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RESUMO

Durante os meses de julho a outubro de 2001 foltilizou-se a soma dos quadrados internos para estimar a
realizado um experimento a fim de verificar a variabilidadevariabilidade interna de cada populacdo, e os dados mostra-
genética entre os animdiana catesbeiande ranarios ram que os animais do estado de Goias apresentaram a mai-
dos estados de Goias, Para e Parana. A diversidade genéti-diversidade interna (148,4167). A andlise das distancias
ca foi avaliada utilizando-se marcador molecular tipo RAPD genéticas entre populacdes (pelo teste PhiST) mostrou que
Ensaios tipo RAPD resultaram em 105 marcadores (bams animais provenientes dos estados de Goids e Paran&
das), os quais foram todos polimérficos. Procedendo-se formaram um grupo (distancia genética de 0,2002) e os do
andlise de divergéncia genética calculada peftware  estado do Para formaram um grupo a parte (distancia Para e
WINAMOVA, a variacdo genética intrapopulacional Goias 0,3783, Para e Parana 0,4283).

(65,15%) foi maior que a variagdo entre populacoes (34,85%).

PALAVRAS-CHAVE: Divergéncia genética, marcador molecular, popula¢faes catesbeiana

SUMMARY

GENETIC VARIABILITY OF COMMERCIAL FROG RANA CATESBEIANAROM POPULATIONS RAISED IN THE
STATES OF GOIAS, PARA AND PARANA IN INTENSIVE SYSTEMS

During the months of July to October of 2001 the software Winamova, the genetic variation intra population
experiment was conducted to verify if genetic variability (65,15%) was larger than the variation among populations
exists among the animaRgna catesbeianaf frogs culture  (34,85%). The sum of the internal squares was used to verify
of the Goias, Para and Parana state. In order to evaluate ttiee internal variability of the populations, the data showed
genetic diversity molecular markers type RAPD were usedthat the animals of the state of Goias presented the largest
The genetics exams were accomplished in the Laboratorinternal diversity (148,4167). The analysis of the genetic
of Biochemistry and Genetic Engineering, Department ofdistances among populations (test PhiST), showed that the
Physiologic Sciences of the Institute of Biological Sciencesanimals of the state of Goids and Parana formed a group
of the Federal University of Goias. Rehearsals of RAPD(genetic distance of 0, 2002) and of the state of Para formed
resulted in 105 markers (bands), which were all polymophicsother group (distance Para and Goiés 0,3783, Par4 and Parana
Using the analysis of genetic divergence calculated by th@,4283).

KEY-WORDS: Genetic divergence, molecular marker, populatiRasa catesbeiana.

INTRODUCAO poder consumidor da classe média alta, que expres-

sou o desejo de consumir outras fontes de proteina

A ranicultura se tornou uma das atividades enanimal que ndo as convencionais. Ressalte-se que o
ascensdao no Brasil e no mundo, com o aumento d®rasil detém a melhor tecnologia de produc¢éo de
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Rana catesbeianam cativeiro e € também um dos Ciéncias Fisiolégicas, da Universidade Federal de
maiores produtores mundiais (SILVA, 2000). Goiés.

Em regides de clima frio ocorre uma entressafra Foram selecionados aleatoriamente 12 animais
reprodutiva mais acentuada, se comparada as ngrovenientes dos ranarios dos estados do Para
gibes tropicais e tém-se observado diferencas pr¢Ramazon), Parana (Ranaluz) e Goias (Nasoli). A
dutivas muito acentuadas nas rés produzidas em aaxtracdo do DNA total foi feita utilizandokut
tiveiro. Algumas delas apresentam sinais de sere@FX™ Genomic Blood DNA Purification
menos estressadas, outras sdo mais doceis e se@enershan Pharmacia Biotechnology). Para ampli-
senvolvem mais rapidamente, pois se alimentam méeacéo de DNA pela técnica RAPD, utilizaram-se
lhor, consequientemente, com indices muito bons dmnformeprimersTabela 1:
conversdao alimentar. Com relacdo a resisténcia a
doencas e taxas de sobrevivéncia em todas as eta-
pas de desenvolvimento, tem-se constatado tambéMBELA 1. Primersutilizados para amplificacdo de DNA
a mesma diversidade, até mesmo dentro de unf§la técnica RAPD

mesma populacao.

