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RESUMO

Recentemente a producdo aqlicola brasileira tem apresentado um grande
progresso. Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, a piapara (Leporinus elongatus),
tem sido amplamente preconizada. Com objetivo de avaliar os programas de repovoamento,
foram analisadas a variabilidade e a divergéncia genética de trés estoques de piapara com a
técnica de RAPD. O primeiro estoque pertence a Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da
Duke Energy International (A); o segundo a piscicultura de Rolandia (B) e o terceiro ao
Programa de Repovoamento dos Rios do Parana (C). Os dez primers para RAPD utilizados
produziram 105 fragmentos polimorficos, conferindo um polimorfismo de 98,1% para 0s
trés estoques avaliados. A porcentagem de locos polimorficos e indice de Shannon foi
superior para o estoque A. Porém, todos valores foram elevados, indicando uma alta
diversidade intrapopulacional. Os valores de Gst, indicam que houve uma baixa
diferenciacdo genética entre os estoques A x B e uma moderada diferenciacdo entre os
demais. O Nm foi maior entre os estoques A x B. A distancia genética e o dendrograma

indicam que os estoques A x B sdo menos distantes geneticamente.



ABSTRACT

Recently the Brazilian aquiculture production has presented a great progress.
Amongst cultivated native species in Brazil, piapara (Leporinus elogatus) has been widely
praised. With the objective of to evaluate restock programs, the variability and genetic
divergence of three piapara supplies had been analyzed, using RAPD technique. The first
supply belongs to the Aquiculture and Hydrology Station of Duke Energy International
(A); second to the Rolandia fish culture (B) and third to the Restock Program of Parana
Rivers (C). Ten primers used for RAPD produced 105 polymorphic loci, conferring a
polymorphism of 98.1% for the three evaluated supplies. Polymorphism loci percentage
and Shannon index were higher for a supply. However, all values were high, indicating
high intrapopulation diversity. The Gst values indicate a low genetic variation between A x
B stocking and a moderate differentiation amongst others. The Nm was higher between A x
B supplies. Genetic distance and dendrogram, indicate that A x B supplies are less distant

genetically.



| - INTRODUCAO

A producdo aqlicola brasileira passou de 20,5 mil toneladas, em 1990, para 210
mil toneladas, em 2001, com um aumento de 925%, enquanto a aquicultura mundial teve
um crescimento de 187% no mesmo periodo, o0 que fez com que o pais ocupasse a 19°
posicdo na producdo de organismos aquaticos (Borghetti et al., 2003). De acordo com o
estudo “O estado da aquicultura mundial em 2006”, realizado pela subcomissdo de
Aguicultura da FAO em Nova Déli, na india; em 1980, apenas 9% dos peixes consumidos
no mundo vinham da aqicultura. Hoje, o indice é de 43%. Esse percentual equivale a 45,5
milhdes de peixes de cativeiro por ano, que totalizam cerca de U$$ 63 bilhdes. Porém, o
Brasil apresenta uma série de condicdes que poderiam aumentar ainda mais sua
produtividade, tais como condig¢des climaticas adequadas, baixo custo da terra, uma grande
variedade de espécies com valor econdmico adaptaveis aos cultivos, profissionais
qualificados e com experiéncia internacional, mercado consumidor potencial, infra-
estrutura de apoio e escoamento para exportacdo, linhas de crédito, auséncia de poluicéo e
contaminacdo acentuada dos ecossistemas aquaticos e também é um grande produtor e
exportador de soja e outros graos que formam a base da maior parte da alimentacdo dos

peixes (Lovshin, 2000).



De acordo com a FAO (2002), um hectare cultivado com peixes produz mais do
que com qualquer outro animal. Também é crescente a demanda mundial por alimento de
origem aquatica devido tanto a expansao populacional como a preferéncia por alimentos
saudaveis (Bailey, 1997; Valenti et al., 2000). Por isso, a aquicultura vem assumindo
importancia cada vez maior no panorama do abastecimento alimentar mundial.

Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, a piapara é amplamente
preconizada para pisciculturas, principalmente nos estados da regido Sudeste e Sul, pois em
cativeiro apresentam bom ganho em peso e boa conversao alimentar, podendo atingir mais
de 1,0 kg de peso no periodo de um ano (Moreira et al., 2001).

Apesar de ter wma grande importancia econdmica, houve uma reducdo na
guantidade de individuos coletados de piapara nos ultimos anos, isso deve ter ocorrido
provavelmente devido asa alteragdes em seu habitat. Dessa forma, o Leporinus elongatus é
uma espécie promissora para o cultivo, desde que seja realizado um manejo adequado;
baseado em critérios genéticos (Martins et al., 2003).

O cultivo de espécies nativas na piscicultura apresenta diversas vantagens, tais
como, existéncia de adaptacdo as condi¢des climaticas regionais, capacidade de ingestéo de
alimentos em baixa temperatura, resisténcia a agentes causadores de doengas; maior
viabilidade na formacdo de plantel de reprodutores, hébito de consumo dos peixes na
regido. Porém, modificacfes causadas nos ambientes naturais, tais como desmatamento da
vegetacdo ciliar dos rios; despejo de efluentes domésticos e industriais; sobrepesca ao longo
do ano (inclusive em maior intensidade na época de piracema); aproveitamentos
hidrelétricos gerando descontinuidade dos rios, tém provocado a deple¢do dos estoques
naturais de algumas espécies nativas, sendo necessario o desenvolvimento de métodos de

conservacao, reproducéo e repovoamento (Vinatea, 2004).




O Leporinus elongatus pertence a ordem Characiformes, familia Anostomidae, €
também conhecido popularmente como piapara, piaba, piau (Reis et al., 2003). Os
representantes da ordem Characiformes encontram-se distribuidos pelos continentes
africano e americano, desde o México até a Patagbnia. Esta ordem representa um dos
maiores grupos de peixes de agua doce do mundo, com 237 géneros e 1.343 espécies
(Nelson, 1994). Estes organismos apresentam uma enorme diversidade de formas, vivendo
nos mais variados tipos de ambientes aquaticos, exibindo uma ampla diversidade em sua
dieta, desde detritivoros e herbivoros até predadores piscivoros. O L. elongatus € herbivoro,
preferencialmente frugivoro, e-se escondem-se em troncos e outros substratos existentes no
seu habitat (Filho e Ribeiro, 1991).

