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RESUMO 

 

O Brasil possui a maior biodiversidade de anfíbios do mundo com 1080 espécies descritas, 

sendo a ordem anura a mais diversificada, apresentando 1039 espécies. Atualmente com as 

notáveis e constantes degradações que os ecossistemas naturais vêm sofrendo, especialmente 

em virtude de ações antrópicas, o declínio populacional em diversas espécies de anfíbios em 

escala global tem sido observado. Anfíbios estão susceptíveis a vários grupos de patógenos, 

apesar de apresentar um tegumento que lhes confere resistência a microorganismos, o fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis Bd é capaz de colonizar seu tegumentos e peças 

queratinizadas, o que vem causando maior impacto na vida de seus hospedeiros. O Bd já foi 

identificado em algumas regiões do Brasil, predominantemente no Sul, Sudeste e, em menor 

escala, no Centro-Oeste, Norte e Nordeste do país. O Bd parasita partes da pele que possui 

queratina, com isso, a pele torna-se muito espessa devido a alterações celulares chamadas de 

hiperplasia. Estas alterações na pele são fatais para os anfíbios, pois provocam distúrbios 

fisiológicos severos, levando o animal a óbito. Assim, o objetivo desse trabalho foi identificar 

se o fungo Bd estava presente no tegumento de Rhinella granulosa e Rhinella jimi do 

semiárido piauiense por meio de biologia molecular. Para a realização deste trabalho foi 

analisado indivíduos da espécie R. granulosa e R. jimi na UFPI – Campus Senador Helvídio 

Nunes de Barros (CSHNB). As coletas Foram realizadas em Outubro e Novembro de 2017. 

Os indivíduos encontrados foram submetidos ao Swabbing nas regiões interdigitais e 

inguinais, locais onde o Bd coloniza. Para a avaliação por biologia molecular foi utilizado o 

Kit DNeasy Blood & Tissue Kits para a extração do DNA. Após a extração o DNA foi 

submetido a PCR Real-time 7500 fast usando sybr green da Promega. O Bd foi positivo para 

quatro amostras de R. granulosa e positivo para seis amostras de R. jimi analisadas. Este 

estudo foi o primeiro a registrar o Bd em anfíbios no estado do Piauí, sendo este o segundo 

estado do nordeste onde o Bd foi detectado. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Doenças Fúngicas; Analise Molecular; Amphibia; Piaui; Brasil. 

 
  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 
Brazil has the largest amphibian biodiversity in the world with 1080 species described, with 

the anuran order being the most diversified, with 1039 species. Nowadays, with the 

remarkable and constant degradations that natural ecosystems have been suffering, especially 

due to anthropic actions, the population decline in several amphibian species on a global scale 

has been observed. Amphibians are susceptible to several groups of pathogens, despite 

presenting a tegument that gives them resistance to microorganisms, such as the fungus 

Batrachochytrium dendrobatidis Bd, which has been causing the greatest impact on the life of 

their hosts. Bd has already been identified in some regions of Brazil, predominantly in the 

South, Southeast and, to a lesser extent, in the Center-West, North and Northeast of the 

country. The Bd parasites parts of the skin that possess keratin, with this, the skin becomes 

very thick due to cellular changes called hyperplasia. These changes in the skin are fatal to 

amphibians, as they cause severe physiological disturbances, leading the animal to death. 

Thus, the objective of this work was to identify if the Bd fungus was present in the integument 

of Rhinella granulosa and Rhinella jimi of the Piauí semi-arid by means of molecular biology. 

For the accomplishment of this work, individuals of the species R. granulosa and R. jimi in 

the UFPI - Campus Senador Helvídio Nunes de Barros (CSHNB) were analyzed. The 

collections were carried out in October and November of 2017. The individuals found were 

submitted to Swabbing in the interdigital and inguinal regions, where Bd colonizes. The 

DNeasy Blood & Tissue Kits Kit for DNA extraction was used for molecular biology 

evaluation. After extraction the DNA was subjected to Real-time PCR 7500 fast using sybr 

green from Promega. Bd was positive for four R. granulosa samples and positive for six R. 

jimi samples analyzed. This study was the first to record the Bd in amphibians in the state of 

Piauí, being this the second state of the northeast where Bd was detected. 

