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RESUMO: O bioma pantanal abriga grande biodiversidade de espécies de peixes, que além da sua
relevancia ecoldgica também séo de grande importancia para a alimentagdo e renda de familias e empresas
ligadas ao turismo pesqueiro, como é o caso da piraputanga (Brycon microlepis), distribuida pela bacia do
Paraguai e Pantanal. Este trabalho objetivou buscar novas informagbes que possibilitem uma melhor
compreensdo da diversidade genética da piraputanga através de uma investigacédo citogenética e molecular. O
nimero dipléide encontrado foi de 2n= 50 cromossomos. Foi realizada a técnica de banda C e as NORs
foram evidenciadas pela coloragdo de nitrato de prata. Foram coletadas amostras em diversos municipios do
estado de Mato Grosso, como: Cuiabd, Bardo de Melgaco, Santo Antonio de Leverger, Barra do Bugres e
Caceres. Um banco de DNA foi montado com estas amostras. Os primers de microssatélites utilizados foram
descritos para outra espécie (Brycon opalinus). Os resultados podem futuramente possibilitar uma melhor
compreensdo da variabilidade genética e do mecanismo ecoldgico da espécie.
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GENETIC STUDY PIRAPUTANGA Brycon microlepis

ABSTRACT: The Pantanal biome is home to great biodiversity of fish species, which beyond its ecological
relevance are also of great importance to the food and income of families linked to the fishing and tourism
businesses, such as piraputanga (Brycon microlepis), distributed the basin of Paraguay and Pantanal. This
work aims to seek new information that allows a better understanding of the genetic diversity piraputanga
through a cytogenetic and molecular investigation. The diploid number was 2n= 50 chromosomes. The C-
banding technique and NORs evidenced by silver nitrate staining was performed. Samples were collected in
several counties of the state of Mato Grosso, as Cuiab4, Bardo de Melgago, Santo Ant6nio do Leverger, Barra
do Bugres and Céceres. A bank of DNA in these samples was mounted. The microsatellite primers used were
described for other species (Brycon opalinus). The results can further enable a better understanding of the
genetic variability and the ecological mechanism of species.
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INTRODUCAO

As inumeras bacias hidrograficas da América do Sul fazem do grupo dos peixes
uma fonte de recurso exploravel altamente variada, porém o conhecimento desta ictiofauna
ainda é muito escasso, deixando muitos aspectos com lacunas, como 0s aspectos biolégico,
genético, ecoldgico, biogeografico entre outros (Freitas, 2010).

Os rios que drenam a bacia do Pantanal abrigam cerca de 270 espécies de peixes
(Britski et al., 2007) das quais, cerca de 10 a 15 espécies tem utilizacdo econdmica
(Hilsdorf et al., 2006).

A familia Characidae é a maior e a mais complexa dentre as familias da ordem
Characiformes, englobando a maior parte dos peixes de agua doce do Brasil (Nelson 1994;
Eschmeyer & Fong, 2010) e a subfamilia Bryconinae destaca-se como um grupo de ampla
distribuicdo geografica, da América do Sul a América Central (Britski et al., 1999), regido
das principais bacias hidrogréaficas brasileiras tais como Amazonica, Parana, Paraguai e
Araguaia-Tocantins (Antunes et al., 2010). A subfamilia é composta por 43 espécies, sendo
que 41 destas estdo compreendidas no género Brycon (Miiller & Troschel, 1844 apud Paes,
2011).

Apesar da importancia ecologica e comercial esses peixes sdo extremamente
sensiveis a alteracdes no ambiente natural (Sanches, 2007). A conservacdo da diversidade
genética é primordial para a sobrevivéncia em longo prazo da espécie, a manutencdo do
pool génico com suas variabilidades é extremamente necesséria para a adaptacdo da
espécie em diferentes localidades e o estudo dessa variabilidade genética é fundamental
para o desenvolvimento de projetos de manejo sustentavel e fundamental nos estudos de
biologia basica aplicada (Bert et al., 2002).

Nesse sentido, a citogenética tem sido utilizada em peixes para a classificacdo
taxondmica, para andlise de tendéncias evolutivas, filogenia e rearranjos cromossémicos,
estudos de biodiversidade, caracterizacdo de polimorfismo sexual para determinar
hibridizacbes e melhorar a producdo e viabilidade de genotipos (Lopez, 2008). No género
Brycon apenas nove possuem descricdo cromossomica, representando 25% das espécies
(Mariguela et al., 2010).

