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RESUMO 

 

 

CHAVES, Anna Carolina da Silva. Análise de marcadores moleculares do DNA 

mitocondrial em anuros da Mata Atlântica. 2014. 84f. Dissertação (Mestrado em 

Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

A Mata Atlântica brasileira concentra uma das maiores diversidades 

biológicas da Terra com cerca de 7% das espécies animais e vegetais do planeta. 
Esse bioma abriga atualmente mais de 50% das espécies de anuros do Brasil (c.a. 

500 espécies), mas sofre intensa perda e fragmentação de habitat. Um dos 
principais fragmentos da Mata Atlântica, a Reserva Ecológica de Guapiaçu (REGUA) 
abriga vasta anurofauna, com cerca de 71 espécies já descritas. Acredita-se, porém, 

que muitas ainda precisam ser identificadas e estudadas. A identificação de 
espécies baseada em caracteres moleculares vem se mostrando uma alternativa 

para dar suporte à identificação morfológica, e dentro deste contexto os genes de 
DNA mitocondrial, como o 16S, são utilizados para a realização de barcode.  O 
objetivo deste estudo foi testar a metodologia de identificação molecular de espécies 

(DNA barcode) na comunidade de anfíbios anuros da REGUA utilizando o gene 
mitocondrial 16S. Para isso, foram coletados tecidos de 99 indivíduos, entre adultos 

e girinos de 23 espécies, agrupados em seis famílias distintas. Desses 99 
indivíduos, 88 foram amplificados corretamente para o gene em referência e foram 
realizadas, com sucesso, a determinação de espécies de 84 anuros (95,45%) da 

REGUA. As espécies de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes 
charadranaetes, cujas identificações haviam sido determinadas com base em 

critérios morfológicos, agruparam em clados de mesmo gênero, porém de espécies 
diferentes quando analisadas pelas metodologias neighbor-joining e maximum-
likelihood. Além de altos valores de distância intraespecífica (2,18%, 3,49% e 3,77%, 

respectivamente) e distâncias interespecíficas nulas (0%) temos a indicação de 
possíveis equívocos em determinações de espécies feitas exclusivamente por 

critérios morfológicos. Nesse caso, as discordâncias morfológica e molecular são 
exclusivamente de girinos, demonstrando a dificuldade na identificação morfológica 
e a escassez de chaves de identificação dessas espécies em estágio larval. Os 

resultados mostram que o gene mitocondrial 16S teve seu uso na identificação de 
anuros da REGUA confirmada e apontam que, em casos de estudos com indivíduos 

em estágios larvais, como em girinos, a metodologia de barcode, quando 
complementada a identificação morfológica, suporta a correta identificação das 
espécies de anfíbios anuros. 

 
 

Palavras-chaves: Anfíbios. Mata Atlântica. REGUA. DNA mitochondrial. DNA 

barcode. 16S. 
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ABSTRACT 

 

 

CHAVES, Anna Carolina da Silva. Analysis of molecular markers of 

mitochondrial DNA in Atlantic Rainforest Anurans. 2014. 84 f. Dissertação 

(Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

The Brazilian Atlantic Forest focuses one of the greatest biological diversity of 

the Earth with about 7% of the planet's animal and plant species. This biome is 
currently home to more than 50% of anurans species from Brazil (c.a. 500 species), 

but it suffers severe loss and fragmentation of habitat. One of the main fragments of 
the Atlantic Forest, the Reserva Ecológica de Guapiaçu (REGUA) houses a wide 
anuran fauna, with about 71 species had already described. It is believed, however, 

that lots of them still need to be identified and studied. The identification of these 
species based on molecular characters has proven to be an alternative to support a 

morphological identification, and in this context the mitochondrial DNA genes, such 
as 16S are used to perform barcode. The goal of this study was to test the 
methodology for molecular identification (DNA barcode) in anurans of REGUA 

community using 16S mitochondrial gene. For this, tissues of 99 individuals, 
including adults and tadpoles of 23 species, grouped into six different families were 

collected. Of these 99 individuals, 88 were amplified correctly to the reference gene 
and were successful determination of 84 species of anurans (95.45%) of the 
REGUA. Scinax albicans, Scinax flavoguttatus and Hylodes charadranaetes species 

whose identifications had been determined based on morphological criteria, grouped 
into clades of the same gender, but different species when analyzed by 

methodologies neighbor-joining and maximum-likelihood. In addition to high 
intraspecific distances (2,18%, 3,49% and 3,77% respectively) and interspecific 
distances to nil (0%), we have an indication of possible mistakes of species 

determinations made by a morphological criterion. In this case, the morphological 
and molecular disagreements are exclusively on tadpoles, demonstrating the 

difficulty of morphological identification and the shortage of identification of these 
species larval stage. The results show that the 16S mitochondrial gene had its use in 
identifying the anurans REGUA confirmed and indicate that the case studies with 

individuals in larval stages, as in tadpoles , the methodology of the barcode when 
complemented morphological identification, supports the correct identification of 

species of anurans amphibians . 
 

Keywords:  Amphibians. Atlantic Forest. REGUA. Mitochondrial DNA. DNA barcode. 

16S. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A Mata Atlântica brasileira concentra uma das maiores diversidades 

biológicas da Terra, com cerca de 7% das espécies animais e vegetais do planeta 

(Quintela, 1990; Myers, 2000). Este bioma tem sofrido degradação do habitat e 

fragmentação intensa, deixando sua diversidade biológica particularmente vulnerável 

(Myers, 2000), o que provavelmente resultará em uma perda de espécies animais e 

vegetais (Pimm & Askins, 1995; Whitmore, 1997; Rocha et al., 2000). Com toda 

perda e fragmentação de habitat, a Mata Atlântica é um dos 34 hotsposts (do inglês, 

pontos quentes) de biodiversidade do mundo e, portanto, alvo prioritário para ações 

conservacionistas (Mittermeier, 2005). 

É sabido que o bioma da Mata Atlântica abriga atualmente mais de 50% das 

espécies de anuros do Brasil (Almeida-Gomes, 2011). Entretanto, mesmo com 

números já tão expressivos, existe a previsão de que um elevado número de 

espécies de anfíbios, ainda não descritas, poderá ser encontrada nos próximos anos 

(Pimm et al., 2010).  

Como um dos fragmentos de Mata Atlântica na região sudeste, a Reserva 

Ecológica de Guapiaçu (REGUA), uma reserva ecológica particular localizada no 

município de Cachoeiras de Macacu no Estado do Rio de Janeiro, é um importante 

remanescente de Mata Atlântica no sudeste do Brasil (Rocha et al., 2007), abrigando 

grande variedade de espécies da fauna brasileira, incluindo vasta anurofauna. 

Setenta e uma espécies de anfíbios já foram identificadas na região da REGUA 

(Almeida-Gomes, em preparação), dentre as quais três destas estão presentes na 

lista de espécies ameaçadas (Almeida-Gomes, em preparação).  

Todos os fundamentos clássicos de identificação, classificação e comparação 

de espécies e demais grupos taxonômicos baseiam-se nas características 

morfológicas exibidas pelos indivíduos. Na maior parte das vezes, tratam-se de 

características exibidas apenas em indivíduos adultos.  Não raro, a identificação de 

espécies necessita de um especialista em taxonomia (Bowles, 1996). A identificação 

molecular, por outro lado, baseada em sequências nucleotídicas, pode ser feita 

utilizando qualquer fragmento de tecido, seja de indivíduos adultos ou juvenis 

(Branicki et al., 2003). 
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Para identificação em anfíbios, os genes da subunidade 1 da enzima 

citocromo c oxidase (COI) e 16S são indicados para realização de barcode (Vences 

2005a, b, 2012), um sistema de identificação mitogenômica que permite a 

determinação da espécie dos organismos a partir da análise de pequenos 

segmentos do genoma. 

Neste trabalho, serão apresentados os resultados obtidos na análise do 

marcador mitocondrial 16S para confirmação de espécie e filogenia em indivíduos 

anuros da região da REGUA, colaborando, assim, com a estruturação espécie-

específica dos anfíbios desta região da Mata Atlântica.  

 

 

Mata Atlântica 

 

 

A Mata Atlântica é considerada a segunda maior floresta pluvial tropical do 

continente americano (Galindo-Leal & Câmara, 2003). No passado cobria mais de 

1,5 milhões de km2, com 92% desta área no Brasil (Tabarelli et al., 2005),  

estendendo-se por quase toda região leste do país, entre os estados do Ceará e Rio 

Grande do Sul, e se interiorizando sem interrupções, atingindo então pequenas 

porções dos territórios da Argentina e Paraguai (Câmara et al., 2001; Capobianco, 

2001).  

Devido à perda da maior parte de sua área original e a existência de mais de 

8.000 espécies endêmicas de plantas vasculares, anfíbios, répteis, aves e 

mamíferos (Myers et al., 2000), a Mata Atlântica está inserida entre os 34 hotspots 

mundiais de biodiversidade, com alto grau de endemismo (Mittermeier et al., 2005). 

Mesmo com a redução drástica de sua área original (c.a. 12,5 %) (Myers et al., 

2000) e tendo cerca de 42% de sua área atual representada por fragmentos 

menores de 250 ha, a Mata Atlântica ainda contém significativa porção de 

diversidade biológica global (Mittermeier et al., 2005; Ribeiro et al., 2009). Em 

algumas áreas de endemismo, tudo o que restou foram arquipélagos de fragmentos 

minúsculos e muito espaçados (Tabarelli et al., 2005).  

Por conta de sua localização, a Mata Atlântica foi o primeiro bioma brasileiro 

que os colonizadores europeus tiveram contato e puderam explorar 

economicamente (Dean, 1996). Esta situação é responsável pelas estatísticas atuais 
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que apontam para uma proporção superior a 70% da população brasileira vivendo 

dentro do domínio deste bioma (Capobianco, 2001). Desde o início do processo de 

colonização, a relação dos europeus com a Mata Atlântica foi predominantemente 

predatória, situação que continuou após a independência do Brasil e se mantém até 

os dias atuais (Dean, 1996; SOS Mata Atlântica & Instituto de Pesquisas Espaciais, 

2013).  

A destruição total deste bioma resultaria na perda de uma porção 

considerável da biodiversidade brasileira, principalmente pelo elevado número de 

espécies endêmicas (Goerck, 2001). Existem várias iniciativas de preservação e 

proteção dos remanescentes florestais na região da Mata Atlântica, no entanto, tais 

programas somente terão êxito caso ainda persistam áreas remanescentes que 

abriguem as espécies ameaçadas, e que funcionem como fonte de material 

genético. Portanto, a proteção dos fragmentos remanescentes (Figura 1) é da maior 

urgência para a conservação das espécies que ali ocorrem, especialmente para as 

espécies ameaçadas de extinção (Goerck, 2001), como é o caso dos anfíbios (Pimm 

et al., 2010). 
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Figura 1 - Mapa de cobertura vegetal do bioma Mata Atlântica no Brasil. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A: composição vegetal original do Bioma Mata Atlântica; B: fragmentos vegetais remanescentes do bioma Mata Atlântica.  
Fonte: Fundação SOS Mata Atlântica & Instituto de Pesquisas Espaciais, 2013.  

 A  B 
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Classe Amphibia 

 

 

Os anfíbios colonizaram o meio terrestre no período Devoniano há cerca de 

350 milhões de anos. Apresentam a maior diversidade de modos de vida do que 

qualquer outro grupo de vertebrados (Duellman & Trueb, 1994). As três linhagens de 

anfíbios viventes compartilham inúmeras características, apresentando diferenças 

significativas apenas nas especializações locomotoras: os anuros (Ordem Anura) 

possuem patas posteriores alongadas e corpo inflexível, que não se dobra quando 

caminham; as salamandras (Ordem Caudata) possuem patas anteriores e 

posteriores de igual tamanho e movem-se por ondulações laterais; e as cecílias 

(Ordem Gymnophiona) são ápodes e empregam a locomoção serpentina (Pough et 

al., 1999). 