 
 
KEY WORDS: Fungal Diseases; Molecular Analysis; Amphibia; Piaui; Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil possui a maior biodiversidade de anfíbios do mundo com 1080 espécies 

descritas, sendo a ordem Anura a mais diversificada, apresentando 1039 espécies (SEGALLA 

et al., 2016), entretanto a notável e constante degradação que os ecossistemas naturais vêm 

sofrendo, especialmente em virtude de ações antrópicas, tem sido considerada um fator de 

declínio populacional em diversas espécies de anfíbios em escala global (BEEBEE, 1996; 

YOUNG et al., 2000).  

Os parasitas também têm grande parcela na mortalidade e declínio dos anfíbios como 

tem citado vários autores (CAREY et al., 2003; DASZAK et al., 2003). Esses parasitas são 

importantes, pois os mesmos causam grande impacto na vida de seus hospedeiros 

(CHANDRA; GUPTA, 2007), podendo até mesmo levar a extinção de algumas espécies de 

hospedeiros (LINDENFORS et al, 2007).  

Convém destacar que a pele dos anfíbios são de suma importância, pois desempenha 

uma série de funções vitais (LEITE et al., 2005). Mas, devido ao fato da pele desses animais 

estarem em contato direto com ambientes favoráveis (esgotos, margens de rios e possas de 

água) tem contribuído para à presença de patógenos como: fungos, vírus, bactérias e 

tremátodos, acarretando assim diversas doenças nesses animais (CAREY, 1993; JOHNSON 

et al., 1999; KIESECKER et al., 2001; PRATES; JUNIOR, 2000).  

Ainda convém destacar que dos patógenos que ocorrem em anfíbios os fungos estão 

sendo apontados como o principal agente de declínio de populações em diversas partes do 

mundo. (CARNAVAL et al., 2006). Esse declive também já pode ser observado no Brasil. 

Dentre esses fungos o Batrachochytrium dendrobatidis Bd é o que vem causando maior 

impacto na vida de seus hospedeiros (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999; FISHER; 

GARNER, 2007). Esse fungo em anfíbios é letal ou causa alterações anatomorfológicas 

(GARMYN et al., 2012). Deste modo, torna-se importante a investigação do Bd nas diversas 

regiões do Brasil. 
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2 OBJETIVO 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Identificar a ocorrência do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) em duas 

espécie de Bufonideos do semiárido nordestino. 

 

2.2 Objetivo Específico  

 

-Identificar a ocorrência de Bd em R. granulosa (Spix, 1824) por meio de biologia molecular; 

-Identificar a ocorrência de Bd em R. jimi (Stevaux, 2002) por meio de biologia molecular. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

POUGH; JANIS; HEISER (2008) elucida que os anfíbios são os primeiros tetrápodes 

a ocuparem o ambiente terrestre. Seu termo em questão tem origem grega (anphi, duas; bios, 

vida) o qual é dividido em três ordens: Anura (sapos, rãs e pererecas), Urodela (Caudata) e 

Gymnophiona (Apoda). Alguns possuem ciclo biológico constituído de uma fase aquática 

larval (girino) e outra terrestre (adulta). Os adultos podem ser semiaquáticos, terrestres e ou 

arborícolas. 

 

3.1 Sistemática dos Anfíbios 

 

A classe Amphibia é representada por animais vertebrados terrestres (DUELLMAN, 

1999). Atualmente são descritas 7,561 espécies de anfíbios no mundo, sendo a ordem Anura a 

mais diversifica entre os anfíbios (AMPHIBIAWEB, 2016). Eles ocupam ampla gama de 

ambientes, e isso está relacionado à combinação entre adaptações morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais de cada espécie (STEBBINS; COHEN, 1997).  