Nos ultimos anos, programas de aqiicultura tém dado elevada importancia as
avaliacOes genéticas, com vistas ndo somente a ampliar a produgdo como também manter a
diversidade genética dos estoques (Martins et al., 2002). O conhecimento da diversidade
genética dos estoques naturais ou cultivados de peixes é de fundamental importancia para o
manejo correto destes estoques. Surpreendentemente as informacOes sobre a diversidade
genética dessa espécie sao incipientes.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na identificagdo de
populacOes; quer cativas, quer selvagens (Kotoulas et al., 1997; McConnell et al., 1997;
Birstein et al., 1998; Policansky e Maguson, 1998).

Um marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas; ou de um segmento especifico de DNA, expresso
ou ndo, como sequéncia de nucleotideos que pode ou ndo ser conhecida (Ferreira e

Grattapaglia, 1998).



Os principais tipos de marcadores moleculares, de acordo com Milach (1998),-
podem ser classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-
los: marcadores que usam hibridizagdo (RFLP-—“Restriction Fragmented Lenght
Polymorphism”, VNTR-*VariableNumber of Tandem Repeats”) e aqueles que usam a
amplificacdo do DNA (RAPD-“Random Amplified Polymorphic DNA”, SSR-“Simple
Sequence Repeats”, AFLP-“Amplified Fragment Length Polymorphism”).

Esses marcadores permitem a verificacdo tanto de relagdes filogenéticas entre
espécies quanto de segregacdo reprodutiva entre populagdes isoladas, mesmo quando
pertencentes ao mesmo estoque de exploracdo pesqueira em zona de alimentagdo comum,
também tém contribuido grandemente para a elucidacéo de questdes relativas a estruturacéo
de populacBes selvagens ou cultivadas de diversas espécies, sobre sua origem e
caracteristicas peculiares, sobre 0 sucesso reprodutivo, taxas de divergéncias genéticas
entre populagdes, migragcdo, tamanho da populacdo, selecdo natural e eventos historicos
(Kotoulas et al., 1997; McConnell et al., 1997; Birstein et al., 1998; Parker et al., 1998;
Policansky e Maguson, 1998; Sunnucks, 2000).

Portanto, é evidente a utilidade cada vez maior dos estudos com marcadores
moleculares considerando as caracteristicas bioldgicas dos peixes, a grande diversidade da
ictiofauna neotropical e a importancia da pesca em diversas regides do mundo (Ward e
Grewe, 1995; Marques, 2002).

A biologia molecular desenvolveu-se de maneira expressiva, apds a descoberta
da estrutura do DNA em 1953 por Watson e Crick (Alberts et al., 1997). Até o inicio dos
anos 70, o DNA era uma molécula dificil de ser analisada bioquimicamente. Hoje, gracas a
evolugdo das técnicas de manipulacdo do DNA, ela é uma das moléculas mais faceis de ser

estudada. O desenvolvimento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do Inglés,



“Polymerase Chain Reaction”) possibilitou avancos significativos na manipulagédo do
material genético (Martins et al., 2002).

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi concebida por Kary
Mullis (Matioli & Passos-Bueno, 2001). A técnica consiste na replicacdo do DNA in vitro,
catalisada por uma DNA polimerase. A reacdo requer a presenca dos quatro tipos de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e de oligonucleotideos sintéticos,
complementares as extremidades da regido do DNA que se deseja amplificar. Esses
oligonucleotideos, denominados “iniciadores” ou primers, funcionam como ponto de inicio
para a sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde, que se estende a partir da
extremidade 3’ da cada primer. Cada ciclo de PCR envolve: a desnaturacdo da molécula de
DNA alvo, obtida por elevacdo da temperatura para 92°C a 95°; anelamento dos primers
por reducdo da temperatura até o ponto ideal para a formacdo das pontes de hidrogénio
entre cada par de primer e a fita molde; e extensdo da sintese da nova fita de DNA
(Regitano et al., 2001). Esta extensdo envolve a adi¢cdo de nucleotideos utilizando como
molde a seqiiéncia-alvo, de maneira que uma copia desta sequéncia é feita no processo.
Este ciclo é repetido por algumas dezenas de vezes. Uma vez que a quantidade de DNA da
seqliéncia dobra a cada ciclo, a amplificacdo segue uma progressao geométrica de maneira
que, depois de 20 ciclos, é produzido mais de um milhdo de vezes a quantidade inicial de
sequéncia alvo. Esta escala de amplificagdo permite, portanto, iniciar com quantidades
minimas de DNA (da ordem de alguns picogramas ou nanogramas) e terminar a reagdo com
grandes quantidades de DNA de uma seqliéncia especifica de interesse (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Os produtos da amplificacdo podem ser visualizados diretamente em

gel de agarose ou poliacrilamida (Marques, 2002).



Particularmente, a tecnologia de PCR tem sido amplamente aplicada na
identificacdo de marcadores de DNA Uteis na aquicultura e na conservagdo de estoques
naturais de espécies de peixes (Martins et al., 2002). O grande avanco na &rea de
marcadores baseados em PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar primers mais
curtos e de sequéncia arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo, eliminando assim a
necessidade do conhecimento prévio de sequéncia. Esta técnica foi desenvolvida
independentemente por dois grupos nos Estados Unidos. Williams et al., (1990)
patentearam a tecnologia com o nome mais comumente utilizado, RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”), DNA polimofico amplificado ao acaso.

RAPD ¢ basicamente uma variacgdo do protocolo de PCR, com duas
caracteristicas distintivas: utiliza primer Unico ao invés de um par de primers; e esse primer
unico teém seqléncia arbitraria, e portanto sua sequéncia alvo € desconhecida.
Normalmente os primers apresentam 10 bases de comprimento (Dinesh et al., 1993).