A destruição e fragmentação de habitats são consideradas uma das maiores 

ameaças à conservação da biodiversidade e uma das principais responsáveis pelo 

declínio de populações de anfíbios em todo o planeta (Alford & Richards, 1999; 

Cushman, 2006). Os anfíbios constituem um dos organismos mais negativamente 

afetados pela perda e fragmentação de habitats, em grande parte em função de 

particularidades fisiológicas e ecológicas destes animais (Marsh & Pearman, 1997; 

Silva et al., 2003; Cushman, 2006). Dentre estas características destacam-se: 

fisiologia ectotérmica, com capacidade limitada para realização de atividades; a sua 

pele permeável, vulnerável a diversos agentes biológicos, químicos e a dessecação; 

baixa capacidade de dispersão; e um complexo ciclo de vida, onde grande parte das 

espécies de anfíbios possui um ciclo de vida com uma fase larval (denominada de 

girinos) aquática e uma fase adulta terrestre, o que faz com que estes animais sejam 

afetados pela degradação, tanto de ambientes terrestres, quanto de ambientes 

aquáticos (Duellman & Trueb, 1986; Becker et al., 2007; Becker et al., 2010). Essas 

características fazem do grupo um importante indicador ecológico da qualidade do 

ambiente (Beebee, 1996), quando comparados aos demais vertebrados (Wells, 

2007). O declínio de populações de anfíbios tem sido reportado em todo o planeta e 

muitos fatores bióticos e abióticos têm sido associados e testados como suas 

causas (Lannoo, 2005; Collins & Crump, 2009). No Brasil, pouco se conhece a 

respeito das causas de declínio das populações dos anfíbios em relação às 

observadas mundialmente (Silvano & Segalla, 2005). Para isso, ainda são 



22 

 

necessários estudos das mesmas em maior detalhe, de modo a verificar suas 

condições de vida, gerar dados ecológicos para conservação, além do 

desenvolvimento e implementação de estudos de longa-duração (Eterovick et al., 

2004; Gascon et al., 2007).  

Diversos estudos têm associado o fungo quitrídio (Batrachochytrium 

dendrobatidis) ao declínio de diversas populações de anfíbios ao redor do mundo 

(Collins & Storfer, 2003). Recentemente, a presença desse fungo foi relatada no 

Brasil (Carnaval et al., 2005; Toledo et al., 2007), entretanto o conhecimento ainda é 

incipiente. Os registros de declínio no Brasil estão associados à perda de habitat 

(Juncá, 2001; Eterovick et al., 2004), que é a maior ameaça à diversidade biológica 

(Primack & Rodrigues, 2001). A fragmentação de habitat pode levar à rápida perda 

das espécies, uma vez que cria barreiras para o processo normal de dispersão, 

colonização e alimentação (Primack & Rodrigues, 2001). 

Os anfíbios são onipresentes, com exceção de extremas latitudes do norte, 

Antártica e a maioria das ilhas oceânicas, sendo conhecidas atualmente 7217 

espécies e a cada ano novas espécies são descritas (Vences, 2012). Os anuros são 

os maiores representantes com 6347 espécies, seguidos das salamandras com 671 

espécies e cecílias com 199 espécies (Vences, 2012). O Brasil é o país mais rico em 

anfíbios com 821 espécies de anuros, uma de salamandra e 27 de cecílias, sendo 

que nos últimos 4 anos foram descritas mais de 50 novas espécies (SBH, 2010). 

A Mata Atlântica possui atualmente mais de 500 espécies de anfíbios, dentre 

as quais 380 são endêmicas (76%), e por isso este é o bioma brasileiro mais rico em 

espécies de anfíbios, com mais de 50% das espécies que ocorrem no Brasil (Cruz & 

Feio, 2007).  

  

 

Anfíbios do Estado do Rio de Janeiro 

 

 

O Estado do Rio de Janeiro, apesar de possuir uma área relativamente 

pequena (c.a. 43.700 Km2), possui grande diversidade e altas taxas de endemismo 

para diversos grupos da fauna e flora, inclusive para anfíbios (Rocha et al., 2003; 

Van Sluys et al., 2009). Rocha et al. (2004), reportaram para o estado a ocorrência 

de 166 espécies de anfíbios, sendo 32 endêmicas. Estudos posteriores com a 
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ampliação da distribuição geográfica de espécies e validação de subespécies 

existentes apontam para a ocorrência de aproximadamente 187 espécies de 

anfíbios, 43 delas endêmicas (Caramaschi, 2010; Pombal, 2010). 

Inserida neste quadro, a região da Reserva Ecológica de Guapiçu (REGUA), 

área de estudo do nosso trabalho, tem registrado atualmente 71 espécies de 

anfíbios, sendo 69 anuros e 2 cecílias. Esses dados representam, 

aproximadamente, 33% de todas as espécies de anfíbios do Estado do Rio de 

Janeiro (Almeida-Gomes, em preparação).  

Estudos que abordem a composição e distribuição das espécies, bem como 

aspectos ecológicos básicos, são fundamentais para esforços de conservação tanto 

para as espécies quanto para as áreas onde as mesmas ocorrem (Rocha et al. 

2003). Embora o número de estudos de anfíbios em áreas de Mata Atlântica tenha 

aumentado nos últimos anos (Conte & Rossa-Feres, 2007; Rocha et al., 2007; 

Almeida-Gomes et al., 2008; Rocha et al,. 2008; Araújo  et al,. 2009; Marques et al,. 

2009; Pontes et al., 2009; Camurugi et al., 2010), ainda há lacunas de informação 

para várias áreas que necessitam ser inventariadas, uma vez que a grande maioria 

dos trabalhos feitos concentra-se nas regiões sul e sudeste do Brasil. Para o Estado 

do Rio de Janeiro, que possui uma rica herpetofauna, tem havido um considerável 

incremento de trabalhos sobre a composição de espécies de anfíbios nos seus 

remanescentes florestais (Rocha et al., 2000; Rocha et al., 2001; Rocha & Van 

Sluys, 2006; Almeida-Gomes et al., 2008; Carvalho-e-Silva et al., 2008; Salles et al., 

2009; Siqueira et al., 2009; Almeida-Gomes et al., 2010; Silva-Soares et al., 2010). 

Entretanto, ainda há grandes extensões do estado onde o conhecimento básico 

sobre a composição das espécies de anfíbios é escasso ou mesmo inexistente 

(Rocha et al., 2003; Carvalho-e-Silva et al., 2008; Rocha et al., 2009; Van Sluys et 

al., 2009). 

 

 

Problemática do estudo com girinos  

 

 

Os girinos correspondem a fase larval de grande parte dos anfíbios. Possuem 

uma cabeça e corpo únicos, uma cauda musculosa desprovida de vértebras e 

nadadeiras dorsal e ventral sem sustentação óssea (McDiarmid & Altig, 1999). 
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Mesmo apresentando um plano e uma organização corporal tão simples, os girinos 

apresentam uma considerável diversidade de estruturas morfológicas que refletem 

tanto a filogenia, como adaptações a diferentes tipos de ambiente. Eles são diversos 

e abundantes nos sistemas aquáticos tropicais e exercem fortes influências sobre 

diversos componentes dos ambientes aquáticos (Colón-Gaud et al., 2010). 

Das 69 espécies de anuros presentes na REGUA, 48 apresentam a fase de 

girinos e 8 espécies se desenvolvem exclusivamente em riachos (Almeida-Gomes, 

2011). O pesquisador que escolhe o girino como instrumento de trabalho para 

responder questões ecológicas tem a difícil tarefa de confirmar a identificação destes 

indivíduos a partir de uma literatura escassa em descrições apropriadas (McDiarmid 

& Altig, 1999) e em chaves de identificação (Hero, 1990). Neste contexto, o uso de 

técnicas moleculares surge como uma promissora e útil ferramenta para realização 

em estudos em biodiversidade (Arif & Khan, 2009) 

Existem duas formas de se confirmar a espécie de um girino. A primeira é 

utilizando trabalhos de descrição morfológica disponíveis na literatura para 

comparação com o espécime que desejamos identificar. Porém, esses trabalhos são 

escassos e os girinos de muitas espécies ainda não foram descritos (McDiarmid & 

Altig, 1999). O último caso é particularmente mais acentuado em áreas de elevada 

biodiversidade, como o Brasil. A segunda forma consiste em criar o girino até que o 

mesmo realize a metamorfose e atinja o tamanho necessário para que a espécie 

possa ser identificada por um especialista. Criar o girino até que atinja o tamanho 

necessário para identificação não é uma tarefa simples. Não existem protocolos 

gerais ou específicos para a criação de girinos e crescimento de recém 

metamorfoseados (exceto para a rã Lithobates catesbeianus, uma espécie de 

interesse comercial). A tarefa torna-se ainda mais complicada para girinos que 

crescem em riachos. Portanto, estudos ecológicos e morfológicos são fundamentais 

para auxiliarem no reconhecimento e descrição de novas espécies endêmicas e da 

diversidade dos indivíduos, porém atualmente conta-se também com a utilização da 

biologia molecular, que surge como mais uma metodologia de caracterização das 

espécies em questão.  

 

 

 

 



25 

 

Caracterização molecular das espécies 

 

 

Os marcadores moleculares são amplamente empregados para estimar 

parâmetros genéticos, assim como o fluxo gênico e o grau de diferenciação dentro e 

entre as populações (Bert, 2002).  

A identificação baseada em caracteres moleculares vem se mostrando uma 

alternativa na identificação de espécies, uma vez que as técnicas que utilizam 

marcadores genéticos excluem a necessidade de diferentes especialistas, anos de 

prática para a identificação taxonômica confiável das espécies e, além disso, podem 

ser feitas a partir de pequenos fragmentos de tecido. 

O argumento anterior não pretende propor a biologia molecular como 

ferramenta única de identificação de indivíduos, pelo contrário, o enfoque que se 

procura é aquele utilizado por vários autores em estudos recentes: a chamada 

taxonomia integrativa (DeSalle et al., 2005; Hebert & Gregory, 2005; Miotto et al., 

2007, Amaral et al., 2013), no qual espera-se utilizar marcadores genéticos como 

apoio nas pesquisas para conseguir uma correta identificação da espécie. 

Dentro dessa abordagem, uma metodologia destacada na biologia molecular 

para identificação de espécies de maneira rápida e precisa é a do DNA barcode. 

Esta técnica consiste na análise de fragmentos específicos de DNA que fornece 

informações de pequenas variações em uma sequência genética conservada, de 

maneira que é possível identificar o status taxonômico de um indivíduo baseando-se 

em marcas internas de cada espécie (Hebert & Gregory, 2005).  É conhecido como 

DNA barcode porque faz uma analogia aos códigos de barras utilizados para 

reconhecer os produtos oferecidos nos mercados.  

Para conseguir identificações de espécies através do DNA barcode, o gene 

alvo utilizado deve apresentar monofilia recíproca - membros de cada espécie 

estudada compartilham um ancestral comum exclusivo (Meyer e Paulay, 2005) - 

num grande número de espécies (Avise, 2000; Hickerson et al., 2006; Baker et al., 

2009) e deve apresentar suficientes regiões conservadas de flanqueamento 

permitindo o desenho de iniciadores universais (Ficetola, 2010). 

Os genes utilizados preferencialmente em metazoários para estas análises 

são os mitocondriais, devido a sua eficiência em limitar grupos taxonômicos, uma 

vez que o DNA mitocondrial (mtDNA) é menos susceptível a recombinação gênica, 
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apresenta modo de herança materna (Hwang & Kim, 1999) e maiores taxas de 

substituição nucleotídica comparadas com as de genes nucleares (Brown et al.,  

1979; Moore, 1995). Essas vantagens resultam em acúmulo de diferenças entre 

espécies, (Hayasaka et al., 1988) revelando sua eficácia para resolver relações 

dentro e entre as mesmas (Folmer, 1994; Avise & Walker, 1999; Hebert, 2003a, b). 

