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RESUMO
Os anfibios do género Rhinella pertencem a familia Bufonidae, possuindo grande
diversidade, com 92 espécies, onde 20 destas espécies ocorrem na regido meio
norte do Brasil distribuindo se nos biomas Amazonico (Para e Maranhé&o), Cerrado
(Maranh&o e Piaui) e Caatinga (Piaui). Este estudo objetivou identificar as espécies
dos complexos Rhinella marina e Rhinella granulosa avaliando sua unidade
evolutiva em areas de biomas Amazonico, Cerrado, Caatinga e ec6tonos na regiao
meio norte do Brasil. Os espécimes foram obtidos através dos métodos: Procura
Limitada por Tempo (PLT), Amostragem em Sitios Reprodutivos e Armadilha de
Interceptacdo e Queda (Pitfail trap). O DNA total foi extraido, a partir de tecido
muscular utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification Promega. Para o
isolamento e amplificacdo dos genes nucleares e mitocondriais foi utilizada a técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os produtos das PCRs foram
purificados usando o kit ExoSap IT e submetidos a reacdo de sequenciamento. Os
dados obtidos foram analisados em softwares especificos, tais como: BioEdit,
MEGA, DNAsp e plataformas BLAST e BOLD Systems. Os dados deste estudo
mostraram que através da morfologia externa foram identificadas espécies
pertencentes a dois complexos R. marina e R. granulosa, onde o Rhinella marina
compreende as espécies R. marina, R. schneideri, R. jimi e R. cerradensis e Rhinella
granulosa as espécies, R. granulosa e R. mirandaribeiroi. Além disso, foi identificada
a espécie R. margaritifera que ndo faz parte de nenhum dos complexos.
Diferentemente da morfologia, com o uso do gene rRNAL6S, evidenciou-se o
complexo R. marina formado apenas pelas espécies R. schneideri e R. marina e R.
granulosa por R. granulosa e R. mirandaribeiroi. A espécie R. cf. margaritifera foi
confirmada como uma unidade evolutiva independente. A magnitude das
divergéncias genéticas somada a filogenia indicaram que ocorre diferenciacdo
interespecificas entre e dentro dos complexos. No entanto ndo houve diferenciacéo
para seis espécies como morfologicamente esperado, mas para apenas quatro
espécies. Os dados apontam para hibridizacdo e introgressao entre as espécies R.
schneideri, R. jimi e R. cerradensis, isto é explicado por essas coabitarem e por
geneticamente ndo haver diferenciacdo que separem em status taxondmicos

distintos.

Palavras-Chave: Sapo, DNA, taxonomia.



ABSTRACT

Amphibians of the genus Chaunus belong to the family Bufonidae, possessing great
diversity, with 93 species, where 20 of these species occur in the region North of
Brazil being distributed in the biomes Amazon (Para and Maranh&o), Cerrado. if we
Amazon biomes (Pard and Maranhdo), Savannah (Maranhdo and Piaui) and
Caatinga (Piaui). This study aimed at identifying the species of the complex Rninella
marina and chaunus granulosus evaluating their evolutionary unit in areas of the
Amazon, Cerrado, Caatinga biomes and ecotones in North region of Brazil. The
specimens were obtained through the methods: Search limited by time (PLT),
sampling in Reproductive Sites; Pitfall traps and by donations. Total DNA was
extracted from muscle tissue using Genomic DNA Purification kit Promega Wizard.
For the isolation and amplification of nuclear and mitochondrial genes was used the
technique of polymerase chain reaction (PCR). The products of PCRs were purified
using kit ExoSap IT and submitted to the sequencing reaction. The data obtained
were analysed in specific software, such as: BioEdit, MEGA, DNAsp BLAST and
BOLD platforms and Systems. The data from this study showed that through the
external morphology were identified belonging to two species complex R. marina and
R. granulosa, where the R. marina group comprises.the species R. marina, R.
diptycha, R. jimi and R. cerradensis and the R. granulosus species, R. granulosa and
R. mirandaribeiroi. A specie R. cf. margaritifera foi confirmed as an independent
evolutionary unit. A magnitude of genetic divergences somada a phylogeny indicate
that ocrere interespecificas difference between e within two complexes. No entanto
nao houve diferenciacdo for six species as morphologically expected, but for only
four species. The data given for hybridization and introgression between the species
R. schneideri, R. jimi and R. cerradensis, is explained by essas coabitarem e for
genetically ndo haver diferenciacdo that separem em different taxonomic status.

Keywords: Frog, DNA, taxonomy.
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1 INTRODUCAO

Os tetrapodes da classe Amphibian (do grego amphi, duas, e bios vida)
possuem modo de vida duplo e possivelmente foram os primeiros vertebrados a
habitar o ambiente terrestre. Os grupos de anfibios viventes surgiram no Triassico e
pertencem a subclasse Lissamphibia. Estes sédo classificados em quatro clados
distintos: Albanerpetonideos que estdo extintos; Anura que compreendem 0s sapos,
rds e pererecas; Urodela, compostos por salamandras e tritbes e Gymnophiona,
formados por Cecilias ou Apodes. De acordo com Frost (2018) sdo conhecidas
cerca de 7.919 espécies de anfibios, sendo na maioria anuros.

Os anuros possuem um papel importante no meio ambiente, sendo seu
destaque principal a cadeia alimentar, onde atuam como reguladores de populacdes
de invertebrados e ainda como fonte de alimento para algumas espécies de
vertebrados, até mesmo para a espécie humana, a exemplo a ranicultura
(CARDOZO JUNIOR, 2014; SEGALLA et al.,, 2018). Esses animais habitam o
ambiente terrestre e dependem da agua ou locais umidos para a sua sobrevivéncia,
principalmente para a sua reproducdo e protecdo de sua pele sensivel. Séo
considerados bioindicadores do meio ambiente, assim quando ha alguma
modificacdo como mudanca de temperatura, umidade, diminuicdo ou auséncia de
agua, ou mudanca na vegetacao, eles reagem a essas alteracdes refletindo em
diminuicdo de suas populacfes e susceptibilidade a doencas ou mesmo extingcao
(TOLEDO, 2009).

Outra funcdo dos anuros é o crescente uso de secrecdes retiradas da sua
pele para a produgdo de farmacos como anestésicos, antimicrobianos, cicatrizantes
e produtos cosméticos. Além do seu valor cultural na sabedoria popular, no folclore e
em historias de contos de fadas. S&o essenciais também em ensaios de
experimentos cientificos, onde por vezes sdo usados como cobaias (DORNELLES et
al., 2010; FROST, 2018).

Os anuros estéo distribuidos em 52 familias, dentre estas a familia Bufonidea
com 52 géneros, sendo um deles o género Rhinella Fitzinger, 1826, que
compreende 93 espécies que se distribuem amplamente no mundo (FROST, 2018).
As espécies deste género sdo conhecidas popularmente como “sapos-cururus’,
sendo caracterizadas por apresentarem a pele rugosa e patas relativamente curtas.
Possuem adaptacdo ao modo de vida terrestre na sua grande maioria (com ressalva

para algumas espécies arboricolas) e portam duas glandulas paratoides localizadas
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dorsalmente atrds dos olhos. Entre as espécies existem variagcbes quanto aos
caracteres morfolégicos, tamanho corporal, coloragdo e modo de vida (SEGALLA et
al., 2018).

A sistematica do género Rhinella, ndo € conclusiva o bastante para
compreender as relacdes das espécies pertencentes ao género (FROST, 2018). As
evidéncias morfoldgicas, acusticas e ecologicas ndo tém sido suficientes para
elucidar com precisdo os complexos. Nesse sentido, questbes de auséncia de
sinapomorfias, reagrupamento de espécies para o género Rhinella, ampla
diversidade taxondmica, variacdo morfoldgica inter e intraespecificas tém levado a
uma grande discusséo quanto a taxonomia do género (FROST, 2006).

A regido meio norte do Brasil é considerada uma area de transicdo entre 0s
biomas Amazénico, Cerrado e Caatinga, formando areas de ecotonos (Amazonia-
Cerrado e Cerrado-Caatinga). Nessas areas ha constante contato entre diferentes
comunidades ecoldgicas e suas interacdes, sendo abundante nesse tipo de
ecossistema espécies provenientes dos biomas que o formam ou até mesmo
espécies endémicas. Para esta regido ha registro de 20 espécies do género Rhinella
(FROST, 2018), no entanto muitas dessas espécies sao representadas por
complexos de espécies o0 que evidencia uma problematica taxondmica.

Este estudo usa a ferramenta molecular para inferir quanto a diversidade
criptica dos complexos Rhinella marina e Rhinella granulosa na regidao meio norte do
Brasil, além de fornecer informac¢des quanto aos padrées de distribuicdo geogréafica
das espécies, diversidade genética, introgressao e hibridizacdo, contribuindo assim
para esclarecimentos da taxonomia do grupo, distingdo de espécies e informacdes
gue podem servir para subsidiar futuras medidas de conservacdo desse grupo.

Assim, considerando a extensdo geografica da area estudada, que abriga
uma grande diversidade de espécies do género Rhinella, a problemética levantada
neste estudo tem sido resumida nas seguintes questdes:

Rhinella marina é composta de apenas uma unidade evolutiva significativa? ou
Rhinella marina € composta por mais de uma unidade evolutiva significativa,
existindo diversidade criptica?