O Brasil possui a maior biodiversidade de anfíbios do mundo com 1080 espécies 

descritas, a ordem Anura, mais diversificada, apresenta 1039 espécies, estão distribuídas em 

20 Famílias, e cerca de 60% são endêmicas do território brasileiro.  Convém destacar, que 

dentre as Famílias da ordem anura no Brasil a Família Bufonidae é a terceira com maior 

quantidade de espécies descritas, 85 espécies, sendo 40 pertencentes ao gênero Rhinella 

(SEGALLA et al., 2016). 

 

3.2 Rhinella granulosa (Spix, 1824) 

 

No Brasil uma das espécies do gênero Rhinella é a R. granulosa (Spix, 1824) a qual 

pode ser localizada nas regiões Sudeste (Minas Gerais e Espírito Santo) e Nordeste (com 

exceção no Maranhão) e esse espécime é predominante no Bioma Caatinga (NARVAES; 

RODRIGUES, 2009), presente no estado do Piauí e na cidade de Picos (ROBERTO; 

RIBEIRO; LOEBMANN, 2013).  

Benício e Fonseca (2014) destacam que R. granulosa (Spix 1824) tem dorso marrom 

com manchas irregulares mais escuras e ventre esbranquiçado ou creme com pontos negros. E 
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as glândulas paratóides localizadas atrás dos olhos, e são pouco aparentes. Pode ser localizada 

tanto dentro d`água quanto vocalizando no solo. E apresenta comprimento rostro-cloacal 

(CRC) médio de 46,0 mm para o município de Picos (Figura 1). 

 
Figura 1. Espécime macho de Rhinella granulosa 

vocalizando. Fonte: Silva, 2017. 

 

 

3.3 Rhinella jimi (Stevaux, 2002) 

 

No Brasil essa espécie tem distribuição por todo o nordeste, e a mesma é endêmica do 

bioma Caatinga. Presente no estado do Piauí e na cidade de Picos (ROBERTO; RIBEIRO; 

LOEBMANN, 2013). 

 Esta espécie tem comprimento rostro-cloacal (CRC) médio de 103,0 mm. E pode ser 

encontrada principalmente em ambiente antropizado. O dorso tem coloração com fundo em 

diferentes tonalidades de marrom a bege com manchas negras, e em alguns espécimes pode 

ser visualizada uma linha clara vertical. O ventre tem cor creme com diminutos pontos 

marrons, com ou sem manchas acinzentadas. E as glândulas paratóides são bem 

desenvolvidas (BENÍCIO; FONSECA, 2014) (Figura 2). 

 
                                    Figura 2. Espécime fêmea de Rhinella jimi. Fonte:                            

                                    Autor, 2017. 
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3.4 Importância ecológica dos anfíbios e o declínio de suas populações 

 

Os anfíbios apresentam suma importância para as relações tróficas e ecológicas, pois 

são predadores em ambientes aquáticos e terrestres. Também servem de alimento para uma 

ampla gama de animais desde invertebrados, peixes, répteis, aves, mamíferos e algumas 

espécies de anfíbios. Ecologicamente, os anfíbios são considerados indicadores sensíveis a 

diversos fatores ambientais como aquecimento global, aumento da radiação ultravioleta (em 

consequência da diminuição da camada de ozônio), introdução de espécies exóticas 

(competição, predação, transporte de patógenos), modificação e fragmentação dos habitats, 

contaminação tóxica das águas (BLAUSTEIN, 1994; BLAUSTEIN; WAKE, 1995; 

ALFORD; RICHARDS, 1999; DONELLY; CRUMP, 1998; YOUNG ET AL., 2001; 

WEYGOLDT, 1989; BLAUSTEIN; JOHNSON, 2003). 