Por outro lado, a caracterizacdo das sequéncias de microssatelites em espécies de
agua doce € de extrema importancia para estudos de conservagdo, com o estudo da

variabilidade das populagoes.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar geneticamente a piraputanga (Brycon microlepis)
no estado de Mato Grosso, buscando novas informagdes para a posterior conhecimento de
sua diversidade genética, informacéo esta importante para o entendimento da dinamica de

suas populacdes naturais.

MATERIAIS E METODOS

Ambiente Natural

Foram coletadas 128 amostras em diversos municipios no estado de Mato Grosso
(Figura 1). De todos os individuos foram obtidas amostras de nadadeiras para extracao de
DNA e 10 individuos utilizados para analises citogenéticas. Os peixes foram capturados

utilizando vara e anzol e com a ajuda de pescadores profissionais.
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FIGURA 1: Mapa dos locais de coleta de piraputangas (Brycon microlepis) no Mato Grosso-MT- Brasil,
0 periodo de 2010 a 2014.

Anélises Citogenéticas

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos metafésicos de peixes in vivo foi a
descrita por Foresti et al. (1981) e utilizada com algumas adaptacdes.

Para a visualizacdo das Regides Organizadoras do Nucléolo (NORs) foi empregada a
técnica de impregnacdo pelo nitrato de prata (Howell & Black, 1980).

Para a observacdo do bandeamento C foi realizada a técnica de detecgdo da
heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972).

As preparacGes foram observadas em microscopio Optico binocular, em que as
melhores metafases foram fotografadas. A nomenclatura dos cromossomos, com base na

posicdo do centrdmero, foi estabelecida segundo Levan et al. (1964).
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Analises Moleculares

A extracdo de DNA foi realizada a partir de fragmentos da nadadeira caudal dos
exemplares coletados, estas conservadas em etanol. A técnica utilizada foi a extracdo de
DNA por tampéo salino com algumas adaptacdes, de acordo com Aljanabi & Martinez
(1997). Para a quantificacdo do DNA foi realizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% utilizando o corante gel loading buffer (GelRed).

Foram utilizados cinco loci microssatélites descritos por Barroso et al. (2003), BoM1,
BoM2, BoM7, BoM12 e BoM13. Para a visualizagdo dos produtos da amplificacdo foi

utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% ndo-desnaturante.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Anélise Citogenética

O ndmero diploide encontrado foi de 2n= 50 cromossomos (figura 2). Os

cromossomos foram classificados em metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos.
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FIGURA 2. Cariétipo de Brycon microlepis (2n=50 cromossomos). M = Metacéntrico. SM =
Submetacéntrico. ST = Subtelocéntrico.

Estudos cromossomicos anteriores em representantes do género Brycon revelaram
significante estabilidade cariotipica, caracterizado pelo mesmo ndmero cromossdmico
(2n=50) (Margarido & Galetti-Junior, 1999; Paes, 2011).

Todas as espécies de Bryconinae analisadas até entdo apresentam um complemento
cariotipico formado por 50 cromossomos (Margarido & Galetti-Junior, 1999; Mariguela et
al., 2010), indicando que esta subfamilia é caracterizada por uma grande estabilidade

cariotipica em nivel numérico.
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De acordo com Daniel-Silva, (2001) todas as espécies de Brycon até hoje estudadas,
apresentam um ndmero fundamental alto, com valores de 94 a 100, sendo que B.
amazonicus e B. hilarii mostraram grande variacdo em suas formulas cariotipicas o que
pode caracterizar rearranjos cromossomicos das diversas populaces (Mariguela et al.,
2010).

Uma caracteristica citogenética predominante para as espécies do género de Brycon é
a presenca do primeiro par cromossdmico maior que os demais, sendo este metacéntrico,
podendo ser utilizado como marcador cromossdmico para a familia Bryconinae (Lépez et
al., 2008; Mariguela et al., 2010). Outra caracteristica predominante para 0 género € o
padrdo da heterocromatica constitutiva, onde seu primeiro par de cromossomos
metacéntricos possuem marcacdes pericentromericas em ambos os bracos cromossémicos
(Margarido & Galetti-Junior, 1999; Mariguela et al., 2010; Levan et al., 1964). No entanto,
no restante do complemento padrdo, ha grandes divergéncias entre a distribuicdo de
heterocromatina constitutiva, o que pode representar uma importante ferramenta na
caracterizacdo e diferenciacdo das espécies, constituindo assim, em um importante
marcador citogenético para o género Brycon (Margarido & Galetti-Junior, 1996).