 

 

DNA mitocondrial 

 

 

 As mitocôndrias são organelas encontradas no citoplasma celular cujas 

funções são: gerar suprimento energético para a célula, respiração celular, produzir 

calor e mediar a apoptose celular (Finsterer, 2004). Seu número varia 

significativamente de acordo com o tipo e função biológica da célula, podendo 

chegar a mais de 5.000 unidades dessa organela em uma única unidade celular 

(Butler, 2005)  

 Acredita-se que há cerca de 1,5 bilhões de anos um procarioto (a mitocôndria) 

iniciou uma relação de simbiose com um organismo eucarioto. Vale ressaltar que, 

durante a evolução destas organelas, vários genes foram perdidos e outros foram 

transferidos para o genoma nuclear (Burger et al., 2003). 

 De acordo com Avise e Lansman (1983), o genoma mitocondrial é 

maternalmente herdado em todos os eucariotos. Em Xenopus (David & Blaklrer, 

1972), Drosophila (Reilly & Thomas, 1980), Rana nigromaculata e Rana brevipoda 

(Sumida, 1997a) foi comprovada a herança predominantemente materna do mtDNA. 

 O mtDNA é uma molécula formada por uma dupla fita circular composta por 

duas cadeias: uma cadeia pesada (H, ou heavy), rica em guanina, e uma cadeia 

leve (L, ou light), rica em citosina, com aproximadamente 16-20 Kb de tamanho 

(Avise, 1986). Em geral, contém 2 pares de genes para RNAs ribossomais (12S e 

16S), 22 genes para RNAs transportadores, 13 genes para RNAs mensageiros e 

uma região controle que marca o início da replicação (Brown, 1985; Wolstenholme, 

1992; Lewin, 2000) (Figura 2).  
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Figura 2- Representação esquemática da molécula de DNA mitocondrial em 

Xenopus laevis. 

 

Fonte: Cordonnier et al., 1982 

 

 

As características que tornam os genes mitocondriais bons marcadores são: a 

herança uniparental clonal, raramente ocorrendo recombinação por se tratar de um 

DNA haploide; ausência de íntrons, o arranjo dos genes é geralmente conservado; e 

taxas evolutivas 5 a 10 vezes mais altas (1 X 10-8 substituição / sítio / geração) que o 

genoma nuclear (Brown et al., 1982; Li, 1997), sendo a maioria das substituições de 

bases simples e inserções/deleções de um ou poucos nucleotídeos (Avise, 1986; 

1987). O mtDNA também é muito utilizado devido à facilidade em isolá-lo, ao grande 

número de cópias por célula, seu tamanho pequeno (Ray & Densmore, 2002) e por 

sua organização simples (Avise, 1994). 

 Em anfíbios anuros, a caracterização do genoma mitocondrial se restringe a 

poucos estudos. Cordonier et al. (1982) mapearam o genoma mitocondrial de 

Xenopus laevis usando 19 enzimas de restrição diferentes e encontraram um 

tamanho de 17,6 Kb e uma estrutura semelhante a outros DNAs mitocondriais de 

vertebrados (Clayton, 1982). Wong e colaboradores (1983) sequenciaram 2.398 pb 

do mtDNA que incluiu a região controle e os tRNAs codificadores de treolina, prolina 

  

Xenopus laevis 

MtDNA 

17,6 pb 

 

17.6Kb 
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e fenilalanina. Dunon-Bluteau e colaboradores (1985) acrescentaram em suas 

análises o sequenciamento do citocromo b e, no mesmo ano, Roe e colaboradores 

(1985) descreveram a sequência completa do genoma mitocondrial de Xenopus 

laevis, com 17.553 pb. 

 Em Rana japonica, Sumida (1997b) encontrou três tamanhos de genoma 

mitocondrial: 18,5 Kb, 20,0 Kb e 21,5 Kb. Nuñez e colaboradores(1999) analisaram 

populações de Eupsophus calcaratus e E. roseus e estimaram o tamanho de 

aproximadamente 17,7 Kb do genoma mitocondrial destas duas espécies. Em 

hilídeos, Bermingham e colaboradores (1986) estimaram um tamanho do DNA 

mitocondrial de 15,5 Kb a 18,4 Kb. 

 A variação no tamanho do genoma mitocondrial em diferentes espécies de 

anfíbios anuros parece não ser uma regra para a ordem. Variações foram 

encontradas em outros grupos e estão relacionadas com o tamanho e o número de 

cópias de sequências repetidas na região controle (Brown et al., 1996; Härlid et al., 

1998). 

 

   

Genes mitocondriais e sua utilização em estudos com anfíbios 

 

 

 A escolha da sequência do DNA mitocondrial a ser analisada depende do 

foco do estudo. Os genes ribossomais mitocondriais podem ser usados para análise 

filogenética (Hillis & Dixon, 1991), por serem moléculas muito mais simples do que 

os genes rRNA nuclear, e não contém regiões espaçadoras (Simon et al., 1994). A 

análise destes genes é usada geralmente para solucionar divergências profundas,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

como entre famílias e gêneros (Woese, 1987; Cedergren et al., 1988) e, em alguns 

casos, entre taxa muito próximos (Reeder, 1995).  

 O gene da subunidade 1 da enzima citocromo c oxidase (COI), que possui 

uma taxa de evolução mais rápida entre todos os genes codificadores de proteínas 

(Simon et al., 1994), também pode ser informativo quando se tem casos de profunda 

divergência (Yokobori et al., 1994, Cummings et al., 1995) ou para análise das 

relações entre espécies de anuros relacionadas (Mable & Roberts, 1997). 

 Pelos motivos anteriormente apresentados, o gene mitocondrial COI foi                                                                                                                                                                                                        

selecionado para estabelecer barcodes das espécies (Folmer et al.,1994). O COI 
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mostrou-se uma ferramenta útil na descrição de novas espécies (Hebert et al., 

2004b), revelando espécies crípticas (Hebert et al., 2004a; Smith et al., 2007, Amaral 

et al., 2013), relacionando morfotipos juvenis com adultos (Stoeckle, 2003),  

identificando espécies de diferentes grupos taxonômicos, incluindo grupos de 

insetos (Folmer et al., 1994; Hebert et al., 2003a, ), peixes (Mabragaña et al., 2011; 

Ko et al., 2013), anuros (Vences et al., 2005a,b; Simth et al., 2008), aves (Hebert et 

al., 2004, Kerr et al., 2009) e mamíferos (Clare et al., 2007; Borisenko et al., 2008). 

 Entretanto, tem sido discutido que não existe um único gene universal para 

barcode que seja conservado para todos os domínios da vida e apresente suficiente 

divergência para discriminação de espécies (Stoeckle, 2003). Desta maneira, 

diferentes marcadores são sugeridos para adicionar informações, levando à 

individualização das amostras e permitindo estabelecer com maior certeza o status 

taxonômico de todos os indivíduos (Stoeckle, 2003).  

Outro gene utilizado com sucesso em barcode genético de vertebrados é o 

16S descrito por Palumbi e colaboradores (1991), o qual é sugerido como locus 

alternativo em vertebrados (Vences et al., 2005a, b, 2012) e proposto como suporte 

ao gene COI em identificações moleculares, especialmente em anfíbios (Smith et al., 

2007), visto que apresenta uma região mais conservada, o que  favorece o uso de 

iniciadores universais. 

 Embora em alguns estudos defendam que o gene 16S apresenta uma taxa de 

evolução molecular muito baixa e não mantem suficiente variação para a correta 

identificação de espécies (Hebert et al. 2003a), Ficetola  e colaboradores (2010) 

sugeriram que, ao menos em vertebrados, o 16S apresenta a mesma capacidade de 

resolução que o gene COI. Nesse estudo, os autores testaram diferentes fragmentos 

de genes mitocondriais para avaliar suas efetividades como DNA barcode. Os 

iniciadores que apresentaram os percentuais mais altos de espécies amplificadas 

foram o COI e o 16S, com valores de 95 e 90%, respectivamente. Os autores 

argumentaram que DNA barcode com tamanhos entre 500 e 600 pb, como os 

obtidos para os genes COI e 16S, têm alta capacidade de resolução e são 

considerados candidatos ideais. 

Vences et al. (2005a, b) mostraram que tanto o gene 16S quanto o COI são 

eficientes na identificação de espécies de anuros de Madagascar, demonstrando 

ainda que a utilização do gene 16S apresenta vantagens sobre a do gene COI como 

maior acurácia na determinação das relações filogenéticas e com menor variação 
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intrapopulacional. Os autores também demonstraram que a elevada variabilidade 

nos sítios de anelamento dos iniciadores e a elevada variação intraespecífica 

conferem menor efetividade ao gene COI quando comparado com o gene 16S e, por 

isso, sugerem o gene 16S para o DNA barcode de anfíbios. 

Pelas vantagens descritas anteriormente para genes mitocondriais, 

principalmente por permitir identificar espécies a partir de pequenas amostras de 

tecido, em especial para o caso dos genes COI e 16S, o DNA barcode tornou-se 

uma ferramenta útil, eficiente e confiável para a identificação das espécies. 

 Estudos envolvendo sequências de genes que codificam as subunidades do 

RNA ribossomal do mtDNA demonstraram que a evolução destes genes ocorreu em 

taxas consideradas rápidas para gerar variação necessária para solucionar 

problemas de inferência filogenética em anuros (Hedges & Maxson, 1993; Hay et al., 

1995; Ruvinsky & Maxson, 1996; Graybeal, 1997; Austin, 2002). Portanto, o gene 

16S pode ser bastante útil tanto na determinação de divergências genéticas 

profundas quanto no esclarecimento das relações filogenéticas de táxons mais 

relacionados (Goebel et al., 1999). 

 Lougheed e colaboradores (2006) avaliaram a diferenciação intraespecífica 

do hilídeo neotropical Dendropsophus leucophylatus utilizando o gene 16S, 

juntamente com dados ecológicos e morfológicos. Assim, foi possível observar uma 

divisão filogenética dentro dessa espécie. 

 Outro trabalho recente utilizou o 16S para testar a hipóteses de rios como 

barreiras geográficas e de gradiente elevacional em Physalaemus petersi, o que foi 

comprovado com a análise deste gene (Funk et al. 2007). Também na região 

amazônica, Austin e colaboradores (2001), usando dados genéticos compilados das 

regiões 12S e 16S do mtDNA, avaliaram as relações evolutivas da espécie 

Allophryne ruthveni. Os resultados indicaram que a espécie tem maior afinidade 

filogenética com espécies da família Centrolenidae. 

 Diante de tais estudos é possível observar que a região do mtDNA que 

expressa o gene ribossomal 16S pode ser usada em estudos filogenéticos, 

filogeográficos, de identificação e genética populacional em anuros. 

 Apesar dos estudos apresentados acima serem relacionados a anfíbios 

anuros de regiões neotropicais, a maioria dos estudos publicados são relacionados a 

anuros da região holoártica. Apesar de autores como Check e colaboradores (2001) 

assumirem que a região neotropical possui a maior concentração de espécies de 
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anuros do mundo, as mesmas são pouco estudadas e por isso têm contribuído 

menos para gerar modelos que expliquem a evolução dessa ordem. 