Atecnologia da reacao de polimerase em Cac¢gigo doprimer Seqiiéncia dprimer5’ 3’
deia (Polymerase Chain Reaction — PCR) foi descri-
ta por Kary Mullis em meados da década de 80 —AM4 AGGGGTCTTG
(SAIKl et al.,1985, MULLIS & FALLONA, 1987). AM 7 AGGTGACCGT
Desde sua concepcao, esta tecnologia causou uma g'\'fclgl ??ggfégg%
verdadeira revolugéo na biologia, tanto na pesquisa opc g7 GTCCCGACGA
visando ao entendimento de processos bioldgicos fun- opcos TGGACCGGTG
damentais como nas areas aplicadas envolvendo dia- OPC 13 AAGCCTCGTC
gnosticos e melhoramento genético de plantas e ani- ©PC14 TGCTTGCTTG
mais domésticos. 8§ﬁ (13 gg%%%f@ii

Esta técnica (PCR) envolve a sintese opHoa GGAAGTCGCC
enziméatican vitro de milhdes de cépias de um  OPHO7 CTGCATCGTG
segmento especifico de DNA na presen¢a da enzima OPHO08 GAAACACCCC
DNA polimerase. A reacdo de PCR se baseia no ©PH12 ACGCGCATGT
anelamento e extensdo enzimatica de um par de 8:33 1? TgATgﬁgTCCTgTGC
oligonucleotideos utilizados como iniciadores que  opH 19 CTGACCAGCC
delimitam a sequéncia de DNA de fitaduplaalvo opPH20 GGGAGACATC

da amplificacdo. Estggimerssao sintetizados ar-
tificialmente de maneira que suas sequéncias de OsprimersOPC e OPH foram obtidos da

nucleotideos sejam complementares a seqUénci@ﬁ)eron Biotechnology; qwimersAM foram ob-
especificas que flanqueiam aregiao-alvo (MULLIS;q45 g6 Centro de Biotecnologia da Amazonia.

& FALL_ONA’ 1987). N . Os produtos da reacédo de PCR foram anali-
Diante dessas observacoes, verificou-se a n%-

. . o ados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
cessidade de realizar estudos de variabilidade gené P g g °

ca e produtiva nesta espécie, para gue programas @AMBROOK et al., 1989). Os produtos de am-
P Pecie, para gue prog ﬁficac;éo de RAPD foram analisados e convertidos

melhoramento genético sejam realizados, com vista% .

. . __.___em presenca ou auséncia de bandas (presenca 1 ou

a um melhor desempenho e condicbes zootécnicas.” . .
auséncia 0).

Os resultados obtidos foram submetidos a

andlise de variancia molecular (AMOVA) proposta
As andlises laboratoriais foram realizadas n&"ginalmente por Excoffier et 4992) e utilizada

laboratério de Bioquimica e Engenharia Genética dB2a marcadores RAPD por HUFF et al. (1993).
Instituto de Ciéncias Biologicas, Departamento dé-SS@ metodologia permite a decomposicdo da
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variancia genética total em seus componentes intere O teste de significancia neste caso é realizado
intrapopulacionais. Partindo-se da matriz deatravés do procedimento de Monte Carlo utilizando-
distancias genéticas, definidas como sendo se permutacfes (MANLY, 1997). Valores de PhiST
complemento do coeficiente de similaridade entr@btidos para cada uma das amostras oriundas do
os individuos, e utilizando uma estrutura similar grocedimento de Monte Carlo sédo comparados com
analise de variancia, sdo estimados os componentesvalor inicialmente observado. O nivel de
de variancia ao nivel populaciorsdd) e ao nivelde  significancia do valor observado (p-valor) € entao
individuos dentro da populacad?). Com base definido como sendo a propor¢cao das amostras
nesses componentes obtém-se uma estatistioatidas por permutacéo (sob hip6tese de nulidade,
andloga a estatistica Fst de WRIGHT, designada aei seja, PhiST = 0), que forneceram valores de PhiST
PhiST, dada por PhiST s%/(s?% .S?%), que maiores ou iguais ao valor observado. Considerou-
representa a propor¢ao da variancia genética totaé neste trabalho, como comumente utilizado na
que esta entre as populagoes. literatura, um limite critico de significancia de 0,05
para o p-valor.