Para que haja amplificacdo de um fragmento de DNA a partir do uso de primer
para RAPD, duas seqiiéncias de DNA complementares ao primer arbitrario devem estar
suficientemente adjacentes e em orientacdo oposta, de maneira a permitir a amplificacdo
exponencial de um segmento de DNA pela DNA polimerase. Em funcdo da grande
guantidade de DNA produzido, este segmento pode ser visualizado diretamente na forma
de um fragmento num gel de eletroforese. A eletroforese € geralmente conduzida em gel de
agarose e a visualizacdo e feita com brometo de etidio em luz ultravioleta. Tipicamente,
cada primer arbitrario utilizado dirige a sintese de varios segmentos de DNA
simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando assim, em varias bandas no gel

(Ferreira e Grattapaglia, 1998; Dinesh et al., 1993).



O ndmero de loci obtidos pela técnica RAPD é ilimitado, uma vez que varios
primers podem ser utilizados e as seqliéncias destes fragmentos v@o desde sequéncias de
cbpia Unica, até altamente repetida, 0 que da um aumento na variagao genética (Oliveira et
al., in press).

A ampla utilizacdo da técnica RAPD deve-se principalmente a sua rapidez;
relativa acessibilidade; alto polimorfismo; pequena quantidade de material bioldgico para
extracdo de DNA; ndo necessidade do conhecimento prévio do genoma; visualizagdo direta
em gel e por ndo utilizar sondas, é eliminada a necessidade de is6topos radioativos ou
marcacdo nao radioativa (Bartfai et al., 2003; Ferreira e Grattapaglia, 1998). O marcador
RAPD ¢ o de menor custo, é exigido pequeno numero de etapas, pouco tempo para obter 0s
resultados e facilidade de implementagdo (Milach, 1998).

As limitagdes desta técnica ficam por conta de sua expressao alélica dominante,
ou seja, genotipos heterozigotos ndo podem ser discriminados dos homozigotos;
dificuldade de assumir homologia entre dois fragmentos (Lynch e Milligan, 1994; Ferreira
e Grattapaglia, 1998); sensibilidade a pequenas modificacbes de concentragdes dos
componentes da reacdo e baixa reprodutibilidade de um laboratério para outro (Pérez et al.,
1998).

Dentre as técnicas moleculares, a de RAPD teém sido rotineiramente utilizada
para caracterizacdo de populacGes, espécies e linhagens, pois, com base em eventos
recentes, permitem a inferéncia de relagcBes de parentesco entre individuos de uma dada
populacdo e da historia de divergéncia entre populacdes de uma mesma espécie (Marques,
2002; Povh et al., 2005). Segundo Moreira et al. (2003), a técnica de RAPD €é uma

ferramenta adequada para 0 melhoramento genético em peixes.



Além do uso classico na estimativa de similaridade genética entre populacdes,
os marcadores RAPD foram utilizados com sucesso em grande nimero de trabalhos na
obtencdo de padrBes espécies especificaes em peixes (Dinesh et al., 1993, Takagi e
Taniguchi, 1995 e Callejas e Ochando, 1998) e na estimativa de relacfes filogenéticas entre
espécies e subespécies (Bardakci e Skibinski, 1994, Callejas e Ochando, 1998).

Nos ultimos anos, a principal preocupacdo das pesquisas e trabalhos sobre
genética e melhoramento de peixes no Brasil estd sendo orientada para a caracterizacao dos
bancos genéticos de populagBes nativas (Lopes et al., 2002). Segundo Maguelly (1998); a
qualidade genética ou valor reprodutivo dos reprodutores ndo é conhecida, nem controlada.
Com isso, a introdugdo de formas juvenis nos corpos de dgua naturais, resultante de desova
entre individuos geneticamente aparentados, provoca uma deplecdo na qualidade e
variabilidade genética das populagfes selvagens. Dessa forma, introducBes resultantes da
liberagdo pela intervencdo humana, quer para fins de produgédo, repovoamento ou em
alguns casos de forma acidental, podem acarretar em grandes prejuizos ecoldgicos. O
crescente aumento do cultivo de espécies nativas em confinamento acarreta auma
diminuigdo da pesca extrativista nos rios, o que, em Ultima anélise, possibilita auxiliar na
recomposicdo dos estogques naturais destas populacOes, desde que realizado o manejo
adequado.

De acordo com Moreira et al. (2001), um dos grandes problemas da piscicultura
€ a cosanguinidade. Muitas pisciculturas descuidam-se do material genético de seu plantel,
que apds geracbes de cruzamento com individuos aparentados (endogamia), ocorre
diminuicdo da variabilidade genética, aumentando a homozigose, em funcdo disto
ocorrendo maiores chances de genes deletérios e detrimentais se—expressarem—-se NoO

primeiro caso provoca a morte e no segundo provoca reducdo no crescimento, na produgédo



de ovos, na sobrevivéncia, na viabilidade e na menor tolerdncia a temperatura e qualidade
de &gua, entre outras. Os autores também relatam que a cosanguidade ndo intencional
ocorre porque o0s estoques de reprodutores sdo pequenos e/ou fechados, o que pode destruir
rapidamente a variacdo genética da populacdo e aumentar a cosangiinidade, a qual
diminuira a produtividade e aumentara os custos de produc&o.

A técnica de RAPD pode ser empregada para 0 monitoramento genético,
obtendo-se informagdes sobre o fluxo génico, sobre a estimativa da variabilidade e da
divergéncia genética dentro e entre populagdes naturais de peixes (Lopes et al., 2002), com
intuito de melhorar a produtividade em programas de selecdo (Appleyard e Mater, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os programas de repovoamento de
piapara (Leporinus elongatus), estimando a variabilidade e a divergéncia genética de trés
estoques, pertencentes a Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International
(Geragéo Paranapanema), Piscicultura de Rolandia e ao Programa de Repovoamento dos

Rios do Parana.
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111 - DIVERSIDADE GENETICA DE TRES ESTOQUES DE PIAPARA
(Leporinus elongatus), UTILIZANDO RAPD