 Uma das características dos anfíbios anuros neotropicais é possuir, de um 

modo geral, um padrão morfológico conservativo (Cherry et al., 1978; Maxson, 1984; 

Hass et al., 1995; Richards & Moore, 1996), o que acarreta algumas consequências 

para estudos filogenéticos, pois fornece poucos caracteres informativos, sendo difícil 

de inferir sobre as relações entre as populações. Como em outros grupos, os anuros 

neotropicais são incluídos em modelos de especiação recente, ocorrida no 

Pleistoceno (Duellman & Crump, 1974; Duellman, 1982; Check et al., 2001) nos 

quais as espécies formam complexos caracterizados pela grande semelhança 

morfológica. Além disso, as relações de distribuição das espécies atuais de anfíbios 

neotropicais são muito pouco conhecidas, exceto para alguns grupos (da Silva & 

Patton, 1998). 

 Dado os fatos anteriormente apresentados, este trabalho tem o intuito de 

testar a metodologia de identificação molecular de espécies (DNA barcode) na 

comunidade de anfíbios anuros da REGUA, por meio do gene 16S. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo Geral 

 

 

Contribuir para o conhecimento da identificação de espécies de anfíbios anuros 

através da aplicação de marcadores de DNA mitocondrial (DNA barcode), visando 

uma melhor compreensão da riqueza de espécies de anfíbios anuros da região da 

REGUA. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

1. Padronizar as condições de análise de marcadores de DNA mitocondrial 

para estudos da biodiversidade. 

2. Identificar espécies através de marcadores genéticos polimórficos no 

genoma mitocondrial de anfíbios encontrados na região da REGUA. 

3. Testar o uso do gene mitocondrial 16S para identificação de espécies em 

anfíbios anuros adultos e girinos.  

4. Associar a identificação das espécies realizada com marcadores genéticos 

polimórficos do genoma mitocondrial à identificação morfológica dos 

anuros. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1  Amostras biológicas 

 

 

As amostras de anfíbios anuros utilizadas neste estudo foram coletadas na 

Reserva Ecológica de Guapiaçu (REGUA; 22°24’ S, 42°44’ W), localizada no 

município de Cachoeiras de Macacu, Estado do Rio de Janeiro, sob autorização do 

Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) com o número: 

ICMBio-18684. 

A Reserva Ecológica de Guapiaçu é uma propriedade privada, com cerca de 

7.000 ha de área coberta por Mata Atlântica em diferentes níveis de conservação, 

desde florestas secundárias em estágios iniciais de sucessão até áreas de florestas 

pouco perturbadas, nas partes mais altas e de difícil acesso da reserva (Rocha et 

al., 2007; Bernardo, 2010). A REGUA, juntamente com o Parque Nacional da Serra 

dos Órgãos e o Parque Estadual dos Três Picos, está inserida em um extenso 

remanescente florestal estratégico para conservação, por proteger a bacia 

hidrográfica da Baía de Guanabara (Rocha et al., 2003; Rocha et al., 2007). Parte da 

REGUA está inserida no decreto do Parque Estadual dos Três Picos (Decreto no 

31.343, de 06/06/02). 

 Para este estudo, foram coletados tecidos de 99 indivíduos (47 adultos e 52 

girinos), de 23 espécies agrupados em seis famílias distintas (Tabela 1) de acordo 

com prévia identificação morfológica, realizada no Laboratório de Ecologia de 

Anfíbios e Répteis, na Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 
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Tabela 1- Lista de material coletado na REGUA utilizadas para análises moleculares 

Família Espécie Número de indivíduos Girinos Adultos 

Bufonidae     

 Rhinella ornata 7 5 2 

Cycloramphidae     

 Cycloramphus brasiliensis 1 - 1 

 Proceratophrys appendiculata 4 2 2 

 Proceratophrys boiei 5 4 1 

 Thoropa miliaris 1 - 1 

Hylidae     

 Aplastodiscus eugenioi 5 4 1 

 Dendropsophus berthalutzae 2 - 2 

 Dendropsophus bipunctatus 2 - 2 

 Dendropsophus meridianus 3 - 3 

 Hypsiboas secedens 1 - 1 

 Hypsiboas semilineatus 7 4 3 

 Phyllomedusa burmeisteri 3 - 3 

 Scinax albicans 9 5 4 

 Scinax flavoguttatus 7 3 4 

 Scinax humilis 1 - 1 

Hylodidae     

 Crossodactylus aeneus 14 8 6 

 Hylodes asper 1 1 - 

 Hylodes charadranaetes 11 5 6 

 Hylodes lateristrigatus 7 5 2 

 Hylodes pipilans 2 1 1 

 Megaelosia goeldii 1 - 1 

Leiuperidae     

 Physalaemus signifer 2 - 2 

Leptodactylidae     

 Adenomera marmoratus 3 - 3 

 Total de indivíduos 99 47 52 

 

 

Foram coletados tecidos de anfíbios anuros adultos e girinos. Dos adultos, 

eram retirados pequenos fragmentos de fígado e de musculatura da perna; já dos 
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girinos, amostras de ponta de cauda e musculatura eram retiradas. Todas as 

amostras foram armazenadas em tubos com álcool puro absoluto (P.A). Os tecidos 

das espécies Adenomera marmoratus, Phylomedusa burmeisteri e Thoropa miliaris 

foram gentilmente cedidos pela coleção de CFBH, do Departamento de Zoologia da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP). 

 

 

2.2 Extração de DNA 

 

 

Inicialmente, três metodologias distintas de extração de DNA foram testadas: 

extração por método orgânico, com a utilização de Fenol-Clorofórmio e purificação 

por filtro microcon®, extração e purificação de DNA com o kit QIamp® DNA FFPE 

Tissue Kit (Qiagen), e extração e purificação por método semi-automatizado 

Maxwell® 16 (Promega Corporation). Para cada uma das metodologias, um pedaço 

de 0,5mm2 de tecido foi extraído de uma amostra da espécie Hylodes pipilans. O 

controle positivo utilizado nos testes de extração foi o DNA de um anuro adulto da 

espécie Proceratophrys boiei, também coletado na REGUA.  

 

 

2.2.1 Extração por método orgânico / Fenol-Clorofórmio / filtro microcon® 

 

 

 A amostra de tecido era macerada com auxílio de um bisturi, lavada em 

tampão de eluição TE-4 e acondicionada em tubos de microcentrífuga, tipo 

Eppendorf, de 1,5 mL. Após a adição de 500 μL de tampão SEB 1x, 15 μL de 

proteinase K (10 mg/mL) e 15 μL de DTT, a preparação era incubada durante 16 

horas a 56°C.  Após a digestão, eram adicionados 450 μL de fenol-clorofórmio, 

sendo a preparação centrifugada por 5 minutos a 12.000 x g (centrífuga centrimicro 

modelo 212). A fase aquosa superior era transferida para um filtro microcon® 

(Amicon) e centrifugada, por 10 minutos, a 5.000 x g. Ao filtro, eram adicionados 500 

μL de água miliQ autoclavada e centrifugado, por 10 minutos, a 5.000 x g. Esse 

procedimento era repetido duas vezes. O filtro era então invertido, transferido para 
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um novo tubo de 1,5 mL e centrifugado a 12.000 x g, por 5 minutos, com a finalidade 

de recuperar o DNA purificado e concentrado retido na membrana. 

 

 

2.2.2 Extração e purificação de DNA com o kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen) 

 

 

 A amostra de tecido era macerada com auxílio de um bisturi, lavada em 

tampão de eluição TE-4 e acondicionada em tubos de microcentrífuga, tipo 

Eppendorf, de 1,5 mL. Após a adição de 180 μL de tampão ATL e 20 μL de 

proteinase K, a preparação era incubada durante 16 horas a 56°C. Após a digestão, 

eram adicionados 200 μL do tampão AL, sendo a preparação agitada (Thermolyne 

37600 Mixer). Era então adicionado à preparação, 200 μL de etanol absoluto, 

seguido de mais uma agitação e posterior centrifugação de 2 minutos a 5.000 x g 

(centrífuga centrimicro modelo 212). 

 O lisado era transferido para coluna de filtração apropriada acoplada a um 

tubo coletor de 2 mL e centrifugado por 1 minuto a 5.000 x g, sendo posteriormente 

transferido a um novo tubo coletor. Eram então adicionados 500 μL de tampão AW1, 

seguida de centrifugação por 1 minuto a 5.000 x g, e de 500 μL de tampão AW2, 

novamente centrifugado nas mesmas condições. 

 Ao final do processo, era realizada uma nova centrifugação por 3 minutos a 

12.000 x g, seguida de transferência da coluna para um tubo de 1,5 μL, onde eram 

adicionados 100 μL de tampão ATE. A amostra era então incubada por 5 minutos 

em temperatura ambiente, seguida de centrifugação final por 1 minuto a 12.000 x g. 

 Os tampões utilizados nesta metodologia de extração de DNA, com exceção 

do TE-4, são fornecidos pelo fabricante e acompanham o kit QIamp® DNA FFPE 

Tissue Kit, segundo protocolo específico do fabricante (Qiagen). 
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2.2.3 Extração e purificação por método semi-automatizado Maxwell ® 16 

(Promega Corporation) 

 

 

A amostra de tecido era macerada com auxílio de um bisturi, lavada em 

tampão de eluição TE-4 e acondicionada em tubo tipos Eppendorf de 1,5 mL. Após a 

adição de 472 μL de solução bone incubation (Promega) e 28 μL de proteinase K (18 

mg/mL), a preparação era incubada por 16 horas a 56°C, seguida de centrifugação 

por 5 minutos a 5.000 x g (centrífuga centrimicro modelo 212). Os 500 μL da fase 

aquosa superior eram transferidos para um novo tubo de 1,5 mL, onde eram 

adicionados 346,5 μL de tampão de lise e 3,5 μL de DTT. A amostra era então 

transferida para os tubos apropriados do kit para o sistema Maxwell ® 16, segundo 

protocolo específico do aparelho (Promega Corporation). 

 

 

2.3 Lista de tampões utilizados 

 

 

Tampão TE-4 (pH 7,6) 

 

Tris-Cl pH 7,6                                          10 mM                                              

EDTA pH 8,0                                              1mM 

 

 

 

Tampão de extração SEB (pH 8,0) 

 

EDTA pH 8,0                                            10 mM 

NaCl                                                       100 mM 

Tris-Cl pH 8,0                                           10mM 

SDS                                                               2% 
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2.4 Determinação da concentração de DNA 

 

 

 A concentração do DNA extraído era determinada por espectrofotometria. O 

equipamento utilizado para a leitura foi o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), que 

utiliza um sistema de retenção e medição do volume da amostra diretamente em um 

pedestal óptico com um espectro de 190 a 840 nm. 

 

 

2.5 Metodologia utilizada para análise do mtDNA de anuros 

 

 

 Para amplificação de DNA pela técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR), foram utilizados pares de iniciadores para três regiões distintas: citocromo b 

(CytB), citocromo c subunidade 1(COI) e 16S. Os pares de iniciadores da PCR são 

mostrados na tabela 2. 

 

 

 

Tabela 2 - Iniciadores utilizados na amplificação de três regiões distintas do DNA 

mitocondrial de anuros 

Marcador Sequência dos iniciadores (5’ – 3’) Referências 

Citocromo b   

L14816 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA Burbrink et al., 2000 

H15173 CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA Burbrink et al., 2000 

Citocromo c subunidade 1   

AnF1 HAAYCAYSSSGAYATYGG Lyra, em preparação 

AnR1 CCRAARAATCARAADARRTGTTG Lyra, em preparação 

16S   

16Sar CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi, 1996 

16Sbr CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi, 1996 
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2.5.1 Amplificação dos genes de mtDNA 

 

 

2.5.1.1 Amplificação do gene citocromo b 

 

 

Alíquota contendo 2 ng de DNA total era transferida para tubo estéril 

apropriado para a reação de PCR. A reação era composta por 5,0 μL de tampão 

Platinum 4X (Applied Biosystems), 0,2 μL de Taq Platinum (1U), 10 μM de cada 

iniciador  e água miliQ para completar o volume final de 20 μL. 