FIGURA 1. Andlise por eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos de amplificac&o obtidasroem o
OPH 20 nos pocinhos 1 e 20 marcadores de peso molecular 100 pb (pares de base) (Amershan Pharmacia).
Pocinhos de 2 a 13 amostras provenientes de Goias, de 14 a 19, 21 e 22 provenientes do Parana.

A partir dos dados de matriz de similaridadeanimais 12, 13 e 14 apresentam o mesmo padrdo de
de Jaccard para pares de individuos, realizou-seaanplificacdo de DNA. J& os animais 15 e 16
analise de agrupamento utilizando-se o critéri@apresentam duas bandas comuns e outra diferente,
UPGMA (Unweighted paired-group method usingquando comparados aos animais 12, 13 e 14. Cada

arithmetic averages). banda amplificada foi classificada como presente ou
ausente em cada um dos animais analisados, e 0s
RESULTADOS E DISCUSSAO resultados obtidos foram transformados em uma
matriz e analisados com a utilizacdo do programa
Analise dosprimersutilizados WINAMOVA (EXCOFFIER et al., 1992).

RODRIGUES (2000) e BATISTA (2001), em

Todos osprimers testados neste trabalho estudos sobre a variabilidade genética de anfibios uti-
resultaram na amplificagéo de fragmentos de DNAjjzando a técnica de RAPD, encontraram resultados
totalizando 105 marcadores polimorficos (bandassemelhantes aos obtidos neste trabalho, em que a
Na Figura 1 pode-se observar a diversidade genétigaaioria das bandas foi polimoérfica. Eles observaram,
presente nas populactes analisadas, através @@nbém, que algunzimersfornecem melhores
amplificacéo diferencial de bandas nos diferenteamplificacées por apresentarem um bom niimero de
animais, quando utilizado mesmiamer,em que os  fragmentos amplificados de boa intensidade no gel.
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Os dados apresentados na Tabela 2 mostraMBE_LA 3. Variapilidade,genética interna das populggﬁes
que a variabilidade genética é maior dentro das pd€ Goiés, Parana e Para pela soma de quadrados internos
pulacBes estudadas do que entre as populagdes. BJEI0S pela andise do WINAMOVA.
individuos provenientes do Parana foram os que apre-

sentaram menor diversidade genética interna e o pipbpulacao Soma dos quadrados
desempenho zootécnico (dados ndo apresentados).

Utilizando o programa WINAMOVA obteve-se um Goias 148,4167

valor de PhiST de 0,349, sendo 34,85% resultantearana 122,2500

de uma variagao entre as populacdes e 65,15¢4 138,9167
intrapopulacional.

TABELA 4. Distancias genéticas (PhiST) entre as popula-
¢Oes dos estados de Goias, Parana e Para, utilizando 1000
permutacgdes (p<0,001)

TABELA 2. Resumo das analises estatisticas de variancia
molecular para as popula¢cbesRkena catesbeiana.

