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APRESENTAÇÃO

O termo “genética” nos últimos anos ganhou uma conotação cada vez mais 
importante e acessível à população. Podemos dizer que a genética saiu da rotina 
laboratorial e da sala de aula para adentrar as casas da população, seja por informação 
ou na forma de produto. Isso porque a revolução tecnológica contribuiu grandemente 
com o avanço no campo da pesquisa básica e aplicada à genética, e as descobertas 
propciadas por tecnologias mais apuradas possibilitaram um entendimento mais amplo 
desta importante área.

A genética como sabemos possui um campo vasto de aplicabilidades que podem 
colaborar e cooperar grandemente com os avanços científicos e tecnológicos. O 
acelerado mundo das descobertas científicas caminha a passos largos e rápidos no 
sentido de transformar a pesquisa básica em aplicada, portanto é relevante destacar que 
investimentos e esforços nessa área contribuem grandemente com o desenvolvimento 
de uma nação. 

O livro  “Inventários e Recursos Genéticos” aqui apresentado, aborda assuntos 
relativos aos avanços e dados científicos publicados de cunho voltado para a utilização 
dos recursos genéticos disponíveis na área ambiental, microbiológica dentre outras 
diversas que cientistas tem gastado esforços para compreender. Assim, são diversas 
as possibilidades de aplicações genéticas em diversos campos, neste livro tentaremos 
otimizar os conceitos dos recursos genéticos abordando plantas medicinais, 
segurança alimentar, sanidade animal, microrganismos patogênicos, identificação 
molecular, caracterização morfoagronômica, Banco de DNA, metabólitos secundários, 
melhoramento genético, análise multivariada, bioinformática, expressão de genes, 
viabilidade polínica, Germoplasma, recursos genéticos, cultivares, Qualidade de 
sementes; seleção de plantas; melhoramento genético da mamoneira, simulações 
em Easypop, fluxo gênico, fragmentação florestal, análise de diversidade genética de 
Nei, Coeficientes de endogamia,  demonstrando ferramentas genéticas e moleculares 
usadas em diferentes estudos que estão diretamente relacionados ao dia-a-dia da 
população.

Desejamos que este material possa somar de maneira significativa aos 
novos conceitos aplicados à genética Parabenizamos cada autor pela teoria bem 
fundamentada aliada à resultados promissores, e principalmente à Atena Editora 
por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as novas 
gerações se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE ESPÉCIES DO 
GÊNERO RHINELLA (BUFONIDAE) DE OCORRÊNCIA 

NOS BIOMAS DO MEIO NORTE DO BRASIL

CAPÍTULO 14

Sulamita Pereira Guimarães
Mestrado em Ciência Animal da Universidade 

Estadual do Maranhão, Campus, São Luís/MA;

Aryel Morais de Queiroz
Mestrado em biodiversidade, Ambiente e Saúde 

da Universidade Estadual do Maranhão, Campus 
Caxias/MA;

Elmary da Costa Fraga
Mestrado em biodiversidade, Ambiente e Saúde 

da Universidade Estadual do Maranhão, Campus 
Caxias/MA

Maria Claudene Barros
Mestrado em biodiversidade, Ambiente e Saúde 

da Universidade Estadual do Maranhão, Campus 
Caxias/MA 

RESUMO: Anfíbios do gênero Rhinella, 
pertencem a família Bufonidae e possuem 92 
espécies distribuídas em todo o Texas, México, 
América Central, América do Sul, Japão, Nova 
Guiné, Austrália e muitas ilhas do Pacífico. A 
sistemática taxonômica das espécies deste 
gênero são discordantes ou pouco conclusivas. 
Este estudo teve como objetivo identificar e 
caracterizar, por análise genética, as espécies 
do gênero Rhinella que ocorrem no Meio 
Norte do Brasil. Os espécimes foram obtidos 
através do método de amostragem em sítios 
reprodutivos. O DNA total foi extraído do 
tecido muscular usando o kit Promega Wizard 

Genomic DNA Purification. O gene mitocondrial 
Citocromo Oxidase Subunidade I foi amplificado 
utilizando primers específicos. As amostras 
foram sequenciadas usando o kit Big Dye em 
um sequenciador automático ABI Prism ™ 3500. 
As sequências foram analisadas nos softwares 
Bioedit e MEGA e plotadas na plataforma 
BOLDSystems para obtenção da similaridade 
genética. Os dados genéticos revelaram 
a formação de dois complexos: Complexo 
marina e complexo granulosa e cinco unidades 
taxonômicas: Rhinella marina, Rhinella jimi, 
Rhinella diptycha, Rhinella granulosa e Rhinella 
mirandaribeiroi. O complexo marina alocando 
as espécies R. marina, R. diptycha e R. jimi 
e o complexo granulosa compreendendo as 
espécies R. granulosa e R. mirandaribeiroi. 
PALAVRAS-CHAVE: Sapo-cururu, DNA 
mitocondrial, Sistemática