A notável e constante degradação que os ecossistemas naturais vêm sofrendo em 

virtude de ações antrópicas implica na alteração ou eliminação completa dos micro habitats 

específicos explorados pelos anuros, sendo considerada o principal fator responsável pelos 

declínios populacionais observados em diversas espécies de anfíbios em escala global 

(BEEBEE, 1996; YOUNG et al., 2001).  

Segundo Marzluff (2001) o desmatamento causado pelo crescimento urbano tem 

causado grandes perturbações para os anfíbios, pois tem restringido seus habitats nativos a 

pequenos áreas. Além disso, o desmatamento para o avanço da fronteira agrícola, o fogo e os 

projetos de desenvolvimento como estradas, indústrias e empreendimentos imobiliários 

também tem causado modificações ambientais (SILVANO; SEGALA, 2005). E outros fatores 

como a poluição ambiental, introdução de predadores e competidores (DASZAK et al., 1999), 

contaminação química, comercialização de espécies e aumento na incidência de radiação UV 

(SEMLITSCH, 2003, MCMENAMIN et al., 2008, MANN et al., 2009) tem contribuído para 

o declino desses animais.  

Os parasitas também possuem grande parcela na mortalidade e declínio dos anfíbios 

como tem citado vários autores (CAREY et al., 2003; DASZAK et al., 2003). Esses parasitas 

são importantes, pois os mesmos causam grande impacto na vida de seus hospedeiros 

(CHANDRA; GUPTA, 2007), podendo até mesmo levar a extinção de algumas espécies de 

hospedeiros (LINDENFORS et al., 2007).  

Dentre os parasitas os fungos estão sendo indicadas como o principal agente de 

declínio de populações de anfíbios em diversas partes do mundo, e esse declive também já 
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pode ser observado no Brasil (CARNAVAL et al., 2006). Sendo que o Batrachochytrium 

dendrobatidis (PESSIER; NICHOLS, 1999) é o fungo que vem causando maior impacto na 

vida de seus hospedeiros (FISHER; GARNER, 2007), o qual pode ser letal em anfíbios 

(GARMYN et al., 2012).   

Com isso, as consequências deste declínio podem afetar drasticamente outros 

organismos importantes ecologicamente bem como os seres humanos (BLAUSTEIN et al., 

2011; TOLEDO; CARVALHO-E-SILVA; SÁNCHEZ, 2010). 

 

3.5 Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) 

 

O Batrachochytrium dendrobatidis é um fungo que pertence ao Filo Chytridiomycota, 

Classe Chytridiomycetes e Ordem Chytridiales (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). 

Em 1998 foi isolado de espécies de Dendrobates azureus encontrados mortos no National 

Zoological Park, Washington, DC, USA e o mesmo foi nomeado com a seguinte etiologia: 

Batracho (do grego = frog); chytrium (Referente ao filo Chytridiomycota); dendrobatidis 

(Referente à espécie na qual o fungo foi primeiramente encontrado e identificado). Recebe 

ainda a abreviatura “Bd” (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). E o Bd é um dos 

únicos integrantes da família Chytridiaceae que possui a capacidade de infectar indivíduos 

vertebrados. E o mesmo infecta tecido queratinizado em rãs adultas e nos girinos afeta as 

cavidades orais (AGUIAR, 2016). 

 

3.5.1 Ciclo de vida do Bd 

 

O Bd apresenta dois ciclos de vida: o estágio livre natante, representado pelo 

zoósporo, e o estágio fixo ao substrato, representado pelo zoosporângio. No estágio natante os 

zoósporos móveis, nas formas ovoides que vivem na água ou lama penetram na pele do 

anfíbio, iniciando assim a colonização nas células queratinizadas do mesmo. E com essa 

colonização na derme os zoósporo amadurece, sofre processo de encistamento ou 

enquistamento, no qual o zoósporo se encapsula e inicia a formação de estruturas ramificadas, 

denominadas hifas, que se estendem pela pele, formando por fim, um corpo reprodutor 

esférico, o zoosporângio, que no futuro sofrerá ruptura que provocará a liberação dos novos 

zoósporos. Cada zoosporângio produz um tubo de descarga única, que atravessa a pele e 

libera zoósporos maduros (Figura 3) (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). 
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Figura 3. O ciclo de vida do Bd. Na porção independente do ciclo, os zoósporos flagelados são livres nadantes. 

