dados das sequéncias dos individuos adultos das espécies de anuros que
ocorrem nas regides foi montado para que se possa aplicar a metodologia da identificagdo do
barcode nas sequéncias dos girinos e assim idenficar-se a qual espécies pertencem. Para
atender este objetivo utilizamos as ferramentas disponiveis no portal do DNA Barcoding
(http://www.boldsystems.org) — analise padrdo de identificagdo de espécies pela analise
genética. Uma vez que o objetivo do DNA Barcoding ndo ¢ a reconstrucdo filogenética,
utilizaremos tal ferramenta utilizando o método do Agrupamento de Vizinhos
(Neighbour-joining, NJ) (Saitou & Nei, 1987) wusando o modelo de distincia
Kimura-2-parameter (K2P) (Kimura, 1980) para a identificagdo dos clados e linhagens
potencialmente divergentes que possam sugerir novas espécies ou espécies cripticas. A
confiabilidade das analises foi estimada pelo método de bootstrap com 1000 réplicas

(Felsenstein, 1985). Para complementar os resultados encontrados utilizamos medidas de
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divergéncia intra-interespecifica baseado em distancias genéticas K2-P para as comparagdes

dos grupos encontrados em ambas localidades.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas no total 237 amostras nas coletas na FEX-UFAM e 59 amostras nas
coletas no Campus. Somente algumas amostras foram selecionadas (pelo menos 5 individuos

para cada espécie) formando um banco de dados de 180 sequéncias.

Encontramos 25 morfotipos que tiveram a sua identificagdo confirmada pelo DNA

Barcode (Tabela 1).

Tabela 1. Lista das 25 espécies identificadas pelo DNA Barcode.



Espécie
Allobates sp.
Allobates femoralis
Anomaloglossus stepheni
Chiasmocleis hudsoni
Ctenophryne geayi
Amazophrynella minuta

Dendropsophus cf.
brevifrons

Hypsiboas cinerascens
Hypsiboas geographicus
Hypsiboas lanciformis
Leptodactylus andreae
Leptodactylus hylaedactyla
Leptodactylus knudseni
Leptodactylus mystaceus

Leptodactylus
pentadactylus

Leptodactylus petersii
Leptodactylus rhodomystax
Leptodactylus riveroi
Osteocephalus oophagus
Osteocephalus taurinus
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa tomopterna
Pipa pipa
Pristimantis fenestratus
Rhinella proboscidea

Synapturanus sp.

Estagio de vida

Girino
Girino
Girino
Girino
Girino
Adulto/Girino
Adulto/Girino

Adulto/Girino
Adulto/Girino
Adulto
Adulto
Adulto
Girino
Girino

Adulto

Girino/Adulto
Girino
Adulto

Adulto/Girino

Adulto/Girino
Girino
Girino
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Localidade
FEX/CAMPUS-UFAM/
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX/CAMPUS-UFAM
FEX-UFAM

FEX/CAMPUS-UFAM
FEX-UFAM
CAMPUS-UFAM
FEX/CAMPUS-UFAM
CAMPUS-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX/CAMPUS-UFAM

CAMPUS-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM

CAMPUS-UFAM
FEX-UFAM
FEX-UFAM

14
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Sequéncias de referéncia para a maioria das espécies foram obtidas utilizando-se o
recurso do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) via website do GenBank. Tais
individuos podem ser visualizados na arvores filogenéticas com seus respectivos numeros de

acessos.

Nao foi possivel obter um nimero maximo de individuos de cada espécie para as
analises comparativas entre FEX e UFAM, sendo assim mostraremos os resultados com
somente com as espécies que foram possivel fazer tal comparagdo. Os resultados das analises

para cada espécie sdo mostrados a seguir.
e  Grupo Allobates e Anomaloglossus

Foram identificados um total de 35 individuos pertencentes ao género Allobates ¢ 2
individuos pertencentes ao género Anomaloglossus. Os dois individuos de Anomaloglossus
foram identificados morfologicamente como sendo Allobates, mas as sequéncias obtidas
foram identificadas geneticamente com Anomaloglossus. Os valores de distdncia genética
intraespecifica na espécie Allobates sp foi de 1% (Kimura 2 parametros). Os valores obtidos
de distancia interespecifica foram de 5% a 16%. A arvore obtida para este grupo pode ser
visualizada na figura 3. Os individuos identificados para este grupo pertencem a uma espécie

que ainda esta sendo descrita com os tipos provenientes da Reserva Ducke.