MOLECULAR IDENTIFICATION SPECIES 

OF RHINELLA GENUS (BUFONIDAE) THAT 

OCCUR IN THE NORTH BIOMES FROM 

BRAZIL

ABSTRACT: Amphibians from the genus 
Rhinella are part of the family Bufonidae. They 
comprise 92 species distributed along the Texas, 
Mexico, Central and South America, Japan, New 
Guinea, Australia and some Pacific Islands. Until 
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now the systematics and taxonomy for these species are discordant or inconclusive. 
Here we aim to identify and characterize through genetic tools the species of Rhinella 
occurring in the middle-north of Brazil. We collected the specimens in their reproductive 
sites. The total DNA was extracted from the muscle tissue by using Promega Wizard 
Genomic DNA Purification kit. The mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase subunit I 
was amplified by using specific primers. The samples were sequenced by using Big Dye 
kit in an automatic DNA sequencer ABI Prism ™ 3500. After that the sequences were 
analysed in Bioedit and Mega softwares and included in the BOLDSystems platform 
for comparisons about genetic similarities. Our results showed the formation of two 
complex of species: Rhinella marina and Rhinella granulosa group of species. Five 
taxonomic units were recognized: Rhinella marina, Rhinella jimi, Rhinella diptycha, 
Rhinella granulosa e Rhinella mirandaribeiroi.The R. marina complex formed by R. 
marina, R. diptycha and R. jimi; while R. granulosa was formed by R. granulosa and R. 
mirandaribeiroi.
KEYWORDS: Cururu toad, mitochondrial DNA, Systematic.

1 |  INTRODUÇÃO

Anfíbios do gênero Rhinella, pertencm a família Bufonidae e apresentam sapos 
distribuídos amplamente em todo o Texas, México, América Central, América do 
Sul, Japão, Nova Guiné, Austrália e muitas ilhas do Pacífico. Atualmente o gênero 
compreende 92 espécies, destas 62 são oriundas do Brasil (SBH, 2016; FROST, 2019). 
Devido a uma sistemática pouco esclarecida e principalmente por uma insuficiência de 
dados morfológicos, acústicos e ecológicos concretos o gênero Rhinella tem sofrido 
várias realocações nos níveis inter e intraespecíficos, discussões tem sido realizada 
quanto ao real status taxonômicos de determinadas espécies dentro de complexos do 
gênero (FROST et al. 2006). 

A região Meio Norte do Brasil é considerada uma área de transição entre os biomas 
Amazônico, Cerrado e Caatinga, formando áreas de ecótonos, Amazônia/Cerrado e 
Cerrado/Caatinga. Nessas áreas há constante contato entre diferentes comunidades 
ecológicas e suas interações, sendo abundante nesse tipo de ecossistema espécies 
provenientes dos biomas que o formam ou até mesmo espécies endêmicas. Para esta 
região de estudo há registro de 20 espécies de Rhinella (FROST, 2019), contudo, muitas 
de suas espécies estão representadas por complexos de espécies, evidenciando uma 
problemática taxonômica para este gênero.

Os aspectos da variação morfológica sempre foram incorporados na taxonomia 
de anuros, mais recentemente a resolução taxonômica tem combinado dados 
morfológicos com diversificação genética para elucidar, por exemplo, a diversificação 
de linhagens nas espécies crípticas (ORTEGA-ANDRADE et al. 2015; CLEMENTE-
CARVALHO et al. 2016).

O uso de marcadores moleculares tem mostrado resultados importantes em 
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estudos que envolvem padrões de variação genética, estrutura de populações, 
filogenia, filogeografia, sistemática e identificação de espécies (PEREYRA et al. 2015; 
ACEVEDO et al. 2016).

Genes individuais do genoma mitocondrial vêm sendo utilizados como 
marcadores, com a finalidade de fazer inferências sobre as características de uma 
população, tais como variabilidade, padrões de migração, seleção e deriva genética. 
Evolutivamente o genoma mitocondrial possui conteúdo genético conservado e com 
elevada taxa evolutiva, e é uma importante ferramenta na resolução de incertezas 
taxonômicas (ARIAS et al. 2003).

A identificação genética de espécies via DNA por Barcode foi proposto por 
Hebert et al. (2003). Essa técnica é uma ferramenta de apoio à sistemática, baseando-
se na sequência do gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COI) localizado no 
DNA mitocondrial, sendo um sistema “bioidentificador”, pois possui divergências 
intraespecíficas menores que as interespecíficas funcionando como um bom marcador 
molecular apresentando um código de barra único para cada espécie (HEBERT et al. 
2003; SILVA et al. 2012). O DNA Barcode é utilizado em grande escala como um 
método de rotina para auxiliar na identificação de espécies de vertebrados e tem sido 
proposto como marcador universal de espécies (HENRIQUES, 2010; CAMINER; RON, 
2014).