Rhinella granulosa € composta de apenas uma unidade evolutiva significativa? ou
Rhinella granulosa é composta por mais de uma unidade evolutiva significativa,

existindo diversidade criptica?
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Incertezas taxondmicas do género Rhinella

Anura € uma das ordens mais diversas dentre os vertebrados, possuindo
distribuicAo cosmopolita, exceto apenas na latitude norte do globo terrestre,
Antértida e parte das ilhas oceénicas. Contudo é nas regides tropicais que encontra-
se a predominancia das espécies desta ordem, principalmente na regido da América
do Sul, local onde se agrega grande parte da diversidade de anfibios (FROST,
2018).

O género Rhinella foi revalidado por Frost et al. (2006) e posteriormente
redefinido por Chaparro et al. (2007) onde este incluiu a maioria das espécies sul-
americanas previamente atribuidas ao género Bufo. Grande parte das espécies
alocadas em “Bufo” eram reconhecidas com base em caracteres osteoldgicos e
morfologia externa, entre eles os grupos: Rhinella crucifer, Rhinella granulosa,
Rhinella margaritifera, Rhinella marina, Rhinella spinulosa e Rhinella veraguensis
(TIHEN, 1962; CEI, 1972; MARTIN, 1972; DUELLMAN e SCHULTE, 1992).

Os estudos filogenéticos de Pramuk (2006) com base em analises de dados
morfolégicos e moleculares, ndo revelou evidéncia de monofilia para R. spinulosa e
R. veraguensis e recuperou Rhamphophryne para o género Rhinella. Grant e Bolivar
(2014) definiram o grupo Rhinella acrolopha compreendendo as espécies do antigo
Rhamphophryne. Atualmente, a monofilia de alguns grupos de espécies, como R.
marina, R. spinulosa e R. veraguensis ndo sao corroborados e varias espécies nao
fazem parte de qualquer grupo (VALLINOTO et al., 2010; PYRON e WIENS, 2011;
MORAVEC et al., 2014).

O género Rhinella foi considerado morfologicamente conservado, embora
algumas sinapomorfias possam ser usadas para diagnosticar grupos de sapos da
América do Sul como: R. margaritifera, R. marina, R. granulosa, Rhaebo guttatus e
Incilius valliceps. No entanto a escassez de variacdo em caracteres osteoldgicos tem
dificultado a separacdo de algumas espécies dentro desses grupos (PRAMUK,
2006). Essas incertezas taxondémicas prevalecem e tem evidenciado a existéncia de
espécies cripticas para esses grupos.

O complexo Rhinella marina € composto por cerca de 10 espécies e apesar
de muito estudado (fisiologia e ecologia) sua taxonomia ainda ndo esta resolvida.

Cerca de 31 sinbnimos foram propostos ao longo de sua histéria taxonémica



15

(FROST, 2015) isto evidéncia a complexidade deste taxon. Os tracos morfoldgicos
podem ser pouco informativos para amostrar os limites das espécies, as davidas
sobre sua evolucdo estdo no fato de ndo ser conhecido se as espécies evoluiram
sob uma forte selecdo estabilizadora que reduz as variacbes morfolégicas ou se o
comportamento ecoldgico esta baseado em caracteristicas ndo morfologicas, como
ocorre com mais frequéncia em anuros (BORKIN et al., 2004; STUART et al., 2006).

O complexo Rhinella granulosa compreende cerca de 13 espécies, no entanto
ha grande controversa. O comportamento reprodutivo das espécies deste complexo,
como em muitos outros bufonideos, é caracterizado por congregacdes de
reproducdo explosiva e competitiva (WELLS, 2007; NARVAES & RODRIGUES,
2009) situacOes estas que sdo favoraveis a hibridacdo (GREEN & PARENT, 2003;
FONTENOT et al., 2011). Dados de genes mitocondrial e nuclear mostram
introgressao neste complexo (FONTENOT et al.,, 2011; SEQUEIRA et al.,, 2011,
GARCIA-PORTA et al., 2012).

2.2 Evidéncias de diversidade criptica em Anuros

A principal dificuldade encontrada para a elucidagéo da taxonomia em anuros
€ a prevaléncia de espécies cripticas (ELMER et al., 2007; JUNGFER, 2013). Estas
ocorrem tanto em bioma Amazonico quanto de Cerrado e por sua vez ainda
compartilha com biomas vizinhos, incluindo a Caatinga. O bioma Caatinga, junto a
estes, também reserva espécies com expressivo endemismo (JUNGFER, 2013).

Os estudos relacionados a filogenia dos anuros baseado somente em
caracteristicas morfolégicas, pode resultar em analises errbneas como arvores de
baixa resolucdo, que apenas reflete a evolucdo conservativa dos anuros sem sinal
filogenético significativo (AUSTIN et al., 2002).

A existéncia de espécies cripticas pode ser considerada como erro de
identificacdo, nos casos em que a morfologia se mostra conservada. Este fato ocorre
devido a diferenciagdo ou especiagao recente em um determinado grupo, onde 0s
tracos morfolégicos ndo divergiram o suficiente para serem usados como base
confiaveis na identificacdo (BICKFORD et al., 2006).

Os anuros possuem morfologia altamente conservada, o que torna dificil
selecionar caracteristicas externas para identifica-los facilmente, e quando somado
ao alto grau de convergéncia existente nesse grupo, impede a definicdo correta de

sua filogenia por meio de caracteristicas morfolégicas (FOUQUET et. al.,2007).
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Os estudos mostram que para se entender melhor a evolugdo de anfibios
anuros € necessario uma revisdo taxondmica, através de dados moleculares
(FOUQUET et al., 2007; ELMER e CANNATELLA, 2008; PADIAL e DE LA RIVA,
2009). Fouquet et al. (2007) relata que a sistematica dos anfibios € confusa e
subestimada, sendo assim delimitar as espécies precisamente € de extrema
importancia do ponto de vista da biogeografia, ecologia, macroevolucdo e para a

conservacao.

2.3 Evidéncias de hibridos no género Rhinella

Os aspectos da variacdo morfolégica sempre foram incorporados na
taxonomia de anuros, mais recentemente a resolucdo taxonémica tem combinado
dados morfolégicos com diversificacdo genética para elucidar, por exemplo, a
diversificacdo de linhagens nas espécies cripticas (ORTEGA-ANDRADE et al., 2015;
CLEMENTE-CARVALHO et al., 2016).

Os hibridos de acordo com Wagner-jr (1969) e Haddad et al. (1990) sempre
foram uma incognita para os estudos de biologia evolutiva, sendo considerados
como ocorréncias pouco frequente. No entanto foi observado que o processo de
hibridizagdo ocorre de forma muito comum e com bastante frequéncia entre as
espécies (ABBOTT et al., 2013), sendo um importante fenébmeno para evolucao e
especiacao, tanto em espécies animais, quanto vegetais (VANHAECKE et al., 2012;
ABBOTT et al., 2013).

A presenca ou auséncia de hibridos no meio ambiente é algo complexo, ndo
existindo um entendimento real de sua atuacéo, ja que néo € estabelecida a forma
gue estes surgem no meio, se por interacdes naturais ou decorrentes de mudancas
ambientais (ALLENDORF et al., 2001; DETWILER et al., 2005; SEEHAUSEN et al.,
2008).

As espécies de anuros em que ha hibridizacdo sdo marcadas por
apresentarem modo de reproducdo rapida e competitiva, onde por vezes a escolha
da fémea ndo ocorre de forma correta, isso devido a aglomerados dos espécimes
em determinado ambiente, onde ndo ha defesa territorial pelos machos, isso implica
na escolha de parceiros de uma outra espécie para a reproducdo, ou seja, muitas
vezes ocorre acasalamento entre espécies distintas (PEARL et al., 2005; WELLS,
2007).
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O uso de marcadores moleculares em espécies simpatricas, incorporacdo da
andlise de caracteres morfoldgicos e acusticos tornam possivel verificar se ha
presenca, frequéncia e/ou possiveis mecanismos de hibridizacdo em anuros, mesmo
nos grupos onde o sistema de reproducdo é complexo (HADDAD et al.,, 1994,
FROST, 2017).

Os estudos genéticos mostraram evidéncias de espécies com problemas
taxondmicos dentro do complexo R. marina, como a presenca de espécies cripticas
e ruptura filogenética em populagcdes. Outras questdes que tém sido levantada para
este complexo € que a historia evolutiva independe da morfologia e que as
populacbes podem estar incorporando caracteristicas morfolégicas através de
introgressao e eventos de hibridizacdo. Isto € evidente entre as espécies R. marina
com R. schneideri (FROST, 2017; ACEVEDO, 2016).

A hibridizagdo também é um evento aparentemente comum no complexo
Rhinella granulosa, tendo relatos de hibridos entre R. bergi x R. major; R. dorbignyi x
R. fernandezae; R. fernandezae x R. major; R. granulosa x R. mirandaribeiroi e R.
major X R. mirandaribeiroi (GALLARDO, 1969; NARVAES & RODRIGUES, 2009;
PEREYRA, 2015). Relacdes de hibridos entre espécies deste complexo também
mostram a espécie Rhinella pombali sendo reconhecida como um hibrido entre R.
ornata e R. crucifer que passou a ser sindnimo junior das duas espécies (THOME et.
al. 2012).

2.4 O uso de marcadores moleculares

O uso de marcadores moleculares tem mostrado resultados importantes em
estudos que envolvem padrdes de variagcdo genética, estrutura de populacdes,
filogenia, filogeografia, sistematica e identificacdo de espécies. Através dessa
metodologia tem sido encontradas respostas para a probleméatica taxondmica,
introgressodes e eventos de hibridizacdo (PEREYRA, 2015; ACEVEDO, 2016).