Os termocicladores utilizados nas reações de amplificação foram o GeneAmp 

9700 e Veriti (Applied Biosystems). As condições termocíclicas utilizadas nas 

reações de amplificação são apresentadas na tabela 3. 

 

 

Tabela 3 - Condições termocíclicas para a amplificação da região citocromo b do 

mtDNA de anuros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1.2 Amplificação do gene citocromo c subunidade 1 

 

 

Alíquota contendo 4 ng de DNA total era transferida para tubo estéril 

apropriado para a reação de PCR. A reação era composta por 5,5 μL de tampão 

Platinum 4X (Applied Biosystems), 0,2 μL de Taq Platinum (1U ), 5 μM de cada 

iniciador , e água miliQ para completar o volume final de 25 μL. 

Ciclos Temperatura Duração 

  94º C 2 min 

  94º C 40 seg 

35 ciclos 55º C 40 seg 

  72º C 40 seg 

  72º C 5 min 
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Os termocicladores utilizados nas reações de amplificação foram o GeneAmp 

9700 e Veriti (Applied Biosystems). As condições termocíclicas utilizadas nas 

reações de amplificação são apresentadas na tabela 4. 

 

 

Tabela 4 - Condições termocíclicas para a amplificação da região citocromo c    

oxidase subunidade 1 (COI) do mtDNA de anuros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1.3 Amplificação do gene 16S 

 

 

Alíquotas contendo 2 ng de DNA total era transferida para tubo estéril 

apropriado para a reação de PCR. A reação era composta por 5,0 μL de tampão 

Platinum 4X (Applied Biosystems), 0,2 μL de Taq Platinum (1U ), 10 μM de cada 

iniciador e água miliQ para completar o volume final de 20 μL. 

Os termocicladores utilizados nas reações de amplificação foram o GeneAmp 

9700 e Veriti (Applied Biosystems). As condições termocíclicas utilizadas nas 

reações de amplificação são apresentadas na tabela 5. 

 

 

 

 

 

Ciclos Temperatura Duração 

  95º C 3 min 

  95º C 30 seg 

5 ciclos 48º C 30 seg 

  60º C 1 min 

  95º C 30 seg 

30 ciclos 50°C 30 seg 

 60°C 1 min 

 60°C 5 min 
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Tabela 5 - Condições termocíclicas para a amplificação da região 16S do mtDNA de 

anuros 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.1.4 Análise dos produtos de amplificação em gel de agarose 

 

 

Os produtos de amplificação por PCR dos genes de mtDNA eram submetidos 

à eletroforese em gel de agarose a 2%, com tensão média de 110 V, por 30 minutos, 

e, após coloração em solução de brometo de etídeo (0,5 μg/mL), por 15 minutos, 

eram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta (256 nm). Para o registro da 

imagem, foi utilizado o leitor de fluorescência FMBIO II (Hitachi, Co). 

 

 

2.5.2 Purificação do produto amplificado da PCR 

 

 

 A purificação do produto amplificado da PCR serve para evitar que reagentes, 

como iniciadores e dNTPs, que não foram utilizados na PCR, interfiram nas reações 

seguintes. Para isto, duas metodologias de purificação foram utilizadas: o complexo 

ExoSAP-IT e a coluna MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare). 

 

 

 

 

 

Ciclos Temperatura Duração 

  94º C 2 min 

  94º C 30 seg 

35 ciclos 52º C 40 seg 

  72º C 1 min 

  72º C 10 min 
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2.5.2.1 Purificação pelo complexo ExoSAP-IT 

 

 

Através desta metodologia, os produtos amplificados eram purificados através 

da ação de duas enzimas - Exonuclease I (Exo I) e Shrimp Alkaline Phosphatase 

(SAP), ambas disponíveis em conjunto em ExoSAP-IT® (usb®) (Onofri et al., 2006; 

Brion et al., 2005). A enzima Exo I degrada os iniciadores e DNA de cadeia simples 

enquanto a SAP desfosforila os dNTPs em solução.  

Após as reações de PCR, 2,0 μL do complexo ExoSAP-IT® (volume sugerido 

pelo fabricante) eram adicionadas a 5 μL do produto amplificado, sendo a mistura 

incubada a 37ºC, por 15 minutos, seguindo-se de uma incubação por 15 minutos, a 

85ºC, para promover a inativação das enzimas, de acordo com as indicações do 

fabricante. As incubações eram realizadas no termociclador GeneAmp 9700 da 

Applied Biosystems. 

 

 

2.5.2.2 Purificação através de coluna MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare). 

 

 

 Através desta metodologia, os produtos amplificados eram purificados através 

da coluna MicroSpinTM (GE Healthcare), de acordo com as instruções do fabricante.  

    

 

2.5.3 Sequenciamento das regiões de mtDNA de anuros 

 

 

 Após a etapa de purificação, o produto de amplificação era sequenciado pelo 

método cíclico de terminação de cadeia. Com exceção do marcador COI onde os 

iniciadores eram distintos, como mostra a tabela 6, os mesmos pares de iniciadores 

usados na reação de PCR são utilizados individualmente para dirigir a síntese de 

uma nova fita. Os dideoxirribonucleotídeos (ddNTPs) utilizados para a terminação da 

reação de polimerização eram marcados com distintos corantes fluorescentes 

(Tabela 7). 
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Tabela 6 - Iniciadores utilizados para sequenciamento da região COI do mtDNA de 

anuros 

Iniciadores Sequência dos iniciadores (5’ – 3’) Referências 

M13F TGTAAAACGACGGCCAGT Messing, 1983 

M13R CAGGAAACAGCTATGAC Messing, 1983 

 

 

Tabela 7 - Fluoróforos utilizados para reação de sequenciamento do mtDNA e 

indicação da cor atribuída a sua análise.  

Ddntp Fluorocromo Cor dos dados analisados 

A JOE Verde 

T ROX Vermelho 

C 6-FAM Azul 

G NED Amarelo* 

Nota: *Para melhor visualização, nos eletroferogramas a sua cor é preta. 

 

 

 Nesta etapa foi utilizado o kit commercial Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit v3.0, (Applied Biosystems, Co). A mistura da reação 

era realizada em microtubos, sendo composta por: 2,5 μL do produto de 

amplificação purificado, 1 μM do iniciador a e 2 μL da solução de reação (kit 1:1) em 

um volume final de 5 μL. As reações de sequenciamento eram procedidas nos 

termocicladores 9700 e Veriti (Applied Biosystems ), nas condições descritas na 

tabela 8.  

 

 

Tabela 8 - Condições termocíclicas para as reações de sequenciamento dos 

marcadores de mtDNA de anuros 

 

 

 

 

 

Ciclos Temperatura Duração 

  95º C 10 seg 

 25 ciclos 50º C 5 min 

 60º C 4 min 
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2.5.4 Purificação dos produtos da reação de sequenciamento em resina Sephadex 

G-50 

 

 

Após a reação, o produto de sequenciamento era purificado em resina 

Sephadex G-50. Esse método é baseado na separação das moléculas de ácidos 

nucléicos de tamanhos diferentes por exclusão em resina de Sephadex (Sambrook 

et al, 1989).  

Para o preparo da resina, 750 μL de mistura contendo 10 g de Sephadex em 

150 mL de água miliQ eram aplicados em uma coluna de purificação. Esta era 

colocada dentro de um tubo de 1,5 mL e centrifugada a 5.000 x g, por 1 minuto e 30 

segundos (Centrifuga Centrimicro 242 - FANEM). O filtrado era descartado e a 

coluna, após a centrifugação nas mesmas condições, era então transferida para um 

novo tubo de 1,5 mL, sendo a ela adicionado o volume total da reação de 

sequenciamento, seguindo-se de nova centrifugação a 5.000 x g, por 3 minutos. O 

filtrado era então imediatamente utilizado para a reação de eletroforese capilar. 

 

 

2.6 Eletroforese capilar 

 

 

A separação dos produtos da PCR era realizada através da eletroforese 

capilar no sequenciador automático ABI Prism 3500 Genetic Analyser Instrument 

(Applied Biosystems). 

 

 

2.6.1 Preparação das amostras 

 

 

Ao filtrado, após a purificação em resina Sephadex G-50, eram adicionados 

12 μL de formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystems). Da mistura, 12 μL eram 

aplicados em um poço da placa do sequenciador, que era centrifugada a 1.000 x g, 

por 1 minuto (Laboratory Centrifuge 2-16P Sigma). Em seguida, as amostras eram 

desnaturadas por incubação por 5 minutos, a 95ºC, e posteriormente mantidas em 
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banho de gelo, por 5 minutos, ou até o início da eletroforese capilar no sequenciador 

automático ABI Prism 3500 (Applied Biosystems), com a utilização do polímero POP-

7TM (Applied Biosystems, Co) e de capilares de 50 cm. A desnaturação das amostras 

era realizada nos poços da placa do sequenciador. 

 

 

2.6.2 Eletroforese capilar e detecção  

 

 

Para eletroforese capilar foi utilizado o capilar Avant Capillary Array 50 cm 

(Applied Byosystems) preenchido com o polímero POP-7TM (Perfomance Optimized 

Polymer) (Applied Biosystems). Os dideoxirribonucleotídeos são marcados com 

diferentes fluoróforos que, quando excitado por uma fonte de alta energia, emitem 

fluorescência em diferentes comprimentos de onda. O resultado é representado por 

um eletroferograma onde são observados picos resultantes do processo de emissão, 

detecção e transformação do sinal luminoso, que são visualizados em unidades 

relativas de fluorescência (RFU). 

 

 

2.6.3 Alinhamento e análise das sequências  

 

 

Os eletroferogramas obtidos foram analisados através do software 

Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems) para a determinação da qualidade 

das sequências. O alinhamento e edição das mesmas foram feitos com a utilização 

dos softwares BioEdit 7.053 (Hall, 1999) e Mega 5.2 (Tamura et al.. 2011), ambos 

utilizando o recurso ClustalW (Thompson et al., 1994). 

As distâncias intraespecífica e interespecíficas das espécies foram calculadas 

utilizando o modelo Kimura 2 parâmetros (K2P, Kimura, 1980) no programa Mega 

5.2.  

Com o auxílio do programa Mega 5.2, foram construídas árvores de neighbor-

joining para verificação de similaridade entre as sequências obtidas dos marcadores 

16S e COI. Para tal, foi utilizado o modelo de substituição nucleotídica K2P com 
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bootstrap de 1.000 réplicas para obter suporte entre os agrupamentos (Felsentein, 

1985). 

Para investigar a saturação das sequências em cada um dos alinhamentos 

construídos foram plotados o número de transições (Ts) e transversões (Tv) pela 

distância (p) entre cada par de sequências, através do software DAMBE v5.2.61 (Xia 

& Xie, 2001) utilizando o modelo de substituição nucleotídica Kimura 1980 (K80). 

Após o alinhamento das sequências feito com o software Mega 5.2, vários 

modelos de substituição de nucleotídeos foram determinados com base no critério 

de seleção de AKAYKE (AIC). 

Com o modelo de substituição de nucleotídeos adequado, foi realizada uma 

análise de maximum-likelihood simultaneamente a uma análise de bootstrap com 

10.000 réplicas, sendo construída uma árvore para análise do marcador 16S com o 

software Mega 5.2. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Padronização das condições de análise de marcadores de DNA 

mitocondrial para estudos de anfíbios anuros 

 

 

3.1.1 Extração de DNA e análise dos produtos de amplificação em gel de agarose 

 

 

Com o objetivo de padronizar metodologias para estudos de biodiversidade 

pelo Laboratório de Diagnósticos por DNA (LDD), mais precisamente para estudos 

com anfíbios anuros, os resultados apresentados nessa seção se referem à escolha 

do método de extração mais eficaz e dos iniciadores que melhor respondessem à 

questão acerca da pergunta inicial do trabalho que é verificar a  capacidade de 

marcadores no DNA mitocondrial identificarem espécies de anfíbios anuros. 