Na porção dependente, os zoósporos se encistam e se desenvolvem em esporângios, que produzem e liberam 

novos zoósporos. Fonte: Rosenblum et al., 2008; PNAS, 105:17034-17039. 
 

Com a liberação dos zoósporos, o indivíduo será infectado novamente e poderá 

infectar outros indivíduos que estejam próximos ou em contato com ele, que pode ser através 

da água ou por contato direto através do acasalamento (PIOTROWSKI; ANNIS; 

LONGCORE, 2004). 

Convém salientar que em indivíduos adultos o Bd é encontrado em maior quantidade 

na região inguinal e nas membranas interdigitais dos membros posteriores. Já nos girinos o Bd 

aparece no aparato bucal. Sendo que aproximadamente 90% dos casos da despigmentação do 

aparato bucal de girinos é provocada pelo Bd (KNAPP; MORGAN, 2006) (Figura 4). 

 
Figura 4. Prancha que representa o aumento na intensidade de infecção por Bd em girinos da espécie Hylodes 

phyllodes, sendo da esquerda para a direita: infecção branda à grave. Fonte: Yuri Messias (2001).  

 

Segundo Piotrowski; Annis; Longcore (2004), a temperatura e potencial hidrogênio 

(pH) ideais para o crescimento do fungo são entre, 4 a 25C° e entre 4 e 8 pH.  
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3.6 Impacto do Bd em seus hospedeiros 

 

 O Bd está dizimando várias populações de espécies de anuros (SILVANO; 

SEGALLA, 2005).  

Voyles et al., (2009) relatam que as infecções ocasionadas pelo Bd ocorrem no interior 

das camadas mais externas da pele. E com essa infecção a pele torna-se espessa, devido 

alterações celulares denominadas de hiperplasia, que consiste no superávit de células 

desordenadas e hiperqueratose. Essa hiperqueratose vai gerar rigidez para a pele, devido ao 

aumento da queratina nas células. Convém salientar que estas alterações são letais na pele dos 

anfíbios, pois é através da pele que os anfíbios realizam suas funções vitais como a respiração, 

transporte de água e solutos, regulação da temperatura corpórea, defesa contra ataques de 

microrganismos, predadores e absorção de sais minerais importante (eletrólitos), tais como o 

potássio e o sódio. E quando os eletrólitos resultantes da pele danificada pelo Bd estão em 

níveis exorbitantes provocam distúrbios fisiológicos severos levando o animal ao óbito. 

As alterações causada pelo Bd, no geral são discretas, porém os sintomas mais 

aparentes são lesões na região ventral, dorsal, inguinal, nas patas e entre os dedos. Além da 

hiperplasia, pode ocorrer necrose de células pertencentes à epiderme. Referente aos sintomas 

clínicos é possível observar em animais infectados descoloração da pele, uma postura 

anormal, letargia e anorexia (VOYLES; ROSENBLUM; BERGER, 2011). 

O Bd já foi diagnosticado na África, Austrália, Europa, América do Norte, América 

Central e América do Sul (BERGER et al., 1998; LIPS, 1998; LONGCORE, 1999; LA 

MARCA et al., 2005). Convém salientar, que populações de anuros do gênero Atelopus 

(LAMPO; BARRIO-AMOROS; HAN, 2007) e os sapo-flecha, estão sofrendo severas perdas 

de indivíduos na América Central. Na Austrália, algumas espécies de pererecas do gênero 

Litoria (KRIGER; PEREOGLOU; HERO, 2007), Rheobatrachus silus (LIEM, 1973) e 

Rheobatrachus vitellinus também estão em declive (MAHONY, TYLER; DAVIES, 1984). 

porém ainda são pouco os estudos sabe a distribuição atual e histórica do Bd em todo mundo. 