Genes individuais do genoma mitocondrial e nuclear vém sendo utilizados
como marcadores, com a finalidade de fazer inferéncias sobre as caracteristicas de
uma populacao, tais como variabilidade, padroes de migracédo, selecdo e deriva
genética. Evolutivamente 0 genoma mitocondrial possui conteddo genético
conservado e com elevada taxa evolutiva, por outro lado o genoma nuclear tem

taxas evolutivas baixas, assim a combinacdo de marcadores pertencentes a estes
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dois genomas formam uma importante ferramenta na resolucdo de incertezas
taxonomicas (ARIAS et al., 2003).

Dentre os genes do genoma mitocondrial o gene rRNA 16S que é usado
neste estudo apresenta-se conservado com baixas taxas de mutagdes, no entanto
possui regibes varidveis que possibilita estudos filogenéticos ao nivel de espécie.
Este gene vem sendo utilizado como o DNA Barcoding para identificar espécies de
anfibios (VENCES et al., 2005; MOTA, 2010).

O gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COIl) por possuir divergéncias
intraespecificas menores que as interespecificas funcionam como um bom marcador
molecular apresentando um cédigo de barra Unico para cada espécie (HEBERT et
al., 2003; SILVA, 2012). Esta subunidade representa o DNA Barcoding que esta
sendo utilizado em grande escala como um método de rotina para auxiliar na
identificacdo de espécies de vertebrados e tem sido proposto como marcador
universal de espécies (HENRIQUES, 2010; CAMINER & RON, 2014).

Os Ribosomal Protein Lateral - RPL sdo genes com produtos proteicos, que
codificam proteina ribossémica componente da subunidade 60S, normalmente
codificam proteinas localizadas no citoplasma, existem multiplos pseudogenes
processados deste gene dispersos através do genoma.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar a diversidade criptica dos complexos Rhinella marina e Rhinella
granulosa a fim de definir quanto a sua unidade evolutiva nos biomas Amazoénico,

Cerrado, Caatinga e area de ecotonos do meio norte do Brasil.

3.2 Especificos

> Identificar as espécies do género Rhinella pertencentes aos complexos
Rhinella marina e Rhinella granulosa de ocorréncia no meio norte do Brasil utilizando

sequéncias de DNA;
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> Estimar a diversidade genética intra e interespecifica das espécies dos
complexos Rhinella marina e Rhinella granulosa utilizando sequéncias dos genes
mitocondriais e nuclear;

> Investigar questdes de introgressdo e hibridizacdo dos complexos de
espécies Rhinella marina e Rhinella granulosa nos biomas Amazonico, Cerrado e
Caatinga e areas de ecoétonos utilizando sequenciamento de DNA mitocondrial;

> Fornecer dados informativos quanto aos padrdes de distribuicdo geografica
das espécies do género Rhinella pertencentes aos complexos de espécies Rhinella
marina e Rhinella granulosa de ocorréncia na regido meio norte do Brasil.

> Contribuir com informacdes para medidas de conservacédo destes grupos da

anurofauna.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Area de Estudo

Este estudo foi realizado na regido meio norte do Brasil em biomas
Amazobnico, Cerrado, Caatinga e areas de ecotonos: Cerrado/Amazbénia e
Cerrado/Caatinga, em pontos especificos localizados nos estados do Par4,
Maranhao e Piaui (Figura 1 e Tabela 1).

Figura 1. Area de estudo, evidenciando os pontos de coletas nos biomas Amazdnico, Cerrado,
Caatinga e ecétonos (Para, Maranhédo e Piaui). SIRGAS 2000 EPSG:4674.
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Tabela 1. Localidades amostradas neste estudo.

Localidades Coordenadas geograficas
Estados Cidades
Caxias 04°51' 32" S 43°21' 22" W
Maranh&o Imperatriz 05° 31' 35" S 47° 29' 30" W
Sao Luis 02°31'47" S 44°18' 10" W
Vizeu 01°11'48" S 46°08' 24" W
Braganca 01°03' 13" S 46° 45' 56" W
Para Algodoal 00°35'19.46"S 47°34'28.38"W
Souré 00°43' 00" S 48° 31' 24" W
Tapajés 09°44'8.54"S 51°25'10.34"W
Tucurui 03°45' 58" S 49° 40' 21" W
Bocaina 06°56' 33" S 41°19' 21" W
Pau Dar’co 5°13'46.45"S 42°27'10.12"W
Floriano 06°46' 01" S 43°01' 21" W
Fronteiras 07°05' 17" S 40° 36' 59" W
Piaui Mandacaru 07° 7'0.00"S 40°49'0.00"W
Sao Raimundo Nonato 09° 00' 55" S 42°41' 58" W
Baixa da Carnauba 03° 3'32.66"S 41°45'46.95"W
Buriti dos Lopes 03°10° 46" S 41° 52' 12" W
Luis Correia 02°52' 45" S 41°40' 01" W

4.2 Obtencado das Amostras

Os espécimes foram obtidos através de coletas na area de estudo que
ocorreram por meio de expedi¢cdes aos pontos amostrados, com pelo menos uma
visita em cada ponto, a amostragem incluiu tanto areas de eco6tonos quanto areas de
biomas predominantes. Cada expedicao durou em média trés dias.

As coletas foram realizadas nos periodos diurno e noturno através dos
métodos: Busca ativa que consiste em procura visual e auditiva em locais propicios
a presenca de anfibios em periodos diurnos e noturnos; Amostragem em Sitios
Reprodutivos, onde procura-se as espécies de forma visual e auditivamente durante
o periodo noturno e Armadilha de Interceptacao e Queda que consiste de recipientes
enterrados no solo (pitfalls) e interligados por cercas-guia (Pitfail trap) (VANZOLINI &
PAPAVERO,1967; WILLAMS & BRAUN, 1983; LEMA & LEITAO-DE-ARAUJO,1985;
FRANCO et al.,1992; HEYER ET AL.,1994; CORN, 1994; CECHIN & MARTINS,
2000).

Aléem destas, foram obtidas amostras do Nucleo de pesquisa de Historia
Natural da Universidade Federal do Piaui. As coletas foram licenciadas por: IBAMA/
SISBIO N° 31119-1 e N°61118-1.



21

4.3 Preparacéo e Identificacdo do material biologico

Os espécimes coletados em campo foram levados ao Laboratorio de Genética
e Biologia Molecular do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade
Estadual do Maranhdo — CESC/UEMA, onde foram identificados morfologicamente
com auxilio de bibliografia especializada com base em caracteres morfoldgicos e
dados de distribuicdo geografica (FROST et al., 2018). Apds a identificacdo foram,
fotografados e eutanasiados por superdosagem de anestésico (Cloridrato de
Lidocaina 2%). Amostras de tecido muscular (membros inferiores e figado) foram
coletadas e armazenadas em microtubos (1,5 ml) contendo &lcool 70%. Apds este
procedimento os espécimes foram fixados em formol a 10%, apdés 48 horas foram
fixados em alcool 70% e armazenados (AURICCHIO & SALOMAO, 2002).

4.4 Técnicas Moleculares

4.4.1 Extracdo do DNA
O DNA total foi extraido de tecido muscular utilizando o kit Wizard Genomic

DNA Purification Promega, seguindo indicacdes do fabricante que consistiu em:

> Adicionou-se um fragmento de 20mg tecido em um microtubo de 1,5 ml;

> Preparou-se uma solugdo composta de EDTA (60 pl) e Nuclei Lysis Solution
(250 pl), em quantidade proporcional as amostras;

> Misturou-se a solucdo manualmente;

> Levou-se a solucdo ao freezer por 5 minutos (proporcional a quantidade dos
reagentes), com cuidado para nao congelar;

> Para cada ul de cada amostra, utilizou-se 300 pl da solucéo preparada

> Colocou-se 15 pl de proteinase K e deixou-se as amostras em banho Maria a
65° C até degradar todo o tecido (cerca de 3hs);

> Adicionou-se 10 pl de RNAse e levou-se os tubos a estufa a 37° C por 30
minutos;

> ApoOs retirou-se as amostras da estufa adiciona-se 150 pl do reagente Protein
Precipitation.

> Agitou-se delicadamente os tubos;

> Agitou-se no vortex para garantir a homogeneizacao dos reagentes;

> Colocou-se no freezer por cinco minutos, tomando o cuidado para nao

congelar;
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Centrifugou-se por 10 min. a 15.000 rpm;

Adicionou-se o sobrenadante a um novo tubo

Adicionou-se 600 pl de isopropanol (para precipitar o DNA) em um novo tubo.
Agitou-se (homogeneiza-se) gentilmente os tubos;

Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

Descartou-se o isopropanol e colocou-se o tubo sobre papel absorvente;

YV V. V V V V V

Em seguida adicionou-se 500 pl de alcool 70% aos tubos e agitou-se
gentilmente para visualizar-se o pellet de DNA;

> Centrifugou-se por 10 minutos a 15.000 rpm;

> Descartou- se o alcool;

> Submeteu-se as amostras a um spin;

> Retirou-se o0 excesso de alcool com a ponteira branca, tomando cuidado para
nao remover o pellet;

> Colocou-se o tubo aberto na estufa por 10 minutos;

> Colocou-se 50 pl de solucdo DNA rehydratation ou TE;

> O DNA foi visualizado por meio de um sistema de eletroforese em gel de
agarose a 1% em uma propor¢édo de 3 pl do tampao (azul de bromofenol e
xilenocianol). A concentracdo do DNA extraido também foi analisada através de
quantificacdo no espectofémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

4.4.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
Para o isolamento e amplificacdo dos genes mitocondriais e nucleares foi

utilizado a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando um
termociclador convencional em tubos de 0,2 ml com um volume total de 25 pL nas

proporcdes evidenciada na tabela 2.