 

 

3.1.1.1 Avaliação da eficiência da amplificação por PCR do gene citocromo b 

(CytB) a partir de DNA total extraído por diferentes metodologias  

 

 

Para esta verificação, os métodos de extração de DNA utilizados foram: 

método orgânico, com a utilização de Fenol-Clorofórmio; kit QIamp® DNA FFPE 

Tissue Kit (Qiagen); e método semi-automatizado Maxwell® 16 (Promega 

Corporation). 

Alíquotas contendo 2 ng de DNA extraídos por métodos distintos foram 

amplificadas com o par de iniciadores L14816 e H15173 da região CytB do mtDNA, 

sendo os produtos analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, conforme 

descrito no item 2.4.1.4.  

Como produto da amplificação do gene CytB era esperado um fragmento de 358 

pb, conforme mostrado na figura 3. Observou-se que nenhuma das metodologias de 

extração de DNA adotadas se correlacionou com a amplificação do gene CytB. 
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Figura 3 - Produtos de amplificação por PCR da região CytB do DNA mitocondrial 

 

Legenda: Kit - amplificação a partir de DNA extraído com o kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen); Fe -  amplificação a partir de DNA extraído pelo método orgânico; Ma – 
amplificação a partir de DNA extraído pelo método semi-automatizado Maxwell ® 16; CN - 
controle negativo da reação de PCR; C+ -  controle positivo (DNA de indivíduo adulto de 

Proceratophrys boiei extraído com Kit) da reação de PCR; 50 pb -  padrão de peso 
molecular. 

Nota: Em azul, encontra-se destacada a região do gel relacionada com a migração eletroforética de 

aproximadamente 358 pb.  
Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

3.1.1.2 Avaliação da eficiência da amplificação por PCR do gene citocromo c 

subunidade 1 (COI) a partir de DNA total extraído por diferentes metodologias     

 

 

Para esta avaliação foram utilizados os mesmos métodos de extração 

empregados no item 3.1.1.1. 

Alíquotas contendo 4 ng de DNA extraídos por métodos distintos foram 

amplificadas com o par de iniciadores AnF1 e AnR1 da região COI do mtDNA, sendo 

os produtos analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, conforme descrito 

no item 2.4.1.4.  

Como produto da amplificação do gene COI era esperado um fragmento de 

658 pb, conforme mostrado na figura 4. Observou-se que tanto a metodologia de 

extração pelo método semi-automatizado Maxwell ® 16 (Promega Corporation) 

quanto o método de extração orgânica, apresentaram resultado positivo, porém os 

fragmentos gerados não puderam ser visualizados adequadamente. A partir de DNA 

extraído pelo kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) verificou-se uma maior 

eficiência da amplificação por PCR do gene COI com o par de iniciadores específico.  
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Figura 4 - Produtos de amplificação por PCR da região COI do DNA mitocondrial 

 

Legenda: Kit - amplificação a partir de DNA extraído com o kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen); Fe -  amplificação a partir de DNA extraído pelo método orgânico; Ma – 
amplificação a partir de DNA extraído pelo método semi-automatizado Maxwell ® 16; CN - 
controle negativo da reação de PCR; C+ -  controle positivo (DNA de indivíduo adulto de 

Proceratophrys boiei extraído com Kit) da reação de PCR; 50 pb -  padrão de peso 
molecular. 

Nota: Em azul, encontra-se destacada a região do gel relacionada com a migração eletroforética de 

aproximadamente 658pb.  
Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

3.1.1.3 Avaliação da eficiência da amplificação por PCR do gene 16S a partir 

de DNA total extraído por diferentes metodologias     

 

 

Para esta avaliação foram utilizados os mesmos métodos de extração 

empregados no item 3.1.1.1. 

Alíquotas contendo 2 ng de DNA extraídos por métodos distintos foram 

amplificadas com o par de iniciadores 16Sar e 16Sbr da região 16S do mtDNA, 

sendo os produtos analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, conforme 

descrito no item 2.4.1.4.  

Como produto da amplificação do gene 16S era esperado um fragmento de 

560 pb, conforme mostrado na figura 5. Observou-se que, assim como na avaliação 

do gene COI, tanto a metodologia de extração pelo método semi-automatizado 

Maxwell ® 16 (Promega Corporation) quanto o método de extração orgânica, 

apresentaram resultado positivo, porém os fragmentos gerados não puderam ser 

visualizados adequadamente. A partir de DNA extraído pelo kit QIamp® DNA FFPE 

Tissue Kit (Qiagen) verificou-se uma maior eficiência da amplificação por PCR do 

gene COI com o par e iniciadores específico. 
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Figura 5 - Produtos de amplificação por PCR da região 16S do DNA mitocondrial 

 

Legenda:  Kit - amplificação a partir de DNA extraído com o kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen); Fe -  amplificação a partir de DNA extraído pelo método orgânico; Ma – 
amplificação a partir de DNA extraído pelo método semi-automatizado Maxwell ® 16; CN - 
controle negativo da reação de PCR; C+ -  controle positivo (DNA de indivíduo adulto de 

Proceratophrys boiei extraído com Kit) da reação de PCR; 50 pb -  padrão de peso 
molecular. 

Nota: Em azul, encontra-se destacada a região do gel relacionada com a migração eletroforética de 

aproximadamente 560 pb.  
Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

Os resultados anteriores indicaram ser a extração de DNA pelo kit QIamp® 

DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) a metodologia mais apropriada à realização de 

estudos relacionados à biodiversidade no Laboratório de Diagnósticos por DNA. Os 

marcadores escolhidos para o estudo de anfíbios anuros da região da REGUA foram 

os genes 16S e COI, embora somente as análises realizadas com o gene 16S sejam 

apresentadas neste trabalho. As análises feitas para o marcador COI fazem parte da 

tese de doutoramento de Vitor Nélson Teixeira Borges-Júnior.  

 

 

3.1.2 Sequenciamento do gene 16S do DNA mitocondrial a partir de produtos de 

PCR purificados por distintas metodologias 

 

 

Eletroferogramas de sequenciamentos (sequência forward) da região 16S do 

mtDNA de um mesmo indivíduo da espécie Hylodes pipilans são mostradas nas 

figuras 6 e 7. 
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Figura 6 - Eletroferograma representativo da sequência Forward da região 16S do 

DNA mitocondrial (orientação 5’-3’) de indivíduo da espécie Hylodes 

pipilans com produtos de amplificação purificados pelo método ExoSAP-

IT. 

 

Legenda: T – Timina; A – Adenina; G - Guanina; C – Citosina. 
Nota: Após a purificação foram realizadas reações individuais para produtos gerados pelos iniciadores 

16Sar e 16Sbr. A sequência de bases foi determinada em leitores de fluorescência ABI3500 durante 
eletroforese capilar e visualizada com o software Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems).  

Fonte: Chaves, 2014.  
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Figura 7 - Eletroferograma representativo da sequência Forward da região 16S do 

DNA mitocondrial (orientação 5’-3’) de indivíduo da espécie Hylodes 

pipilans com produtos de amplificação purificados pelo método coluna 

MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare). 

 

Legenda: T – Timina; A – Adenina; G - Guanina; C – Citosina. 

  Nota: Após a purificação foram realizadas reações individuais para produtos gerados pelos iniciadores 
16Sar e 16Sbr. A sequência de bases foi determinada em leitores de fluorescência ABI3500 
durante eletroforese capilar e visualizada com o software Sequencing Analysis 3.7 (Applied 

Biosystems).   
Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

A figura 6 mostra o eletroferograma de um sequenciamento em que a 

purificação do produto amplificado da PCR foi feita pelo complexo ExoSAP-IT; já a 

figura 7 mostra o eletroferograma de um sequenciamento em que purificação foi feita 

pela coluna MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare). 

Com base nas imagens, aquelas que apresentaram as melhores sequências 

com menor número de interferências na leitura foram as que utilizaram a 

metodologia de purificação pela coluna MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare), e 

por este motivo, esta metodologia de purificação foi selecionada como padrão. 
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Após o sequenciamento, os eletroferogramas das sequências foram 

analisados, onde as regiões de baixa confiabilidade foram marcadas e, após a 

geração de sequências consenso (reverse), alteradas para melhor visualização. 

 

 

3.2  Análise de sequências do gene 16S em anfíbios anuros da REGUA  

 

 

 Dos 99 indivíduos, foram obtidas sequências do gene em referência a partir 

de DNA extraído de 88 indivíduos (38 adultos e 50 girinos) de diferentes espécies 

previamente classificadas morfologicamente, conforme mostrado na tabela 9.  

Para as 88 sequências do gene 16S analisadas, a composição média das 

bases nitrogenadas adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C) foram de 

30,79%, 27,47%, 19,43% e 22,3%, respectivamente. Em sequências que variaram 

de 546 a 618 pb, o que condiz com o tamanho do fragmento do gene 16S para 

identificação de espécies, foram detectados 265 sítios polimórficos. 
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Tabela 9 - Total de indivíduos classificados morfologicamente sequenciados para o 

gene 16S do mtDNA de anuros da REGUA 

Família Espécie Número de indivíduos Girinos Adultos 

Bufonidae     

 Rhinella ornata 7 5 2 

Cycloramphidae     

 Cycloramphus brasiliensis 1 - 1 

 Proceratophrys 

appendiculata 

3 1 2 

 Proceratophrys boiei 4 3 1 

 Thoropa miliaris 1 - 1 

Hylidae     

 Aplastodiscus eugenioi 5 4 1 

 Dendropsophus 

berthalutzae 

2 - 2 

 Dendropsophus bipunctatus 2 - 2 

 Dendropsophus meridianus 3 - 3 

 Hypsiboas secedens 1 - 1 

 Hypsiboas semilineatus 6 3 3 

 Phyllomedusa burmeisteri 3 - 3 

 Scinax albicans 8 4 4 

 Scinax flavoguttatus 5 3 2 

 Scinax humilis 1 - 1 

Hylodidae     

 Crossodactylus aeneus 13 7 6 

 Hylodes asper 1 1 - 

 Hylodes charadranaetes 8 2 6 

 Hylodes lateristrigatus 7 5 2 

 Hylodes pipilans 2 1 1 

 Megaelosia goeldii 1 - 1 

Leiuperidae     

 Physalaemus signifer 2 - 2 

Leptodactylidae     

 Adenomera marmoratus 3 - 3 

 Total de indivíduos 88 38 50 
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3.2.1 Cálculo de distâncias intra e interespecíficas através de 16S barcode 

 

 

 As distâncias intraespecíficas foram calculadas apenas para as espécies que 

apresentavam mais de um indivíduo. Com isso, as espécies Cycloramphus 

brasiliensis, Thoropa miliaris, Hypsiboas secedens, Scinax humilis, Hylodes asper e 

Megaelosia goeldii não fazem parte desta análise. Os valores de distância 

intraespecífica variaram de 0 (zero) a 3,77%, sendo a média de 0,62% (Tabela 10). 

O maior valor de diversidade intraespecífica foi encontrado na espécie Hylodes 

charadranaetes (3,77%). 

As estimativas das distâncias interespecíficas foram realizadas por 

comparação entre o valor de distância intraespecífica de uma dada espécie com 

aquele observado para a outra espécie mais próxima filogeneticamente. Os valores 

de distância interespecífica variaram de 0 (zero) a 13,23%, sendo a média de 6,91% 

(Tabela 11). O maior valor de diversidade interespecífica foi encontrado entre as 

espécies Phyllomedusa burmeisteri e Physalaemus signifer. 