Na América do Sul, o Bd foi diagnosticado em algumas localidades do Equador (RON; 

MERINO-VITERI, 2000; MERINO-VITERI, 2001; RON, 2005), no Uruguai (MAZZONI et 

al., 2003), Venezuela (BONACCORSO et al., 2003), Peru (SEIMON et al., 2005), Argentina 

(HERRERA; STECIOW; NATALE,  2005) e Brasil (CARNAVAL et al., 2005; TOLEDO et 

al., 2006).  

No Brasil, são poucos os relatos publicados sobre o declínio de anfíbios até o 

momento (HEYER et al., 1988; WEYGOLDT, 1989; BERTOLUCI; HEYER, 1995; GUIX et 
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al., 1998; POMBAL; HADDAD, 1999; IZECKSOHN; CARVALHO; SILVA, 2001; 

ETEROVICK et al., 2005). A maior parte dos relatos foram observados na Mata Atlântica 

(MYERS et al., 2000). Convém destacar que o Bd já foi identificado em sete, dos 27 estados 

brasileiros, incluindo São Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Rio Grande do 

Sul, Mato Grosso do sul e Pernambuco (TOLEDO et al., 2006). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

O presente trabalho foi realizado na Universidade Federal do Piauí Campus Senador 

Helvídio Nunes de Barros (CSHNB). A sede municipal tem as coordenadas geográficas de 

07°5’6.07”S de latitude sul e 41° 26’11.14”O de longitude oeste de Greenwich e distância 

acerca de 306 km de Teresina (AGUIAR; GOMES, 2004). 

 

4.1 Coleta de material biológico para identificação do Bd 

 

Para a realização deste trabalho foi feita a coleta de material biológico da pele de 

espécimes de R. granulosa e R. jimi encontrados em ambientes úmidos do Campus entre o 

período de Outubro a Novembro de 2017 totalizando 40 amostras coletadas. A coleta do 

material biológico ocorreu com o passar de Swabbing (hastes flexíveis com algodão em uma 

das pontas; zaragatoas) sob a pele dos anfíbios no local onde foram encontrados, sendo soltos 

logo após. Todas as coletas foram feitas no período noturno. Sob autorização fundação chico 

Mendes SISBIO, IBAMA Licença 22508-2. 

Em cada indivíduo o Swabbing foi passado 5 vezes em cada uma das regiões: inguinal 

direita e esquerda membranas interdigitais dos membros inferiores e superiores direito e 

esquerdo. Locais onde o fungo Bd coloniza (HYATT et al., 2007). Também foi utilizado 

luvas, pinças, tubos de ensaio e solução fisiológica.  

Após realizados os Swabbings o material de coleta foi encaminhado para o 

Laboratório de Pesquisa I e encubado com soro fisiológico a -4ºC para posterior análise 

molecular (Figura 5). 

 

 
                                                   Figura 5. Realização do swab. Fonte: autor, 2018.                                                        
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4.2 Preparação do meio de cultura  

 

Para o crescimento dos fungos em meio de cultura artificial foi utilizado 65g de 

Sabourad Dextrose Ágar para um litro de água destilada e essa mistura foi aquecida (110ºC), 

e logo após, submetida a um agitador magnético. Com isso a mistura foi adicionada em placas 

de Petri e posteriormente o material foi semeado. 

Para o semeio do material foi utilizado a técnica de esgotamento de modo a isolar as 

colônias de fungos, e em seguida as placas foram encubadas por dois dias em uma geladeira à 

24ºC a 25ºC para que ocorresse o crescimento dos fungos. 