Tabela 2. Quantidade e concentra¢cfes de reagentes utilizados na PCR.

Reagentes/Concentracdes Quantidade
DNTPs (1,25 M) 4 uL
Solugédo tampéo (10x) 2,5 UL
Solucéo de MgCL2 (50 mM) 0,5 uL

DNA (250 ng/ uL) 1L

Primer 1 (200 ng/ pL) 0,25 uL
Primer 2 (200 ng/ pL) 0,25 pL

Tag polimerase (5U/ L) 0,2 uL
Agua de injecéo 16,30 pL
TOTAL 25 pL
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O protocolo de amplificacdo genica ocorreu com uso de primers especificos

como descrito na tabela 3.

Tabela 3. Relacdo de primers utilizados para amplificacdo de genes mitocondriais e nucleares em
espécimes de anfibios do género Rhinella.

GENOMAS | GENES PRIMERS Autores
rRNA 16SL 1987 5" GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC 3’ (PALUMBI et al. 1991)
16S 16SH 2609 5° CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3’
Mitocondrial M13FANF1 5' (Mariana Lyra —
ol TGTAAAACGACGGCCAGTHAAYCAYAAAGAYATYGG 3' comunicagdo pessoal).
M13RANR1 5'
CAGGAAACAGCTATGACCCRAARAATCARAADARRTGTTG3'
RPL35F 5 AAGAAGTCYCACCTCATGGAGAT 3’ (SEQUEIRA et al. 2011).

Nuclear RPL35

RPL36RA 5" AGTTTCTTTGTGTGCCAACGGCTAG 3'

A amplificacdo génica para o gene rRNA 16S consistiu em 30 ciclos com os
seguintes parametros: 94°C por 5 minutos (Desnhaturacdo); 50°C por 1 minuto
(Anealling) e 72°C por 2 minutos (Extens&o). Inicialmente ocorreu uma desnaturagéo
de 5 min a 94°C e ao final da reacdo uma extensédo 7 minutos a 72°C.

O protocolo de amplificacdo para o gene COI consistiu de 35 ciclos com 0s
seguintes parametros: 5 vezes a 95°C por 30s (Desnaturacdo); 48°C por 30s
(Annealling); 60°C por 1: 30s (Extensao) e 30 vezes a 95°C por 30s (Desnaturagao);
50°C por 30s (Annealling) e 60°C 1. 30s (Extenséo). Inicialmente ocorreu uma
desnaturacdo de 95°C por 3 minutos e ao final uma de extensédo de 3 minutos por
60°C.

Para os genes nucleares o protocolo consistiu de 40 ciclos com o0s seguintes
parametros: 92°C por 30s (Desnaturacgdo); 50°C por 30s (Annealling); 70°C por 90s
(Extensao). Inicialmente ocorreu uma desnaturagédo de 92°C por 5 minutos e ao final
uma extensdo de 5 minutos por 72°C.

Ao final de cada reacdo os produtos de PCRs foram visualizados em gel de

agarose a 1%.

4.4.3 Sequenciamento do DNA
Os produtos das PCRs foram purificados usando o kit ExoSap IT de acordo

com o fabricante e submetidos a reacdo de sequenciamento de DNA segundo o
método de Sanger et al. (1977) com o Kit ABI Prism TM Dye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Reading Reaction (Applied Biosystems).

Para reacao de sequéncia foram utilizados: 4ul de H20; 1,5ul de Buffer; 2ul de

Primer (0,8 pmol/pl); 1,5ul de DNA;1ul de Big Dye. O programa de amplificagdo para
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reacdo de sequéncia consistiu-se em 35 ciclos de 96° C a 1 minuto, 96° C a 15
segundos, 50° C a 15 segundos e 60° C a 4 minutos. Os produtos da reagao de

sequéncia foram submetidos ao seguinte protocolo.

> Submeteu-se a placa a um spin (centrifuga de placa);

> Adicionou-se 2,5ul de EDTA (125 mM);

> Vedou-se a placa e submeteu-se a um spin;

> Adicionou-se 30yl de Etanol 100%;

> Vedou-se a placa e misturou-se invertendo 4-5x;

> Envolveu-se a placa em papel aluminio e deixou-se em repouso a

temperatura ambiente por 15 minutos (centrifuga refrigerada 4° C);
> Centrifugou-se a 4.000 rpm por 30 minutos;
> Inverteu-se bruscamente a placa para descartar o alcool e seca-se sobre o

papel absorvente;

> Centrifugou-se a placa invertida por 15 segundos a 1.150 rpm;

> Adicionou-se 30ul de Etanol a 70%;

> Vedou-se a placa;

> Centrifugou-se a 3.440 rpm por 15 segundos (centrifuga refrigerada 4° C);

> Inverteu-se bruscamente para descartar o alcool e secou-se sobre o papel
absorvente;

> Centrifugou-se a placa invertida por 1 minuto a 1.150 rpm;

> Deixou-se a placa na estufa a 37° C por aproximadamente 10 minutos para

evaporar o excesso de alcool;
> Congelou-se a placa com Formamida (10ul) para sequenciar

ApoOs precipitagdo o produto da reacdo foi submetido ao sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500/Life Technologies) instalado no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular no CESC/UEMA.

4.4.4 Analises dos dados

As sequéncias foram analisadas em softwares especificos, sendo editadas e
alinhadas no programa BIOEDIT, versdo 7.0.5.2, (HALL, 1999). O numero de sitios
variaveis, conservados e informativos para parciménia, modelo evolutivo, matriz de
divergéncia genética e arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML),
Méaxima Parcimbnia e Agrupamento de Vizinhos (NJ) utilizando o algoritmo Tamura-
3-Parametros foram obtida no programa MEGA 7.0. (KUMAR et al., 2016). O numero
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de haplotipos, foram estimados no DNAsp versdo 5 (ROZAS et al., 2006). As redes
de haplétipos foram obtidas com o Network. Sequéncias do Genbank foram
incorporadas ao banco de dados deste estudo como grupo externo (JX961679M,
DQ502739). Sequéncias dos genes RNA 16S, RPL e Citocromo Oxidade
subunidade | foram plotadas nas plataformas BLAST e BOLD (The Barcodeof Life
Data Systems) para verificar o grau de similaridade entre as espécies.

5 RESULTADOS
5.1 Dados Morfolégicos

Através da morfologia externa foram identificadas espécies do complexo
Rhinella marina, sendo elas: R. marina, R. schneideri, R. jimi e R. cerradensis e para
o complexo Rhinella granulosa as espécies: R. granulosa e R. mirandaribeiroi. Além
disso, foi encontrada a espécie R. margaritifera que nao faz parte de nenhum dos
complexos, mas € do género em estudo. Algumas amostras foram identificadas

apenas a nivel de género, sendo assim receberam a denominacao Rhinella sp.

5.1.1 Espécies do complexo marina

O complexo marina, deste estudo e considerando os caracteres morfolégicos,
esta representado pelas espécies R. marina, R. schneideri, R. jimi e R. cerradensis.

A espécie R. marina Linnaeus, 1758 (Figura 2A) apresentou padréo
caracteristico da espécie com cor marrom-amarelada, com a cor amarelo mais
pronunciado ao longo dos lados e na garganta ou com manchas marrons irregulares
em sua superficie dorsal no caso de imaturos; grande porte, rostro-cloacal; pele
coberta por verrugas irregularmente dispersas; paratoides relativamente grandes e,
muitas vezes de forma triangular e com aparéncia de inchaco; cristas cranianas bem
desenvolvidas, timpano bem desenvolvido e regido interorbital cbncava; auséncia de
glandulas inguinais. Esta espécie alcanca varios estados do Brasil particularmente
as regioes Norte e Centro oeste.

A espécie R. schneideri Werner, 1894 mostrou o espécime macho
ligeiramente menor do que a fémea; cabeca curta e larga, com cristas cefalicas
distintas; focinho arredondado em vista dorsal e truncado de perfil; timpano visivel e

distinto, ligeiramente menor do que o préprio olho; grandes glandulas paratéides em
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forma de feijdo por trds dos olhos. O corpo é globular, curto e robusto; membros
apresentam-se curtos, e as pernas traseiras pouco robustas; glandula tibial, que
segrega uma bufotoxina leitosa, localiza-se quase que em baixo de cada perna;
dedos sao finos; ndo ha tubérculos nos dedos das méaos ou dos pés; os machos
apresentam almofadas nupciais em seus polegares; a pele é aspera com verrugas
espinhosas do dorso. Dorsalmente, R. schneideri se mostrou marrom-amarelado;
barriga e garganta esbranquicadas e salpicada de manchas escuras; ao longo do
meio das costas possuem manchas castanho chocolate transversais; os lados e
dorso com manchas esbranqui¢cadas; os machos apresentaram grandes manchas
pretas dorsalmente. Esté distribuida em varios estados brasileiros compreendendo
as regides Nordestes, Centro oeste, Sudeste e Sul.

A espécie R. jimi Stevaux, 2002 (Figura 2C) apresentou-se de grande porte;
cabeca mais larga do que longa; focinho arredondado de perfil e semicirculo em
vista ventral; cranio muito amplo e cbncavo; cristas cranianas presentes, bem
espessas; cristas no focinho espessas e moderadamente projetada; regido superior
do labio curto e grosso; canto do olho rostral distinta, regido loreal levemente
cbncava, narinas ligeiramente protuberantes e espessas para trds e para cima;
timpano arredondado, de tamanho mediano e distinto; bracos moderadamente fortes
no sexo masculino, porém magro nas fémeas; glandulas no antebraco na regido
dorsal bem definida; dois agregados evidentes de glandulas simetricamente
localizadas em ambos os lados da cloaca, sem forma definida, mas sempre
presente. Esta espécie alcanca apenas a regido Nordeste e Sudeste.