A identificação ao nível molecular via essa técnica, mostra uma excelente 
opção para confirmar a sistemática clássica, principalmente em espécies de difícil 
identificação por meio da observação de características morfológicas. O uso do 
barcode tem mostrado resultados positivos tanto em casos de gêneros, como para 
espécies cuja taxonomia pode ser duvidosa. Além de mostrar divergências genéticas 
entre espécies geograficamente distintas, revelando mecanismos de manutenção de 
populações (TRESBACH et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi analisar a diversidade críptica dos complexos Rhinella 
marina e Rhinella granulosa a fim de identificar e caracterizar, por análise genética, as 
espécies do gênero Rhinella que ocorrem nos biomas do Meio-Norte do Brasil.

2 |  MATERIAL DE MÉTODOS

As coletas foram realizadas em vários pontos dos três biomas presentes na 
área de estudo: Amazônia, Cerrado e Caatinga compreendendo os estados do Pará, 
Maranhão e Piauí. Para a coleta foi utilizado a metodologia de amostragem em sítios 
reprodutivos (HEYER et al. 1994).

Os espécimes foram alocados em sacos plástico, transportados ao Laboratório 
de Genética e Biologia Molecular do Centro de Estudos Superiores de Caxias da 
Universidade Estadual do Maranhão – CESC/UEMA, onde foram fotografados, 
ortotanasiados por superdosagem de anestésico contendo Cloridrato de Lidocaína 
2% e registrados os seguintes dados: data, tipo de coleta, gênero, espécie. Amostras 
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de tecido muscular foram coletadas dos membros inferiores e fígado, que foram 
armazenadas em microtubos contendo álcool 70%. Após este procedimento os 
espécimes foram fixados em formol a 10% e após 48 horas retirados e fixados em 
álcool 70% e armazenados apropriadamente em recipientes de vidro ou plástico. 
A identificação morfológica dos espécimes coletados foi realizada com auxílio de 
bibliografia especializada (e.g. STEVAUX, 2002; PRAMUK, 2006; KWET et al. 2007; 
MACIEL et al. 2007; NARVAES; RODRIGUES, 2009; FROST, 2019).

O DNA total foi isolado a partir de tecido muscular, utilizando-se o kit Promega 
Wizard Genomic DNA Purification, com protocolo especifico. O isolamento e 
amplificação das regiões genômicas, foram realizados pela técnica de Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers específicos para o gene Citocromo 
oxidase subunidade I (M13F-AnF1/M13R-AnR1-Mariana Lira, com pessoal). 
Os produtos de PCRs purificados foram sequenciados utilizando-se o método 
didesoxiterminal (SANGER et al. 1977), usando o kit Big Dye em um sequenciador 
automático de DNA, ABI Prism ™ 3500. As amostras obtidas para o gene COI foram 
plotadas na plataforma bioinformática BOLD (The Barcode of Life Data Systems – 
URL: http://www.boldsystems.org/.) para verificar a similaridade genética das espécies 
(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

Os softwares Bioedit 7.0.5.3 (HALL, 1999) e MEGA 7.0 (KUMAR et al., 2016) 
foram usados para edição, alinhamento das sequencias e obtenção das árvores 
filogenéticas e matriz de distância respectivamente. A significância dos agrupamentos 
foi estimada pela análise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) e uma sequência do 
genbank, DQ502739.1, Melanophryniscus klappenbachi, foi adicionada ao banco de 
dados como grupo externo.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi sequenciados um fragmento de 589 pb do gene COI, sendo 447 sítios 
conservados, 142 variáveis e 94 informativos para parcimônia. O grau de similaridade 
na plataforma BOLDsystems mostra a identificação genética para as espécies Rhinella 
jimi, Rhinella diptycha, Rhinella marina, Rhinella mirandaribeiroi e Rhinella granulosa 
(Tabela 1).
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Identificação 
Morfológica

Identificação 
BOLDSystems

Similaridade 
(%) BIOMAS

R. jimi

R. jimi

100
CaatingaR. diptycha

R. jimi 99,82
Rhinella sp. 99,47 Cerrado
Rhinella sp. 100

AmazôniaRhinella sp. 100
Rhinella sp. 99,64
Rhinella sp. 99,47 Cerrado
Rhinella sp. R. diptycha 99,63

AmazôniaRhinella sp.

R. Jimi

99,29
Rhinella sp. 99,82
Rhinella sp. 99,47 Cerrado
Rhinella sp. 99,64 Caatinga
Rhinella sp. 99,47

Amazônia
Rhinella sp.

R. marina
99,47

Rhinella sp.
99,47

Rhinella sp.
Rhinella sp.

