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INTRODUCAO:

O género Melanophryniscus Gallardo, 1961, pertence a familia Bufonidae e inclui
26 especies endémicas do sudeste da America do Sul. Melanophryniscus
macrogranulosus (Fig. 1.A), M. cambaraensis (Fig. 1.B) e M. admirabilis (Fig. 1.C)
sdo especies ameagadas e endémicas da Mata Atlantica do Rio Grande do Sul e
apresentam distribui¢des muito restritas.

O estudo da variabilidade genética € uma importante ferramenta para esclarecer a
historia evolutiva dos organismos e pode contribuir para avaliar o status de
conservacao das espécies bem como para o planejamento de agdes, permitindo focar
esforcos em areas prioritarias para a sua conservacao.

O objetivo do presente trabalho ¢ a analise comparada da variabilidade genética de
Melanophryniscus macrogranulosus ¢ das demais especies microendémicas com
distribuicaono RS.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados individuos correspondentes a cinco populacdes conhecidas de
Melanophryniscus macrogranulosus € M. cambaraensis, duas em S3o Francisco de
Paula, duas em Maquiné e uma em Dom Pedro de Alcantara, e individuos da tnica
populacio conhecida de M. admirabilis em Arvorezinha, RS, Brasil (Fig. 2.A). A
extracdo de DNA {fo1 feita com CTAB segundo protocolo de Doyle & Doyle (1987).
O material extraido foi1 analisado atraves da técnica de PCR, amplificando
fragmentos génicos de DNA nuclear mitocondrial. Em um primeiro momento,
tecidos das trés espécies foram utilizados para extracdo ¢ amplificacio de um
fragmento do Citocromo b, marcador comumente utilizado para analises a nivel de
especie. As sequéncias foram alinhadas atraves do programa Geneilous. Analises
populacionais de indice de diversidade nucleotidica e haplotipica e teste de
neutralidade de D de Tajima ¢ Fs de Fu foram realizadas no programa DNAsp 5.10.
Para a analise da estruturacao das populag¢des fo1 realizada uma Analise da Variancia
Molecular no programa Arlequin 3.11 ¢ a rede de distancia com o algoritmo Median
Joining no programa Network 4.5.1.6.
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Figura 2. A. Mapa das distribuicdes geograficas das cinco populagdes de Melanophryniscus
macroganulosus analisadas no estudo; B. Rede de hapldtipos mostrando as relagdes entre os
haplotipos encontrados para as sequéncias de fragmentos de col. A dimensdo dos circulos ¢
proporcional ao nimero de individuos que compartilha cada haplotipo. As cores representas as
populacdes analisadas, conforme legenda.
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Figura 1. A. Melanophryniscus macrogranulosus; B. Melanophryniscus cambaraensis;, C. Melanophryniscus admirabilis;
D.Vista ventral de Melanophryniscus cambaraensis.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Até o presente momento no fo1 possivel obter sequéncias de Melanophryniscus
admirabilis.

A analise do marcador mitocondrial Citocromo b das espécies M. cambaraensis €
M. macrogranulosus, revelou uma distancia genética muito baixa entre as
populacoes (0,01 a 0,05%), se comparado com a de outra especie conhecida do
género (3,5%). Estes dados corroboram com dados morfoldgicos € bioacusticos e
sugerem que estas populacgdes pertencem a uma unica especie; Portanto, as analises
foram feitas juntando as cinco popula¢cdes conhecidas para a espécie e utilizando o
marcador molecular citocromo oxidase I, que possui uma taxa de evolugao mais alta
que o anteriormete utilizado. A analise deste marcador resultou em 13 haplotipos
(Fig. 2.B). Através da analises dos haplotipos, fo1 encontrada uma diversidade
haplotipica alta (Hd= 0,929) e um indice de diversidade nucleotidica baixa (P1=
0,006), o que pode estar explicando um rapido crescimento populacional. O teste de
neutralidade apresentou um valor negativo, indicando um excesso de polimorfismos
de baixa frequéncia, o que poderia estar indicando expansio no tamanho da
populacio.

Tendo em vista a importancia de trabalhos na area de genéctica da conservacio para
o entendimento da estrutura populacional de espécies ameacadas de extincao,
daremos continuidade as analises, em um primeiro momento, visando obter as
sequencias de M. admirabilis.
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