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Viabilidade de marcadores microsatélites para a piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii) da amazonia.
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A piramutaba (Figura 01), é a principal espécie capturada para exportacoes na Amazdnia Brasileira.
Sua rentabilidade ja atingiu US$ 13 milhSes somente no estuario, onde ocorre a pesca industrial
(IBAMA, 1999). Essa espécie possui o0 comportamento migratoério, tendo como regido de reprodugao
as cabeceiras dos afluentes de dgua branca do rio Solimdes/Amazonas, o Estuario Amazdnico como
area de criacdo e a Amazébnia Central como area de alimentagdo dos individuos adultos e pré-
adultos (Barthem & Goulding, 1997). Diferentes experimentos no inicio dos anos 80 demonstraram
que os genomas dos eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de sequéncias
repetidas, umas mais complexas (minisatélites) e outras mais simples (SSR-Simple Sequence
Repeats) chamados de marcadores moleculares microsatélites (Hamada et al., 1982). Esses
marcadores consistem de pequenas seqliéncias entre 1 a 6 nucleotideos de comprimento, repetidas
em tandem. Em genomas de eucariotos, estas seqiiéncias simples sdo mais freqlientes, distribuidas
ao acaso e formam locos genéticos muito mais polimdrficos. Estas caracteristicas tornam os SSRs
ideais para mapeamento genético e fisico de genomas, na identificagdo e discriminagdo de gendtipos
e estudos de genética de populagGes (Ferreira e Grattapaglia, 1998). O objetivo deste trabalho foi
de testar a amplificacdo heterdloga de 18 marcadores microsatélites desenvolvidos para a dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii) em piramutaba (B. vaillantii), a fim de serem utilizados futuramente
em estudos de genética populacional e na delimitagdo de estoques pesqueiros. Foram utilizados
entre 2 e 26 individuos de piramutaba coletados no alto rio Madeira (arredores de Porto Velho - RO
e Cachoeira de Teot6nio). O DNA gendmico foi extraido seguindo o método com CTAB e cloroférmio
(Doyle & Doyle, 1990). A amplificagdo e genotipagem das amostras foram realizadas segundo o
método descrito por Farias et al. (2006) e Schuelke (2000). Inicialmente, foi realizada a PCR,
utilizando o mesmo perfil de temperatura padronizado para a dourada, utilizando-se 04 individuos
de piramutaba. Alguns marcadores foram submetidos a testes de gradiente de temperatura de
anelamento (entre 49 a 64°) a fim de se obter o produto amplificado. Os locos microsatélites
obtidos por amplificagdo heterdloga foram inicialmente verificados em gel de agarose 1,2% e em
seguida genotipados em eletroforese capilar no analisador de DNA Megabace 1000, utilizando um
marcador padrao de tamanho de bandas conhecido (Size standard ET400R, GE Healthcare). As
amostras genotipadas foram analisadas com o auxilio do programa FRAGMENT PROFILER 1.2 (GE
healthcare) a fim de identificar os marcadores microsatélites polimdrficos para a piramutaba (B.
Vaillantii). Entre os 18 marcadores microsatélites desenvolvidos para dourada (B. rousseauxii) e
testados em piramutaba, nove amplificaram satisfatoriamente, dentre os quais 07 apresentaram-se
polimoérficos (Tabela 1). Foram analisados entre 4 a 26 individuos coletados no rio Madeira, os quais
apresentaram variacdo no numero de alelos entre 2 (BRO1 e BR17) a 6 (BR02). Os niveis de
heterozigosidade observada apresentaram variagdo entre 0,0 (BRO1) a 0,73 (BR07), os niveis de
heterozigosidade esperada entre 0,33 (BR04) a 0,83 (BR10) e trés locos apresentaram desequilibrio
de Hardy-Weinberg (BR02 e BR12). A amplificagdo heterdloga e os niveis de polimorfismo dos
marcadores microsatélites da piramutaba, a partir de locos desenvolvidos para a dourada,
representam potenciais marcadores moleculares para o estudo da genética populacional e
delimitagdo de estoques pesqueiros dessa espécie no intuito de subsidiar politicas publicas de
manejo e conservagao da piramutaba na Amazonia.

Figura 01 - Piramutaba - Brachyplatystoma vaillantii (Fonte: Batista e Formiga-Aquino, 2004).
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Tabela 01 - Caracterizagdo de 07 marcadores moleculares microsatélites de Brachyplatystoma vaillantii obtidos
por amplificagdo heterdloga a partir de 18 locos desenvolvidos para B. rousseauxii.

N ol Temperatura
Loco Motivo de Repeti¢io N 3 de Hoy H
Alelos (bp)
Anelamento
BRO1 (GT)y 02 02 248-276 60°C 0.00 0.66
BRO2 (GTGA)s (GA)yg 26 06 178-202 529€ 0.23*  0.65
BR04 (GA)p ca (GA)s 13 03 253-257 49°C 0.23 0.33
BRO7 (TCCA);s tcta (TCCA), 03 03 134-144 57E 0.73 0.73
BR10 (CA) 02 03 150-188 50°C 0.50 0.83
0 *
BRI12 (TG)7 11 05 163-193 60°C 0.46 0.65
tc (TG)4 tc (TG), te 5
BR17 21 02 166-188 SHHE 0.57 0.42
(TG)3 cg (TG);

N = NUmero de individuos; He - Heterozigosidade observada; Hg - Heterozigosidade esperada *Desequilibrio de
H-W P<0,009.
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