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RESUMO

Salminus brasiliensis ¢ uma espécie endémica do rio Parana e Lagoa dos Patos, englobando
cinco paises que inclui Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai ¢ Uruguai. E uma espécie de grande
importancia econdmica e social na pesca artesanal, de subsisténcia e esportiva. O presente
trabalho objetivou o desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo microssatélites na
espécie Salminus brasiliensis. Inicialmente, o genoma da espécie foi obtido por meio do
sequenciamento de nova geracdo pela plataforma Illumina. A qualidade das reads foram
analisadas pelo programa FastQc. A montagem de novo foi realizada pelos programas
SOAPdenovo2 e SPAdes e a mineragdo de microssatélites realizada utilizando os programas
MISA e EasySSR. Para determinagdo de primers foi utilizado o programa Batchprimers3. O
total de reads sequenciadas, foi de 4.119.94 com comprimento de 36-100 pb e Q=39,06. Com
o programa SOAPdenovo2 foi obtido um N50=731 e com SPAdes um N50=1649. Os
resultados do programa MISA apontaram um total de 56.893 microssatélites, predominando os
pentanucleotideos com 63,7%, e o programa EasySSR o total de microssatélites foi de 29.098,
predominando trinucleotideos com 46,3%. Foram desenhados um total de 89 primers, dentre
eles, 80 primers bem-sucedidos. Portanto, através do sequenciamento de nova geracao pela
plataforma Illumina foram desenvolvidos marcadores microssatélites para futuros estudos de
polimorfismos genéticos em Sal/minus brasiliensis, onde também primers foram desenhados e
testados in silico para nortear futuras pesquisas.

Palavras-Chave: repeticoes de sequéncia simples; marcadores moleculares; Salminus

brasiliensis



ABSTRAT
Salminus brasiliensis is a species of great economic and social importance in artisanal,
subsistence, and sport fishing. It is endemic to the Parand River and Lagoa dos Patos,
encompassing five countries including Argentina, Bolivia, Brazil, Paraguay, and Uruguay. The
aim of this study was to develop microsatellite molecular markers for this species. Its genome
sequence was initially obtained through next-generation sequencing using an Illumina platform.
Read quality was analyzed using the FastQC software. De novo assembly was carried out using
SOAPdenovo2 and SPAdes programs and microsatellite mining using the MlcroSAtellite
Identification Tool (MISA) and EasySSR programs. Batchprimers3 was employed to design
the polymerase chain reaction (PCR) primers. The total number of sequenced reads was
411,994 with a length of 36100 base pairs and Q = 39.06. SOAPdenovo?2 yielded an Nso =
731, whereas SPAdes yielded an Nso = 1,649. A total of 56,893 microsatellites, with
pentanucleotides predominating at 63.7%, were identified using the MISA program, whereas a
total of 29,098 microsatellites, with trinucleotides predominating at 46.3%, were identified
using the EasySSR program A total of 89 PCR primers were designed, of which 80 were
successful. Thus, next-generation sequencing using the Illumina platform allowed the
development of microsatellite markers for future genetic polymorphism studies in S.

brasiliensis, where primers were also designed and tested in silico to guide future research.

Keywords: simple sequence repeats; molecular markers; Sa/minus brasiliensis.
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1 INTRODUCAO

2 13 799 13 L9 (13

Salminus brasiliensis de nomes vulgares “dourado”, “pirayu”, “saipé€”, “pirajuba” e
“dama”, € uma espécie de peixe de grande porte, cujas fémeas podem atingir em torno de 26 Kg,
a espécie possui caracteristicas proprias para realizacdo de migragdes de longas distancias e para
predacdo de outros peixes. Além disso, ¢ uma espécie apreciada pelo mercado consumidor
mediante as caracteristicas sensoriais de sua carne como sabor e suculéncia, além do peso bruto
do animal conferir alto rendimento para a producao de filé (GRACIANO et al., 2022).

Dessa forma, S. brasiliensis ¢ objeto de grande interesse para criacdes em cativeiro,
apesar de ser predominantemente oriunda de extrativismo para comercializa¢do. A espécie ¢
nativa da Bacia do Rio da Prata, ocorrendo nos rios Parana, Paraguai e Uruguai, no Brasil, esta
presente em estados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (GRACIANO et al., 2022).

S. brasiliensis, a espécie nativa ainda ndo possui genoma completo publicado, mas 8
loci de microssatélites polimorficos foram descritos em por Rueda et al. (2011). Diante disso,
¢ possivel observar que ainda ha caréncia de dados genéticos para a espécie, 0 que torna
limitado o estabelecimento de programas de manejo sustentdvel para conservacdo e
produtividade aquicola.

Os estudos genéticos na area da piscicultura sdo intensos e buscam o avango do
conhecimento nas areas de sele¢do reprodutiva, genética molecular e biotecnologia de
organismos, principalmente em peixes, ostras e camardes, programas de melhoramento
genético estao sendo desenvolvidos para espécies de importancia comercial, como salmao-do-
Pacifico, bacalhau, linguado, tilapia-do-Nilo e camardo (ALVES, A. L.; VARELA E. S;
HASHIMOTO D. T., [2024]). Os recursos genéticos com marcadores moleculares possibilitam
a avaliacdo da possibilidade da variabilidade genética que pode existir entre espécies
especificas, marcadores genéticos possibilitam o mapeamento sendo assim contribuem
evolutivamente para incorpora¢do de programas de melhoramento (BERED et. al.,1997).

O Sequenciamento de Nova Geragao podem ser destinadas para fins de investigagdes
genéticas ou medicina de precisdo (SAFADY, 2019). O NGS permite maior rendimento de
sequéncias de acidos nucleicos de forma rapida ¢ barata em comparagéo ao sequenciamento de
Sanger que atualmente ¢ uma ferramenta com pouco redimento e que leva mais tempo. Em
relagdo a piscicultura, pesquisas de cunho genético sdo fundamentais para o desenvolvimento
e aperfeicoamento da atividade, bem como para programas de conservagdo (SAFADY, 2019).

No que se refere aos recursos genéticos para S. brasiliensis, a espécie nativa ainda nao
possui genoma completo publicado, tornando limitado o estabelecimento de programas de

manejo sustentavel para conservagdo e produtividade aquicola, mediante a isso os marcadores
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microssatélites sdo ferramentas fundamentais para desenvolvimento de recurso para espécie,
pois a partir dele podera desenvolver outros estudos importantes para espécie, € atualmente esse
marcador tem sido utilizado na constru¢do de mapas genéticos, associag@o entre instabilidade
do numero de repeti¢des e doencas genéticas, estrutura genética de populagdes e analises de
paternidade. Nossa hipotese foi que sequenciamento de proxima geragdo, gerou muitos
marcadores microssatélites, a partir disso foram desenhados primers para serem utilizados

como ferramentas moleculares em pesquisas futuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar e desenvolver um painel de marcadores microssatélites para Salminus

brasiliensis.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a montagem de novo do genoma de Salminus brasiliensis;

de S. brasiliensis;

e Identificar os primers para amplificagdo dos microssatélites do genoma montado

de S. brasiliensis;

e Avaliar, mediante ferramentas de PCR in silico os primers desenhados para a

amplificagcdo dos microssatélites.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biologia da espécie

Salminus brasiliensis (figura 1) pertencente a familia Characidae, é descrita como peixe
de escamas que apresenta coloracdo dourada com reflexos avermelhados, cada escama
apresenta um filete negro no meio formando riscas longitudinais da cabeca a cauda, do dorso
até abaixo da linha lateral, podem alcangar um metro e pesar em média 25 kg, e ¢ uma espécie
carnivora, possui ato migratorio para sua reprodugdo, ou seja, reofilico, além de possuir
caracteristicas sensorias favordveis na sua carne e seu crescimento acelerado favorece a
industria alimenticia (AMBIENTAL BRASIL, 2021).

O comportamento migratério ¢ conforme seu estagio de vida (larva, juvenil ou adulto)
ocupam diferentes ambientes na planicie de inundagdo. As espécies migratorias geralmente
desovam em aguas abertas no canal principal e tributarios, seus ovos e larvas sdo levadas para
areas alagadas e lagoas marginais (areas de alagados, alagadicos, lagos, banhados, canais ou
pogos naturais que recebam aguas dos rios ou lagoas em carater permanente ou temporario).
Quando estdo na fase jovem, exploram ambientes de lagoas naturais e rios tributdrios
represados, que atribuem como areas de alimentacao e crescimento. (SERAFINI, 2005).

Com as caracteristicas reofilica dessa espécie os fatores mais recorrentes causadores do
problema na pesca sdo o desmatamento da vegetagao ciliar, excessivo esfor¢o de pesca, captura
de individuos jovens, drenagem de lagoas marginais, regulagao do regime hidrologico dos rios,
constru¢do de barragens, poluicdo das dguas e introdugdo de espécies exoticas (ZANIBONI,
FILHO et al., 2000).