As espécies Phyllomedusa burmeisteri (3 indivíduos) e Physalaemus signifer 

(2 indivíduos) encontram-se entre as que apresentaram menor distância 

intraespecífica (0%), enquanto quando comparadas entre si observou-se a maior 

distância interespecífica (13,23%). As espécies Scinax albicans, Scinax flavoguttatus 

e Hylodes charadranaetes (8, 5 e 8 indivíduos, respectivamente) apresentaram 

maiores distâncias intraespecíficas (2,18%, 3,49% e 3,77%, respectivamente). 

Quando cada espécie foi comparada com a espécie próxima do mesmo gênero, 

foram observadas distâncias interespecíficas de 0%.  

Para melhor visualização destes resultados, árvores filogenéticas foram 

construídas, e serão apresentadas a seguir. 
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Tabela 10 - Valores de distância intraespecífica em sequências do gene 16S do 

mtDNA para anuros da REGUA.  

Família Espécie Distâncias 
intraespecíficas 

Total de indivíduos 
estudados 

Bufonidae    

 Rhinella ornata 0,08% 7 

Cycloramphidae    

 Proceratophrys appendiculata 0% 3 

 Proceratophrys boiei 0,17% 4 

Hylidae    

 Aplastodiscus eugenioi 0,18% 5 

 Dendropsophus berthalutzae 0% 2 

 Dendropsophus bipunctatus 0% 2 

 Dendropsophus meridianus 0% 3 

 Hypsiboas semilineatus 0,09% 6 

 Phyllomedusa burmeisteri 0% 3 

 Scinax albicans 2,18% 8 

 Scinax flavoguttatus 3,49% 5 

Hylodidae    

 Crossodactylus aeneus 0,07% 13 

 Hylodes charadranaetes 3,77% 8 

 Hylodes lateristrigatus 0,06% 7 

 Hylodes pipilans 0,18% 2 

Leiuperidae    

 Physalaemus signifer 0% 2 

Leptodactylidae    

 Adenomera marmoratus 0,22% 3 

Legenda: Círculo vermelho: maior valor de distância intraespecífica. Círculo azul: espécies com 
menor distância intraespecífica. 
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Tabela 11 - Valores de distância interespecífica em sequências do gene 16S do 

mtDNA para anuros da REGUA.  

Espécie Número de 
indivíduos 
estudados 

Espécie mais próxima Número de 
indivíduos 
estudados 

Distâncias 
interespecíficas 

Rhinella ornata 7 Crossodactylus aeneus 13 11,96% 

Cycloramphus brasiliensis 1 Thoropa miliaris 1 7,96% 

Proceratophrys appendiculata 3 Proceratophrys boiei 4 3,87% 

Proceratophrys boiei 4 Proceratophrys appendiculata 3 3,87% 

Thoropa miliaris 1 Cycloramphus brasiliensis 1 7,96% 

Aplastodiscus eugenioi 5 Hypsiboas semilineatus 6 13,09% 

Dendropsophus berthalutzae 2 Dendropsophus meridianus 3 10,07% 

Dendropsophus bipunctatus 2 Dendropsophus meridianus 3 5,84% 

Dendropsophus meridianus 3 Dendropsophus bipunctatus 2 5,84% 

Hypsiboas secedens 1 Hypsiboas semilineatus 6 10,63% 

Hypsiboas semilineatus 6 Hypsiboas secedens 1 10,63% 

Phyllomedusa burmeisteri 3 Physalaemus signifer 2 13,23% 

Scinax albicans 8 Scinax flavoguttatus 5 0% 

Scinax flavoguttatus 5 Scinax albicans 8 0% 

Scinax humilis 1 Scinax albicans 8 6,23% 

Crossodactylus aeneus 13 Hylodes asper 1 10,62% 

Hylodes asper 1 Hylodes charadranaetes 8 6,17% 

Hylodes charadranaetes 8 Hylodes pipilans 2 0% 

Hylodes lateristrigatus 7 Hylodes charadranaetes 8 0% 

Hylodes pipilans 2 Hylodes charadranaetes 8 0% 

Megaelosia goeldii 1 Hylodes charadranaetes 8 7,65% 

Physalaemus signifer 2 Dendropsophus meridianus 3 10,6% 

Adenomera marmoratus 3 Dendropsophus meridianus 3 12,62% 

Legenda: Círculo vermelho: maior valor de distância interespecífica. Círculo azul: espécies com 
menor distância interespecífica. 
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3.2.2 Análise filogenética de espécies de anuros da REGUA através do gene 16S 

de mtDNA 

 

 

Após análise das sequências, foi construída uma árvore de neighbor- joining 

com aplicação do modelo K2P simultaneamente a um bootstrap com 1.000 réplicas 

(Figura 8).  

A maioria dos indivíduos pertencentes a uma mesma espécie agrupou em 

clados monofiléticos com alto suporte de bootstrap (>99%), o que corrobora o uso do 

gene 16S para identificação de espécies de anfíbios anuros. Porém, conforme visto 

anteriormente, indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes 

charadranaetes apresentaram altos valores de distância intraespecífica e estão 

agrupados em clados monofiléticos de espécies diferentes daquelas em que foram 

identificados morfologicamente (Figuras 9 e 10). 
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Figura 8 - Árvore de neighbor-joining construída a partir das sequências do gene 

16S do mtDNA de anuros da REGUA, utilizando o modelo K2P 

simultaneamente a uma análise de bootstrap com 1000 réplicas.  

 
Legenda: Em amarelo, indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes charadranaetes 

que apresentam altos valores de distância intraespecífica; clados em laranja: família 
Hylidae; clados em verde: família Hylodidae; clados em rosa: família Leptodactylidae; 
clados em azul claro: família Cycloramphidae; clados em azul escuro: família Bufonidae; 

clados em cinza: família Leiuperidae. 
Nota: Acima dos nós, valores de bootstrap maiores que 50 (BP>50%). A maioria das amostras 

pertencentes à mesma espécie agrupou em clados monofiléticos com alto suporte de bootstrap 

(>99%). Nesta análise, as diferentes famílias não agrupam formando grupos parafiléticos . 
Fonte: Chaves, 2014 
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Figura 9 - Trecho da árvore de neighbor-joining construída a partir das sequências 

do gene 16S do mtDNA de anuros da REGUA, utilizando o modelo K2P 

simultaneamente a uma análise de bootstrap com 1000 réplicas. 

 

Legenda: Em amarelo os indivíduos das espécies de Scinax albicans (vnbj108) e Scinax flavoguttatus 
(vnbj107)  

Nota: Scinax albicans (vnbj108) e Scinax flavoguttatus (vnbj107) agruparam com indivíduos de 

espécies distintas com suporte de bootstrap de 100%. 
Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

Os resultados anteriores apontam para uma discordância entre a identificação 

morfológica e a realizada pela metodologia de barcode com análise do gene 16S 

para apenas 4 indivíduos de 3 espécies diferentes, em um total de 88, o que 

representa um índice de concordância de 95,45% (Tabela 12).  
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Figura 10 - Trecho da árvore de neighbor-joining construída a partir das sequências 

do gene 16S do mtDNA de anuros da REGUA, utilizando o modelo K2P 

simultaneamente a uma análise de bootstrap com 1000 réplicas. 

 

Legenda: Em amarelo os indivíduos das espécies de Hylodes charadranaetes (vnbj04 e vnbj23). 

Nota: Hylodes charadranaetes (vnbj04 e vnbj23) agruparam com indivíduos de espécies distintas com 
suporte de bootstrap de 100%. 

Fonte: Chaves, 2014. 

 

  

Todas as discordâncias na determinação de espécies foram encontradas em 

girinos.  Em Hylodes charadranaetes, nenhum dos girinos sequenciados para o gene 

16S teve sua identificação coincidente com a morfológica. Porém em  nenhuma das 

espécies analisadas observou-se discordância para todos os indivíduos estudados. 

O gene 16S é também aplicado na recuperação taxonômica de famílias, visto 

que este gene é conservado em vertebrados, ao contrário do COI que apresenta 

maior variação polimórfica. A árvore de neighbor-joining apresentada na figura 9 não 

demonstra o agrupamento correto das famílias, o que poderia sugerir uma saturação 

das sequências, o que inviabilizaria o estudo.  
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Tabela 12 - Concordância entre identificação morfológica e identificação molecular 

realizada com o gene 16S do mtDNA para anuros da REGUA.  

 
 

Família 

 
 

Espécie 

 
Número 

de 
indivíduos 

 
Número de 

girinos 
*(n°+) (n°-) 

 
Número de 

adultos 
*(n°+) 

 
Índice de 

concordância 

Bufonidae      

 Rhinella ornata 7 5 (5+) 2 (2+) 100% 

Cycloramphidae      

 Cycloramphus brasiliensis 1 - 1 (1+) 100% 

 Proceratophrys appendiculata 3 1 (1+) 2 (2+) 100% 

 Proceratophrys boiei 4 3 (3+) 1 (1+) 100% 

 Thoropa miliaris 1 - 1 (1+) 100% 

Hylidae      

 Aplastodiscus eugenioi 5 4 (4+) 1 (1+) 100% 

 Dendropsophus berthalutzae 2 - 2 (2+) 100% 

 Dendropsophus bipunctatus 2 - 2 (2+) 100% 

 Dendropsophus meridianus 3 - 3 (3+) 100% 

 Hypsiboas secedens 1 - 1 (1+) 100% 

 Hypsiboas semilineatus 6 3 (3+) 3 (3+) 100% 

 Phyllomedusa burmeisteri 3 - 3 (3+) 100% 

 Scinax albicans 8 4 (3+) (1-) 4 (4+) 87,5% 

 Scinax flavoguttatus 5 3 (2+) (1-) 2 (2+) 80% 

 Scinax humilis 1 - 1 (1+) 100% 

Hylodidae      

 Crossodactylus aeneus 13 7 (7+) 6 (6+) 100% 

 Hylodes asper 1 1 (1+) - 100% 

 Hylodes charadranaetes 8 2 (0+) (2-) 6 (6+) 75% 

 Hylodes lateristrigatus 7 5 (5+) 2 (2+) 100% 

 Hylodes pipilans 2 1 (1+) 1 (1+) 100% 

 Megaelosia goeldii 1 - 1 (1+) 100% 

Leiuperidae      

 Physalaemus signifer 2 - 2 (2+) 100% 

Leptodactylidae      

 Adenomera marmoratus 3 - 3 (3+) 100% 

 Total de concordâncias   38 (34+) 50 (50+)  

Legenda: *(n
o
+) = número de indivíduos para os quais foi observado concordância entre as 

metodologias de identificação; (n
o
-) = número de indivíduos para os quais não foi 

observado concordância entre as metodologias de identificação. 
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A análise de saturação para o gene 16S (Figura 11), conforme esperado, 

demonstrou que número de transições (Ts) aumentou proporcionalmente com o 

aumento da distância entre as sequências, assim como o número de transversões 

(Tv) o que revela saturação no modelo testado (K80). 

 

 

Figura 11 - Gráfico de saturação entre as sequências da região 16S do mtDNA de 

anuros da REGUA. 

 

Legenda: Em azul, estão representadas as transições (Ts), e em verde as transversões (Tv) em 
relação à distância Kimura, 1980 (K80) entre sequências.  

Fonte: Chaves, 2014. 

 

 

 Para verificação da saturação das sequências, foi construída uma árvore de 

neighbor-joining com aplicação do modelo K2P, eliminando a terceira base do códon 

das sequências para análise (Figura 12), visto que o maior número de polimorfismos 

é encontrado nesta posição.  
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Figura 12 - Árvore de neighbor-joining construída com a retirada da terceira base 

dos códons das sequências do gene 16S do mtDNA de anuros da 

REGUA, utilizando o modelo K2P simultaneamente a uma análise de 

bootstrap com 10000 réplicas. 