RESUMO. Recentemente a produgdo aquicola brasileira tem apresentado um
grande progresso. Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, a piapara (Leporinus
elongatus), tem sido amplamente preconizada. Com objetivo de avaliar os programas de
repovoamento, foram analisadas a variabilidade e a divergéncia genética de trés estoques de
piapara com a técnica de RAPD. O primeiro estoque pertence a Estacdo de Aqlicultura e
Hidrologia da Duke Energy International (A); o segundo a piscicultura de Rolandia (B) e o
terceiro ao Programa de Repovoamento dos Rios do Parand (C). Os dez primers para RAPD
utilizados produziram 105 fragmentos polimorficos, conferindo um polimorfismo de 98,1%
para os trés estoques avaliados. A porcentagem de locos polimorficos e indice de Shannon foi
superior para o estoque A. Porém, todos valores foram elevados, indicando uma alta
diversidade intrapopulacional. Os valores de Gst, indicam que houve uma baixa diferenciagdo
genética entre os estoques A x B e uma moderada diferenciagdo entre os demais. O Nm foi
maior entre 0s estoques A x B. A distancia genética e o dendrograma indicam que os estoques

A x B sdo menos distantes geneticamente.

Palavras-chave: Divergéncia genética, locos polimorficos, peixe, RAPD, reprodutores,

variabilidade genética.

ABSTRACT. Recently the Brazilian aquiculture production has presented a great progress.
Amongst cultivated native species in Brazil, piapara (Leporinus elogatus) has been widely
praised. With the objective of to evaluate restock programs, the variability and genetic
divergence of three piapara supplies had been analyzed, using RAPD technique. The first
supply belongs to the Aquiculture and Hydrology Station of Duke Energy International (A);
second to the Rolandia fish culture (B) and third to the Restock Program of Parana Rivers
(C). Ten primers used for RAPD produced 105 polymorphic loci, conferring a polymorphism
of 98.1% for the three evaluated supplies. Polymorphism loci percentage and Shannon index
were higher for a supply. However, all values were high, indicating high intrapopulation
diversity. The Gst values indicate a low genetic variation between A x B stocking and a
moderate differentiation amongst others. The Nm was higher between A x B supplies. Genetic

distance and dendrogram, indicate that A x B supplies are less distant genetically.
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Key words: Genetic divergence, polymorphic loci, fish, RAPD, reproducers, genetic

variability.

INTRODUGCAO

A producdo aqlicola brasileira passou de 20,5 mil toneladas, em 1990, para 210 mil
toneladas, em 2001, com um aumento de 925%, enquanto a aqlicultura mundial teve um
crescimento de 187% no mesmo periodo, o que fez com que o pais ocupasse a 19* posicédo na
producdo de organismos aquéticos (Borghetti et al., 2003). De acordo com o estudo “O estado
da aquicultura mundial em 2006, realizado pela subcomissdo de Aquicultura da FAO em
Nova Déli, na india; em 1980, apenas 9% dos peixes consumidos no mundo vinham da
aquicultura. Hoje, o indice é de 43%. Esse percentual equivale a 45,5 milhdes de peixes de
cativeiro por ano, que totalizam cerca de U$$ 63 bilhdes. Porém, o Brasil apresenta uma série
de condi¢bes que poderiam aumentar ainda mais sua produtividade, tais como clima
adequado, baixo custo da terra, uma variedade de espécies com valor econdmico adaptaveis
aos cultivos, profissionais qualificados e com experiéncia internacional, mercado consumidor
potencial, infra-estrutura de apoio e escoamento para exportacdo, linhas de crédito, auséncia
de poluicdo e contaminacdo acentuada dos ecossistemas aquaticos e também é um grande
produtor e exportador de soja e outros grdos que formam a base da maior parte da alimentacdo
dos peixes (Lovshin, 2000).

Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, a piapara (Leporinus elongatus), é
amplamente preconizada para piscicultura, principalmente nos estados da regido Sudeste e
Sul, pois em cativeiro apresentam bom ganho em peso e boa conversdo alimentar, podendo
atingir mais de 1,0 kg de peso no periodo de um ano (Moreira et al., 2001).

Apesar de ter uma grande importancia econémica, houve uma reducdo na quantidade de
individuos coletados de piapara nos Gltimos anos, isso deve ter ocorrido provavelmente
devido as alteracbes em seu habitat. Dessa forma, o L. elongatus € uma espécie promissora
para o cultivo, desde que seja realizado um manejo adequado baseado em critérios genéticos
(Martins et al., 2003).

A espécie Leporinus elongatus pertence a ordem Characiformes, familia Anostomidae, é
também conhecida popularmente como piapara, piaba, piau (Reis et al., 2003). Os
representantes da ordem Characiformes encontram-se distribuidos pelos continentes africano
e americano, desde o México até a PatagOnia. Esta ordem representa um dos maiores grupos

de peixes de dgua doce do mundo com 237 géneros e 1.343 espécies (Nelson, 1994). Estes
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organismos apresentam uma enorme diversidade de formas, vivendo nos mais variados tipos
de ambientes aquaticos, exibindo uma ampla diversidade de itens em sua dieta, desde
detritivoros e herbivoros até predadores piscivoros. O L. elongatus € herbivoro,
preferencialmente frugivoro, e esconde-se em troncos e outros substratos existentes no seu
habitat (Filho e Ribeiro, 1991).

O conhecimento da diversidade genética dos estoques naturais ou cultivados de peixes é
de fundamental importancia para 0 manejo correto destes estoques. Surpreendentemente as
informagdes sobre a diversidade genética dessa espécie sdo incipientes. Os marcadores
moleculares tém sido amplamente utilizados na identificacdo de populacGes, quer cativas,
quer selvagens. Esses marcadores permitem a verificacao tanto de relagdes filogenéticas entre
especies quanto de segregacdo reprodutiva entre populacdes isoladas, mesmo quando
pertencentes a0 mesmo estoque de exploragdo pesqueira em zona de alimentacdo comum
(Kotoulas et al., 1997; McConnell et al., 1997; Birstein et al., 1998; Policansky e Maguson,
1998).