Figura 1. Espécie Salminus Brasiliensis em seu habitat natural, no Mato grosso do Sul

Fonte: SEALE, 2022
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O Dourado, Salminus brasiliensis, pertence ao género Salminus, ordem dos
Characiformes e classe Actinopterygii. O género Salminus ¢ descrito em cinco espécies: S.
affinis, S. hilarii, S. brasiliensis, S. iquitensis e S. franciscanus. A espécie S. brasiliensis ¢ a que
possui o maior potencial para piscicultura (FLORA et al., 2010).

Sendo assim, a taxonomia de Sal/minus pode ser apresentada da seguinte forma:

Super Classe: Pisces
Classe: Osteichtyes
Subclasse: Actinopterygii
Ordem: Characiformes
Subordem: Characoidea
Familia: Characidae (Incertae Sedis)
Género: Salminus (Agassiz, 1829)
Espécie: Salminus affinis (Steindachner, 1988)
Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816)
Salminus hilarii (Valenciennes, 1850)
Salminus iquitensis (Nakashima,1941)
Salminus franciscanus (nova espécie, 2007) (FREITAS, 2010).

A espécie S. brasiliensis ocupa o topo da cadeia alimentar, sendo considerada uma
espécie piscivora ou ictiéfaga por exceléncia. Seu habito alimentar apresenta dificuldades para
a criacdo porque ele necessita de alimentos altamente proteicos e de alta qualidade, tornando-
se caro (FLORA et al., 2010).

Na psicultura, a quantidade de ragcdo fornecida deve variar de acordo com o tamanho do
peixe e a temperatura da agua, por isso na pratica recomenda-se que o peixe esteja
aparentemente saciado, evitando assim o desperdicio de ragdo, pois os custos com alimentac¢ao
representam 50-60% dos custos totais de producao (FLORA et al., 2010).

E um peixe piracema que faz sua reproducio nos cursos superiores dos rios durante a
estacdo das cheias, que coincide com os meses quentes, de outubro a marco (FREITAS, 2010).
Essa sazonalidade reprodutiva resulta da interacdo de fatores endogenos e abidticos, como
temperatura da 4dgua, fotoperiodo e precipitacdo atmosférica, quando o nivel da 4gua aumenta,
esses fatores atuam na maturagdo das gonadas, preparando-as para a reproducdo. (FREITAS,
2010). A maioria dos peixes de piracema nao apresentam indicios de desova em cativeiro, a
desova em cativeiro pode ser obtida através de indutores hormonais (SERAFINI, 2005).

Em seu habitat natural, essa espécie prefere ambientes de corredeiras, onde os niveis de
oxigénio costumam ser mais elevados. Para um bom crescimento desta espécie, recomenda-se
que o teor de oxigénio ndo seja inferior a 4 mg/l. (FLORA et al., 2010). Os pardmetros de
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qualidade da 4dgua s3o extremamente importantes na aquicultura, porque as caracteristicas da
agua influenciam na sobrevivéncia, crescimento e reproducao dos organismos aquaticos. O
entendimento dos efeitos causados por varidveis de qualidade da dgua ¢ essencial para adotar
medidas de manejo, avaliar os impactos ambientais e manter a qualidade dos organismos

cultivados (SERAFINI, 2005).

3.2 Importancia econdomica da espécie

Salminus brasiliensis ¢ uma espécie de grande importancia econdmica e social na pesca
artesanal, de subsisténcia e esportiva. Valorizada por sua agressividade e voracidade, ¢ uma das
espécies mais procuradas pelos pescadores (RIBOLLI, 2014).

A pesca artesanal, onde o S. brasiliensis ¢ mais consumido, tem por defini¢ao a atividade
que ndo ¢ em larga escala, nem utiliza tecnologias sofisticadas e envolve pesados investimentos,
alem disso a pesca artesanal brasileira possui numerosas e complexas especificidades e que
envolvem os fatores sociais, politicos, institucionais, economicos ¢ ambientais tipico a cada
local (SILVA, 2014). Em outro especto, a pesca artesanal ¢ uma atividade caracterizada pela
baixa produtividade e taxa de rendimento e de subsisténcia (SILVA, 2014).

Assim como a pesca artesanal, a espécie € importante também na pesca esportiva que €
regulamentada pela Lei 11.959, de 29 de junho de 2009 conhecida como Lei da Pesca, “define
a pesca amadora e esportiva como uma atividade de pesca de natureza ndo comercial voltada
para o lazer, turismo e o desporto de seus praticantes, onde o pescado capturado e ndo ¢é fonte
de subsisténcia e nem de renda para o pescador” (MPA, [2024]).

No que se refere pesca esportiva o objetivo € apenas fisgar o peixe, ou seja ndo tem o
intuito do consumo e nem do comercio, é somente pelo prazer da pesca. Sendo assim os peixes
sao devolvidos vivos, antes disso os pescadores medem, pesam, fotografam para devolvé-los
para natureza, a devolug@o tem o objetivo de deixar o peixe crescer mais, e desovar mais vezes,
para o aumento da populagdo, no quesito pesca esportiva ¢ possivel afirmar que na agua doce
tem maior chance de sobrevivéncia do peixe solto do que na 4gua salgada
(AMBIENTEBRASIL, 2021).

Sobretudo, Salminus brasiliensis tem despertado o interesse dos piscicultores pelo fato
de ser um peixe muito conhecido na pesca esportiva e ¢ uma espécie apreciada pela industria
alimenticia, pois sua carne ¢ sensorialmente atrativa pelos consumidores, alem de ter inumeras
caracteristicas favoraveis para sua criacdo como crescimento acelerado favorecendo sua
producdo, dominio das técnicas reprodutivas, alto valor agregado, rusticidade, facil adaptacao

e boa aceitacdo de alimentacdo artificial, ou seja, favorecendo sua procura no mercado
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consumidor (NETO, 2020).

3.3 Biotecnologia aplicada a espécie

A espécie Salminus brasiliensis possui 8 loci de microssatélites polimorficos foram
descritos por Rueda et al. (2011). Em estudo mais recente por Graciano et al. (2020) gerou um
conjunto massivo de leituras curtas de DNA com pontuagdes de qualidade, chamada de bases
associadas. O conjunto de dados, gerado pelo autor, embora de baixa cobertura gendmica, ¢
considerado de alta qualidade (média de um erro a cada 6.250 pb).

Outra biotecnologia aplicada foi de um estudo intitulado “Morfometria e alometria das
larvas de cinco espécies de Characiformes na Bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul” que
consistiu em analisar a morfologia e alometria de larvas pertencentes a cinco espécies
potamddromas, dentre elas Salminus brasiliensis € as demais foram Leporinus steindachneri ,
Eigenmann, 1907, Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1837), Prochilodus vimboides
(Kner,1859), Brycon insignis e Steindachner, 1877 as larvas usadas foram as que estavam nos
estagios de pré-flexao, pos-flexao e desenvolvimento juvenil, foi possivel classificar as larvas
através de analises discriminantes validadas cruzadas com base em sete variaveis
morfométricas com precisdo 96% para S. Brasiliensis sendo o maior resultado e isso indica a
caracteristica larval que pode ser utilizada para a identificacdo taxonomica do ictioplancton
(SOUZA G.; CARAMASCHI E.P.; MONTEIRO L.R.; 2017).

A tecnologia da criopreservacao do sémen ¢ uma técnica que exige solucdo crioprotetora
adequada e taxas de congelamento e de descongelamento, sdo necessarias solugdes
crioprotetoras que sdo compostas por um diluidor e um crioprotetor intracelular, com a fungao
de prevenir as crioinjurias dos espermatozoides durante os procedimentos de congelamento e
de descongelamento, além de manter os espermatozoides imdveis durante o armazenamento.
Em um estudo com o Dourado (Sa/minus brasiliensis) foram realizados trés experimentos, para
avaliar sensibilidade dos espermatozoides comdiferentes solucdes crioprotetoras. No
experimento 1, o sémen foi diluido, 1:10, em 12 solugdes. Metade de cada amostra foi resfriada
por uma hora e a outra, criopreservada. A motilidade espermatica foi avaliada imediatamente
apos a diluigdo e apos o resfriamento em todas as amostras e, apds o descongelamento, apenas
nas amostras criopreservadas em DMSO. No experimento 2, o sémen foi diluido, 1:5, em cinco
solucdes contendo DMSO e resfriado, criopreservado e avaliado como no experimento 1. No
experimento 3, o s€émen foi diluido, 1:5, em quatro solugdes contendo DMSO e criopreservado
e avaliado quanto a motilidade e a fertilidade. Quando o sémen foi diluido 1:10, observou-se

motilidade acima de 58% em todas as amostras resfriadas em DMSO e em NaCl-tris-
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metilglicol. Baixa motilidade foi observada nas amostras resfriadas nas outras combinagdes
com metilglicol (5-32%) ou glicerol (0-8%) e naquelas criopreservadas (16-20%). Todas as
amostras diluidas 1:5 apresentaram motilidade de 65-72% apds o resfriamento e de 45-66%
apos o descongelamento (experimentos 2 e 3). As taxas de eclosdo produzidas com sémen
criopreservado, entretanto, foram baixas (17-23%) em relacdo ao sémen fresco (60%)
(VIVEIROS et. al., 2009).