100

46Allobatessp

16S 83F Allobatessp
13Allobatessp
14Allobatessp
48Allobatessp

64 | 49Allobatessp
10Allobatessp

16S 116F Allobatessp
43A4llobatessp

16S 82F Allobatessp
12A4llobatessp

16S 84F Allobatessp
8Allobatessp
SAllobatessp

16S 252Allobatessp Campus
11Allobatessp

16S 93F Allobatessp
47Allobatessp
31Allobatessp
1Allobatessp
36Allobatessp
2Allobatessp

16S 92F Allobatessp
ColostethusspDQ502115RESERVADUCKE
7Allobatessp

16S 29F Allobatessp
16S 95F Allobatessp
168 96F Allobatessp
9Allobatessp

16S Allobatessp

168 27F Allobatessp
3Allobatessp

64| 25A1llobatessp

4Allobatessp
26Allobatessp
| 16S 106F Allobatessp

100! 4llobatesfemoralisDQ502113RESERVADUCKE
16S 71F Anomaloglossusstepheni

0.01

100 16S 183F Anomaloglossusstepheni

16

47 AnomaloglossusstepheniDQ502108RESERVADUCKE

Figura 3: Arvore filogenética do grupo Allobates e Anomaloglossus . A reconstrugio filogenética seguiu a

metodologia de Neighbor-joining e modelo de evolugdo Kimura 2-pardmetros.

Grupos Chiasmocleis e Cternophryne
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Todos os 15 individuos pertencentes a este grupo foram identificados
morfologicamente como sendo do género Chiasmocleis, entretanto a identificagdo molecular
evidenciou a presenga de dois géneros Chiasmocleis e Ctenophryne, pertencentes as espécies
Chiasmocleis hudsoni e Ctenophryne geayi. A arvore obtida para este grupo por ser
visualizada na Figura 4. Os valores de distancia genética interespecifica foram em média de
19%. A espécie identificada como Chiasmocleis hudsoni apresentou divergéncia genética de
3% com a sequéncia padrio do Genbank proveniente da Guiana, enquanto a espécie
Ctenophryne geayi apresentou divergéncia genética de 1% com a sequéncia equivalente a
sequéncia do GenBank provenientes da Guiana. Vale ressaltar que os girinos destas duas
espécies sao muito semelhantes e de dificil identificacdo em campo. Este ¢ mais um caso onde

a identificagdo molecular entra como uma excelente ferramenta.

147Ctenophrynegeayigirino Fex
150Ctenophrynegeayigirino Fex
64 | 166Ctenophrynegeayigirino Fex
149Ctenophrynegeayigirino Fex
19 | 151Ctenophrynegeayigirino Fex

x| ' 148Ctenophrynegeayigirino Fex
& 143Ctenophrynegeayigirino Fex

| 142Ctenophrynegeayigirino Fex
100

161Ctenophrynegeayigirino Fex
—— CtenophrynegeayiDQ283383Guiana
ChiasmocleishudsoniEU201100Guiana

117Chiasmocleisspgirinogirino Fex

144Chiasmocleishudsonigirino Fex
177Chiasmocleishudsonigirino Fex

178Chiasmocleishudsonigirino Fex
0.01

Figura 4: Arvore filogenética do grupo Chiasmocleis/Ctenophryne.

e  Grupo Amazophrynella

Foram identificados 24 individuos para a espécie Amazophrynella minuta. A arvore
obtida para este grupo por ser visualizada na Figura 5. Os individuos identificados no presente
trabalho apresentaram valores de distdncia intraespecifica com relacdo as localidades da

Guiana e Equador que variaram entre 6 a 16%. Tal resultado evidencia que os individuos
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coletados na FEX e no Campus podem potencialmente ser uma espécie diferente das

descritas. Entretanto, para confirmar tal achado deve-se realizar um trabalho envolvendo um

maior numero de individuos e de outras regides geograficas.
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Figura 5: Arvore filogenética do grupo Amazophrynella.

Grupo Hypsiboas

DQ1583Equador
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Foram identificados 25 individuos pertencentes a 3 espécies de Hypsiboas (H.
cinerascens € H. geographicus e H. lanciformis). A arvore obtida para este grupo por ser
visualizada na Figura 6. A média de distancia genética interespecifica variou de 14% (entre H.
cinerascens e H. geographicus) a 20% (entre H. geographicus e H. cinerascens
(anteriormente descrita como Hyla granosa). A média de distdncia genética intraespecifica
variou de 1% a 2%, com excecdo dos valores obtidos entre os exemplares de H. cinerascens
provenientes da Guiana comparados com individuos do presente trabalho, os quais mostraram

valores entre 11 e 12%.
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Figura 6: Arvore filogenética do grupo Hypsiboas.

e  Grupo Phyllomedusa
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Foram identificados 10 individuos pertencentes a 2 espécies de Phyllomedusa (P.
bicolor ¢ P Tomopterna). A distdncia genética interespecifica variou de 10 a 12% e
intraespecifica de 1% a 4%, com valores maiores quando as comparagdes envolveram a
espécie P. tomopterna coletada no presente trabalho comparada com a sequencia referéncia do
GenBank proveniente da Peru. A arvore de NJ obtida para este grupo por ser visualizada na

Figura 7.
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Figura 7: Arvore filogenética do grupo Phyllomedusa.