A espécie R. cerradensis Maciel, 2007 (Figura 2D) se caracterizou pelo
grande porte e por ndo possuir glandulas tibiais; cristas craniais bem desenvolvidas,
maos curtas, possuindo coloracao distinta entre machos e fémeas; presenca de
numerosas espiculas queratinosas e pontiagudas no dorso, dedos e bracos. Esta
espécie e endémica do Brasil e distribui-se apenas nos estados do Piaui, Bahia,

Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e no Distrito Federal.

5.1.2 Espécies do complexo granulosa

O complexo granulosa, deste estudo e considerando o0s caracteres
morfologicos, esta representado pelas espécies R. granulosa e R. mirandaribeiroi.

A espécie R. granulosa Spix, 1824 (Figura 2E) mostrou-se de pequeno porte;

cabeca subtriangular, mais larga que longa e baixa; focinho arredondado em vista
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dorsal e lateral; maxila projetada sobre a mandibula anteriormente; timpano oval, na
parte superior mais ampla, proximo a crista pos-orbital; glandula paratéide localizada
dorsolateral, com fronteiras bem delimitadas, subtriangular, com vértice apontando
para baixo; presenca de cristas cranianas; parotides com tubérculos individualizados
e carnudos, achatado dorsalmente e conico em superficies laterais da glandula.
Embora extremamente raros alguns individuos ndo apresentaram uma faixa
longitudinal dorsal. Distribui-se por varios estados do Brasil principalmente nos
estados da regido Nordeste.

A espécie R. mirandaribeiroi Gallardo, 1965 (Figura 2F) aparentou-se de
pequeno porte; focinho inclinado dorsoventralmente, arredondado na regido dorsal e
lateral, regido loreal distintamente visivel em vista dorsal, timpano muito perto da
crista postorbital, labio superior com bordas ligeiramente convexas, listra longitudinal
dorsal presente. Glandulas paratoides dorsolateral, conspicuas, com termina¢do nao
bem delimitada, subtriangular, com vértice apontando para baixo, mais larga do que
alta. Cristas cefédlicas predominantemente granulosas, com conspicuos,
queratinizadas. Dorso com tubérculos de tamanhos variaveis, conico com apices
queratinizados. Barriga com pequenos granulos. Palpebra superior com pequenos e
dispersos granulos de tamanhos variaveis, espiculadas ou arredondadas. Esta
espécie e encontrada em todas as regides brasileiras, exceto regidao Sul.

5.1.3 Espécie R. margaritifera Laurenti, 1768

7

A espécie R. margaritifera € conhecida pelo nome vulgar de sapo-folha. A
espécie apresentou tamanho médio; pele do dorso possui tubérculos e o espinho
neural da vértebra é proeminente; ventre granular; uma faixa diagonal de tubérculos
cOnicos se estende da parte de tras da cabeca até o fim do tronco; o timpano é bem
aparente; crestas pos-orbitais elevadas; nariz pontiagudo em vista dorsal; em vista
lateral, o nariz apresentou-se afinado e proeminente; glandulas paratdides
subtriangulares, seguindo o padrdo das crestas craniais; faixa média-dorsal com
coloracdo mais clara, bege e ventre bege, com manchas. Esta distribuida em varios

estados brasileiros incluindo principalmente os das regifes Norte e Nordeste.



28

Figura 2. Espécies encontradas para este estudo. Complexo marina: A) Rhinella marina. B) Rhinella
schneideri. C) Rhinella jimi. D) Rhinnela cerradensis. Complexo granulosa: E) Rhinella granulosa. F)
Rhinella mirandaribeiroi. Para a espécie Rhinella margaritifera ndo houve registro fotografico. Fonte:
QUEIROZ, (2016).

5.2 Dados Moleculares

5.2.1 Gene rRNA 16S
Foram sequenciadas 162 amostras para o gene rRNA 16S, resultando em um

fragmento de 563 pares de bases com 469 sitios conservados, 94 variaveis, 79
informativos para parcimdnia e 28 haplotipos.

O haplétipo 6 (H6) foi o mais frequente (f=96) estando presente em 14
localidades, seguido pelo haplétipo 8 (H8) frequente 17 vezes (f=17) em seis
localidades, hapl6tipo 2 (f=8) em duas localidades, haplétipo 25 (f=6) em uma
localidade, haplétipo 14 (f=4) trés localidades, haplétipo 20 (f=4) em uma localidade
e o haplotipo 22 (f=3) uma localidade. Os haplétipos 4 e 15 (f=2) ocorreram em
apenas uma localidade cada. O haplétipo 16 (f=2) ocorreu em duas localidades. Os
haplétipos H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, H11, H12, H13, H17, H18, H19, H21, H23,
H24, H26, H27 e H28 ocorreram apenas uma vez (f=1) e em apenas um localidade
cada (Tabela 4).

As sequéncias do gene rRNA16S foram plotadas na plataforma BLAST
revelando o seguinte resultado: Complexo marina compreendeu as espécies R.
schneideri e R. marina (haplétipos 1 ao 21); complexo granulosa as espécies R.
mirandaribeiroi e R. granulosa (haplotipos 22 ao 26) e a espécie R. cf. margaritifera
(dois haplétipos 27 e 28) que ndo pertence aos complexos acima citado sendo uma

unidade evolutiva independente (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicédo e similaridade obtida para os hapl6tipos do género Rhinella de ocorréncia no

Meio Norte do Brasil na plataforma BLAST.

NH | Freq. Localidade Iderlt.. Ident. BLAST Similaridade
morfologica (%)
H1 1 Soure/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
Sao Raimundo Nonato/PI R. jimi
H2 8 Pau Dar’co/PI Rhinella sp. R. schneideri 99
Floriano/PI Rhinella sp.
H3 1 Sao Raimundo Nonato/PI R. jimi R. schneideri 99
H4 2 Tucurui/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
H5 1 Tucurui/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
Floriano/PlI R. schneideri
Fronteiras/PI R. ]|m!/ R'.
schneideri
Mandacaru/PI R. jimi
Buriti dos Lopes/PI Rhinella sp.
Luis Correia/PI Rhinella sp.
Baixa da Carnauba/PI Rhinella sp.
Sao Raimundo Nonato/PI R. jimi L
He 96 Bocaina/PI Rhinella sp. R. schneideri 9
Imperatriz/MA Rhinella sp.
Sao Luis/MA Rhinella sp.
Vizeu/PA Rhinella sp.
Bragancga/PA Rhinella sp.
Algodoal/PA Rhinella sp.
Caxias/MA R. jimi/ R'.
schneideri
H7 1 Floriano/PI R. schneideri R. schneideri 99
Floriano/PI R. schneideri
Fronteiras/PI R. sch_r_1e|.der|/R.
jimi
H8 17 Algodoal/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
Tucurui/PA Rhinella sp.
Imperatriz/MA Rhinella sp.
Caxias/MA Rhinella jimi
H9 1 Floriano/PI R. jimi R. schneideri 99
H10 1 Mandacaru/PI R. jimi R. schneideri 99
H11 1 Luis Correia/PI Rhinella sp. R. schneideri 99
H12 1 Luis Correia/PI Rhinella sp. R. schneideri 99
H13 1 Sao Raimundo Nonato/PI R. jimi R. schneideri 99
H14 4 Vizeu/PA; Algodoal/PA; Rhinella sp. R. schneideri 99
Soure/PA
H15 2 Tucurui/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
Caxias/MA Rhinella marina
H16 2 Pau Dar'co/Pl Rhinela_ R. schneideri 99
cerradensis
H17 1 Soure/PA Rhinella sp. R. schneideri 99
H18 1 Pau Dar’co/PI R. jimi R. schneideri 99
H19 1 Caxias/MA R. jimi R. schneideri 99
H20 4 Tucurui/PA Rhinella sp. R. marina 99
H21 1 Tucurui/PA Rhinella sp. R. marina 99
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R.
H22 3 Caxias/MA mgég?;gﬁgggl/ R. mirandaribeiroi 99
Pau Dar’co/PI R. mirandaribeiroi
H23 1 Caxias/MA R. granulosa R. mirandaribeiroi 99
H24 1 Caxias/MA R. granulosa R. mirandaribeiroi 99
H25 6 Sao Raimundo Nonato/Pl | R. mirandaribeiroi R. granulosa 99
H26 1 Sao Raimundo Nonato/Pl | R. mirandaribeiroi R. granulosa 99
H27 1 Tapajos/MA R. margaritifera R. cf. margaritifera 99
H28 1 Tapajos/MA R. margaritifera R. cf. margaritifera 99

NH=NUmero de haplétipos, Freq=Frequéncia, Ident=Identificacéo.

A matriz de divergéncia nucleotidica gerada com o algoritmo Tamura 3-
parametro mostrou uma variacéo de 0,0 a 16,0%.

Os haplotipos de H1 a H19, identificados morfologicamente como diferentes
espécies R. jimi, R. schneideri, R. marina e Rhinella sp., geneticamente (rRNA 16S)
foram identificadas como apenas uma espécie a R. schneideri. Isso foi evidenciado
pela divergéncia ser relativamente baixa variando de 0,0 a 1,1%, indicativo de uma
Gnica unidade evolutiva, apesar de morfologicamente apresentarem caracteristicas
interespecificas. Os haplétipos H20 e H21 identificados morfologicamente como
Rhinella sp. foram geneticamente (rRNA 16S) determinada como R. marina, pois a
sua divergéncia foi baixa alcancado apenas 0,3%, no entanto variando de 2,2 a
3,6%, em relacdo aos haplotipos H1 a H19, isto indica geneticamente duas unidades
evolutivas independente, isto é a ocorréncia de duas espécies no complexo marina:
R schneideri e R. marina.

