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1. Introducgao

O tucunaré (Cichla monoculus) é uma espécie de grande porte que pode alcangar 50 cm de
comprimento e 9 kg de peso (Ferreira et al., 1998). Possui habito diurno, assim como outras
espécies desse género (Novaes & Caramaschi, 1999) e ndo realiza migragGes. A espécie é muito
apreciada em fungdo da alta qualidade de sua carne, da pouca quantidade de espinhas e baixo teor
de gordura. Os estudos sobre a variabilidade genética sdo de considerave! importdncia quando se
pensa em elaborar projetos que visam a conservagdo de recursos naturais (Leuzzi et al., 2004) a
compreensédo da diversidade e a distribuigdo das populages (Almeida et al., 2003), adotando como
enfoque o papel desempenhado pelas variagdes no nivel gendmico em resposta as mudangas
ambientais, particularmente aquelas causadas pelo homem (Marques, 2002). Além disso, o uso
cada vez mais frequente do ambiente aquatico como meio de transporte e veiculo de descarte de
efluentes agro-industriais e domésticos é um fator que, adicionado a pesca intensiva, pode
comprometer bruscamente a sobrevivéncia desses recursos, particularmente, o tucunaré (Santos &
Dos Santos, 2005).

Por isso, para conhecer os niveis de variabilidade genética de populages naturais do tucunaré da
Amazdnia, o objetivo deste trabalho foi isolar e determinar a temperatura de anelamento de locos
microssatélites para a espécie C. monoculus.

2. Material e métodos

A identificagdo dos locos microssatélites foi realizada ap6s o sequenciamento de 96 clones de uma
biblioteca genbmica enriquecida em microssatélites para C. monoculus. Essa biblioteca foi
construida em parceria com o Laboratorio de Andlise Genética e Molecular da UNICAMP (Programa
PROCAD/CAPES). As sequéncias geradas foram editadas e agrupadas utilizando os programas
EditSeq e SeqMan do pacote Laser Gene vs.5.03 (DNASTAR Inc). Para encontrar as regides com
microssatélites, foi utilizado o programa SSRIT-Gramene, em seguida os locos foram selecionados
utilizando o programa Primer Select (DNASTAR Inc.). Para a determinacdo da temperatura de
anelamento dos iniciadores (primers) que amplificam os locos microssatélites isolados, foi utilizada
a metodologia de PCR (reac8o em cadeia da polimerase) de gradiente com variagdes de 46 a 66 °C
nas seguintes condigdes: 1 uL de tampado de PCR (10X), 2 uL de primer (direto e reverso), 0,8 uL
de dNTP mix, 0,2 ul de Taq Polimerase, 10 ng de DNA e completadas com &gua estéril para um
volume final de 10 uL. O programa de termociclagem consistiu de 2 min a 94°C, seguidos de 35
ciclos de 1 min a 94°C, 10 seg com a variacdo da temperatura entre 46 °C e 66 °C, 30 seg a 72°C e
extensdo final de 60 min a 72°C.

3. Resultados e discussao

Apds o sequenciamento de 96 clones, foi possivel identificar 40 locos microssatélites (Figura 1),
dos quais 87,5% eram dinucleotideos, 1,2% tri, 0,4% tetra e 0,4% pentanucleotideos, sendo 65%
perfeitos e 35% imperfeitos. No total, foram encontrados microssatélites simples (82%) e
compostos (18%).
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Figura 1: Microssatélites encontrados em Cichla monoculus: A) Dinucleotideo Simples Perfeito; B)
Dinucleotideo Simples Imperfeito e C) Dinucleotideo Composto.

A partir dos 40 locos identificados, foram selecionados 15 locos que possuiam tamanho entre 150 e
250 pb, iniciadores com 18 a 22 pb, contetdo de GC entre 40 e 60%, diferenga de até 3°C entre a
temperatura de anelamento dos iniciadores e auséncia de hairpin e dimeros.

Os locos selecionados foram sintetizados e submetidos a PCR de gradiente para determinagao da
temperatura de anelamento (Tabela 1). Em seguida, os produtos foram visualizados em gel de
agarose 2% para confirmar a presenga ou auséncia das bandas.

Tabela 1: Unidade de repetigdo, tamanho do fragmento e temperatura étima de anelamento
de 15 locos microssatélites isolados do tucunaré (Cichla monoculus).

UNIDADE DE | TAMANHO DO | TEMPERATURA DE

Lo REPETIGAO FRAGMENTO | ANELAMENTO
TUC_1 (CAYs 158 65°C

TUC_2 (AC),AT(AC), 255 62°C

TUC_3 (TG)11 250 55°C

TUC_4 (G0 214 57°C

TUC_5 (TG)4CIGT): 203 | 52°C

TUC_6 (GD1a 190 66°C

TUC_7 (TG)sTT(TG)3 203 57°C

TUC_8 (AC)1; 248 64°C

TUC_9 (CA)CT(CA), 186 50°C

TUC_10 (AG)s 201 55°C

TUC_11 (CT); 213 65°C

TUC_12 (CAC)s 230 65°C
TUC_13 (CA), 207 62°C

TUC_14 (GT), 259 60°C '
TUC_15 (CT)4T(AC)s 260 60°C

Paralelamente ao desenho e sintese dos primers, foi realizada a extracao de DNA de 80 amostras
de C. monoculus a partir do tecido muscular, de acordo com Sambrook e Russel (2001). As
amostras extraidas foram visualizadas em gel de agarose 1% (Figura 2) e quantificadas em
espectrofotOmetro para posterior genotipagem e caracterizagdo dos locos selecionados.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a integridade de dez
amostras DNA extraidas de Cichla monoculus.
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4. Conclusdo

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a construcdo de bibliotecas gendmicas enriquecidas
consiste de uma metodologia muito eficiente para a obtencdo de marcadores moleculares
microssatélites. A etapa de determinagdo da temperatura de anelamento evidenciou temperaturas
muito distintas, variando de 50 a 66 °C devido as proprias caracteristicas de cada loco utilizado.

Os locos identificados serdo caracterizados e os polimérficos serdao utilizados para estudar a
variabilidade genética de populages naturais de C. monoculus ao longo dos rios
Solim8es/Amazonas no trecho localizado entre as cidades de Coari e Manaus, gerando informagdes
que possam contribuir para futuros programas de manejo e conservagdo da espécie.
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