Citogenética ¢ um ramo da genética que estuda a estrutura e fungdo da célula,
especialmente os cromossomos. O estudo citogenético da espécie Salminus brasiliensis pelo
autor Caramelo et. al. (2014) revelou a presenca de um nimero diploide de 50 cromossomos.
A formula cariotipica consistiu em (10 M + 20 SM + 10 ST-A) e NF= 80. Nenhum
heteromorfismo relacionado ao sexo foi detectado. As regides organizadoras do nucléolo
evidenciadas pela coloragdo com nitrato de prata estavam localizadas na regido telomérica do
brago longo do sexto par de cromossomos (SM). Através do bandamento C, foi observada a
presenca de blocos de heterocromatina constitutiva nas regides centromérica e pericentromérica
da maioria dos cromossomos do complemento. Os primeiros pares de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos do género Salminus apresentam arranjo tipico da
heterocromatina constitutiva em nivel centromérico e pericentromérico. Concluindo, o
cariotipo de Salminus brasiliensis do Médio Parand, Argentina, apresenta semelhanca em
relacdo a individuos da mesma espécie pertencentes as bacias do Alto Parana.

Foi relatado o genoma mitocondrial completo do peixe Salminus brasiliensis que ¢ uma
molécula de DNA circular de 17.721 pb de comprimento, contendo 13 genes codificadores de
proteinas, 2 genes de rRNA, 22 genes de tRNA e uma regido de controle ndo codificante de
2.128 pb. Todos os genes codificadores de proteinas estdo na fita pesada, exceto Nd6, e todos
tém ATG como codon de inicio, exceto o gene Cox/ que tem um codon de inicio GTG. Sete
genes codificadores de proteinas t€m codons de parada incompletos (Nd2, Cox2, Atp6, Nd4 e
Cytb tém T——, e Cox3 e Nd3 tém TA—). TAG ¢é o cddon de parada para Nd6 e AGG ¢ o codon
de parada para Cox! (DIAS; CARMO; MARTINS et. al., 2014).

Foi possivel identificar um marcador molecular especifico para o sexo em Salminus
brasiliensis baseado no marcador SCAR. O marcador AFLP especificos do sexo masculino no
estudo, foi isolado (Lesl) e convertido em um marcador SCAR. O marcador Lesl foi
confirmado como especifico do sexo em todas as amostras testadas. Um marcador de DNA
especifico do sexo aplicavel aos peixes seria muito Util para elucidar o mecanismo de

determinagdo do sexo nos peixes (ROSA; CRUZ; SERRANO; et al., 2017).
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3.4 Sequenciamento de préoxima geracio (NGS)

Na década de 80 até a década de 2000 o Sequenciamento pelo método de Sanger era o
método utilizado, a partir da segunda metade da década de 2000, a técnica de Sequenciamento
de Nova Geracao (Next Generation Sequencing, NGS) surgiu e aos poucos substituiu o0 método
de Sanger (FARIA, 2021).

O meétodo Sanger sequencia os fragmentos de DNA individualmente, enquanto o NGS
¢ uma técnica de sequenciamento em larga escala, onde até bilhdes de fragmentos sdo
sequenciados simultaneamente em uma Unica corrida (FARIA, 2021).

O NGS promove sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informagao
sobre milhdes de pares de bases em uma unica corrida. Atualmente, os sequenciadores sao da

1* 4 3* geracdo (HORODESKY, 2014).

3.4.1 - 1> GERACAO (Degradacio quimica e Interrupcio da cadeia-Sanger)

Quando se trata de sequenciamento, essa trajetoria comecou em 1977, quando Frederick
Sanger desenvolve a tecnologia de sequenciamento de DNA com o método de terminacgdo de
cadeia, hoje conhecido como sequenciamento Sanger, e Walter Gilbert criou outra tecnologia
de sequenciamento, mas essa ¢ baseada na modificacdo quimica do DNA e posteriormente a
clivagem em bases especificas. Por motivos de sucesso e a baixa radioatividade, o
sequenciamento Sanger foi denominado “primeira geragdo” com aplicagdes para

sequenciamento laboratorial e comercial (LIN LIU et. al., 2012).

3.4.2 - 2* GERACAO (454-Roche, Illumina Genome Analyser-HiSeq/MiSeq e SOLID)

3.4.2.1 - Roche 454

Roche 454 ¢ um sequenciador usa tecnologia de pirosequenciamento, essa tecnologia
depende da detecgao de pirofosfato liberado durante a incorporagao de nucleotideos. Os DNAs
da biblioteca com adaptadores especificos para 454 sdo desnaturados em fita simples e
capturados por esferas de amplificagdo seguidas por PCR em emulsdo. Em seguida, em uma
placa de picotitulagdo, um dos ANTP complementara as bases da fita modelo com o auxilio de
ATP sulfurilase , luciferase, luciferina, DNA polimerase e adenosina 5' fosfossulfato (APS) e
isso vai liberar pirofosfato (PP1) igual a quantidade de nucleotideo incorporado. O ATP que se
transformou no PPi também vai transforma a luciferina em oxiluciferina o que gera luz visivel.

Ao mesmo tempo, as bases ndo compativeis sdo degradadas pela apirase. Em seguida, outro
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dNTP ¢ adicionado ao sistema de reagdo e a reagdo de pirosequenciamento se repete (LIN LIU
et. al.,2012).

Em 2005 o comprimento de leitura do Roche 454 era de 100-150 pb, mais de 200.000
leituras e podia produzir 20 Mb por execugdo. Ja em 2008 foi langado o sistema 454 GS FLX
Titanium; por meio da atualizacdo, o comprimento de leitura conseguiu atingir 700 pb com
precisao de 99,9% apos filtrar e gerar 0,7 G de dados por execu¢do em um dia. Em 2009 a
Roche combinou o GS Junior com um sistema de bancada no sistema de sequenciamento 454,
que facilitou a preparacao da biblioteca e o processo de dados, e a produgao foi atualizada para
14 G por execugdo. A maior vantagem da Roche ¢ a sua velocidade pois leva apenas 10 horas
para a conclusdo do sequenciamento, seu comprimento de leitura também ¢ uma caracteristica
diferenciada em comparagdao com outros sistemas NGS. A constru¢ao de sua biblioteca pode
ser automatizada, e a PCR em emulsdo pode ser semi-automatizada, o que pode reduzir em
grande parte a mao de obra. No entanto o elevado custo dos reagentes continua a ser um desafio
para a Roche 454, alem disso uma das deficiéncias € que possui uma taxa de erro relativamente
alta em termos de polibases maiores que 6 pb (LIN LIU et. al., 2012).

Um exemplo que aplicou a técnica foi com tubardo-branco (Carcharodon carcharias)
que € uma espécie interessante porque ¢ representante da mais antiga linhagem de vertebrados
com mandibula existente, os tubardes-brancos também sdo motivo de preocupacdo para a
conservagdo devido ao seu pequeno tamanho populacional e a ameaga da pesca excessiva. Por
esse motivo pouco se sabe da biologia desse peixe e dos seus recursos que nao estdo disponiveis.
A fim de resolver esse problema, os pesquisadores combinaram tecnologias de sequenciamento
Roche-454 e Illumina para caracterizar o primeiro transciptoma de qualquer tecido para esta
espécie. Resumindo, com ¢cDNA do coracdo de tubardao-branco, foi possivel gerar 665.399
leituras Roche 454 (comprimento médio de 387 pb) que foram montadas em 141.626 contigs
(comprimento médio de 503 pb) e com Illumina foi gerado 78.566.588 leituras Illumina, onde
alinhou 454 contigs produzindo 105.014 sequéncias de consenso 454/Illumina (RICHARDS
V.P.; SUZUKI H.; STANHOPE M.J.; SHIVJIM.S., 2013).

3.4.2.2 AB Solid (Sequenciamento por Oligo Ligation Detection)

SOLID (figura 2) foi adquirido pela Applied Biosystems em 2006, esse sequenciador
adota a tecnologia de sequenciamento de duas bases de acordo com sequenciamento de ligacao.
Na célula de fluxo SOLiID, as bibliotecas podem ser sequenciadas por ligagdo de sonda de 8
bases que contém local de ligacao isso na primeira base, local de clivagem na quinta base ¢ 4
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corantes fluorescentes diferentes que sdo ligados na ultima base. O sinal fluorescente sera
acometido durante as sondas complementares a fita modelo e desaparecerd pela clivagem das
ultimas 3 bases das sondas. E a sequéncia do fragmento pode ser deduzida apds 5 rodadas de

sequenciamento usando conjuntos de primers ladder (LIN LIU et. al., 2012).