Para o complexo R. granulosa é observado duas espécies: R. mirandaribeiroi
e R. granulosa tanto pela morfologia quanto pela genética (Tabela 4). Esta mesma
evidéncia de duas espécies foi confirmada na divergéncia genética que mostrou uma
variacdo de 0,3 a 5,0% (Tabela 5). Foi evidenciado ainda a ocorréncia da espécie R.
margaritifera tanto pela morfologia quanto pela genética (Tabelas 4 e 5).

Considerando os dois complexos, R. marina e R. granulosa, a divergéncia foi
alta variando de 9,9 a 11,8% indicativo de unidades evolutivas diferentes. A
magnitude desta divergéncia entre os complexos é tdo alta quanto a divergéncia
entre o complexo R. marina e a espécie R. margaritifera e o complexo R. granulosa

e a espécie R. margaritifera que varia de 9,7 a 16% (Tabela 5).



Tabela 5. Divergéncia nucleotidica utilizando o modelo Tamura 3- parametro para haplétipos do género Rhinella do Meio Norte do Brasil, com base em

sequencias do gene rRNA 16S.
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DIVERGENCIA GENETICA (%)

HAPLOTIPOS/ESPECIES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
1 H1-Rhinellasp.PA -
2 H2-R.jimi-Rhinella sp.PI 0,5
3 H3-R.jimiPI 0,5 0,5
4 H4-Rhinella sp.PA 0,3 0,3 0,3
5 H5-Rhinella sp.PA 0,3 0,3 0,3 0,0
6 H6-R.schneideri-R.jimi-Rhinellasp.PI/MA/PAJ05 05 05 03 0,3
7 H7-R.schneideriPI 08 08 08 05 05 03
8 H8-R.schneideri-R.jimiPI/MA/PA 08 08 08 05 05 03 05
9 H9-R.jimiPI 08 08 08 05 05 03 05 05
10 H10-R.jimiPI 1,1 11 11 08 08 05 08 03 08
11 H11-Rhinella sp.PI 05 05 05 03 03 00 03 03 03 05
12 H12-Rhinella sp.PI 08 08 08 05 05 03 05 05 05 08 03
13 H13-R.jimiPI o8 08 08 05 05 03 05 05 05 08 03 05
14 H14-Rhinella sp.PA o5 o5 o5 03 03 00 03 03 03 05 00 03 03
15 H15-Rhinella sp.PA 1 11 11 08 08 05 08 03 08 05 05 08 08 05
16 H16-R.marina-R.cerradensisPA/MA o8 08 08 0,5 05 03 05 05 05 08 03 05 05 03 0,8
17 H17-Rhinellasp.PA o5 o5 05 03 03 05 08 08 08 11 05 08 08 05 11 0,8
18 H18-R.jimiPI 08 08 08 05 05 03 05 05 05 08 03 05 05 03 08 05 0,8
19 H19-R.jiimiMA ,1 11 11 0,8 0,8 05 08 03 08 05 05 08 08 05 05 08 11 0,8
20 H20-Rhinellasp.PA 2,7 22 24 24 24 27 30 30 30 33 27 30 30 2,7 33 30 27 30 33
21 H21-Rhinellasp.PA 30 24 27 27 27 30 33 33 33 36 30 33 33 30 36 33 30 33 36 03
22 H22-R.mirandaribeiroiR.granulosaPI/MA 11,2 10,9 10,9 10,9 10,9 10,5 10,9 10,9 10,9 11,2 10,5 10,9 10,2 10,5 10,9 10,9 11,2 10,9 11,2 10,2 10,6
23 H23-R.granulosaMA 11,2 10,9 10,9 10,9 10,9 10,5 10,9 10,9 10,9 11,2 10,5 10,9 10,2 10,5 10,9 10,9 11,2 10,9 11,2 10,2 10,6 0,3
24 H24-R.granulosaMA 11,5 11,2 11,2 11,2 11,2 10,9 11,2 11,2 11,2 11,5 10,9 11,2 10,5 10,9 11,2 11,2 11,5 11,2 11,59,9 10,2 0,3 0,5
25 H25-R.mirandaribeiroiPI 11,8 11,5 11,5115 115 11,2 115115 11,5 11,8 11,2 11,5 11,5 11,2 11,2 11,2 11,8 11,5 11,8 11,2 11,5 44 4,4 47
26 H26-R.mirandaribeiroiPI 12,1 11,8 11,8 11,8 11,8 11,5 11,8 11,8 11,8 12,1 11,5 11,8 11,8 11,5 11,5 11,5 12,1 11,8 12,1 11,5 11,8 4,7 4,7 50 0,3
27 H27-R.margaritiferaPA 10,7 10,0 10,7 10,3 10,3 10,0 10,3 10,0 103 10,4 10,0 10,3 10,3 10,0 10,3 103 10,7 10,3 9,7 10,6 11,0 14,3 14,3 14,0 15,0 14,7
28 H28-R.margaritiferaPA 10,7 10,1 10,7 10,4 10,4 10,1 10,4 10,4 10,4 10,7 10,1 10,4 10,4 10,12 10,7 104 10,7 10,4 10,0 11,3 11,7 15,3 15,3 15,7 16,0 15,7 2,4
29 JX961679M.setiba-GB-OutGroup 33,4 33,0 33,0 33,0 33,0 33,4 33,4 33,4 33,8 33,9 33,4 33,8 33,8 33,4 33,5 33,4 33,4 33,8 33,9 32,6 32,2 33,5 33,9 33,1 35,2 35,2 32,6 34,3 -
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As arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML), Maxima
Parcimonia e Agrupamento de Vizinhos (NJ) mostraram topologias similares,
onde ocorreu a formacéo de trés clados, o clado | formado pela espécie R.
margaritifera com valor de bootstrap altamente significativo. O clado Il foi
formando pelas espécies do complexo R. granulosa fortemente agrupadas e
mostrou-se como grupo irmao do complexo R. marina (clado Ill) com bootstrap
moderado. O clado Il uniu as espécies do complexo R. marina
morfologicamente identificadas como R. jimi, R. schneideri, R. cerradensis e
Rhinella sp.(Figura 3).

Figura 3. Arvore filogenética obtida através da abordagem de agrupamento de vizinhos (NJ)
usando o algoritmoTamura-3 Parametro para haplétipos do género Rhinella do meio norte do
Brasil, com base no gene rRNA 16S. Os valores de bootstrap estdo na seguite ordem: M&xima
Verossimilhanca (ML), Maxima Parcimdnia e Agrupamento de Vizinhos (NJ).
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Foi gerada uma rede de haplotipos ndo enraizada que mostrou o niumero
de sitios mutacionais existentes entre as espécies, 0 maior numero de sitios foi
entre as espécies R. schneideri (ex.H2) e R. mirandaribeiroi (ex. H23), bem
como R.margaritifera (ex.H28). O menor nimero de sitios mutacionais esta

entre as espécies R. schneideri (ex.H2) e R. marina (ex.H21)

Figura 4. Rede de haplotipos gerada pelo programa network, mostrando as espécies
identificadas pelo gene rRN16S. As cores representam as espécies da seguinte forma:
vinho=R. mirandaribeiroi; Amarelo= R. schneideri; Vermelho; R. granulosa; Azul claro=R.
margaritifera; Verde=R. marina.

5.2.2 Gene Citocromo Oxidade Subunidade (COI)
Para analises do gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COIl) foram

sequenciadas 22 amostras do género Rhinella, obtendo-se um fragmento de
589 pares de bases, sendo 460 sitios conservados, 129 variaveis, 47
informativos para parcimbnia e 20 haplétipos, cada sequéncia apresentou-se
guase exclusivamente como haplétipo Unico, para cada localidade
representada, excetuando os haplotipos 1 (H1) e 15 (H15). Para este gene,
diferentemente do gene rRNA 16S, foi verificado a ocorréncia de R. jimi e R.

ornata (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo e similaridade obtida para os haplétipos do género Rhinella de
ocorréncia no Meio Norte do Brasil na plataforma BoldSystems.

. L Ident. Similaridade

NH | Freq. Localidade Ident. Morfolégica BOLDSYSTEMS (%)

H1 2 Fronteiras/PI R. jimi, R. schneideri R. jimi 100

H2 1 Fronteiras/PI R. jimi, R. ornata/R.jimi 99,82
H3 1 Sao Luis/MA Rhinella sp. R. jimi 99,47
H4 1 Vizeu/PA Rhinella sp. R. jimi 100,00
H5 1 Soure/PA Rhinella sp. R. jimi 100,00
H6 1 Braganca/PA Rhinella sp. R. jimi 99,64
H7 1 Sao Luis/MA Rhinella sp. R. ornata 99,64
H8 1 Vizeu/PA Rhinella sp. R. schneideri 99.93
H9 1 Floriano/PI Rhinella sp. R. ornata 98,93
H10 1 Vizeu/PA Rhinella sp. R. jimi 99,82
H11 1 Soure/PA Rhinella sp. R. schneideri 99,00
H12 1 Bocaina/PI Rhinella sp. R. ornata 100,00
H13 1 Tucurui/PA Rhinella sp. R. jimi 99,47
H14 1 Tucurui/PA Rhinella sp. R. marina 99,47
H15 2 Tucurui/PA Rhinella sp. R. marina 99,47
H16 1 Tucurui/PA Rhinella sp. R. ornata 99,29
H17 1 Caxias/MA R. jimi R. ornata 99,64
H18 1 Caxias/MA R. Mirandaribeiroi R. Mirandaribeiroi 99,47
H19 1 Caxias/MA R. jimi. R. ornata 99,64
H20 1 Caxias/MA R. jimi R. ornata 99,64

NH=NUmero de haplétipo, Freq=Frequéncia, Ident=ldentificacéo.