 

4.3 Extração do DNA 

 

Para extração do DNA foi utilizado o Kit DNeasy Blood e Tissue da qiagem seguindo 

o protocolo do fabricante. 

 

4.3.1 Procedimentos para extração do DNA 

I- Material em tubo de 1,5 ml > Adição de 180 µl de tampão ATL > Macerado > Adição de 

20 µl de Proteinase K > Vortexado > Incubação 56ºC por 40 minutos. 

II- Adição de 200 µl de Buffer AL > Misturado no vortex > Incubação a 56ºC por 10 minutos. 

III- Adição de 200 µl de etanol (96% a 100%) > Mistura no vortex. 

IV- Transferência do material do tubo de 1,5 para uma coluna de rotação com tubo de coleta 

de 2 ml > Centrifugação a 8000 rpm > Descarte da coluna. 

V- coluna de rotação para um novo tubo de 2 ml > Adição de 500 µl de Buffer AW1 > 

Centrifugação por 1 minuto a 8000rpm > Descarte do fluxo e o tubo de coleta. 

VI- Transferência da coluna de rotação para um novo tubo de coleta de 2ml > Adição de 500 

µl de Buffer AW2 > Centrifugação por 3 minutos a 14000 rpm > Descarte do tubo de 2ml. 

VII- Transferência da coluna de rotação para um tubo de coleta de 1,5 ml. 

VIII- Adição de 200 µl de Buffer AE > Incubação por 1 minuto a temperatura de 15ºC a 25ºC 

> Centrifugação por 1 minuto a 8000rpm.  

 

4.4 Reação em cadeia da polimerase quantitativa – RT-qPCR 

Todas as amostras de DNA foram amplificadas utilizando o kit de PCR quantitativo 

GoTaq qPCR Master Mix conforme especificações do fabricante. Para as reações de qPCR 
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foram utilizadas as seguintes condições: 1 ciclo de 50ºC por 2 minutos, 1 ciclo de 95ºC por 10 

minutos e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Após a reação de qPCR, a 

presença de DNA do fungo foi verificada pela amplificação do material no aparelho ABI 

7500 Fast. 

 

Para uma placa de 96 poços, deve ser preparado um “reactionmastermix” contendo: 

1250 μL de Taqman Master Mix(AppliedBiosystems®), 125 μL do primer (Boyle et al. 

2004)ITS1‑3 Chytr (5’‑CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC‑3’)concentrado à 18 

μM, 125 μL do primer 5.8S Chytr (5’‑AGCCAAGAGATCCGTTGTCAAA‑3’)concentrado à 

18 μM, 125 Μlda sonda ChytrMGB2 (5’‑6FAM CGAGTCGAACAAAAT 

MGBNFQ‑3’)concentrada à 5 μM, 275 μL de água destilada, e 100 μLde BSA (Bovine 

Albumin Serum/ Soro Albumina Bovina). Adicionar20 μL do mix em cada poço da placa, e 

adicionar 5 μL do DNA extraído e diluído 1:10 a partir da segunda coluna da placa. Preparar 

também o controle negativo sem DNA no último poço da primeira coluna da placa, e 

adicionar os padrões nas diluições 103, 102, 10, 1 e 10‑1 g.e. (sendo os dois últimos em 

duplicata) para a construção da curva padrão nos 7 poçosda primeira coluna da placa. A cepa 

de Bdutilizada para a curvapadrão deve ser identificada nos estudos, visto que a carga de 

infecção estimada pela reação de qPCR varia com a cepa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

Com a técnica utilizada (PCR Real-time) foi possível observar o Bd em quatro 

amostras de R. granulosa, e em 6 amostras de R. jimi. (Figura 6) e (Figura 7). 

 

 
Figura 6. Gráfico de amplificação da região ribossomal ITS1‑3 Chytr  

(5’‑CCTTGATATAATACAGTGTGCCATATGTC‑3’) do fungo Bd. Fonte: Silva, 2018. 

 

 

 
Figura 7. Curva de Melting. Fonte: Silva, 2018. 