O comprimento de leitura do SOLiD era de 35 pb ¢ a saida foi de 3G de dados por
execucdo. Como ¢ um método de sequenciamento de duas bases, o0 SOLiD pode atingir uma
alta exatidao de 99,85% ap0s a filtragem. Em 2007, a ABI lancou o primeiro sistema SOLIiD,
posteriormente no final de 2010, o sistema de sequenciamento SOLiD 5500xl1 foi langado, em
seguida o SOLiD 5500xI teve cinco atualizacdes que foram langadas pela ABI em apenas trés
anos. O SOLiD 5500x1 obteve comprimento de leitura, precisdo e saida de dados aprimorados
de 85 pb, tendo a precisdo de 99,99% e 30 G por execugdo, o processo de execucao completo
pode ser finalizado em 7 dias, o custo de sequenciamento ¢ estabelecido por base a partir do
uso de reagentes apenas pelos usuarios do BGI. Porém o curto comprimento de leitura e o
ressequenciamento apenas em aplicagdes ainda € sua principal deficiéncia. A aplica¢do do
SOLID inclui resequenciamento do genoma completo, resequenciamento direcionado, pesquisa
do transcriptoma (que inclui perfil de expressdo génica, analise de RNA pequeno e analise do

transcriptoma completo) e epigenoma (como ChIP-Seq e metilagao) (LIN LIU et. al., 2012).

Como outros sistemas NGS, a infraestrutura computacional do SOLiD ¢ cara e ndo ¢
habitual de usar; pois requer um data center com ar condicionado, cluster de computacao,
pessoal qualificado em computagao, cluster de memoria distribuida, redes rapidas e sistema de
fila em lote, o seu sistema operacional utilizado pela maioria dos pesquisadores ¢ GNU/LINUX,
a execucao do sequenciador so6lido leva 7 dias e gera cerca de 4 TB de dados brutos, porém

mais dados serdo gerados apds andlise de bioinformatica (LIN LIU et. al., 2012).

3.4.2.2 - Sistema Illumina GA e HiSeq/MiSeq

Em 2006, a Solexa langou o Genome Analyzer (GA), e em 2007 a empresa foi adquirida
pela [llumina. O sequenciador Illumina adota a tecnologia de sequenciamento por sintese (SBS)
sua biblioteca possui adaptadores fixos que ¢ desnaturada em cadeias simples e enxertada na
célula de fluxo, em seguida tem a amplificagdo em ponte para formar agrupamentos que contém
fragmentos de DNA clonal. Antecedendo o sequenciamento, a biblioteca ¢ dividida em fitas
simples com a ajuda da enzima de linearizacdo e, posteriormente, quatro tipos de nucleotideos
ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP que possuem diferentes corantes fluorescentes clivaveis e um

grupo de bloqueio removivel complementariam o modelo um base de cada vez, e o sinal pode
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ser capturado por um dispositivo de carga acoplada (LIN LIU et. al., 2012).

No inicio, a saida do Solexa GA era de 1G por execugdo, mas através das melhorias na
polimerase, buffer, célula de fluxo e software, em 2009 a produgao de GA subiu para 20 G por
execugdo em agosto, 30G por execucdo em outubro e 50 G por execu¢do em dezembro, € a
mais recente série GAIIx pode alcangar 85G por execugdo. Em 2010, a Illumina langou o HiSeq
2000, que adota a mesma estratégia de sequenciamento do GA, e a BGI foi uma das primeiras
a nivel mundial a adotar o sistema HiSeq, sua produg¢do foi inicialmente de 200 G por execugao,
melhorada para 600 G por execucdo atualmente, que poderia ser concluida em 8 dias.
Comparado com 454 ¢ SOLiD, o HiSeq 2000 é o mais barato em sequenciamento com US$

0,02/milhao de bases (reagente contado apenas pelo BGI) (LIN LIU et. al., 2012).

O MiSeq engloba as fungdes de geragao de cluster, SBS e analise de dados em um tinico
instrumento e pode ir da amostra a resposta em um tnico dia (até 8 horas). O sequenciamento
¢ baseado em terminador reversivel Nextera, TruSeq e Illumina por quimica de sintese. Com
esse sequenciamento os dados possuem maior integridade e uma gama mais ampla de
aplicagdes, incluindo sequenciamento de amplicon, verificagio de clones, ChIP-Seq e
sequenciamento de genoma pequeno, siao as partes marcantes do MiSeq. Também ¢ flexivel
para realizar leituras unicas de 36 bp (saida de 120 MB) até¢ 2 x 150 leituras emparelhadas
Devido a sua melhoria significativa no comprimento de leitura, os dados resultantes tém melhor

desempenho na montagem contig comparado com o HiSeq (LIN LIU et. al., 2012),

3.4.3 - 3* GERACAO (Ion Torrent e PacBio RS)

3.4.3.1 - Ion PGM de Ion Torrent

Ion PGM (figura 2) foi langado pela Ion Torrent no ano de 2010, PGM usa tecnologia
de sequenciamento de semicondutores, ou seja, quando um nucleotideo ¢ incorporado nas
moléculas de DNA pela polimerase, um proton ¢é liberado e ao detectar a mudanga no pH, o
PGM reconhece se o nucleotideo foi adicionado ou ndo. Cada vez que o chip for inundado com
um nucleotideo apds o outro, se ndo for o nucleotideo correto, nenhuma voltagem sera
encontrada; se houver 2 nucleotideos adicionados, sera detectada voltagem dupla. O Ton PGM
¢ a primeira maquina de sequenciamento comercial que ndo tem fluorescéncia e varredura de
camera, por esse motivo resulta em maior velocidade, menor custo e menor tamanho de
instrumento, permitindo leituras de 200 pb em 2 horas e o tempo de preparagdo da amostra ¢

inferior a 6 horas para 8 amostras (LIN LIU et. al., 2012).
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Uma aplicacdo exemplar do sequenciador lon Torrent PGM ¢ a identificagdo de
patogenos microbianos, porque em 2011, houve um surto continuo de Escherichia coli O104:
H4 produtora de toxina Shiga virulenta na Alemanha. O sequenciamento completo do genoma
no sequenciador Ion Torrent PGM ajudou os cientistas a identificar o tipo de E. coli que
aplicaria diretamente a pista para encontrar a resisténcia aos antibioticos. A cepa parecia ser um
hibrido de duas cepas E. coli entero agregativa e E. coli entero hemorragica, a partir do resultado
do sequenciamento de E. coli TY2482, o PGM mostra o potencial de ter um sequenciador
rapido, mas de rendimento limitado, quando ha um surto de uma nova doenca (LIN LIU et. al.,
2012).

Um exemplo para essa plataforma foi o sequenciamento do genoma mitocondrial
completo da carpa koi ( Cyprinus carpio , Cyprinidae) pela primeira vez, a sequéncia do
genoma mitocondrial tem 16.581 pb de tamanho e consiste em 13 genes codificadores de
proteinas, 22 genes de tRNA, dois genes de rRNA e uma regido de controle. Com o
sequenciamento realizado foi construido a arvore filogenética usando um modelo de méxima
verossimilhang¢a mostrou uma relagdao irma da carpa koi com outros peixes Cyprinidae (LI, X.;

ZENG J.; ZHANG H.; WENG S.; HE J.; DONG C., 2016)

3.4.3.2 - PacBio

O sequenciamento do PacBio utiliza enzima modificada e observacao direta da reagao
enzimatica em tempo real, isso ocorre da seguinte forma a célula SMRT contém milhdes de
guias de onda de modo zero, incorporados com apenas um conjunto de enzimas e modelo de
DNA que podem ser detectados durante todo o processo, ao decorrer da reagdo, a enzima
incorporard o nucleotideo na fita complementar e clivara o corante fluorescente previamente
ligado ao nucleotideo, em seguida, a cdmera dentro da maquina captura o sinal em formato de
filme em observagdo em tempo real, isto fornecera o sinal fluorescente e também a diferenca
de sinal ao longo do tempo, o que pode ser util para a previsdo da variagdo estrutural na
sequéncia, especialmente 1til em estudos epigenéticos, como a metilagdo do DNA (LIN LIU
et. al., 2012).

O PacBio RS (figura 2) apresenta diversas vantagens: Primeiro, a preparagdo da amostra
¢ muito rapida; leva de 4 a 6 horas em vez de dias, além disso, ndo necessita da etapa de PCR
na etapa de preparacdo, o que reduz viés e erros causados pela PCR; Segundo, a taxa de
rotatividade € bastante rapida, as corridas sdo concluidas em um dia; Terceiro, o comprimento
médio de leitura ¢ de 1300 pb que ¢ maior do que qualquer tecnologia de sequenciamento de

segunda geracdo. Embora o rendimento do PacBioRS seja inferior ao do sequenciador de
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segunda geragdo, esta tecnologia ¢ bastante til para laboratorios clinicos, especialmente para

pesquisas em microbiologia (LIN LIU et. al., 2012).