A matriz de divergéncia genética mostrou uma variacdo quando
considerado o género de 0,2 a 7,0% evidenciando, portanto mais de uma
unidade taxondmica, no entanto para a maioria dos haplétipos a variacao foi
baixa alcancando apenas 2,8%. Os haplotipos 14 e 15 identificados
morfologicamente como Rhinella sp., assim como para o gene rRNA 16S,
foram geneticamente identificada como R. marina, pois a sua divergéncia foi
baixa alcancado apenas 0,2%, no entanto variando de 6,1 a 7,0% em relacdo
aos demais haplétipos, isto indica geneticamente no minimo duas unidades
evolutivas independente, isto é a ocorréncia de no minimo duas espécies no

complexo marina: R schneideri/jimi e R. marina.



Tabela 7. Divergéncia nucleaotidica utilizando o modelo Tamura 3- parametro para haplétipos do género Rhinella do Meio Norte do Brasil, com base em
sequencias do gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COl).
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DIVERGENCIA GENETICA (%)

HAPLOTIPOS/ESPECIES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
H1R.jimi/R.schneideri/PI -

H2R.jimiPI 0,2

H3Rhinella spMA 16 14

H4Rhinella spPA 05 0,7 14

H5Rhinella spPA 03 05 12 05

H6Rhinella spPA 05 07 14 0,7 05

H7Rhinella spMA 07 05 09 12 11 1,2

H8Rhinella spPA 19 21 28 21 19 21 23

H9Rhinella spPA 11 12 14 16 14 1,2 1,1 2,7

H10Rhinella spPA 03 05 19 05 07 09 11 23 14

H11Rhinella spPA 12 10 03 10 12 14 05 25 14 16

H12Rhinella spPI 05 03 10 07 05 07 05 18 12 109 0,7

H13Rhinella spPA o7 09 19 09 07 09 14 23 18 10 16 09

H14Rhinella spPA 61 63 70 67 65 63 65 59 61 65 70 63 6,8

H15Rhinella spPA 63 65 68 65 63 61 67 57 63 67 68 61 66 02

H16Rhinella spPA o7 09 16 12 11 12 o077 23 03 11 12 09 14 61 63

H17R.jimiMA o7 05 16 12 11 12 o07 23 14 11 12 ©o05 14 61 63 11
H18R.mirandaribeiroiMA 20,7 20,7 22,2 21,4 21,2 209 209 205 21,2 212 21,6 20,7 21,4 20,7 209 20,7 204
H19R.jimiMA 03 02 12 09 07 09 03 19 11 o7 09 02 10 61 63 07 03 204
H20R.jimiMA o7 05 16 12 11 09 oO07 23 14 11 12 05 14 65 67 11 07 204 0,3
DQ502739M.klappenbachi 27,9 27,6 28,4 28,2 28,2 27,6 282 285 276 279 28,7 282 28,7 263 26,6 282 285 242 279 279 -
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As arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (ML), Maxima
Parcimonia e Agrupamento de Vizinhos (NJ) mostraram topologias similares,
formando dois clados, assim como no gene rRNA 16S formou-se um clado com
a especie R. mirandariberoi (clado I) e o clado Il foi formado pelo complexo R.

marina compreendendo as espécies Rhinella sp. e R. schneideri/jimi (Figura 5).

Figura 5. Arvore filogenética obtida através da abordagem de agrupamento de vizinhos (NJ)
usando o algoritmoTamura-3 Parametro para haplétipos do género Rhinella do meio norte do
Brasil, com base no gene COI. Os valores de bootstrap estdo na seguinte ordem: Maxima
Verossimilhanga (ML), Maxima Parcimonia e Agrupamento de Vizinhos (NJ).
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Foi gerada uma rede de hapl6tipos ndo enraizada que mostrou o nimero
de sitios mutacionais existentes entre as espécies, 0 maior numero de sitios foi
entre o H18 R. mirandaribeiroi do complexo R. granulosa e as demais espécies
do complexo Rhinella. marina. O menor nimero de sitios mutacionais foi entre

as espécies R. jimi e R. ornata.



Figura 6. Rede de haplétipos gerada pelo programa network, mostrando as espécies identificadas pelo gene COI, na plataforma BLAST. As cores
representam as espécies da seguinte forma: vinho=R. mirandaribeiroi; Amarelo= R. schneideri; Verde=R. marina. Azul =R. jimi; r6seo=R. ornata
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5.2.3 Gene Ribosomal Protein Lateral — RPL 35
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Para o gene RPL 35 foram sequenciadas 32 amostras, resultando em

um fragmento de 637 pares de bases com 610 sitios conservados, 28 sitios

variaveis, 11 sitios informativos para parciménia e 18 haplotipos.

O haplétipo H7 e o H8 foram os mais frequentes, ambos com frequéncia

(f=5), os H9 (f=4) e H1 (f=3) ocorreram em trés localidades cada. Os haplotipos
H2, H3, H4, H5, H6, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, H17, H18 e H19

foram uUnicos (f=1) e ocorreram em cada localidade (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo e similaridade obtidas para os haplétipos do género Rhinella de

ocorréncia no Meio Norte do Brasil na plataforma BLAST.

NH | Freq. Localidades Mo:?oelrcl)téica Ident. BLAST S|m|l(e(}/:)|)dade
Sao Raimundo I

H1l 3 Nonato/PI R il R. marina 99

Braganca/PA Rhinella sp

Sao Luis/MA Rhinella sp
H2 1 Saﬁoi;:g/lgdo R. jimi R. marina 99
H3 1 Mandacaru/PI R. jimi R. marina 99
H4 1 Mandacaru/PI R. jimi R. marina 99
H5 1 Mandacaru/PI R. jimi R. marina 99
H6 1 Saﬁoi;::g/ir}do R. jimi R. marina 99

S&o Raimundo R. jimi

H7 5 Nonato/PI ' R. marina 99

Tucurui/PA Rhinella sp.

Sao Luis/MA
H8 5 Algodoal/PA Rhinella sp. R. marina 99

Vizeu/PA

Algodoal/PA

H9 5 Vizeu/PA Rhinella sp. R. marina 99
Soure/PA

H10 1 Algodoal/PA Rhinella sp R. marina 99
H11 1 Braganca/PA Rhinella sp R. marina 99
H12 1 Tucurui/PA Rhinella sp R. marina 99
H13 1 Sao Luis/MA Rhinella sp R. marina 99
H14 1 Braganca/PA Rhinella sp R. marina 99
H15 1 Tucurui/PA Rhinella sp R. marina 99
H16 1 Tucurui/PA Rhinella sp R. marina 99
H17 1 Tucurui/PA Rhinella sp R. marina 99
H18 2 Tucurui/PA Rhinella sp R. marina 99

NH=NUmero de haplétipos, Freq=Frequéncia, Ident=Identificacédo.

A matriz de divergéncia genética mostrou uma variacéo de 0,2 a 1,7%.

Isto evidencia apenas uma unidade taxonomica. Para R. jimi (H1 a H7) A

variacéo foi de 0,3 a 0,8%. Para Rhinella sp. (H8 a H18) a varacéo foi de 0,2 a

1,7% (Tabela 9)



Tabela 9. Divergéncia nucleotidica utilizando o modelo Kimura 2- parametro para haplétipos do género Rhinella do Meio Norte do Brasil, com base em
sequencias do gene Ribosomal Protein Lateral - RPL 35.

DIVERGENCIA GENETICA (%)

Haploétipos 1 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
H1RhinellajimiPI -

H2RhinellajimiPI 0,5

H3RhinellajimiPI 0,8 0,7

H4RhinellajimiPI 0,2 0,7 0,7

H5RhinellajimiPI 07 05 05 05

H6RhinellajimiPI 03 05 08 05 0,7

H7RhinellajimiPI 05 03 0,7 07 05 05

H8RhinellaspMA 03 02 05 05 03 03 02

HO9RhinellaspPA 02 o7 07 03 08 05 0,7 05

H10RhinellaspPA 03 08 12 05 10 07 05 0,7 05

H11RhinellaspPA 03 05 05 05 o077 07 05 03 02 0,7

H12RhinellaspPA 08 ,14 14 07 12 12 10 12 10 08 172

H13RhinellaspMA 03 08 08 05 10 07 08 07 02 0,7 03 1.2

H14RhinellaspPA 03 08 12 05 10 07 05 07 05 03 07 05 0,7

H15RhinellaspPA 10 08 08 08 07 10 05 07 12 10 10 08 14 10

H16RhinellaspPA 14 12 12 12 10 14 08 10 15 14 14 12 17 14 03

H17RhinellaspPA 03 08 08 05 10 oO7 08 07 02 07 03 08 03 07 14 17
H18RhinellaspPA 03 05 05 o5 07 03 05 03 02 07 03 12 03 07 10 14 0,3
JN594606Bufoictericus 29 27 31 31 29 26 27 26 31 33 29 38 33 33 33 36 33 45 -

39
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A arvore filogenética de Agrupamento de Vizinhos (NJ) mostrou apenas

um clado fortemente agrupado correspondendo a R. marina.

Figura 7. Arvore filogenética obtida através da abordagem de agrupamento de vizinhos (NJ)
usando o algoritmoTamura-3 Parametro para haplétipos do género Rhinella do meio norte do
Brasil, com base no gene RPL35.