Na realizacdo da técnica de deteccdo da heterocromatina constitutiva foram
encontradas bandas de marcacgdes nas regides centroméricas da maioria dos cromossomos
(Figura 03), resultado também encontrado em estudos anteriores realizados em espécies do
mesmo género e em piraputangas coletadas apenas do rio Cuiaba, como no trabalho
realizado por Margarido & Galetti-Junior (1999).

Almeida-Toledo et al. (1996) descreve que sitios de Regifes Organizadoras do
Nucléolo (NORs) aparentam ser conservados no género Brycon, em um par cromossémico
comum, resultado também encontrado na realizacdo da técnica de impregnacdo pelo nitrato
de prata (Howell & Black, 1980) nos exemplares estudados de Brycon microlepis (Figura
04).
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FIGURA 03. Cariétipo de banda-C de Brycon microlepis mostrando os cromossomos e suas bandas de
marcacgfes. M = Metacéntrico. SM = Submetacéntrico. ST = Subtelocéntrico.

FIGURA 04. Foto de uma metéfase de Brycon microlepis na técnica de impregnacéo pelo nitrato de
prata mostrando os sitios de Regides Organizadoras do Nucléolo (NORs) conservado em um par
cromossdmico comum, indicados pelas setas.

Anélise Molecular

Atualmente existe um banco de DNA de Brycon microlepis, possibilitando além
deste, outros estudos sobre a espécie. Segundo Ryder et al., (2000) para a minimizacdo do
decréscimo populacional, dentre as vérias estratégias de conservacao, destaca-se a criacdo
de bancos de DNA.

As amplificacdes sofreram variaces na quantidade de DNA e também nos
reagentes. Além disso, foram feitas tentativas de alterages no programa do termociclador
e a aplicagdo do gradiente, mas sem resultados satisfatorios.

Os loci testados apresentaram rastros de DNA degradado e a maioria das amostras
ndo apresentaram bandas. Os primers BoM7 e BoM12 tiveram melhores resultados na
amplificagdo, formaram bandas fracas. Em um estudo realizado por Rossini et al., (2010)

foram dez loci descritos para duas espécies de Brycon (Brycon hilarii, Sanches & Galetti
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2006 e Brycon opalinus, Barroso et al., 2003), onde apenas cinco loci mostraram padrdes
satisfatorios de amplificacdo em Salminus franciscanus.

Silva et al., (2011) verificou a amplificacdo cruzada utilizando seis pares de
primers para locus de microssatélites desenvolvidos a partir da espécie Astyanax
mexicanus em outras oito espécies do género Astyanax, alguns loci de microssatélites
amplificaram adequadamente demonstrando certo grau de polimorfismo.

Vérios trabalhos tém demostrado resultados eficazes na amplificacdo heterologa.
Barroso, (2003) caracterizou sete primers para Brycon opalinus e também testou em outras
quatro espécies de Brycon inclusive B. microlepis, os resultados foram satisfatérios devido
a proximidade filogenética entre as espécies desse género.

Matsumoto & Hilsdorf, (2009) utilizaram marcadores microssatélites para avaliar a
estrutura genética de populacbes selvagens de Brycon insignis, utilizando loci
microssatélites caracterizados para Brycon opalinus e Brycon cephalus.

Um estudo realizado por Rodriguez-Rodriguez et al., (2010) avaliou a diversidade
genética de um lote de Brycon orbignyanus usado em programas de reprodu¢do, com cinco
loci microssatélites descritos para Brycon opalinus os resultados mostraram que ha uma
variabilidade genética intra-populacional.

Rossini (2010) testou 29 loci microssatélites nas analises populacionais de Salminus
brasiliensis, sendo 16 descritos para S. franciscanus, seis para Brycon hilarii e sete para
Brycon opalinus onde demonstraram excelente padrdo de amplificacdo e alto polimorfismo.

Em um recente estudo Sanches et al., (2012) realizou uma analise genética
populacional utilizando cinco microssatélites heter6logos descritos para Brycon hilarii
(Sanches & Gatetti 2006) em Brycon orthotaenia, e dez locos microssatélites especificos
para Prochilodus argenteus.