 
Legenda: Em amarelo, indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes charadranaetes 

que apresentam altos valores de distância intraespecífica; clados em laranja: família 

Hylidae; clados em verde: família Hylodidae; clados em rosa: família Leptodactylidae; 
clados em azul claro: família Cycloramphidae; clados em azul escuro: família Bufonidae; 
clados em cinza: família Leiuperidae. 

Nota: Acima dos nós, valores de bootstrap maiores que 50 (BP>50%). A maioria das amostras 
pertencentes à mesma espécie agrupou em clados monofiléticos com alto suporte de bootstrap 
(>99%). Nesta análise, as diferentes famílias analisadas não agrupam em grupos parafiléticos.  

Fonte: Chaves, 2014. 
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A semelhança das árvores de neighbor-joining das figuras 8 e 12 mostram 

que, apesar da saturação das sequências sugerida com a análise pelo modelo K80, 

a retirada da terceira base dos códons não alterou o padrão das mesmas, e por isso, 

as sequências se mostram confiáveis para este estudo.  

Para comprovação dos resultados, uma árvore de maximum-likelihood foi 

gerada com as sequências obtidas, simultaneamente a um bootstrap com 10.000 

réplicas (Figura 13). O modelo GTR+G+I (General Time Reversible + Gamma 

distribution + Invariable sites) foi o de melhor ajuste, apresentando o menor valor de 

AKAYKE (AIC). 

Assim como na árvore de neighbor-joining, a maioria dos indivíduos 

pertencentes à mesma espécie agrupou em clados monofiléticos com alto suporte 

de bootstrap (>99%). Os indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e 

Hylodes charadranaetes continuaram se agrupando em clados bem definidos, porém 

de espécies distintas daquelas atribuídas por critérios exclusivamente morfológicos. 
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Figura 13 - Árvore de maximum-likelihood construída a partir das sequências do 

gene 16S do mtDNA de anuros da REGUA utilizando o modelo GTR+G+I 

simultaneamente a uma análise de bootstrap com 10000 réplicas. 

 
 
Legenda: Em amarelo, indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes charadranaetes 

que apresentam altos valores de distância intraespecífica; clados em laranja: família 
Hylidae; clados em verde: família Hylodidae; clados em rosa: família Leptodactylidae; 
clados em azul claro: família Cycloramphidae; clados em azul escuro: família Bufonidae; 

clados em cinza: família Leiuperidae. 
Nota: Acima dos nós, valores de bootstrap maiores que 50 (BP>50%). A maioria das amostras 

pertencentes à mesma espécie agrupou em clados monofiléticos com alto suporte de bootstrap 

(>99%). Nesta análise, as diferentes famílias analisadas não agrupam formando grupos 
parafiléticos.  

Fonte: Chaves, 2014. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

As análises realizadas neste estudo constituem metodologia complementar para 

a determinação de espécies de anuros nos estágios larvar e adulto. Para anuros, 

pesquisa no banco de dados do Genebank, na plataforma NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) e no banco de dados do BOLD apontam a existência de 

inúmeras sequências do gene 16S, porém a grande maioria das espécies referidas 

não é verificada na região neotropical, o que demonstra a escassez de trabalhos de 

coleta e/ou identificação molecular nesta região do planeta. 

Neste estudo, do total de 23 espécies entre 6 famílias, apenas para 7 se 

verificou que sequências do gene 16S haviam sido publicadas, que são: Thoropa 

miliaris, Physalaemus signifer, Proceratophrys boiei, Proceratophrys appendiculata, 

Megaelosia goeldii, Rhinella ornata e Aplastodiscus eugenioi, sendo para as duas 

últimas as sequências publicadas têm tamanhos inferiores a 250 pb, o que inviabiliza 

a realização de barcode (Hebert, 2003a) 

Em concordância com estudos que mostraram a propriedade da utilização do 

gene 16S como barcode de anfíbios (Vences et al., 2005a, b, 2012), neste trabalho 

se realizou com sucesso a determinação de espécies de 84 anuros (95,45%) da 

REGUA através da análise das sequências do gene 16S dos respectivos mtDNA, de 

um total de 88 indivíduos. As espécies de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e 

Hylodes charadranaetes (amostras vnbj108, vnbj107, vnbj04 e vnbj23 

respectivamente), cujas espécies haviam sido determinadas com base em critérios 

morfológicos, agruparam em clados de mesmo gênero, porém de espécies 

diferentes, quando das análises de neighbor-joining e maximum-likelihood (Figuras 8 

e 12), indicando a possível ocorrência de equívocos em determinações de espécies 

exclusivamente por critérios morfológicos.  

Os 4 indivíduos das espécies Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes 

charadranaetes que apresentaram discordância na identificação morfológica quando 

comparada à molecular apresentaram altos valores de distância intraespecífica 

(2,18%, 3,49% e 3,77%, respectivamente) e distâncias interespecíficas nulas (0%). 

Esses altos valores de distância intraespecífica e baixos valores de distância 

interespecífica sugerem equívocos na classificação, seja por critério morfológico ou 

molecular, de indivíduos dentro das espécies em questão.  
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Considerando o valor máximo para distâncias intraespecíficas de 2% e o valor 

mínimo para distâncias interespecíficas de 2% sugeridos para a correta 

determinação de espécies, verificou-se que 82,60%, ou 19 das 23 espécies deste 

estudo foram classificadas com confiabilidade através das sequências do gene 16S 

do mtDNA. O valor de 2% foi adotado para permitir a obtenção de resultados mais 

robustos (Hebert, 2003a). 

 Os indivíduos que não apresentaram concordância entre a identificação 

morfológica e a identificação molecular pelo gene 16S do mtDNA são girinos, 

demonstrando que a determinação de espécies em estágio larval de anuros 

considerando apenas aspectos morfológicos é um desafio dada a escassez de 

chaves de identificação e a semelhança entre os indivíduos. Portanto, para a fase 

larvar a identificação molecular, aliada a morfologia, surge como uma ferramenta 

adequada e eficiente. 

Com isso, nota-se que neste estudo há discordâncias apenas na 

determinação de espécies em girinos, reforçando a dificuldade na identificação 

apenas por morfologia destas espécies.  

O gene 16S também tem seu uso indicado quando da necessidade de 

inferências taxonômicas mais profundas, como famílias (Arif & Khan, 2009). Tanto 

na análise por neighbor-joining, quanto na análise por maximum-likelihood não 

houve recuperação de famílias, porém o agrupamento bem definido de gêneros e 

espécies confirma a utilização deste gene para barcode em anuros. 

 

 

4.1 Aplicação dos genes COI e 16S do mtDNA para barcode de anuros da 

REGUA 

 

 

A eficiência da utilização do gene 16S do mtDNA para barcode em anuros foi 

comprovada nos indivíduos deste estudo. Contudo, o gene COI é, de fato, o gene 

implementado para barcode, visto seu grande número de polimorfismos. Isso ocorre 

por este gene ser um codificador de proteínas, o que faz dele mais susceptível a 

mutações.  
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Apesar do sucesso no uso do COI para identificação de organismos 

pertencentes a uma variedade de taxa, a última década foi marcada pelo debate 

sobre a viabilidade de se aplicar a técnica do DNA barcode em anfíbios, com alguns 

autores apontando restrições ao seu uso. Vences e colaboradores (2005a, b) 

demonstraram que tanto o gene COI quanto o 16S são eficientes na identificação de 

espécies de anuros de Madagascar e mostraram que o gene 16S apresenta 

vantagens sobre o COI, como maior acurácia na recuperação das relações 

filogenéticas e variação intrapopulacional relativamente inferior. Os autores também 

demonstraram que a elevada variabilidade nos sítios de anelamento dos iniciadores 

e a elevada variação intraespecífica do COI representam obstáculos quando 

comparado com o gene 16S (Vences et al., 2005a). 

Por outro lado, ao avaliar eficiência do COI em identificar espécies de anfíbios 

holoárticos, Smith e colaboradores (2007) demonstraram que qualquer sobreposição 

entre as variações intra e interespecíficas nas suas amostras foram resultados de 

hibridização introgressiva. Eles argumentam que as taxas de hibridização e de 

descoberta de espécies em anfíbios não são mais elevadas do que para outros 

grupos de vertebrados. Portanto, os problemas relacionados ao uso de um único 

gene mitocondrial para a identificação de espécies não são exclusivos dos anfíbios 

e, consequentemente, o COI apresenta um grande potencial para uso como DNA 

barcode em anfíbios (Smith et al., 2007). 

Baseado nesses estudos foi construída uma árvore de neighbor- joining com 

aplicação do modelo K2P simultaneamente a um bootstrap com 1.000 réplicas para 

o gene COI do mtDNA. (Figura 14).  

Assim como apresentado na árvore de neighbor-joining para o gene 16S do 

mtDNA, a árvore para o gene COI mostrou as espécies Scinax albicans, Scinax 

flavoguttatus e Hylodes charadranaetes (amostras vnbj108, vnbj107, vnbj04 e 

vnbj23, respectivamente) agrupando em clados de espécies diferentes, porém do 

mesmo gênero. Isso corrobora a discordância entre a identificação morfológica e a 

identificação molecular destes indivíduos. 

Ao contrário da árvore de 16S, onde os gêneros agruparam em clados 

específicos, na árvore de COI algumas espécies dos gêneros Scinax e 

Dendropsophus foram recuperados como grupos parafiléticos, inclusive de 

indivíduos da mesma família, mostrando a alta variação intraespecífica do gene COI. 
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Figura 14 - Árvore de neighbor-joining construída a partir do gene COI do mtDNA de 

anfíbios anuros da REGUA, utilizando o modelo K2P simultaneamente a 

uma análise de bootstrap com 1000 réplicas. Acima dos nós, valores de 

bootstrap maiores que 50 (BP>50%). 

 
Legenda: Em amarelo, indivíduos de Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes charadranaetes 

que apresentam valores de distância intraespecífica maiores que 2%.; clados em laranja: 
família Hylidae; clados em verde: família Hylodidae; clados em rosa: família 
Leptodactylidae; clados em azul claro: família Cycloramphidae; clados em azul escuro: 

família Bufonidae; clados em cinza: família Leiuperidae. 
Fonte: Chaves, 2014. 
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Portando, o uso dos genes 16S e COI se mostrou de grande relevância na 

identificação de espécies de anfíbios anuros da REGUA. A confiabilidade do gene 

16S está relacionada com o número de indivíduos para os quais as espécies foram 

classificadas corretamente, tampouco a discordância fala contra a metodologia 

molecular de DNA barcode, pois esta, se bem aplicada, se sobrepõe ao subjetivismo 

próprio da classificação exclusivamente morfológica, o que é especialmente 

importante no que se refere a estágios larvais, como em girinos.  
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CONCLUSÕES 

 

 

 A padronização das condições de análise de marcadores de mtDNA no 

Laboratório de Diagnósticos por DNA foi realizada com sucesso. O método de 

extração de DNA pelo kit QIamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen), bem como 

a purificação por colunas MicroSpinTM S-300 HR (GE Healthcare) são 

utilizados em estudos de biodiversidade realizados no laboratório, incluindo 

identificação de espécies de moluscos, peixes e primatas. 

 

 Os marcadores para os genes mitocondriais COI e 16S foram os que melhor 

atenderam os objetivos de identificação molecular das espécies de anfíbios 

anuros da região da REGUA. 

 

 O gene mitocondrial 16S teve seu uso na identificação de espécies de anuros 

da REGUA confirmada neste trabalho, onde 82,60% dos indivíduos tiveram 

suas espécies definidas corretamente.  

 

 Os indivíduos das espécies Scinax albicans, Scinax flavoguttatus e Hylodes 

charadranaetes que agruparam em clados de diferentes espécies, porém do 

mesmo gênero, indicando a possível ocorrência de equívocos em 

determinações de espécies exclusivamente por critérios morfológicos, visto a 

dificuldade na identificação morfológica de espécies na fase larvar, como os 

girinos. 
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