27 — H12RhinellaspPA

19 L— H14RhinellaspPA

H10RhinellaspPA

H4RhinellajimiPI

H1RhinellajimiPI
20

1| H9RhinellspPA
H13RhinellaspMA

H11RhinellaspPA
H17RhinellaspPA
34

H19RhinellaspPA

57| L— H18RhinellaspPA

H2RhinellajimiPI

H8RhinellaspMA

H3-RhinellajimiPI

H5-RhinellajimiPI

H7RhinellajimiPI
H15RhinellaspPA

92 L——— H16-RhinellaspPA

L— H6RhinellajimiPI

JN594606Bufoictericus

0.0050

Foi gerada uma rede de haplotipos ndo enraizada que mostrou o niumero
de sitios mutacionais existentes entre os hapldtipos. Para o gene RPL 35
verificou-se poucos sitios mutacionais, portanto evidenciando a existéncia de

apenas uma unidade taxonémica: R. marina (Figura 8).
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Figura 8. Rede de haplétipos gerada pelo programa network, mostrando a espécie
identificadas pelo gene RPL35 na plataforma BLAST A cor representa a espécie R. marina.
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6 DISCUSSAO

As espécies foram analisadas morfologicamente e excetuando uma que
nao foi identificada (Rhinella sp.) as demais mostraram-se similar a literatura,
sendo identificadas quatro espécies pertencentes ao complexo R. marina, duas
ao complexo R. granulosa e uma espécie como R. mirandaribeiroi. Para o
complexo R. marina, as espécies foram R. marina, R. schneideri, R. jimi e R
cerradensis. Para R. granulosa, as espécies foram R. granulosa e R.
mirandaribeiroi (LUTZ, 1934; EASTEAL, 1963; NORMAN, 1994; STEVAUX,
2002; NARVAES & RODRIGUES, 2009; SANTANA et al., 2010; VALLINOTO et
al., 2011; FROST, 2018).

A espécie R. schneideri encontra-se sob nova nomenclatura Rhinella
diptycha, pois de acordo com o estudo de Lavilla & Brusquetti (2018) trata-se
de uma espécie sinonimia. A espécie R. schneideri (Werner 1894) é sindnimo
junior de Bufo diptychus Cope, 1862, porém esta denominacdo nao pode ser
aplicada, sendo impedida pela lei do Cadigo Internacional de Zoologia a
Nomenclatura (ICZN 1999), por questdes de prioridade de nome. No entanto,
Lavilla & Brusquetti (2018) em seu estudo propde que a fim de preservar a
correta aplicacdo do nome, deve se considerar o nedétipo para R. diptycha, ou
seja um espécime similar ao descrito por Werner (1894), que por sua vez, é
também o hol6tipo do sinbnimo junior R. Schneideri. Portanto, se considerar os
autores acima citados o nome da espécie a ser considerado € R. diptycha e
ndo R. schneideri, mas considerando a Nomenclatura Zool6gica permanece o
R. schneideri assim definido neste estudo.

As andlises moleculares mostram-se semelhantes a morfologia em
muitos aspectos, porém divergiram-se em alguns casos, onde foram
evidenciadas similaridades préximas e divergéncias baixas para espécies
morfologicamente distintas. Os espécimes identificados morfologicamente
como R. schneideri e R. margaritifera mostraram-se semelhantes tanto para as
analises morfologicas quanto para as moleculares. Os espécimes identificados
morfologicamente como Rhinella sp. foram identificados como R. schneideri e
R. marina.

Os dados para as espécies do complexo Rhinella marina mostram

relacbes de hibridizacdo e introgressao ja observadas em outros trabalhos.
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Neste estudo espécimes morfologicamente diferentes correspondendo as
espécies R. marina, R. cerradensis, R. jimi e Rhinella sp. mostraram valores de
similaridades de 99% com a espécie R. schneideri corroborando em alguns
aspectos com o estudo de Vallinoto et al. (2011) onde as espécies R. marina e
R. schneideri mostram-se geneticamente semelhantes, sendo entendidas como
um caso de introgressao e hibridizacdo no qual exibem valores de distancias
genéticas relativamente baixos para o genoma mitocondrial.

Ao ser considerado que existe o evento de hibridizacdo natural entre as
espécies animais e que este ocorre em cerca de 10% entre as espécies que
ocupam o mesmo habitat, verifica-se que a hibridizagdo € um fator importante
para a especiagdo (MACIEL, 2008; SEQUEIRA et al.,, 2011). Neste estudo
duas espécies que morfologicamente sao diferentes, R. marina e R.
cerradensis foram encontradas coexistindo no mesmo habitat (Pau Dar’co/Pl)
permitindo assim introgresséo e hibridizagéo.

Em relacdo a espécie R. cerradensis o estudo de Maciel et al. (2010)
sugere que esta seja filogeneticamente irma de R. schneideri ou relativamente
proximas. Apesar disso a magnitude da divergéncia genética neste estudo,
bem como o barcode revela a presenca de apenas um status taxondmico R.
schneideri indicando que seja a espécie de identificacdo.

Os resultados deste estudo também mostram a espécie
morfologicamente identificada como R. jimi similarmente como R. schneideri
para 0 gene rRNA 16S e como R. jimi para o gene COI, esses dados
corroboram com os achados de Cunha (2016) em estudo com essas espécies,
onde foi observado padrdes semelhantes em areas de cerrado. Em seu estudo
dados morfoldégicos também foram divergentes dos genéticos, espécies
morfologicamente identificadas como R. jimi foram geneticamente similar a R.
jimi e R. schneideri e, por sua vez os dados genéticos mostraram R. jimi
compartilhando alelos tipicos de R. schneideri em um ou mais loci.

Considerando a morfologia e a genética foi verificado que
morfologicamente a espécie R. granulosa foi similarmente a espécie R.
mirandaribeiroi quando considerado a genética e vice-versa, embora a alta
divergéncia definam-as como dois status taxonémicos distintos.

Os valores de divergéncia genética para o gene rRNA 16S encontrados

mostraram-se baixos tanto para o complexo Rhinella marina quanto para o
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complexo Rhinella granulosa, para o complexo Rhinella marina a variagéo foi
de 0,0 a 3,6%; para o complexo Rhinella granulosa a variacdo foi de 0,3 a
4,7%; no entanto entre os dois complexos a variacdo atingiu 9,9 a 12,1%. Ao
considerar Fouquet et al. (2007) que afirma que o valor para distinguir espécie
seja maior que 3% de divergéncia pode ser inferido quanto aos complexos
Rhinella marina e Rhinella granulosa a presenca de quatro unidades
taxondémicas, duas unidades para o complexo Rhinella marina (R. schneideri e
R. marina) e duas para o complexo Rhinella granulosa (R. granulosa e R.
mirandaribeiroi). Ainda foi definido a espécie R. margaritifera para este estudo.
A arvore filogenética mostrou valores de bootstrap bastantes fortes para os
clados, onde verificou-se a separacdo dos complexos, isto também foi
evidenciado tanto para a plataforma BLAST quanto para a matriz de distancia
genética.

As sequencias para o0 gene COIl foram plotadas na plataforma
BOLDSYSTEMS e mostraram valores de similaridade variando entre 98,93 a
100% para as seguintes espécies: R. jimi, R. ornata, R. schneideri e R. marina.
No entanto semelhancas entre o gene COI e rRNA 16S foram identificadas em
ambos os marcadores para a espécie de R. marina de ocorréncia em Tucurui
no estado do Para.

Apesar de R. ornata aparecer para o gene COI, a sua distribuicdo
geografica mostra-se muito distante da regido meio norte do Brasil, sendo
encontrada apenas na Mata Atlantica do Brasil, sul do estado do Espirito
Santo, passando pelos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo até o norte do
estado do Parana e possivelmente também ocorra no nordeste da Argentina
(IUNC, 2018). Assim a similaridade destas sequéncias aparecem na mesma
proporcao para a espécie R. jimi podendo esta ser considerada a espécie de
identificacdo. O Gene RPL mostrou-se similar aos outros genes quanto a
variabilidade genética e assim como no gene rRNA 16s e COI definiu a espécie

Rhinella sp. de ocorréncia em Tucurui no Para como R. marina.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciaram:

A ocorréncia de dois complexos de espécies Rhinella marina e Rhinella
granulosa na regido meio norte do Brasil. No entanto revelou a presenca de
quatro unidades taxon6micas, duas unidades para o complexo Rhinella marina,
sendo elas R. schneideri e R. marina e duas para o complexo Rhinella
granulosa: R. granulosa e R. mirandaribeiroi.

A magnitude das divergéncias genéticas somada a filogenia foram
indicativos de diferenciacdo interespecificas entre e dentro dos complexos. No
entanto ndo houve diferenciacdo para seis espécies como morfologicamente
esperado, mas para apenas quatro espécies.

Os dados apontam para hibridizacdo e introgressao entre as espécies R.
schneideri, R. jimi e R. cerradensis, isto € explicado por coabitarem e por
geneticamente ndo haver diferenciacdo que separem em status taxondmicos
distintos.

Quanto aos padrdes de distribuicdo geogréafica para o meio norte do
Brasil foi verificado a presengca do complexo Rhinella marina nos biomas
Caatinga, Cerrado e Amaz6nia e do complexo Rhinella granulosa nos biomas
Caatinga e Cerrado.

Pela importancia dos anuros como bioindicadores de ambiente e pela
preservacdo das espécies faz-se necessario um “olhar” diferenciado, nao

somente para as espécies, quanto para a preservacao dos biomas.
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