A amplificacdo heter6loga consiste na transferabilidade de loci microssatélites, ou
seja, na utilizacdo de primers inicialmente desenvolvidos para uma espécie em outra com
certa proximidade taxondmica. Sanches & Galetti (2006), utilizaram primers especificos
de Brycon hilarii e realizaram ensaios de transferabilidade em cinco diferentes espécies do
género Brycon: B. orthotaenia, B. orbignyanus, B. falcatus, B. cephalus e B. insignis,
obtendo 89% de sucesso de transferabilidade nas espécies relacionadas.

Do mesmo modo, Barroso et al. (2003) obteve 100% de sucesso de amplificacéo de
sete loci microssatélites em quatro espécies relacionadas: B. orbignyanus, B. cephalus, B.
lunddi e B. microlepis. Realizando o mesmo procedimento com um peixe de proximidade

filogenética menor, do género Salminus, porém também da familia Characidae, Rossini et.
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al testou a transferabilidade de sete e trés loci microssatélites de B. opalinus e B. hilarii
respectivamente, na espécie de dourado Salminus franciscanus. Cerca de 50% dos loci
testados demonstraram potencial de aplicacdo como marcadores eficientes para a espécie.

Estudos que utilizam microssatélites de taxons relacionados demonstram ser
eficazes, Sanches & Galetti, (2006) utilizaram primers especificos de Brycon hilarii em
outras cinco espécies do género Brycon obtendo resultados satisfatorios. Matsumoto &
Hilsdorf (2009) usaram locos de B. opalinus e B. cephalus na espécie de B. insignis, todos
o0s locos demonstraram-se polimorficos

Apesar de vérios beneficios, os marcadores microssatélites também apresentam
algumas desvantagens. N&o existe um modelo evolutivo universal que compare as
diferencas genéticas das populacdes. Podem ocorrer ndo amplificacbes na PCR por serem
mutacdes como anelamento, substituicdes, delecdes, insercdes, 0s quais sdo chamados de
alelos nulos. Existem casos de superestimativa de homozigotos, competicdo entre alelos.
Alguns alelos sdo isolados pela primeira vez e pode ndo ocorrer anelamento com espécies

relacionadas, por haver por¢des nao codificantes (Sanches & Galetti Jr, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da grande diversidade de espécies de peixes e da sua grande importancia
econdmica para 0 homem, ainda pouco se conhece sobre suas caracteristicas bioldgicas,
ecoldgicas e genéticas. Embora este trabalho tenha analisado também individuos na regido
do pantanal, os resultados encontrados assemelham-se a estudos anteriores realizados
apenas no rio Cuiabda, tornando necessarios estudos e analises de outras populacdes
objetivando detectar algum marcador cromossémico que as caracterizem.

Atualmente tem se discutido com mais frequéncia a conservacdo de recursos
genéticos de peixes. Frente a enorme diversidade de espécies encontradas no Brasil pouco
ainda se conhece sobre a estrutura genético-populacional desses recursos. O declinio da
diversidade bioldgica aquatica ndo deve ser preocupante somente pela queda do numero de
individuos de uma espécie, mas primeiramente pela perda de sua variabilidade
populacional (Hilsdorf, 1997).

Véarios marcadores de analise do DNA baseados na PCR foram desenvolvidos,
permitindo que a avaliacdo genética de um animal, de uma comunidade ou de uma
populacdo seja determinada com maior precisdo, antes mesmo da expressdo do seu

fenotipo, e desta forma, fornecer uma metodologia mais objetiva para a pesquisa e
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monitoramento genético em estoques mantidos em cativeiro e em popula¢fes naturais
(Lopera-Barrero, 2007).

CONCLUSOES

- O numero de cromossomos em Brycon microlepis é de 50 cromossomos, sendo 20
metacéntricos, 24 submetacéntricos e 06 subtelocéntricos;

- Sitios de Regides Organizadoras do Nucléolo (NORs) conservados em um par
cromossémico comum;

- Bandas de marcacdes da heterocromatina constitutiva (bandamento C) pericentroméricas
em ambos os bracos cromossémicos do primeiro par de cromossomos metacéntricos e nas
regides centroméricas da maioria dos outros cromossomos;

- Os primers BoM7 e BoM12 tiveram melhores resultados na amplificagdo, formaram
bandas fracas.

- A criacdo de um banco de DNA de Brycon microlepis depositado no laboratério de
Citogenética animal da UFMT, coletados de 2010 a 2014, compreendendo o rio Paraguai e
rio Cuiaba, nas cidades de Cuiabd, Bardo de Melgaco, Santo Antdnio de Leverger, Barra do

Bugres e Caceres, no Mato Grosso é importante para a realizacdo de estudos futuros.
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