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INTRODUCAO

Grande parte das espécies do género Brycon possuem uma carne de excelente qualidade e sdo
bastante apreciadas pela pesca esportiva e pela aquicultura (MURGAS et al., 2003). Espécies
como B. cephalus, B. orbignyanus, B. opalinus, B. ferox, B. pesu, B. falcatus, B. nattereri, B.
lundii e B.hilarii encontram-se ameacadas devido a fragmentacdo ambiental, perda da vegetacéo
ripariana (margens de rios) e construcdo de barragens hidrelétricas que interferem diretamente na
manutencdo e sobrevivéncia das populacbes (MACHADO et al., 2008; REYS et al., 2009).
Fragmentacdo populacional causada por atividades antropicas podem acarretar alteracdes sobre a
comunidades de peixes desde o desaparecimento de espécies até a perda da variabilidade
genética de populacdes (LEVEQUE et al., 2008). A conservacdo da variabilidade genética das
populacdes de peixes ou outros organismos aquaticos €, portanto, uma etapa fundamental para
manutencdo da viabilidade destas populacdes a médio e longo prazo (FAO; LEBERG, 1990).
Quanto maior a diversidade genética maiores serdo as chances de sobrevivéncia da espécie
(SOLE-CAVA, 2001; FRANKHAM et.al., 2002), desta forma, o uso de marcadores sdo de
extrema importancia para realizar acasalamentos direcionados e manter ou aumentar essa
variabilidade. A regido do DNA mitocondrial recomendada para estudos populacionais é a
chamada regido ndo codificadora conhecida como *“alca D” (em inglés: D-loop), na qual se
encontram as sequéncias que controlam os processos de replicacdo e transcricdo do genoma
mitocondrial (NAHUM, 2001). Segundo Lee et al. (1995) esta é a regido mais indicada para
estudos populacionais em peixes, pois possui alta variabilidade intraespecifica. A analise de base
por base da regido controle pode fornecer mais informacées sobre a estrutura populacional.

OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi desenvolver primers universais para a regido D-loop do DNAmM, em
espécies do género Brycon, a fim de fornecer subsidio para futuros estudos genéticos
populacionais.

METODOLOGIA

Extraiu-se DNA total de fragmentos de tecido de 13 espécies de peixes do género Brycon
(Brycon: Brycon insignis, Brycon alburnos, Brycon moorei, Brycon melanopterus, Brycon
dentex, Brycon falcatus, Brycon opalinus, Brycon orbygianus, Brycon amazonicus, Brycon ferox,
Brycon nattereri, Brycon hilarii, Brycon pesu). Posteriormente realizou-se rea¢do de PCR com
primers universais desenhados para outras espécies de peixes (L15560 e H1067, L e H16498,
LGPA-F e LGPA-R) a fim de amplificar a regido D-loop. Esse produto de PCR gerado foi
sequenciado no Centro de Genoma Humano da USP. Com as sequéncias retirou-se consenso
para desenhar os primers universais externos e internos para Brycon. Os primers foram
desenhados com auxilio do programa Primer 3 e IDT. Realizou-se teste de gradiente com o0s



primers desenhados (interno e externo) e com as melhores condic¢des foram realizadas reacdes de
PCR com todas as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do DNA foi eficiente. Os primers universais externos foram eficientes, amplificando
em todas as amostras analisadas, ou seja, nas 13 espécies do género Brycon: Brycon insignis,
Brycon alburnos, Brycon moorei, Brycon melanopterus, Brycon dentex, Brycon falcatus, Brycon
opalinus, Brycon orbygianus, Brycon amazonicus, Brycon ferox, Brycon naterreri, Brycon
hilary, Brycon pesu (Tabela 1). A melhor temperatura de anelamento foi a de 56°C e a
concentracdo de MgCl: foi de 1,5mM. O amplicon gerado variou entre 500 — 700pb (Figura 1).
J& na reacdo de PCR com os primers universais internos, a amplificacdo nao foi tdo eficiente,
amplificando somente em 8 das 13 espécies de Brycon: Brycon insignis, Brycon alburnos,
Brycon moorei, Brycon melanopterus, Brycon dentex, Brycon falcatus, Brycon opalinus (Tabela
1). O amplicon gerado variou de 400 -500 pb (Figura 1).

Tabela 1. Descricdo dos primers universais externos e internos; Temperatura de anelamento (Ta)
em °C; Tamanho do fragmento em pares de bases (pb).

Primer Sequéncia (5°-3) Ta(®C) Tamanho (ph)
BEYDLFE1 F:TTARAATCCYCCCTAGCGCC 56°C 600 — 700
BRYDLRE? R:GTAAGAGACCACCAACCAGTAT
BEYDLFI3 F: TGTGATGGAGGTATGGGGATT 56°C 400-500

BRYDLRI4 R: TTGTGATGGAGGTATGGGGA
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Figura 1. Gel de agarose 2%, das amostras: Brycon insignis (1, 2), Brycon alburnos (3, 4), Brycon moorei (5, 6),
Brycon melanopterus (7, 8), Brycon dentex (9, 10), Brycon falcatus (11, 12), Brycon opalinus (13, 14), Brycon
orbignyanus (15, 16), Brycon amazonicus (17, 18), Brycon ferox (19, 20), Brycon nattereri (21, 22), Brycon hilarii
(23, 24), Brycon pesu (25, 26).

CONCLUSOES

Até o momento ndo havia nenhum primer que amplificasse a regido D-loop de Brycon, fato este
que pode explicar a falta de estudos genéticos com espécies desse género. Os primers universais
externos e internos desenvolvidos foram eficientes, sendo assim, essa pesquisa serve de base
para futuras pesquisas de diversidade genética, estrutura populacional e filogenia das espécies do
género Brycon, os quais apresentam importante valor econémico e ecoldgico em seus locais de
ocorréncia.
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