Desta forma, a determinacdo da variabilidade e da divergéncia genética ¢ de grande
importancia para o progresso do melhoramento genético. A técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic) tem sido utilizada com muito sucesso para a estimagédo do valor de
diversidade genética em populacOes, espécies e linhagens de peixes (Povh et al., 2005). A
ampla utilizacdo da técnica RAPD deve-se principalmente a sua rapidez, relativa
acessibilidade, alto polimorfismo, pequena quantidade de material bioldgico para extracdo de
DNA e a ndo necessidade do conhecimento prévio do genoma (Bértfai et al., 2003). A técnica
RAPD ¢ a de menor custo, pequeno nimero de etapas, pouco tempo para obter os resultados e
facilidade de implementacdo (Milach, 1998). Segundo Moreira et al. (2003), a técnica de
RAPD ¢ uma ferramenta adequada para o melhoramento genético em peixes.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os programas de repovoamento de piapara
(Leporinus elongatus), estimando a variabilidade e a divergéncia genética de trés estoques,
pertencentes a Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International (Geragao
Paranapanema), Piscicultura de Rolandia e ao Programa de Repovoamento dos Rios do

Parana.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Para avaliar a variabilidade e a divergéncia genética foram utilizadas trés populacdes
estocadas de piapara (Leporinus elongatus), pertencentes a Estacdo de Aquicultura e
Hidrologia da Duke Energy International (Geracdo Paranapanema) (A) localizada no
municipio de Salto Grande (SP), a segunda pertencente a pisicultura de Rolandia, PR (B) e a
terceira pertencente ao Programa de Repovoamento dos Rios do Parana (C).

Foram utilizadas 57 amostras de reprodutores, sendo 28 individuos pertencentes a Duke
Energy, 29 individuos a piscicultura de Rolandia e 27 amostras de larvas fornecidas pelo
Programa de Repovoamento dos Rios do Parana.

Estes estoques de piapara sdo destinados a producdo de alevinos para o programa de

repovoamento dos Rios do Parana, financiado pelo Governo do Estado do Parana.

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

Para a extracdo de DNA, foi utilizada a metodologia descrita por Bardakci e Skibinski
(1994), modificada por Povh et al. (2005). Os fragmentos de nadadeira caudal de
aproximadamente 0,5 cm? preservados a -20°C com etanol 70%, foram colocados em
microtubos com 550 pl de tampéo de lise (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de EDTA, 100
mM de NaCl e 1% de SDS) e 200 ug/ml de proteinase K, e em seguida incubados em banho-
maria a 50°C *“overnight”. Posteriormente, 0 DNA foi purificado com duas extragdes com
fenol-Tris pH 8,0 e trés de cloroférmio. O DNA obtido foi precipitado com duas vezes e meia
de volume de etanol absoluto e um decimo de volume de acetato de sédio em relacdo ao
volume recuperado, e foi incubado por duas horas a -20°C. Em seguida, o DNA foi
centrifugado, lavado com 2 ml de etanol 70%, e ressuspendido em 60 ul de tampdo TE (10
mM de Tris pH 8,0 e 1 mM de EDTA) e tratado com 30 ug/ml de RNAse. O DNA
permaneceu por 40 minutos em banho-maria a 37°C, sendo, em seguida, conservado a -20°C.

A estimativa da quantidade de DNA presente em cada amostra foi feita pela comparacéo
com DNA do fago A, de concentracdo conhecida, por meio de eletroforese em gel de agarose
1% com tampdo TAE (40 mM tris-base; 10 mM &cido bérico; 2M EDTA pH8,0) e a imagem
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capturada por um sistema da EDAS (Kodak 1D Image Analysis 3.5). Com base nestas

estimativas, as amostras foram diluidas para a concentracdo de 10 ng/ul.

AMPLIFICACAO

As condigdes de amplificagdes foram baseadas nas descritas por Williams et al. (1990),
com algumas modificagdes. O DNA gendmico foi amplificado em um volume de reacéo de
15 ul, no qual se utilizou tampao Tris-KCI 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), 2
mM de MgCl,, 0,46 mM de primer (oligonucleotideos), 0,2 mM de cada dNTPs , uma
unidade de Tag DNA Polimerase, e 10 ng de DNA molde. As reacdes de RAPD foram
amplificadas num termociclador “Eppendorf Mastercycler® Gradient”, programado para 40
ciclos, com um passo inicial de desnaturacdo a 96°C, por cinco minutos e um passo final de
extensdo a 72°C, por sete minutos. Cada ciclo consistiu de um minuto a 94°C, um minuto e
trinta segundos a 36°C e dois minutos a 72°C.

Foram avaliados 60 primers do Kit Operon (Operon Technologies Inc. Alameda, CA,
EUA). Para avaliar os diferentes estoques foram selecionados 10, que apresentaram bom
padrdo de amplificacéo.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,7%. Foram utilizados
15 ul do produto amplificado e 2 ul de tampéo de amostra (40% de sacarose e 0,25% de azul
de bromofenol) em eletroforese horizontal. A eletroforese foi conduzida em 60 volts por
quatro horas em um cuba horizontal usando tampao TBE 1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM
de &cido borico e 83 mM de EDTA). Foi utilizado um controle negativo (N) para cada reagéo,
onde sua amplificagdo foi executada adicionando-se todos 0s componentes, citados
anteriormente, exceto o DNA alvo.

Para a revelacdo do gel, utilizou-se um banho de brometo de etideo a 0,5 pg/ml, por 30
minutos. Posteriormente, os géis foram fotografados usando o sistema EDAS (Kodak 1D

Image Analysis 3.5).

ANALISE DOS DADOS

O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparacdo com o padrdo DNA Ladder de
100 pb (15 bandas com tamanho entre 100 e 2072 pb).
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A presenca ou auséncia de bandas de tamanhos moleculares idénticos (mesmo
fragmento), foi usada para a construcdo de uma matriz de similaridade, codificando “1”, como
a presenca da banda no gel e “0” como sua auséncia.

A variabilidade genética para cada estoque foi determinada pela porcentagem de locos
polimorficos e pelo indice de diversidade de Shannon, e a variabilidade genética entre os
estoques foi determinada pela diversidade genética de Nei (1987) (Gst) e pelo nimero de
migrantes por geracdo (Nm). Para estas analises foi utilizado o programa PopGene 1.31 (Yeh
etal., 1999).