e Grupo Leptodactylus

Foram identificados 46 individuos pertencentes a 9 espécies de Leptodactylus (L.
mystaceus, L. rhodomystax, L. knudseni, L. pentadactylus, L. riveroi, L. hylaedactyla, L.
petersii, L. andreae e L. sp. ). A arvore de NJ obtida para este grupo por ser visualizada na
Figura 8. Os valores de distancia interespecifica variaram de 8% a 27%. Um caso de provavel
nova espécie pode ser sugerido para L. andreae, quando comparamos os valores de distancia
genética entre as localidades do presente trabalho, rio Madeira e os individuos obtidos do
GenBank provenientes da Equador, valores esses que variaram de 4% a 9%. Entretanto,
deverao ser coletados mais individuos e em uma ampla distribui¢do geografica. Esta questao
j& esta sendo analisada pelo nosso grupo de pesquisa. A espécie identificada como L.
hylaedactyla apresentou uma divergéncia genética de 1% em relagdo a sequéncia do Genbank

proveniente da Guiana (EU201053). Porém apresentou divergéncia genética entre 4% a 5%
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com a sequéncia proveniente da Bolivia (JF789892), evidenciando mais um caso de

complexos de espécies.

Dentro da nossa amostragem obtivemos trés individuos de Leptodactylus coletados no
Campus que foram identificados morfologicamente como sendo provavelmente de L. riveroi e
L. petersii (21, 35 e 41), entretanto as andlises genéticas evidenciaram uma distancia genética
com outros individuos de L. petersii que variaram de 6% com os individuos do Campus, 5%
com o individuo da Guiana e 6% com o individuo da Bolivia, evidenciando um provavel caso
de espécie criptica. Tal grupo devera ser melhor estudado em sua distribuicao para um melhor

entendimento de seus padrdes filogeograficos e filogenéticos.
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Figura 8: Arvore filogenética do grupo Leptodactylus.
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e Grupo Osteocephalus

Foram identificados 16 individuos pertencentes a 2 espécies de Osteocephalus (O.
taurinus e O. oophagus). A arvore de NJ obtida para este grupo por ser visualizada na Figura
8. A variagdo interespecifica foi em média de 3%. A identificacdo morfologica e molecular
obtida para as duas espécies no presente trabalho nio foi confirmado com os individuos
referéncia obtidos no GenBank. Portanto, tais resultados devem ser vistos com cautela
necessitando uma melhor amostragem e a obten¢do de sequencias de individuos adultos, uma
vez que todas as amostras analisadas foram obtidas de girinos, o que pode levar a um erro de

identificacdo, uma vez que as duas espécies sdo bastante semelhantes em suas formas larvais.
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Figura 9: Arvore filogenética do grupo Osteocephalus.

Outra espécies foram identificadas molecularmente via barcode, mas como foram
poucos individuos ndo foram incluidos em grupos, sdo elas: Dendropsophus cf. brevifrons,

Rhinella proboscidea, Pipa pipa e Pristimantis fenestratus.

As espécies que foram encontradas em ambas localidades para uma andlise
conparativa de divergéncia intraespecifica foram: Amazophrynella minuta, Hypsiboas
cinerascens e Leptodactylus pentadactylus. Essas espécies mostraram divergéncia entre 0,4 a
1% indicando estruturacdo populacional. A espécie Leptodactylus andreae também foi

analisada apresentando 0% de divergéncia entre as localidades.
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4. CONCLUSAO

O sistema do Cddigo de Barras genético baseado em um curto segmento de DNA
mitocondrial 16S rRNA ¢ preciso na identificacdo das espécies de anuros ja descritas (Hebert
et al., 2003) por meio de comparacdes com as sequéncias disponiveis no GenBank e com a
identificacdo taxondmica. O marcador universal rRNA 16S se mostrou de facil amplificacdo e

sequenciamento.

Como ja mencionado na introdugdo, o objetivo principal da técnica barcoding ¢
identificar todas as espécies vivas e ndo vivas (com material genético disponivel) de maneira
a (1) solucionar problemas da taxonomia classica que podem levar muitas vezes a uma
identificacdo incorreta e a dependéncia de um especialista; (2) identificar taxa
morfologicamente cripticos. No presente trabalho estes dois aspectos foram alcancados. Os
girinos sdo de dificil identificacdo morfologica e varias amostras de girinos tiveram sua
identificacdo confirmada pelo método do DNA barcoding. A grande maioria dos tdxons
identificados morfologicamente foi confirmada pela identificagdo molecular. Desta forma,
houve compatibilidade entre as sequéncias do codigo de barras genético e a classificagdo

taxondmica das espécies de anuros estudadas no presente trabalho.

A metodologia do DNA barcoding nas espécies de anuros da FEX/Campus — UFAM
também identificou casos em potencial de espécies cripticas dentro das espécies
Amazophrynella minuta, Leptodactylus andreae, Leptodactylus hylaedactylus, Chiasmocleis
hudsoni, Hypsiboas cinerascens e Osteocephalus taurinus, suma vez que se observou valores
de distancia genética acima de 3% entre pares de individuos dentro destas espécies quando
comparados com sequéncias referéncia do GenBank provenientes da Guiana, Equador e
Bolivia. Estes resultados sugerem que a biodiversidade da anurofauna amazodnica esta sendo
subestimada, e as andlises de DNA barcoding ¢é suscetivel a descobrir novas espécies para esta

regido da Amazonia Central.
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