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INTRODUÇÃO  
Trichiurus lepturus é uma espécie cosmopolita de extrema importância comercial, 
sendo a nona espécie mais capturada no mundo com um volume de captura de 
1.369.178 t (FAO, 2008). No Brasil, a pesca do espada vêm se tornando cada vez mais 
expressiva na região sudeste-sul, a última estimativa em 2007 foi de uma captura de 
3.359 t (IBAMA, 2007). A conservação da variabilidade genética das populações de 
peixes ou outros organismos aquáticos é uma etapa fundamental para manutenção da 
viabilidade de populações a médio e longo prazo (FAO, 1981, LEBERG, 1990). Parte 
da molécula de DNA mitocondrial corresponde a região controladora ou D-loop, que é 
uma região não codificante de aproximadamente 1.200 nucleotídeos, esta região é muito 
mais sensível a mutação que o DNA nuclear, assim, vem sendo amplamente utilizada 
em pesquisas, fornecendo novas informações sobre a variabilidade genética de várias 
espécies de peixes e permitindo a delimitação de unidades de gestão e a avaliação de 
propriedades de conservação (MARTINS et al., 2003).  
 
OBJETIVOS 
Testar a hipótese da existência de populações geneticamente distintas de T. lepturus por 
meio da variabilidade genética encontrada na região D-loop do DNA mitocondrial, 
através do desenvolvimento de iniciadores específicos para T. lepturus baseados em 
sequências presentes nas regiões codificadoras de citocromo b e 12s, ambas que 
flanqueiam a região D-loop, além da comparação das sequências parciais da região D-
loop de indivíduos capturados na pesca comercial do litoral do Pará, Rio Grande do 
Norte, São Paulo e Rio Grande do Sul. 
 
METODOLOGIA 
Foram utilizadas amostras de tecido muscular, coletadas a partir da pesca comercial nos 
estados do Pará, Rio Grande do Norte, São Paulo e Rio Grande do Sul. O DNA foi 
extraído das amostras utilizando o protocolo descrito por Taggart et al. (1992) e os kits 
de extração tissue & cells GenomicPrep Mini Spin kit (GE healthcare) e DNeasy® 
Blood & Tissue Kit (Qiagen). Sequências de citocromo b e 12s de T. lepturus foram 
utilizadas para o desenvolvimento de iniciadores para amplificação da região D-loop 
com o auxílio dos programas Primer 3 imput (version 4.0) e IDT Scitools 
OligoAnalyzer 3.1. A partir das sequências geradas pela amplificação proporcionada 
pelos primeiros iniciadores desenvolvidos foi possível a elaboração de um segundo par 
de iniciadores internos, nas regiões codificadoras de treonina e fenilalanina. 
Amplificações por PCR comum e PCR touchdown foram realizadas utilizando ambos os 
pares de iniciadores, bem como combinações entre eles. 



 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os primeiros pares de iniciadores desenvolvidos revelaram um amplicon de 
aproximadamente 2000 pares de bases, já os iniciadores internos geraram amplicons de 
aproximadamente 1200 pares de bases. Problemas na amplificação ao longo do 
desenvolvimento do projeto, ocorridos provavelmente pelo nível de degradação do 
DNA obtido, tornaram necessário o emprego de diferentes formas de extração. 
Contudo, apesar do número amostral não ser alto, mesmo após de várias tentativas e 
aplicação da metodologia de PCR touchdown, não foi possível amplificar um número 
razoável de amostras, além da maioria das amostras que amplificavam, ao final do 
processo de purificação não atingiam a concentração necessária para o seqüenciamento. 
 
CONCLUSÕES 
A degradação do DNA extraído é o provável motivo pelo qual ocorreram problemas 
com a amplificação da região desejada, logo que os amplicons gerados por ambos os 
pares de iniciadores desenvolvidos são  reativamente grandes. Desta forma, foi proposto 
no parecer de relatório científico da FAPESP que fossem gerados iniciadores ainda mais 
internos, para a geração de fragmentos por volta de 500 a 600 pares de bases, que 
abrangesse apenas o terço inicial da região D-loop, que segundo Lee et. al. (1995) é a 
região mais variável para estudos populacionais em peixes. Serão também avaliadas 
sequências de citocromo b, que segundo Meyer (1993), é uma região bem conservada, 
mas que possui variação intraespecífica, podendo ser utilizada em identificação de 
populações de peixes. 
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