A divergéncia genética entre os estoques foi analisada atraves da distancia genética de
Nei (1972). A fim de representar graficamente o padrdo de divergéncia genética, foi
construido um dendrograma da distancia genética, baseado em Nei (1972), pelo algoritmo de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average).
Utilizou-se para essas analises o programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
QUALIDADE DO DNA

Pela anélise em gel de agarose, observou-se que ndo ocorreu degradacdo do DNA em
nenhuma das amostras e que também ndo houve excesso de proteina que pudesse prejudicar a
amplificacdo. Desta forma, a extracdo de DNA de fragmentos de nadadeira utilizada neste
trabalho mostrou-se eficiente. Segundo Wasko et al. (2003) a extracdo de DNA de fragmentos
de nadadeira apresenta bons resultados, sendo mais simples que a extracdo de DNA do

musculo ou do sangue.

Locos POLIMORFICOS

Dos sessenta primers do kit Operon (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA)
avaliados, foram selecionados os 10 melhores, com base no nimero e na nitidez dos
fragmentos produzidos.

Na Tabela 1, sdo apresentadas as sequéncias dos dez primers selecionados, a
porcentagem das bases pirimidinicas (G e C), o nimero de fragmentos, nimero de fragmentos

polimoficos e o tamanho dos fragmentos amplificados.
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Tabela 1. Seqliéncias de nucleotideos dos primers, porcentagem de bases pirimidinicas G +
C, numero de fragmentos, nimero de fragmentos polimorficos e tamanho dos fragmentos

amplificados para os estoques de piapara (Leporinus elongatus).
Table 1. Primers Nucleotidic sequences, G + C pyrimidic base percentage, number of loci, number of

polymorphic loci and size of amplified fragment in piapara (Leporinus elongatus) supplies.

Primers Sequéncia de % N° de N° de Tamanho dos
nucleotideos (3° = 5°) | (G+C) | fragmentos | fragmentos | fragmentos
polimorficos (pb)
A-16 AGC CAG CGA A 60 15 15 200-2072
X-01 CTG GGC ACG A 70 11 11 480-1700
X-03 TGG CGC AGT G 70 9 9 500-2072
X-11 GGAGCCTCAG 70 12 11 400-2072
W-01 CTCAGT GTCC 60 9 9 400-2200
W-02 ACCCCGCCAA 70 11 11 300-2072
W-03 GTC CGG AGT G 70 10 10 400-2500
W-04 CAG AAGCGG A 60 8 8 400-2172
W-08 GACTGCCTCT 60 9 9 350-1500
W19 CAAAGCGCTC 60 13 12 200-2100
Total - - 107 105 200-2500

Todos os primers selecionados produziram diferentes padrdes de fragmentos RAPD para
as trés populacdes. O nimero de fragmentos nitidos e reproduziveis geradas por primer nos
trés estoques variaram de oito a 15 e o tamanho desses produtos amplificados permaneceram
entre 200-2500 pb. Nao foram encontrados fragmentos exclusivos para as trés populacoes
avaliadas. Dos 107 locos analisados para os 10 primers randémicos, 105 foram polimoérficos
(98,1%) e dois monomorficos (1,9%).

Valores semelhantes quanto ao nimero de primers utilizados e polimorfismo genético
foram econtrados por Prioli et al. (2002), que com 10 primers, obtiveram 87 locos, com um
total de 90,0% de polimorfismo para o0 género Astyanax. Oliveira (2001), trabalhando com
populacdes de género Steindachnerina identificou valores semelhantes de nimero de primers
e numero e tamanho de fragmentos, onde, com nove primers obteve um nudmero de
fragmentos que variou de oito a 16 e o tamanho dos produtos amplificados permaneceu entre
330-2400 pb; destes 76 fragmentos foram polimorficos. Dados superiores foram encontrados
por Almeida et al. (2003), que analisando popula¢cfes de Pimelodus maculatus obtiveram um
total de 210 locos utilizando 15 primers, variando de seis a 19 locos. Valores inferiores de
polimorfismo foram encontrados por Lopera-Barrero (2005), que trabalhando com estoques
de piracanjuba (Brycon orbignianus), encontrou um total de 87 fragmentos dos quais 61 locos
eram polimdrficos (70,11%); por Povh et al. (2005) que tabalhando com linhagens de tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus) obtiveram 90 locos com nove primers, dos quais 50% dos
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locos eram polimorficos e por Foresti (2001) que trabalhando com estoques de reprodutores
de curimbata (Prochilodus lineatus) e pacu (Piaractus mesopotamicus) obteve 78,94% e

45,45% de porcentagem de locos polimorficos para estas espécies respectivamente.

VARIABILIDADE GENETICA

A porcentagem de fragmentos polimérficos e os valores do indice de Shannon dos
estoques de reprodutores da Duke Energy (A), da piscicultura de Rolandia (B) e de larvas
fornecidas pelo Programa de Repovoamento dos Rios do Parand (C) estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem de fragmentos polimorficos e indice de Shannon dos estoques de
reprodutores e larvas de piapara (Leporinus elongatus), obtidos pelo programa Popgene 1.31.

Table 2. Polymorphic loci percentage and Shannon index of reproducers and larvae supplies of piapara

(Leporinus elongatus), gotten by Popgene 1.31 program.

Populagdes % de Fragmentos indice de Shannon
Polimdrficos
A 88,8% 0,4470
B 85,1% 0,4394
C 81,3% 0,4086

A porcentagem de fragmentos polimorficos foi superior para o estoque A (88,8%)
quando comparados ao estoque B (85,1%) e C (81,3%). Porém, todos valores foram elevados,
indicando uma alta variabilidade.

Segundo Pineda (2004), os peixes cultivados em ambientes controlados podem estar
expostos a uma diminuigdo da sua variabilidade genética, devido ao cruzamento de individuos
geneticamente aparentados e as praticas de manejo inadequadas, ocasionando
homogeneizacdo do componente genético dos descendentes. Os resultados do presente
trabalno mostram que a variabilidade genética obtida pela porcentagem de fragmentos
polimorficos foi alta, denotando que as condi¢bes de manejos realizados para as duas
populacdes estoques e para a de larva tém garantido a manutencdo da variabilidade genética.

