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INTRODUÇÃO 
Segundo Ferreira et al. (1996), o gênero Brycon tem importância para a pesca artesanal 
em diversas regiões no Brasil, identificaram as espécies presentes em mercados e 
industrias pesqueiras na cidade de Santarém, no estado do Pará, algumas são para pesca 
regional, no presente momento espécies com risco de extinção devido a construção de 
barragens hidrelétricas, da poluição  e do desmatamento ciliar (Senhorini, 1999). 
Os estudos genéticos com marcadores moleculares em peixes neotropicais são 
importantes para entender os processos de diferenciação populacional e medir os níveis 
de variabilidade genética dentro e entre populações (Oliveira et al., 2009).  
Segundo Mefee e Carroll (1994) o uso da genética na área de conservação biológica: a 
perda da diversidade genética reduz a ocorrência de futuras mudanças evolutivas, a 
heterozigosidade ou alta variabilidade genética intrapopulacional tem relação benéfica 
com a adaptação e o pool gênico representa toda a  informação genética disponível nos 
organismos vivos.  
A região do DNA mitocondrial utilizada para estudos populacionais é a regiçao D-loop, 
na qual se encontram as sequencias que controlam os processos de replicação e 
transcrição do genoma mitocondrial (Nahum, 2001). Segundo Lee et AL. (1995) está é a 
região mais indicada para estudos populacionais em peixes, pois possui alta variabilidade 
intraespecifica, a análise de base por base da região controle pode fornecer mais 
informaçõs sobre a estrutura populacional e contém mais informações filogenéticas que o 
citocromo b (Meyer, 1994). 
 
 
OBJETIVOS 
Geral  
Desenvolvimento de primers universais para espécies do gênero Brycon. 
Específicos  
Fase 1: Testar iniciadores para D-loop para produzir amplicons em diferentes espécies do 
gênero Brycon; 
Fase 2: Isolar e purificar os amplicons produzidos; 
Fase 3: Clonagem dos amplicons; 
Fase 4: Sequenciameto dos amplicons clonados 
Fase 5: Alinhamento e analise das regiões D-loop 
  
 
 



METODOLOGIA 
A extração do DNA foi realizada com o kit da extração NucleoSpin® Tissue (Macherey-
Nagel), conforme instruções do fabricante. A integridade e concentração de DNA froam 
avaliada por comparação com o marcador molecular Low DNA Mass (Invitrogen) em gel 
de agarose. Os amplicons foram purificados para sequenciamento objetivando 
confirmação da região em estudo para posterior clonagem. A clonagem foi realizada 
segundo o protocolo Promega, que possibilita a união de fragmentos de DNA oriundos da 
reação de PCR são misturados ao vetor linearizado juntamente com a enzima T4 DNA 
ligase, a qual permite a ligação entre eles, gerando uma molécula de DNA plasmidial 
contendo o gene de interesse, esse plasmidio é inserido dentro de uma bactéria por 
transformação e então é replicado. (Brown, 2003). 
 
RESULTADOS   
Os parâmetros avaliados foram reprodutibilidade, intensidade e uniformidade das bandas 
obtidas, tais parâmetros não puderam ser aplicados a todos os indivíduos das espécies 
amostradas dificultando o estudo e atrasando a obtenção de resultados. 
Foram executados testes com diversos primes e em diversas condições, e o resultado foi 
obtido com os primers F Cltb e R-Phe e H16498 e L, FTHR e F- Phe e FTTF e F12R.  
A qualidade das sequências obtidas foram avaliadas usando o programa 
CodonCodeAligner 1.4.1. Foi constatado que as sequências não estavam apropriadas 
devido a grande quantidade de amplificações inespecíficas que causaram interferências 
na leitura das bases nucleotídicas. Com isso apenas 43 bases foram consideradas 
confiáveis e por meio do programa Blast implementado no site do NCBI foi possível 
verificar que esta pequena região obtida se identifica à região controle do peixe 
Xiphophorus hellerii, popularmente conhecido como espada, assim, considerou-se que as 
regiões amplificadas, mesmo de forma inespecífica, estão presentes na região alvo 
mencionada pelo estudo. 
Foram clonadas 5 amostras seguindo o protocolo Promega,  que tem como função unir os 
fragmentos de DNA oriundos da reação de PCR são misturados ao vetor linearizado 
juntamente com a enzima T4 DNA ligase, a qual permite a ligação entre eles, gerando 
uma molécula de DNA plasmidial, contendo o gene de interesse. Este plasmídeo é 
inserido dentro de uma bactéria por transformação e, então, ser replicado (Brown, 2003).  
Os resultados da clonagem não foram satisfatórios, pois problemas com o eletroporador 
foram observados relativos aos parâmetros, tais como capacitância, intensidade e duração 
do pulso elétrico que apresentaram alterações não possibilitando a inserção do plasmídeo 
nas bactérias competentes.  
 

 
Figura 1: primeira canaleta esta o marcador low, sendo seguido das amostras de B. pesu, B. natere, B. sp, B. 
orbiganyanus, B. hilarii, B. falcatus e B. opalinus. Gerando entre 700 e 800 pares de base. Podendo ser 
visto que a amostra de Brycon pesu não foi amplificada nessa condição. 



 
CONCLUSÕES 
A importância do presente projeto ecológica e econômica para pesquisas futuras com 
peixes deste gênero. Até o presente momento, foram realizados testes com primers 
diversos para D-loop com a geração com sucesso de amplicons para 5 espécies do gênero 
Brycon. A obtenção das sequências completas da região do D-loop para as 5 espécies será 
realizadas com a clonagem dos amplicons obtidos na próxima etapa do trabalho. Uma vez 
obtidas sequências de qualidade, será conduzido o alinhamento e avaliação das regiões 
conservadas para geração de primers que possibilitem a amplificação inequívoca da 
região do D-loop mitocondrial das 5 espécies do gênero Brycon.  
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