A espécie que usou essa plataforma foi a dourada ( Oplegnathus fasciatus ) que € um
peixe de recife rochoso economicamente importante do noroeste do Oceano Pacifico. Apesar
da sua importancia econdmica, os recursos genOmicos da dourada sdo em grande parte
desconhecidas. Os autores utilizaram um genoma de referéncia em nivel de cromossomo da
fémea de O. fasciatus usando a técnica de sequenciamento de molécula tinica PacBio (SMRT)
e tecnologias de captura de conformagao cromossomica de alta qualidade (Hi-C). O genoma foi
montado em 120 contigs com comprimento total de 732,95 Mb e comprimento contig N50 de
27,33 Mb. O. fasciatus fornecerd um recurso importante ndo apenas para estudos ecoldgicos
basicos e de genética populacional, mas também para dissecar mecanismos de sele¢do artificial
na aquicultura marinha (BAI Y.; GONG J.; ZHOU Z.; LI B. et. al., 2021)

3.4.4.3 - Nanopore

O Nanopore ¢ um minusculo bioporo com didmetro em nanoescala, que pode ser
encontrado em canais de proteinas embutidos na bicamada lipidica que facilita a troca ionica.
No sequenciamento de nanoporos, um fluxo i6nico ¢ aplicado continuamente; A interrup¢ao da
corrente ¢ simplesmente detectada pela técnica eletrofisiologica padrdo; A leitura baseia-se na
diferenca de tamanho entre todos os desoxirribonucleésidos monofosfato (AINMP); Para
determinado dNMP, a modulagao de corrente caracteristica ¢ mostrada para discriminagdo e a
corrente i0nica ¢ retomada apods o nucleotideo preso ser totalmente expelido (LIN LIU et. al.,

2012).

O sequenciamento Nanopore (figura 2) possui uma série de vantagens sobre as
tecnologias de sequenciamento de proxima geracao existentes, como atingir potencialmente um
comprimento de leitura longo; a deteccdo de bases ¢ livre de marcadores fluorescentes; o
envolvimento da enzima ¢ notavelmente evitado no sequenciamento de nanoporos, exceto o
uso de exonuclease para manter o SDNA e a clivagem de nucleotideos; em vez de sequenciar o
DNA durante a polimerizagdo, as cadeias simples de DNA sdo sequenciadas através de
nanoporos por meio da despolimeriza¢do da cadeia de DNA, reduzindo significativamente o

tempo pratico (LIN LIU et. al., 2012).

Autores em um estudo demostraram o sequenciamento rapido e preciso de dois virus
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causadores de doencas que afetam a aquicultura global de salmonideos, o alfavirus salmonideo
(SAV) e o virus da anemia infecciosa do salmao (ISAV), usando sequenciamento de nanoporos
na plataforma MinlON (Oxford Nanopore Technologies), eles usaram a abordagem
complementa a PCR de material infectado com sequenciamento MinlON para recuperar
informacgdes gendmicas, este método foi usado para apresentar o primeiro genoma do subtipo
6 do SAV, que se ramifica como irmdo de todas as outras linhagens do SAV em uma

reconstrugdo filogenética de todo o genoma (GALLAGHER M.D.; MATEJUSOVA 1;
NGUYEN L. et. al., 2018).

Figura 2. Equipamentos utilizados para sequenciamento de DNA. 1? gera¢do (A) Sanger; 2* geragdo (B) 454-
Roche, (C) Illumina HiSeq, (D) Illumina MiSeq, (E) Solid; 3* geragdo (F) Ion Torrent, (G) PacBio, (H) Nanopore
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Fonte: (HORODESKY, 2014)

3.5 Marcadores moleculares

Em sintese, marcador molecular ¢ a diferenca hereditdria na sequéncia de DNA na
posicao correspondente do cromossomo homoélogo de dois individuos diferentes, que seguem

um padrdo de heranca mendeliana simples, alem disso ¢ um locus polimoérfico que informa

26



sobre o gendtipo do individuo e sua andlise estd orientada a todo genoma, independente das
condi¢des ambientais e do estadio fisiologico (ELEVAGRO, 2015).

Os marcadores moleculares fornecem um nimero de polimorfismos distribuidos
aleatoriamente em torno de todo o genoma, permitindo a identificagdo precisa dos gendtipos no
inicio do desenvolvimento. Os avancos das técnicas moleculares possuem grande
desenvolvimento nas areas da bioinformatica e da genética quantitativa. A aplicagdo dessas
técnicas acelera e monitora os programas de melhoramento genético gerando grandes avangos
no desenvolvimento de variedades melhoradas (LANZA, M. A.; GUIMARAES, C. T;
SCHUSTER, I., 2000).

Os principais tipos de marcadores moleculares, podem ser classificados em dois grupos,
marcadores que usam hibridizacao e que usam a amplificacdo do DNA, além disso muitos
marcadores baseados em PCR foram desenvolvidos nos tltimos anos (GOMES, 2010).

O uso combinado de marcadores associado as tecnologias avangadas tem-se mostrado
bastante eficientes para identificacao de espécies, discriminacao de subespécies, discriminagao
de subpopulacdes ou ragas, inferéncia de distdncia genética entre populagdes, inferéncia de
parentesco entre individuos em cativeiro ou na natureza e em estudos biogeograficos e
evolutivos de padrdes de migragao (ROSA; PAIVA, 2009).

A maioria dos marcadores moleculares podem estar localizados em qualquer lugar sem
estarem associados a um gene. Quando o marcador faz parte ou estd proximo e ligado a um
gene, determina uma caracteristica fenotipica conhecida, esse marcador ¢ entdo chamado de
Marcador Funcional ou “Perfeito”. Entdo os marcadores moleculares mais utilizados em

programas de melhoramento sdo: (CROPLIFE, 2020).

e SSR (Sequéncias Simples Repetidas — Simple Sequence Repeats): Os microssatélites,
sao marcadores com alto nivel de polimorfismo e sdo formados por curtas sequéncias
de nucleotideos, normalmente de 1 a 6, sendo nomeadas de acordo com o numero de
nucleotideos que as compdem, como mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotideos,

respectivamente repetidos em série em nimero variavel como mostra a tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo de marcadores microssatélites.

CLASSIFICACAO DE MICROSSATELITES MOTIF
Mononucleotideos LAAAAAAAAAAA..
Dinucleotideos ..ATATATATATAT...
Trinucleotideos ATGATGATGATG...
Tetranucleotideos L ATGCATGCATGC...
Pentanucleotideos ...AACCTAACCTAACCT...
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Hexanucleotideos .., ATGCACATGCAC...

e RFLPs (Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de Restri¢do — Restriction
Fragment Length Polymorphism). A técnica é que o DNA ¢ “quebrado” por enzimas de
restrigdo que cortam partes da sequéncia do genoma e gera um grande numero de
fragmentos. Esse foi o primeiro marcador de DNA a ser utilizado na construgdo de

mapas genéticos humanos.

e RAPD (Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso — Random Amplified
Polymorphism DNA). Sao fragmentos de DNA amplificados ao acaso pela PCR
utilizando iniciadores curtos de sequéncia aleatoria, sendo assim a técnica € capaz de

identificar o polimorfismo de maneira mais rapida e pratica.

e SNPs (Polimorfismo de nucleotideo Unico — Single Nucleotide Polymorphisms): Esse
marcador também ¢ altamente polimorfico e abundante no genoma, ele ¢ baseado na
identificacao de alteracdes de uma Unica base de nucleotideo em uma sequéncia de

DNA, normalmente um gene.

De acordo com Faleiro (2007), os resultados da analise das sequéncias dos marcadores
moleculares para o estudo filogenético podem gerar matrizes de distancias e suas variagoes
estatisticas, como também favorecer a realizacao de algoritmos de andlise filogenética baseados

no principio de agrupamento ou em andlises de parcimodnia.

3.5.1 Marcador Microssatélite

Sequéncias repetitivas em tandem, nomeadas microssatélites, Simple sequence repeats
(SSRs) ou Short Tandem Repeats (STRs), sdo repetigdes simples de mononucleotideos a

hexanucleotideos . Algumas classes sao preferiveis para fins de discriminagao e genotipagem

de individuos e populag¢des. (BENNETT, 2000).

As regides dos marcadores microssatélites sao divididas em grupos com algumas
caracteristicas como, o tamanho do motivo de repeti¢do, local no genoma e arranjo dos

nucleotideos nos motivos de repeti¢do. O tamanho da repeti¢do nas regides microssatélites sdo
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subdivididas em -mono, -di, -tri, -tetra, -penta e hexanucleotidicas. Enquanto a localiza¢do no
genoma, estdo subdivididos em microssatélites nucleares (nuSSR); microssatélites
cloroplastidiais (cpSSR); e microssatélites mitocondriais (mtSSR). No arranjo dos nucleotideos
no motivo de repeticao sdo classificados em perfeitos aqueles possuem apenas os nucleotideos
pertencentes ao motivo da sequéncia; ou imperfeitos que apresentam bases que ndo corresponde
ao motivo; Os interrompidos possuem em sua constituigdo uma sequéncia curta que nao
correspondem ao seu motivo original; ou compostos que sdo constituidos de dois motivos de

repeticao arranjados em tandem como ¢ possivel verificar na figura 3 (THELLES, 2018).

Figura 3. Classificagdo dos microssatélites

CLASSIFICACAO DE MICROSSATELITES

Nuimero de nucleotideos Arranjo dos nucleotideos nos
por repeti¢ao: motivos de repeti¢ao:

1. Mononucleotideos 1. Perfeitos
AAAAAAAAAAA CTCTCTCTCTCT
2. Dinucleotideos 2. Imperfeitos

TATATATATATA CTCTCTATCTCT

3. Trinucleotideos 3. Interrompidos
TAGTAGTAGTAG CTCTAAAACTCT
4. Tetranucleotideos 4. Compostos

TAGCTAGCTAGC CTCTCTAGAGAG

Fonte: Farias, 2021

Os microssatélites estdo distribuidos por todos os genomas eucariotos, cujo grau de
polimorfismo diminui a medida que o tamanho da unidade de repeti¢do aumenta. Acredita-se
que repetigdes de mononucleotideos estejam presentes em cerca de meio milhdo de loci, mas

as repeti¢cdes de pentanucleotideos estdo em apenas alguns milhares (BENNETT, 2000).