Chiari e Sodré (2001), também estudaram especies da familia Anostomidae e
encontraram valores inferiores de variabilidade genética pela porcentagem de fragmentos

polimorficos (29,3% a 58,7%). Oliveira (2004), analisando relacdes genéticas entre
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populacbes do género Cicla introduzidas na bacia do rio Parana, encontrou baixos valores
percentuais de fragmentos polimorficos dentro de populagdes, com valores entre 0% e 42,2%,
evidenciando baixa variabilidade genética intrapopulacional. A propor¢do de fragmentos
polimorficos encontrada por Almeida et al. (2003) também foram inferiores ao encontrado
(60,2%, 51,9% e 52,4%) para Pimelodus maculatus no baixo, médio e alto rio Tieté,
respectivamente.

Os valores encontrados de indice de Shannon foram superiores para o estoque A
(0,4470), enquanto que para os estoques B e C os valores foram 0,4394 e 0,4086
respectivamente. Estes valores indicam, do mesmo modo que a porcentagem de locos
polimorficos, que a variabilidade genética dos trés estoques foi elevada. Pode-se afirmar
também que ocorreu uma alta diversidade genética intrapopulacional.

Prioli (2001), encontrou valores superiores de indice de Shannon estudando espécies
naturais do género Astyanax, onde a estimativa da diversidade genética foi de 0,5114 para
amostras da populacéo da bacia do rio Parana e de 0,5257 para a populagcdo amostrada no rio
Iguacu.Segundo o autor, as popula¢es também indicavam niveis semelhantes nas duas bacias
hidroraficas. Panarari (2003), estudando popula¢Bes naturais de corvina (Plagioscion
squamosissimus), encontrou menores valores de indice de Shannon com valores de 0,0269
para a populacdo de Porto Rico, 0,0481 para a do reservatorio de Itaipu e 0,0792 para a de
Tocantins.

J&, Lopera-Barrero (2005), trabalhando com populages cultivadas de piracanjuba
(Brycon orbignyanus), também encontrou valores de indice de Shannon semelhantes para as
populacdes de Castilho (0,3184) em relacdo aos individuos da sua progénie (0,3433) e para a
populacdo de Porto Ferreira, indicando que a variabilidade genética das populacdes é muito
semelhante e € mantida na progénie. Povh et al. (2005), também estudando populacGes
estocadas, encontraram menores valores de indice de Shannon em linhagens de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), com valores de 0,1040 para a linhagem Bouaké da geracdo de
reprodutores de 1997, 0,068 para a Bouaké de 2002, 0,198 para a Chitralada de 1997 e 0,2140
para a Chitralada de 2002.

Os valores de diversidade genética entre os estoques (Gst) e 0 nimero de migrantes por

geracao (Nm) sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de diversidade genética entre os estoques (Gst) e o numero de
migrantes por geracdo (Nm) para os estoques de reprodutores e larvas de piapara (Leporinus
elongatuss) da Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International (A),
piscicultura de Roléndia (B) e do Programa de Repovoamento dos Rios do Parana (C),

obtidos pelo programa Popgene 1.31.

Table 3. Values of genetic diversity between supplies (Gst) and migrates number per generation (Nm) for
reproducers and larvae supplies of piapara (Leporinus elongatuss) from Aquiculture and Hydrology Station of
Duke Energy International (A), Rolandia fish culture (B) and Restock Program of Parand Rivers (C), gotten by
Popgene 1.31 program.

Populagdes Gst Nm
Teta x?
AXxB 0,0234 2,6676 20,8801
AxC 0,1224 13,464 3,5834
BxC 0,1199 13,4288 3,6706

A diversidade genética entre populacBes (Gst), pardmetro que mede o grau de
diferenciacdo entre populagdes, foi mais elevado entre os estoques A x C (0,1224), enquanto
que entre os estoques A x B e B x C os valores encontrados foram 0,0234 e 0,1199
respectivamente. Segundo Wright (1978), valores de Teta, que correspondente ao Gst, de 0,00
a 0,05 indicam baixa diferenciacdo genética, valores de 0,05 a 0,15 indicam média
diferenciacdo genética, e valores de 0,15 a 0,25 indicam alta diferenciacdo genética, portanto,
os valores obtidos indicam que houve uma baixa diferenciacdo genética entre os estoques A X
B e uma média diferenciagdo entre os estoques A x C e B x C. Pelo teste de %, o Gst foi
significativo entre oes estoques A x C e B x C e néo significativo entre A x B. Tal resultado
reflete uma pequena heterogeneidade entre os estoques estudados.

Galdino et al. (2000) também encontraram moderada diferenciacdo genética entre
populacbes nativas de Pseudoplatystoma corruscas (valores variando de 0,030 a 0,112),
Leporinus elongatus (0,1492) e Hemisorubim platyrhynchos (0,08), situadas no alto rio
Parana e reservatorio de Itaipu. Segundo os autores, embora em niveis baixos, foi detectada
diferenciacdo genética entre as populacGes de P. corruscans e L. elongatus, ndo sendo
detectado entre as populacGes de H. platyrhynchos. Sekine et al. (2002) também trabalhando
com populagBes nativas de P. corruscans do alto rio Parand e reservatério de Itaipu,
encontraram valores de diferenciacdo genética moderada, sendo 0,090 a 0,112

respectivamente.
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O numero de migrantes por geracdo foi maior entre os estoques A x B (20,8801),
enguanto que entre os estoques A x C (3,5834) e B x C (3,6706) o fluxo génico foi inferior.
De acordo com o elevado fluxo génico encontrado no presente trabalho, sugere-se que o0s
estoques A x B tiveram uma origem comum, o que justificaria a baixa diferenciacdo genética
e o elevado fluxo génico entre os estoques A x B e o moderado nivel de diferenciacdo
genética encontrado entre AXCe B x C.