Populagéo Distancia
genética

Fonte de variagéo aviacdo GL

Goias — Parana 0,2002
Entre populacdes 34,85% 2 Goias — Para 0,3783

0 0,

Intrapopulagdes 65,15% 11 Parana — Paré 04283
TOTAL 100%

As matrizes utilizadas para formacgéo de
BATISTA (2001), em estudo sobre a estrutu-plantel do ranario paraense foram obtidas de ranarios
ra genética populacional @ysalaemus cuvieri  diferentes. Os machos foram trazidos de um ranario
obteve resultados semelhantes aos encontrados, @@Fortaleza, CE, enquanto as fémeas de um ranario
que a maior parte da variagdo genética foi devida gsotiguar (VIANA, 2001); ja os animais do Parana
componente intrapopulacional, com 84,96%, ennao tinham nenhum controle de matrizes — o que pode
quanto entre as populac¢des a variacao observag promovido uma alta consangtiinidade —enquanto
foi de 2,60%. 0s pais dos animais de Goias foram selecionados de
Os dados apresentados na Tabela 3 podeatordo com o tamanho e caracteristicas sexuais
ser utilizados para estimar a variabilidade interna dsecundarias, para evitar que houvesse acasalamento
cada populacéo, em que se observa que a divergitre individuos de parentesco préximo (irm&os,
dade interna nas trés populacdes estudadas foi bagis). Registre-se que os dados de selecdo das
tante alta. Pode-se inferir que a maior variabilidadenatrizes foram relatados pelos responsaveis técnicos
encontrada foi em individuos provenientes do estate cada ranario.
do de Goias e a menor em individuos provenientes
do Parana (SILVA, 2000; LENARTOWICZ, 2001). Analise de divergéncia genética pelo método
De acordo com os dados da Tabela 4 a me- de agrupamento
nor variacao genética € encontrada quando se com-
param animais provenientes dos estados de Goiase A observagdo do dendograma (Figura 2)
Parana; ja a maior distancia genética foi encontradadica que os animais do estado do Para formaram
entre individuos provenientes do Parana e Para. um grupo separado dos demais, demonstrando que
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FIGURA 2. Dendograma construido pelo método UPGMA a partir de matriz de similaridade obtida pelo indice de Jaccard
dos dados dos animais da populacao de Goias, Parana e Para (1 a 12 individuos provenientes de Goias, 13 a 24 do P«
e 25 a 36 do Pard).

estdo mais distantes geneticamente das outraem um maior nimero de animais de uma mesma
populacdes estudadas, corroborando com os dadpspulagéo.

da Tabela 4. A maioria dos individuos da populagdo ~ Ademais, salienta-se que a populagao prove-
de Goias formou um grupo juntamente com osiente do ranario de Goias é a mais indicada para a
individuos da populacao do Parand. Dois individuoeealizacao desse tipo de estudos, visto que é a popu-
provenientes de Goias (7 e 8) agruparam-se melhtacao que apresenta maior diversidade interna (Ta-
com os individuos provenientes do Para. (bela 3).

agrupamento dos individuos de Goias reforcaamaior ~ Os animais provenientes do ranario do Parana
diversidade genética interna quando comparada coapresentaram o pior desempenho zootécnico e a
a diversidade dos demais, confirmando os dadasenor diversidade interna, o que poderia ser expli-

obtidos na Tabela. cado pela falta de critérios de selecao das matrizes.
Uma forma de melhorar o plantel do ranario
CONCLUSOES paranaense poderia ser cruzar matrizes desse ranario

com animais provenientes do ranario paraense, uma

Os dados obtidos neste trabalho mostram queez que esta populagéo apresentou o melhor desem-
existe uma grande diversidade genética nos animgienho zootécnico e a maior distancia genética da
analisados, e que essa diversidade se deve, na mgopulacéo paranaense (HLENARTOWICZ, 2001).
parte, ao componente intrapopulacional, que
representou 65,15% da diversidade encontrada REFERENCIAS
(Tabela 2). Vale destacar que, para a realizacao de
um estudo de melhoramento genético desses animd@\TISTA, C. G.Estrutura genética populacional
poderia ser mais produtivo desenvolver um trabalhde Physalaemus cuvieriFitzinger, 1826
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(Lissamphibia: Leptodactylidae) em fragmentos marcadores RAPD.2000. Dissertagao (Mestrado
antropicos e naturais de cerrado2001.31p. Dis- em Biologia) — Universidade Federal de Goias,
sertacao (Mestrado em Biologia) — Universidadesoiania, 2000.
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