Segundo Wenne (2023) os marcadores microssatélites tém uma variedade de aplicagdes
em pesquisas genéticas relacionadas a populacdes naturais e estoques cultivados nos ltimos
30 anos. Os microssatélites sdao conhecidos como marcadores moleculares neutros
hipervaridveis com o maior poder de resolucdo em comparacdo com quaisquer outros
marcadores. O maior numero de publicagdes dizia respeito a detecgdo da estrutura genética de
populagdes intocadas em condigdes naturais, identificagdo de espécies invasoras, detec¢ao de
unidades de gestdo evolutivas para genética de conservacao, identificacdo de unidades de gestdo

pesqueira e analise de stocks mistos, efeitos de lotacdo ou fugas de peixes de criagdo peixes e
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suas interagdes com populagdes naturais, analise de estoques de incubagao, incluindo analise
de parentesco e filiagdo, avaliagdo da ginogénese, selecao de caracteristicas de escolha e
herdabilidade na natureza e identificacdo de loci de caracteristicas quantitativas (QTL).
Comparado a outros marcadores, os microssatélites podem ser considerados marcadores
superiores em topicos como analise de parentesco e filiagdo em populagdes cultivadas e
naturais, avaliacdo de ginogénese, androgénese e ploidizacdo. Em outra situagdo onde
microssatélites acoplados a SNPs sd@o em potencial utilizados para mapeamento de QTL o que
permanecerdo viaveis. Os microssatélites continuardo a ser utilizados em estudos de
diversidade genética em estoques cultivados, e também na pesquisa de populacdes naturais

como técnica de pesquisa economicamente vantajosa.

3.6 Estratégias de melhoramento genético para Salminus brasiliensis

Ainda hé pouco material publicado referente a S. brasiliensis, mas o pouco que tem faz-
se necessario para conhecer mais sobre a espécie, entdo sabe-se que a hibridizagdo e a
criopreservacao sao umas dessas técnicas aplicadas para o Dourado.

Para o melhoramento genético, a hibridagao na piscicultura tem sido atualmente uma
técnica ja bastante utilizada entre piscicultores em todo Brasil, onde possui seus primeiros
registros em 1828 na Inglaterra. Segundo Fernandes (2007), o objetivo para o desenvolvimento
de hibridos na piscicultura ¢ descrito da seguinte forma: “diminuir o tempo de engorda, obter
populagdes monossexo sem hormonios, obter individuos ddceis e aptos a0 manuseio comum,
resisténcia a patogenos e as condi¢cdes ambientais como salinidade, temperaturas altas ou
baixas, baixos teores de oxigénio dissolvido, etc.”

Ja a criopreservacao de s€men de peixes € um método que promove o melhoramento
genético devido ao fécil aproveitamento do sémen e contribui para o desenvolvimento de novas
linhagens. Além disso, um dos 19 fatores mais importantes dessa tecnologia ¢ a possibilidade
de armazenar germoplasma, o que garante a conservagao da variacao genética em populagdes

ameacgadas. (WEINGARTNER, 2010).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Aspectos éticos e coleta de amostras
As amostras de nadadeira caudal de Salminus brasiliensis oriundas da Lagoa dos Patos

no Rio Grande do Sul, Brasil, foram coletadas conforme protocolo CEUA-UFRA n°
4663010323. Para extracdo de DNA, utilizou-se o kit comercial Wizard® Promega (Promega
Bio Sciences, LLC. San Luis Obispo, CA, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Em
espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Scientific), a concentragio de DNA das
amostras foi calculada pelo indice de absorbancia das bases a 260 nm e padronizadas para

concentragao de 100 ng/ul.

4.2 Pré-processamento de dados e montagem de novo do genoma

As amostras foram submetidas ao sequenciamento pela plataforma Illumina, utilizando
o sistema MiSeq™. O Pré-processamento foi realizado pelo software FastQc (ANDREWS,
2010), onde foi analisado a qualidade das reads por meio dos parametros de qualidade média
total por base, qualidade média por read e conteudo GC das sequéncias. A filtragem foi
realizada para controle de qualidade de bases e remocdo de adaptadores, baseada no score de
Phred minimo de 20. Posteriormente, as reads foram submetidas a montagem de novo. Para
isso, foram selecionados valores de & dos dados obtidos pelo programa KmerGenie. A escolha
do montador a ser utilizado, foi testada por meio da montagem de novo do genoma pelos
softwares SOAPdenovo2 (LUO et al., 2012) e SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). A
comparag¢do de qualidade da montagem foi mediada pelo software QUAST (GUREVICH et al.,
2013), considerando a distribui¢do de contigs e os valores estatisticos de N50 e L50. Todo esse

processamento foi realizado pelo Laboratorio de Bioinformatica e Genomica de Microrganismo

da Universidade Federal do Para (LBGM/UFPA).

4.3 Identificacao de microssatélites

Para a busca dos marcadores microssatélites da espécie, utilizou-se os programas
EasySSR com padrao do programa (ALVES et al., 2023) e o MISA (BEIER et al., 2017) com
parametros de sele¢ao de 1 a 6 motifs de repeticdo, mono a hexanucleotideos, com no maximo
10 bases interrompendo 2 SSRs em um microssatélite composto. O niimero minimo de

repeticoes para cada motivo de repeticao foi de (1/10) (2/5) (3/4) (4/3) (5/2) (6/2).

4.4 Desenho de primers e PCR in silico
Para o desenvolvimento de primers utilizou-se o software BatchPrimer3 (You et al.,
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2008). Os parametros utilizados para desenho dos primers foram: tamanho do produto de 100
a 300 bases, tamanho do primer de 15 a 30 bases (tamanho 6timo de 21 bases), Tm de 50 a 70°C
(6timo a 55°C e diferenca maxima de 3°C), auséncia de harpins e dimeros, e um conteudo GC
entre 40 e 50%. A presenca de dimeros, hairpins, e foi verificado a temperatura de otimizagao
pelo OligoAnalyser como uma alternativa para tornar os primers ainda mais robustos

(Integrated DNA Technologies).

5 RESULTADOS

5.1 Sequenciamento
O total de reads sequenciadas visualizadas no programa FastQc, foi de 4.119.940 com

comprimento de 36-100 pb. O parametro de qualidade Q > 20 por read obtida, foi de Q =39,06.
Utilizou-se dois montadores, o SPAdes que atingiu o Nsp = 1649 ¢ 0 SOAPdenovo2 com o N5
= 731, consideramos assim que a melhor montagem foi do SPAdes. O conteudo GC foi de
39,64%, um valor relativamente proéximo da distribui¢do normal pelo modelo do programa

FastQc, que ¢ de 42,79%.

5.2 Parametros de SSRs
Através do MISA foram identificadas 56.893 regides repetitivas. A Tabela 1 esta

apresentando os parametros das regides microssatélites analisadas para a espécie Salminus

brasiliensis no programa MISA.

Tabela 2. Pardmetros gerais de microssatélites encontrados no genoma de Salminus brasiliensis (MISA).

PARAMETROS DE SSRs Ne
Total de sequéncias examinadas 80.576
Comprimento total do SSR (pb) 300.908
Total de SSR identificados 56.893
Sequéncias contendo SSR 34.182
Sequéncias contendo mais de 1 SSR 12.065
SSRs composto 1.591
Abundancia relativa (SSR/Mb) 1.461.55
Densidade relativa (pb/Mb) 7.730.17

A saida do EasySSR mostra parametros e resultados diferentes do MISA, como o total

de SSR que foi de 29.098, enquanto o MISA foi de 56.893 (Tabela 2).

Tabela 3. Parametros gerais de microssatélites encontrados no genoma de Sa/minus brasiliensis (EasySSR).
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PARAMETROS DE SSRs N°

N° total de SSRs 29.098
SSR por pb (%) 0,07
N° de SSRs em regides codificantes 0

N° de SSRs em regides nao codificantes 29.098
N° Total de SSRs perfeitos 840
N° Total de SSRs imperfeitos 28.258

5.3 Caracterizacido de microssatélites
Nossos resultados apresentam divergéncias na identificagdo dos motivos de repeticdo

nos diferentes softwares utilizados. Para o MISA, a maior ocorréncia foi para
pentanucleotideos, com 63,7% e no EasySSR, a ocorréncia maior foi para trinucleotideos, com

46,3% (Tabelas 3).

Tabela 4. Identificacdo dos microssatélites em porcentagem no EasySSR e MISA.