Semelhantemente, Sekine et al. (2002), constataram que o fluxo de genes foi um fator
ativo contra a diferenciacdo genética entre populagBes de P. corruscans do alto Parana,
reservatorio de Itaipu e da jusante de Yacyreta (2,0 a 8,1 migrantes por geracéo).

DIVERGENCIA GENETICA

Os dados de distancia genética de Nei (1972), calculados para os trés estoques de piarara

(Leporinus elongatus) estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Matriz da distancia genética de Nei (1972) entre os estoques de piapara (Leporinus
elongatus) da Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da DUKE ENERGY INTERNATIONAL
(A), piscicultura de Rolandia (B) e do Programa de Repovoamento dos rios do Parana (C),
obtidos pelo programa Popgene 1.31.

Table 4. Matrix of Nei distance genetic (1972) between piapara (Leporinus elongatus) supplies of Aquiculture
and Hydrology Station of DUKE ENERGY INTERNATIONAL (A), Rolandia fish culture (B) and Restock
Program of Parana rivers (c), gotten by Popgene 1.31 program.

Populacdes A B C
A -

B 0,0202 -

C 0,1174 0,1137 -

A distancia de Nei leva em conta tanto os fragmentos polimérficos como o0s
monomorficos e é apropriada para casos de processos evolutivos longos, onde a divergéncia
entre as populacdes ocorreu por deriva genética ou mutacdo (Weir, 1990), sendo que seu valor
é proporcional ao tempo de divergéncia por locus e por geracao (Dias, 1998).

Os valores de distancia genética de Nei encontrados indicam que os estoques A X B séo
menos distantes geneticamente (0,0202), enquanto que para os estoques A X C e B x C as

distancias foram maiores, cujos valores foram 0,1174 e 0,1137 respectivamente. Tais dados
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sdo evidenciados através do dendrograma da distancia genética, baseado em Nei (1972),

mostrado na Figura 1.

Figura 1. Dendrograma baseado nos complementos aritméticos dos coeficientes de
similaridade de Nei (1972), obtidos com marcadores RAPD. Os individuos dos estoques de
L. elongatus, da Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International (A),
piscicultura de Rolandia (B) e do Programa de Repovoamento dos rios do Parana (C), foram

agrupados pelo método UPGMA, obtidos pelo programa Popgene 1.31.

Figure 1. Dendrogram based on the arithmetical complements of Nei similarity coefficients (1972), gotten with
RAPD markers. Individuals from L. elongates supplies, of Aquiculture and Hydrology Station of Duke Energy
International (A), Rolandia fish culture(B) and Restock Program of Parana rivers (C), had been grouped by

UPGMA method, gotten by Popgene 1.31 program.
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Galdino et al. (2000), também estudaram a espécie Leporinus elongatus e encontraram
0,0648 como valor de distancia genética entre as populagcdes a montante e jusante do rio
Parand, indicando que os saltos de Sete Quedas era uma barreira que promovia, a0 menos
parcialmente, o isolamento reprodutivo entre essas populagdes. Pioli et al. (2005), estudando
trés populacbes do género Steindachnerina (com macula, sem maéacula e macula com
coloracdo intermediéria) da planicie de inundacdo do alto rio Parana, encontraram grande
distancia genética entre as populagcdes com méacula e sem macula e baixa distancia entre as

populacGes com macula e intermediaria.

Conclusoes

A técnica de RAPD pode ser empregada para 0 monitoramento genético, obtendo-se
informacBes sobre a estimativa da variabilidade e da divergéncia genética dentro e entre
estoques de peixe, com intuito de melhorar a produtividade em programas de selecdo e
repovoamento.

Até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados com Leporinus elongatus
com objetivo de avaliar a diversidade genética, portanto, o conhecimento da variabilidade e

divergéncia genética dos estoques naturais ou cultivados desta espécie podera contribuir para
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0 desenvolvimento de um manejo adequado, garantindo 0 monitoramento para que ndo ocorra
reducdo de variabilidade genética nos programas de cultivo.

A variabilidade genética estimada pela técnica de RAPD nos estoques de piapara (L.
elongatus), coletados na Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International,
do estoque fornecido pela piscicultura de Roléndia e fornecido pelo Programa de
Repovoamento dos Rios do Parana foi alta nos trés estoques e ocorreu uma grande
divergéncia genética entre os estoques, indicando que a auséncia de selecdo e o controle da
selecdo ndo intencional foram eficientes para preservar a diversidade genética dos

reprodutores.
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I\V- CONCLUSOES

A técnica de RAPD pode ser empregada para 0 monitoramento genético, obtendo-se
informacBes sobre a estimativa da variabilidade e da divergéncia genética dentro e entre
estoques de peixe, com intuito de melhorar a produtividade em programas de selecdo e
repovoamento.

Até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados com Leporinus elongatus
com objetivo de avaliar a diversidade genética, portanto, o conhecimento da variabilidade e
divergéncia genética dos estogues naturais ou cultivados desta espécie podera contribuir
para o desenvolvimento de um manejo adequado, garantindo o monitoramento para que ndo
ocorra reducdo de variabilidade genética nos programas de cultivo.

A variabilidade genética estimada pela técnica de RAPD nos estoques de piapara (L.
elongatus), coletados na Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy
International, do estoque fornecido pela piscicultura de Rolandia e fornecido pelo Programa
de Repovoamento dos Rios do Parana foi alta nos trés estoques e ocorreu uma grande
divergéncia genética entre os estoques, indicando que a auséncia de selecdo e o controle da
selecdo ndo intencional foram eficientes para preservar a diversidade genética dos

reprodutores.
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Apéndice A. Gel de agarose mostrando o padrdo de amplificacdo do DNA nos estoques de piapara

(Leporinus elongatus) com o primer W 19. O primeiro estoque é composto por 28 reprodutores pertencentes a
Estacdo de Aquicultura e Hidrologia da Duke Energy International, o segundo, apresenta 29 reprodutores de
Rolandia e o terceiro estoque é composta por 27 larvas, fornecidas pelo Programa de Repovoamento dos Rios
do Parana. (M) Marcador Ladder de 100 pb (Invitrogen).
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