DESENVOLVIMENTO DE PRIMER UNIVERSAIS DA REGIAO D-LO OP DO
DNA MITOCONDRIAL EM ESPECIES DO GENERO BRYCON PARA
ESTUDOS GENETICOS POPULACIONAIS

Karina Silva Rezende Pragduliana Beltramin De Bigsi
Alexandre Wagner Silva Hilsdotf

Estudante do Curso de Ciéncias Bioldgicas; emailnk_silvaprado@hotmail.com 1
Co-orientadora Universidade de Mogi das Cruzesjlejubbiasi@gmail.com 2
Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; emagner@umc.br 3

Area do Conhecimento: Biotecnologia aplicada ansginaturais e agronegocios
Palavras-chave: Brycon; D-loop; DNA mitocondrial

INTRODUCAO

Segundo Ferreira et al. (1996), o génBrgcon tem importancia para a pesca artesanal
em diversas regides no Brasil, identificaram asé@sg presentes em mercados e
industrias pesqueiras na cidade de Santarém, adoedb Para, algumas sédo para pesca
regional, no presente momento espécies com riscextilecdo devido a construcao de
barragens hidrelétricas, da poluicdo e do desngattmeiliar (Senhorini, 1999).

Os estudos genéticos com marcadores molecularesp@res neotropicais Ssao
importantes para entender os processos de difagécipopulacional e medir os niveis
de variabilidade genética dentro e entre popula{@keeira et al., 2009).

Segundo Mefee e Carroll (1994) o uso da genéticarea de conservacao bioldgica: a
perda da diversidade genética reduz a ocorréncifutdeas mudancas evolutivas, a
heterozigosidade ou alta variabilidade genéticeajatpulacional tem relacdo benéfica
com a adaptacdo epmol génico representa toda a informacéo genética wirgplonos
organismos Vivos.

A regidao do DNA mitocondrial utilizada para estugmpulacionais € a regicao D-loop,
na qual se encontram as sequencias que controlaproocgessos de replicacdo e
transcricdo do genoma mitocondrial (Nahum, 200&juBido Lee et AL. (1995) esta € a
regido mais indicada para estudos populacionaipegxres, pois possui alta variabilidade
intraespecifica, a analise de base por base da&oregpntrole pode fornecer mais
informacds sobre a estrutura populacional e comb@ms informacdes filogenéticas que o
citocromo b (Meyer, 1994).

OBJETIVOS

Geral

Desenvolvimento de primers universais para espéoi@&nerdrycon.

Especificos

Fase 1: Testar iniciadores para D-loop para produmaplicons em diferentes espécies do
géneroBrycon;,

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 regides D-loop



METODOLOGIA

A extracao do DNA foi realizada com o kit da eximgNucleoSpin® Tissue (Macherey-
Nagel), conforme instru¢des do fabricante. A intiagite e concentracdo de DNA froam
avaliada por comparacado com o marcador moletuarDNA Mass (Invitrogen) em gel
de agarose. Os amplicons foram purificados parauessipmento objetivando
confirmacdo da regido em estudo para posterioragiem. A clonagem foi realizada
segundo o protocolo Promega, que possibilita aouhégfragmentos de DNA oriundos da
reacdo de PCR s&o misturados ao vetor linearizadamente com a enzima T4 DNA
ligase, a qual permite a ligacdo entre eles, geramda molécula de DNA plasmidial
contendo o0 gene de interesse, esse plasmidio @dmséentro de uma bactéria por
transformacao e entéo é replicado. (Brown, 2003).

RESULTADOS

Os parametros avaliados foram reprodutibilidadensidade e uniformidade das bandas
obtidas, tais parametros ndo puderam ser aplicadoslos os individuos das espécies
amostradas dificultando o estudo e atrasando agixele resultados.

Foram executados testes com diversos primes e\@rsds condicdes, e o resultado foi
obtido com ogprimers F Cltb e R-Phe e H16498 e L, FTHR e F- Phe e A FE2R.

A qualidade das sequéncias obtidas foram avaliadaando o0 programa
CodonCodeAligner 1.4.1. Foi constatado que as $etpe ndo estavam apropriadas
devido a grande quantidade de amplificacdes inéspe que causaram interferéncias
na leitura das bases nucleotidicas. Com isso apéBabases foram consideradas
confiaveis e por meio do programa Blast implememtad site do NCBI foi possivel
verificar que esta pequena regido obtida se idemtih regido controle do peixe
Xiphophorus hellerii, popularmente conhecido como espada, assim, aosikde que as
regides amplificadas, mesmo de forma inespeciéstfio presentes na regidao alvo
mencionada pelo estudo.

Foram clonadas 5 amostras seguindo o protocoloégamque tem como fungao unir 0s
fragmentos de DNA oriundos da reacdo de PCR satunaitos ao vetor linearizado
juntamente com a enzima T4 DNA ligase, a qual permiligacdo entre eles, gerando
uma molécula de DNA plasmidial, contendo o geneinderesse. Este plasmideo é
inserido dentro de uma bactéria por transformag¢@&otéo, ser replicado (Brown, 2003).
Os resultados da clonagem néo foram satisfat@oimis, problemas com o eletroporador
foram observados relativos aos parametros, tai® @apacitancia, intensidade e duracéo
do pulso elétrico que apresentaram alteracfes ogmhjilitando a insercdo do plasmideo
nas bactérias competentes.

Figura 1: primeira canaleta esta 0 marcador longeeeguido das amostrasRlepesu, B. natere, B. sp, B.
orbiganyanus, B. hilarii, B. falcatus e B. opalinus. Gerando entre 700 e 800 pares de base. Podendo se
visto que a amostra dycon pesu ndo foi amplificada nessa condicéao.



CONCLUSOES

A importancia do presente projeto ecoldgica e ecocd para pesquisas futuras com
peixes deste género. Até o presente momento, foemlizados testes com primers
diversos para D-loop com a geracdo com sucessmplécans para 5 espécies do género
Brycon. A obtencéo das sequéncias completas da regiBeldop para as 5 espécies sera
realizadas com a clonagem dos amplicons obtidgsdama etapa do trabalho. Uma vez
obtidas sequéncias de qualidade, sera conduzidinlmmento e avaliagdo das regides
conservadas para geracdo mémers que possibilitem a amplificacdo inequivoca da
regidao do D-loop mitocondrial das 5 espécies d@giBrycon.
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