SSR total Mono Di Tri Tetra Penta Hexa

EasySSR 47 1.018 13.476 12.121 1.537 899
29.098 (0,2%) (3,5%) (46,3%) (41,6%) (5,3%) (3,1%)
MISA 102 205 561 599 36.239 19.187

56.893 02%)  (04%)  (1,0%)  (1,1%)  (63,7%)  (33,7%)

Os motifs mais frequentes apresentados pelo MISA, foram os pentanucleotideos e os
hexanucleotideos, que tiveram a maior ocorréncia, 36.239 ¢ 19.187, respectivamente. Os motifs
mais frequentes mostrados pelo programa EasySSR, foram os trinucleotideos e
tetranucleotideos, 13.476 e 12.121, respectivamente.

Os marcadores microssatélites foram obtidos através dos softwares MISA e EasySSR,
porém o maior nimero de SSRs foi encontrado pelo MISA, com 56.893, sendo os
pentanucleotideos os mais frequentes; e o dados do EasySSR apresentaram 29.098 SSRs,

predominantemente trinucleotideos, divergindo do MISA e préximo ao easySSR.

5.4 Design de primers flanqueadores de SSR e PCR in silico

Para selecionar os marcadores potencialmente amplificaveis e polimorficos,
selecionamos e desenhamos primers para regides de microssatélites caracterizados pelo
programa MISA do tipo tetranucleotideos e trinucleotideos. Do total de 501 sequéncias, foram
detectados 93 SSRs, onde o total de primers escolhidos foram 89 e consequentemente primers

bem-sucedidos, foram 80. Esses nimeros foram obtidos através do programa bachprimers3 que
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define o total de primers escolhidos e primers bem-sucedidos (Dados suplementares). Além
disso, foi verificado a temperatura de otimizagdo e com isso foi possivel selecionar os primers
ainda mais robustos, resultando em 64 primers esse valor foi obtido manualmente pelo

programa que avalia a presenga de harpins e dimeros de cada primers (Tabela 4).

Tabela 5. Lista de 64 primers de SSR desenvolvidos para Salminus brasiliensis.

EST- Motif Primer (5°- 3°) Tm Length Product

SSR (°C) Size

SbR1 (AAAC)3 F: GCTACTCCAGAAGACACAAAA 5476 21 154
R: TTCCTTTCTCTGAATCTACCC 55.12 21

SbR2 (TTTC)3 F: AACGTTAAAAGAGCCTTTCC 55.37 20 148
R: CACTTTTATAAGCACCTGAGC 5452 21

SbR3 (TCA)4 F: AGCTCAACTGCTACTTTACGA  54.73 21 149
R: CGGGTAAATCAGATCAAGAG 54.89 20

SbR4 (ACTA)3 F: GCAAGAAGTCAAAACCAAGA 5558 20 170
R: CTCATACCTAATCCCAAACCT  54.89 21

SbRS (ACCH)4 F: CTAGGGAACTGGGATTACCT 54.86 20 161
R: CATTACTTGGGTAACTCCTGA 5443 21

SbR6 (ATT)4 F: CGTCTAGCTCGTTTTAATGTG 5543 21 166
R: CTGCACTAATCGCTTGAATAC 5534 21

SbR7 (CTG)S F: GTTGCGCAAGTAACTGAACTA 5590 21 140
R: GCATTTGGACCTGTTAAGAA 54.38 20

SbR8 (AACT)3 F: AGAATAATAGGCCATGACTGG 55.86 21 155
R: ATTGCTTCATAACACCTTGC 55.40 20

SbR9 (GTCT)3 F: TCCAAGTACATTACCTGCAAC 5534 21 180
R: ACGCAGACTGACACATTTAAC 5541 21

SbR10 (AATT)3 F: CTGCATCCAATACAACAGTG 55.06 20 153
R: GTACATCTGTAATTCGGGTCA  55.10 21

SbR11 (TTAA)3 F: GATGGGCATCACAGATATTA 53.40 20 182
R: TCTCTCGCGGTAAATAACTT 5442 20

SbR12 (TAAA)3 F:CTGGTAAAATCAGCAGTCCTA 5475 21 151
R: AACTTTGCAGTCAGACAGGT 5590 20

SbR13 (AAG)4 F: GCTTGCAATTATCAGCTATG 53.82 20 150
R: AAAAACGCCAGTTGACTTAG 54.81 20

SbR14 (TGT)4 F: GTAGTGTTCCTGATCTGGTGA  55.11 21 152
R: ATAGGCCCCATAAATAAAGG 5495 20

SbR1S (GAAA)3 F: GAAGATGAATATCAGCAGCAC 55.04 21 152
R: AATCTTTCCTGCCAGACTTT 55.61 20

SbR16 (CAG)4  F: CAGACTCTGACAACCTTCAAA 5552 21 176
R: GCACAGGCAAGACTTTTACT 54.77 20

SbR17 (GCTT)3 F: TTACAGAAAGACATGCCAGA 5437 20 149
R: CTTAGGCTTCACTTCTTCTCC 55.11 21

SbR18 (TGT)4 F: AAGGACTTAGCGCTAGATTGA  56.11 21 149
R: AGTTGTTGCACATTCAGTTG 54.64 20

SbR19 (AGC)5 F: CACAGGCTCTCTTTTTGACTA 5494 21 157
R: TGCATCTGAAGTTGCTGTAG 55.10 20

SbR20 (AGC)4  F:GAAATGAAGAGGAAGCTGAAC 5574 21 157
R: GTTCGGTCTTTTCATACAGC 5495 20

SbR21 (TCAA)3 F: ATGAGCAGTTATGAGCAACA 5439 20 143

34



R: AGCGCATCATATCTTGTACTG  55.62 21

SbR22 (AATT)3 F: GAGACAAAAGAGCACTTCTCA 54.87 21 175
R: AACACGCTGGTTTCTGTTAT 54.90 20

SbR23 (TTGA)3 F: CTGAATCACTCTGCTGATTTC 55.08 21 150
R: ATACAGCTGAGAACGGTCTTT 55.73 21

SbR24 (ACAA)3 F: TATTTAACAGCAGCTTGTGG 54.23 20 154
R: GAGCGTTAAGCTACAAGTCAA 5514 21

SbR25 (GAAA)3 F: GTGGCGATTAAGAGAGATAGA 5390 21 164
R: AGTGCATGTGTTTCAAACTG 54.64 20

SbR26 (TGGT)3 F:TAACATTTCGTGGTCATGG 5524 19 155
R: GTATGTTCTCTCGAATGATGC  54.87 21

SbR27 (TCCA)3 F: GATAACAACACAGGCACTTTC 54.88 21 170
R: GTTCATTGGCTTGGAAATAG 5490 20

SbR28 (GCA)4 F:ACTATTACCGCTACTGAAAACC 5455 22 149
R: GCATCATTCAGACGAAGTTT 55.36 20

SbR29 (AAT)4 F: GTTGCTCATCACCTTTCATT 55.19 20 175
R: CTGACTCGTCCAGATGAAATA 5540 21

SbR30 (AAGA)3 F: GCTTTCTGTGGGACAGATT 55.16 19 149
R: CAGGCTCATTGAGTTGTTCTA  55.64 20

SbR31 (TAT)4 F: CCACTGTTGTTTGTCTAAACG 55.92 21 155
R: ATACTGATCACCCATTGCTC 5497 20

SbR32 (AAAG)3 F: TCAGGAAACATGAGCTTAGTC 54.67 21 159
R: TTACATCTCACTGACCCAGTT  54.69 21

SbR33 (TCA)4 F: GTCGCTATGTTGTAACCATGT 5521 21 140
R: GCATGACCTTTCGATCTTTAC 56.45 21

SbR34 (AATT)3 F:GAGAATCTCCATAACTGAGAC 5356 22 166
AR:CAACATGGTACCGTAGTACA 5533 22
A

SbR35 (TCA)4 F: TGTCCTCAGTTACTCATTACGA 55.08 22 151
R: AACTATTGCCGCTAAAGAAG 54.22 20

SbR36 (GAA)4 F:ACGGAGACTTCAAAGAAGAAG 5542 21 147
R: ATACGCATCAATCCAATGTC 55.88 20

SbR37 (ACCA)3 F: TTTGTGGCTCAATACTGTCA 55.20 20 143
R: CGATATACGCCCTTTCTCTAT 5532 21

SbR38 (CATT)3 F:CCTTGTAGTTTTGGGAGAGAC 5555 21 149
R: ATAAGCCGTGCAATACTGAG 55.61 20

SbR39 (GAAA)3 F:GTACCGTGAAAGTATTGGATG 54.70 21 182
R: GGCAATAAGGTCGTTTACAG 55.01 20

SbR40 (AAT)4 F: CTGCAGCTATCAAAAGAGCTA 5539 21 168
R: GATGCCTAACTTCTGAGGTCT 5521 21

SbR41 (AAG)4  F: GCTCTTGCAGAAACACTAGAA 55.09 21 140
R: GAACCAAACAATTTGTCACC 55.37 20

SbR42 (GCA)4  F: AATACATCCTGCAAGTTTCC 54.30 20 149
R: GAAGTTGCCAATCTGGATAA 55.30 20

SbR43 (TGTT)3 F: TTACTTCGTAACTTCCTGCTG 54.99 21 148
R: GGTAATGTTCAAGACCATGC 5549 20

SbR44 (CTG)4 F:GGAAGTAACGGGATAAATACG 5547 21 153
R: AGGTACTGTAGACGAGGCATA 54.19 21

SbR45 (AAAT)3 F: GGTAAGCTCGATTTAGGAGTT 5454 21 232
R: TTTCATGCTGCGAAGATAC 5492 19

SbR46 (TGCT)3 F:GCTCAGGTATGACCTTATTGA 5449 21 134
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R: GGTGTTGTTTAAGCTACATGG 5495 21