 

Os resultados desse estudo corroboram para aumentar os relatos de Bd identificados 

em anuros no Brasil, sendo que esse relato é o segundo descrito para a região Nordeste e o 

primeiro caso descrito para o Piauí. O Bd já foi identificado em sete dos 27 estados 
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brasileiros, incluindo São Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Rio Grande do 

Sul, Mato Grosso do sul e Pernambuco (TOLEDO et al., 2006). 

O Brasil apresenta limitados artigos sobre o declínio de anfíbios (HEYER et al., 1988; 

WEYGOLDT, 1989; BERTOLUCI; HEYER, 1995; GUIX et al., 1998; POMBAL; 

HADDAD, 1999; IZECKSOHN; CARVALHO; SILVA, 2001; ETEROVICK et al., 2005). E 

esse fato está atrelado ao fato de não existir um programa de monitoramento populacional em 

larga escala e, portanto, quase nada se sabe sobre os tamanhos populacionais das diferentes 

espécies de anfíbios e sobre suas oscilações (ETEROVICK et al., 2005). 

O registro mais antigo do fungo Bd no Brasil data de 1981, mas até os dias de hoje são 

poucos os dados divulgados sobre o Bd. E a maioria dos casos foram identificados em áreas 

de Mata Atlântica (TOLEDO et al., 2006). Ainda não existe registro que vincule diretamente 

o fungo ao declínio de anuros nessas localidades, mas animais já foram encontrados na 

natureza bastante debilitados e a presença do fungo em sua pele foi comprovada. E convém 

destacar que a mata atlântica faz transição com o cerrado e este está localizado 

predominantemente no Planalto Central, compreende os Estados de Goiás, Bahia, Minas 

Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhão, Tocantins, São Paulo, Distrito Federal 

e Piauí (RIBEIRO; WALTER, 1998; DURIGAN et al., 2002), e essa transição pode ter 

facilitado que o fungo se espalhasse para as demais localidades (RON, 2005). 

Informações sobre a distribuição de Bd em grandes biomas brasileiros como o 

Cerrado, Pantanal e Mata Atlântica ainda é bastante limitado. A mesma falta de informação é 

válida para América do Sul como um todo, onde apenas cerca de 20 espécies foram relatadas 

como infectadas em seis países (HANSELMANN et al., 2004; HERRERA et al., 2005; 

SEIMON et al., 2005; RON, 2005). E além de serem limitadas grande parte dos estudos com 

o Bd são realizados com técnicas histológicas, essas técnicas porém podem gerar falsos 

negativos por causa da sua sensibilidade limitada, e em vista a isso pode gerar incerteza nos 

dados (PUSCHENDORF; BOLAÑOS, 2006). Já a técnica de PCR segundo Boyle et al., 

(2007) é uma técnica de alta sensibilidade, pois possui uma especificidade grande se 

comparado com outras técnicas de diagnósticos. A técnica não gera falsos negativos (PCR 

Real-time) e foi utilizada para a elucidação dessa pesquisa. 

Fazendo assim necessários mais estudos relacionados a esse tema para que tenhamos 

um maior conhecimento a nível global a respeito do Bd, e através desses estudos termos um 

maior monitoramento do impacto que esse fungo vem causando na vida seus hospedeiros. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 

O desenvolvimento desse trabalho foi de fundamental importância, pois foi possível 

fazer o primeiro registro de Bd para o estado do Piauí região do semiárido, e segundo estado 

do Nordeste a ser detectado nas espécie Rhinella granulosa e R. jimi.  

Os dados desse estudo permitem o monitoramento do Bd nas regiões do Brasil, pois 

são limitados os estudos sobre esse fungo para região nordeste.  

 O registro do Bd no semiárido nordestino amplia a distribuição geográfica do Bd no 

Nordeste brasileiro, o que indica a resistência do Bd, um fungo aquático em áreas secas. 
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