R. jimi

99,29
R. jimi 99,29

CerradoR. jimi 99,64
R. jimi 99,29
R. jimi 99,64

CaatingaR. diptycha R. diptycha 99,29
Rhinella sp. R. granulosa 99,82
Rhinella sp. R. mirandaribeiroi 99,47 Cerrado

Tabela 1. Similaridade obtidas para as espécies do gênero Rhinella de ocorrência no Meio 
Norte do Brasil na plataforma BoldSystems. 

A matriz de divergência genética mostrou uma variação interespecífica de 0,2 
a 22,2% evidenciando, portanto mais de uma unidade taxonômica para o gênero. As 
espécies pertencentes ao complexo marina revelou uma divergência que variou de 
0,2 a 7,1 %. No entanto foram evidenciadas duas unidades taxonômicas para este 
complexo, pois a divergência interespecífica de R. jimi e R. diptycha variou de apenas 
0,2 a 3,4% por outro lado foi encontrado uma divergência dentro do complexo marina 
com variação de 6,1 a 7,1%. Estes dados indicam que geneticamente, no mínimo 
há duas unidades evolutivas independentes, isto é a ocorrência de no mínimo duas 
espécies no complexo marina: R diptycha/jimi e R. marina (Tabela 2). Entre o complexo 
granulosa foi evidenciado uma divergência de 10,2% evidenciando assim como no 
bold sytems duas espécies R. granulosa e R. mirandaribeiroi. 
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Tabela 2. Divergência nucleotídica utilizando o modelo Tamura 3- parâmetro para haplótipos 
do gênero Rhinella do Meio Norte do Brasil, com base em sequencias do gene Citocromo 

Oxidase Subunidade I (COIFRO = Fronteira; SL = São Luís; VZ = Vizeu; SOU = Soure; BRG = 
Bragança; BOC = Bocaina; TUC = Tucuruí; CAX = Caxias; BAC = Baixa da Carnaúba

As árvores filogenéticas de Máxima Verossimilhança (ML), Máxima Parcimônia 
(MP) e Agrupamento de Vizinhos (NJ) mostraram topologias similares, formando dois 
clados, um clado com as espécies do complexo granulosa: R. mirandariberoi e R. 
granulosa representada por Rhinella sp (clado I) e o clado II foi formado pelo complexo 
marina compreendendo as espécies Rhinella sp (representando a espécie R. marina) 
e R. diptycha/jimi (Figura 1).
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Figura 1. Árvore filogenética obtida pela abordagem de agrupamento de vizinhos (NJ) usando 
o algoritmoTamura-3 Parâmetro para as espécies do gênero Rhinella do Meio Norte do Brasil, 

com base no gene COI.

O gene COI por possui uma taxa evolutiva rápida, tem sido usado para 
identificar espécies, assim como, auxiliar na descoberta de espécies crípticas (XIA 
et al., 2012). Neste estudo o grau de similaridade genética foi corroborado no que se 
refere a identificação das espécies R. jimi, R. diptycha, R. marina, R granulosa e R 
mirandaribeiroi, onde os valores de similaridade mostraram-se significativos para cada 
espécie, pois quando se considera Rubinoff (2006) este afirma que para identificar 
espécies via DNA Barcode é necessária uma estimativa percentual maior que 99% de 
similaridade a uma sequência de referência, valor este encontrado neste estudo (veja 
tabela 1).

A matriz de divergência genética mostrou uma variação baixa entre os espécimes 
de R. diptycha e R. jimi (alcançando apenas 3,4%) corroborando com os achados de 
Cunha (2016) em estudo com essas espécies que observou padrões semelhantes 
em áreas de cerrado, onde dados genéticos mostraram R. jimi compartilhando alelos 
típicos de R. diptycha em um ou mais loci. 

De acordo com Tresbach et al. (2015) a identificação ao nível molecular com 
o uso da técnica de código de barras de DNA mostra uma excelente opção para 
confirmar a sistemática clássica, principalmente em espécies e/ou gêneros de difícil 
identificação por meio da observação de características morfológicas. Nesse estudo 
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foi possível elucidar a identificação das espécies que estavam sem definição (Rhinella 
sp) e ainda demostrar pela divergência genética e na árvore filogenética, clado II, o 
agrupamento das espécies R. diptycha, R. jimi e R. marina confirmando assim essas 
espécies como do complexo marina. E as espécies R. granulosa e R. Mirandaribeiroi 
formando o complexo granulosa.

4 |  CONCLUSÃO 

Os dados evidenciam, portanto, dois complexos para o gênero Rhinella do Meio 
Norte do Brasil: Complexo marina e Complexo granulosa. No qual o complexo marina 
compreende as espécies R. diptycha, R. jimi e R. marina e o complexo granulosa com 
as espécies R. granulosa e R. mirandaribeiroi.
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