SbR47 (ATT)4 F: CAGCATTAATGACCTTAGTCG 5520 21 189
R: GGAAAGGTGAAGTTACCGTAT 54.69 21

SbR48 (AGC)4  F: CTGGATGCATTAAATTCAGG 55.76 20 156
R: GTGCTGAGAAATGAGAACATC 5490 21

SbR49 (GCA)4  F: TCTTCTACAGTTGCACCATCT 55.04 21 149
R: GAAGTAAACTGCCAAACTGAC 54.19 21

SbRS0 (GCT)4 F: GTATCCAACAAACTCAAGCTG 55.05 21 163
R: GATGCTGCTCTTACTTCAGAT  53.92 21

SbR51 (TCA)4 F: CAATAAACCTAGCCTGGACTT 5527 21 133
R: GGTAATTTCTCTGGATCTGGT  54.82 21

SbRS2 (AAAT)3 F: GCAAAGGCAAGCATGTAT 5475 18 287
R: AGACGGATTTAGGATTGACC 55.65 20

SbR53 (GCA)4  F: ATGTCTGCATATGACCATCC 55.71 20 170
R: CTTCTTCGTTAAGACCTTTCC 5497 21

SbR54 (GTTT)3 F: GCTACTGAAACTGCTGACATT 5478 21 173
R: GGCATACGATTTTGCTGA 55.66 18

SbR5S (CAAC)3 F: ATTTCATGTCCTACCCCTAGC 56.03 21 144
R: TGGTCGTGGTCTACAAGTATC  55.17 21

SbR56 (AACAG F:GGCGACCCGATATAAGTAGTA 56.03 21 146
A)S R: CTGCGATCTAATACCTTTCCT 55.35 21

SbR57 (GTTC)3 F: GTTGCACGTTTTGTACCTTT 55.40 20 154
R: GTAGATTACCTGCCCCATAAC 5531 21

SbR48 (ATT)4 F: TGGTCAACCTATTTTGGAAC 55.05 20 129
R: CTTCACCTGCATGAAGACTTA  55.64 21

SbR59 (ATA)4 F: GTCAATGAAGGTAAGATGCTG 5497 21 158
R: CCATTTACAACATCGTAGAGC 55.02 21

SbR60 (TTAA)4 F: GAACAAGGCTGCTCATAATC 55.03 20 225
R: CAAGCTACTAGGGTTAAGCTG 5393 21

SbR61 (TAAG)3 F: ACCATTCAGACCTGCTAAAGT 5557 21 148
R: GTTAAATGCTCAAGGTTTGG 54.98 20

SbR62 (CTTT)3 F: TTGTATCCACCAGTACTTTGC 5534 21 125
R: TGGTAAAGCACTTACCTGAAG 54.84 21

SbR63 (CAT)4 F: GCATCTACTGCTTTAGACACC 5431 21 149
R: CCTATTCGTGTCGCAGATATT 5691 21

SbR64 (CAT)4 F: AAATGGTCGATCACTTAACG 55.25 20 223
R: GCAACGTATTCCAAATAGCTC 56.61 21

6. DISCUSSAO

As aplicagdes de informagdes gendmicas tém sido promissoras para a conservacao de
peixes (BERNOS; JEFFRIES; MANDRAK, 2020). Recursos genéticos e gendmicos t€m sido
aplicados para a resolucdo de desafios taxonomicos e de conservagdo de espécies de peixes de
importancia socioambiental, além de serem utilizados como ferramentas para uso no
melhoramento genético (GRACIANO et al., 2022; RODRIGUES et al., 2015).

O resultado do sequenciamento utilizando o montador SPAdes, apresentou valor médio
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de qualidade por read (Q = 39,06, conteido GC 39,64% e N50 = 1649, semelhante ao estudo
de Graciano et al. (2022), que sequenciou a mesma espécie (Q = 38, contetido CG de 41,05%
e N50=10.889), demonstrando assim que nossos dados estdo dentro de um limiar de qualidade
diante de outros estudos que vém sendo realizado. Porém divergéncias de valores podem estar
associados ndo somente a plataforma de sequenciamento, mas também ao montador que cada
estudo utilizado.

Os programas SPAdes e SOAPdenovo? ja foram utilizados, conjuntamente, para evitar
erros no processo de splicing de D-Loop, estratégia que ja vem sendo utilizada em montagem
de genoma mitocondrial de peixes (SUN et al., 2022). Porém na presente metodologia os
programas foram utilizados com o objetivo de comparacdo e definicdo do montador mais
adequado, onde o montador que apresentou melhores resultados foi o SPAdes.

Genomas de peixe variam em microssatélites com aproximadamente 342 Mb a 2.967
Mb, onde as repeticdes em tandem podem estar distribuidas ao longo de todo o genoma,
contribuindo principalmente para o processo evolutivo da espécie (YUAN et al., 2018;
CHALOPIN et al., 2015). Estima-se que o genoma parcial de S. brasiliensis, representa uma
pequena parte do genoma completo. No entanto, ele apresenta diversas informacgdes
significativas sobre a espécie, com amplas aplicagdes, onde os marcadores detectados podem
ser uteis para conservacdo de espécies que estejam ameacadas de extingdo, estudos
populacionais, uso no melhoramento genético, entre outros (TAVARES et al., 2014).

A enguia do pantano (Monopterus albus) ¢ uma espécie nativa do Brasil cada vez mais
emergente que vem sendo utilizada como modelo, apresentando 99.293 microssatélites que
foram identificados baseado no genoma completo, que utilizou o programa MISA (LI et al.,
2017). Em nosso estudo foi possivel identificar 56.893 SSRs para o genoma de S. brasiliensis
utilizando o mesmo programa, o MISA.

A distribui¢ao de microssatélites varia em diferentes regides do genoma para diferentes
espécies (SRIVASTAVA et al., 2019). Em regides nao codificantes ¢ mais abundante, quando
comparada a regides codificantes (LI et al., 2017). Os microssatélites com numero de
repetigdes entre 15 e 20 podem ser fortemente polimorficos, essas caracteristicas sao indicadas
para estudos de genética de populagdes (FAZZI-GOMES et. al., 2021). Entre os marcadores
microssatélites desenvolvidos para S. brasiliensis, as classes de mononucleotideos,
dinucleotideos e trinucleotideos apresentaram motivos com repeticdes dentro desta faixa.

De acordo com Silva (2013), as leituras de single-end da Illumina quando passam pela
montagem de novo, com elevados pardmetros de rigor, tornaram-se ainda mais adequados para
identificacao de regides de microssatélites, assim, os autores afirmam que, o processo de
montagem adicional adquire um potencial de qualidade de sequéncias que aumenta a facilidade
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de encontrar regides flanqueadoras de qualidade para projecao de pares de primers.

O programa EasySSR utiliza a linha de comando do IMEx com configuracdes de entrada
e saida de dados novos. Isso ¢ vantajoso, pois o IMEx usa um algoritmo simples, podendo gerar
dados como strings com a abordagem de janela deslizante para a busca dos microssatélites,
relata os motivos, nimero de cdpias, localizagdo gendmica, genes proximos, € muitos outros
recursos pertinentes. Diante disso, o IMEx torna-se mais sensivel, eficaz e potente, quando
comparado ao MISA que foi o primeiro programa utilizado no estudo e que ¢ amplamente
utilizado (MUDUNURI e NAGARAJARAM, 2007).

No presente estudo, os marcadores mais frequentes identificados no genoma de S.
brasiliensis, foram dinucleotideos e trinucleotideos. Os trinucleotideos quando comparados a
dinucleotieos, sdo marcadores mais eficientes para genotipagem de individuos e grupos de uma
mesma espécie, principalmente em fun¢do do maior comprimento, diminuindo a ocorréncia de
erro gendmico (FALCAO et. al., 2004). Diante disso, desenhamos e selecionamos primers que
flanqueassem apenas marcadores do tipo tri e tetranucleotideos, pois diferentes estudos
apontam como os mais utilizados em analises de polimorfismo devido a alta taxa de mutacao,
menores possibilidades de erros de genotipagem e devido ao seu tamanho (motivos longos e

perfeitos) podem estar associados a exibi¢do de maior variabilidade alélica (FALCAO et.

al.2004).
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7. CONCLUSAO

Mediante o sequenciamento de nova geragdo pela plataforma Illumina foram
desenvolvidos uma quantidade considerdvel de marcadores microssatélites eficientes para
futuros estudos de polimorfismos genéticos em Salminus brasiliensis, onde também primers

foram desenhados e testados in silico para nortear futuras pesquisas.
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