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RESUMO

A Leiarius marmoratus, denominada popularmente como “jundia-da-amazonia”,
apresenta grande potencial aquicola em programas de melhoramento genético para
aumento de desempenho zootécnico relacionado ao vigor hibrido. EstacGes de
piscicultura tém explorado comercialmente o hibrido “pintado-da-amazonia” obtido pelo
cruzamento fémea Pseudoplatystoma punctifer x macho Leiarius marmoratus. Desse
modo, investigacbes gendmicas sdo cruciais para maior exploracdo de L. marmoratus
para desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos. Assim, objetivou-se desenvolver
marcadores microssatélites e desenho de primers para L. marmoratus como ferramenta
para estudos populacionais e de melhoramento genético. Inicialmente, amostra de DNA
de alto peso molecular foi submetida ao sequenciamento de nova geracéo pela plataforma
Illumina, utilizando o sistema HiSeqTM. O produto do sequenciamento foi avaliado pelo
programa FastQC, a filtragem de dados foi realizada para controle de qualidade utilizando
o trimommetc. A montagem de novo do genoma realizada nos programas SOAPdenovo2
e SPADES, cuja qualidade dos produtos gerados foi verificada pelo programa QUAST.
Para identificacdo dos marcadores microssatélites, foi utilizado o software MISA e o
software EasySSR, por fim foi utilizado o BatchPrimer3 para o desenho de primers com
os parametros deflow do programa. Diante disso, foi obtido uma montagem com 225.027
contigs, um total de 221.273 motivos de SSRS identificados pelo MISA, com maior
frequéncia de pentanucleotideos, se diferenciando do programa EasySSR que obteve
145.601 microssatélites, com predominancia de dinucleotideos, obtendo também 590
pares primers bem-sucedidos. Comprovando a excelente utilidade de metodologias
moleculares, para a obtencéo de ferramentas biotecnoldgicas como os SSRs, contribuindo
em estudos de genética de populacdes, no controle da variabilidade genética,
mapeamento, analise genémica e comparativa.

Palavras-Chave: Bagre; Microssatélites; Genoma; Sequenciamento; Primers.



ABSTRATC

Leiarius marmoratus, popularly known as “Amazon jundia”, has great aquaculture
potential in genetic improvement programs to increase zootechnical performance related
to hybrid vigor. Fish farming stations have commercially exploited the hybrid “pintado-
da-amazonia” obtained by crossing female Pseudoplatystoma punctifer x male Leiarius
marmoratus. Therefore, genomic investigations are crucial for further exploration of L.
marmoratus for the development of technological packages. Thus, the objective was to
develop microsatellite markers and design primers for L. marmoratus as a tool for
population studies and genetic improvement. Initially, a high molecular weight DNA
sample was submitted to next generation sequencing by the lllumina platform, using the
HiSeqTM system. The sequencing product was evaluated by the FastQC program, data
filtering was performed for quality control using trimommetc. The de novo assembly of
the genome was carried out in the SOAPdenovo2 and SPADES programs, the quality of
the products generated was verified by the QUAST program. To identify the
microsatellite markers, the MISA software and the EasySSR software were used; finally,
BatchPrimer3 was used to design primers with the program's flow parameters. Therefore,
an assembly with 225,027 contigs was obtained, a total of 221,273 SSRS motifs identified
by MISA, with a higher frequency of pentanucleotides, differentiating from the EasySSR
program which obtained 145,601 microsatellites, with a predominance of dinucleotides,
also obtaining 590 successful primer pairs. successful. Proving the excellent usefulness
of molecular methodologies for obtaining biotechnological tools such as SSRs,
contributing to population genetic studies, controlling genetic variability, mapping,
genomic and comparative analysis.

Keywords: Catfish; Microsatellites; Genome; Sequencing; Primers.
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1 INTRODUCAO

A ictiofauna possui relevancia para a manutengdo do equilibrio ambiental ¢ para
produgdo de alimentos a nivel global, representando consideravel parcela da alimentacao
mundial, principalmente em funcdo das propriedades nutricionais de sua carne
(JACYNTHO et al., 2021). A piscicultura no Brasil apresenta tendéncia de crescimento,
cuja estimativa de producao tera aumento de 204 milhdes de toneladas até 2030, o que
representa 15% a mais em relacdo aos anos anteriores (FAO, 2021).

O “jundia-da-amazonia” (Leiarius marmoratus) (figura 1), € uma espécie nativa
de Bagre de 4gua doce que possui elevado potencial de produ¢do, ¢ endémica nas Bacias
dos Rios Amazonas, Orinoco e Essenquibo (LASSO et al., 2011). Além disso, a espécie
possui grande potencial na piscicultura para a producao de espécies de peixes hibridos,
como 0 “pintado-da-amazonia” (Pseudoplatystoma coorruscans) (figura 2) (KNABA et

al., 2017).

Figura 1 — “Jundia-da-amazonia” (Leiarius marmoratus).
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Figura 2 - “Pintado- da- Amazonia” (Pseudoplatystoma coorruscans)

Fonte: ALMEIDA, 2014

Com o surgimento de tecnologias de biologia molecular, foi possivel ampliar
investigacdes a respeito de espécies ndo-modelo. Um exemplo dessas tecnologias ¢ a
Polimerase Chain Reaction (PCR), técnica de amplificagdo de DNA que é base para
pesquisas de cunho genético como a deteccdo da variabilidade gendmica, e possibilita o
aumento de pesquisas e resultados no ramo da bioinformatica (SHARMA et al., 2007).

Assim como a PCR, novas técnicas contribuiram para o desenvolvimento da
biologia molecular, como técnicas para o sequenciamento rapido, preciso e de alto
rendimento. O sequenciamento de nova geragdo (NGS), possibilita maior eficiéncia de
sequenciamento a tempo reduzido e baixo, o que ampliou o desenvolvimento de
ferramentas genéticas como os marcadores moleculares (YAMAUCHI, 2019).

Os marcadores microssatélites sdo marcadores moleculares muito utilizados em
avaliagBes a nivel populacional como anélises de variabilidade genética e endogamia,
sobre as quais pode-se atribuir maior eficiéncia a partir de estratégias utilizando
programas computacionais para reconhecimento e caracterizagdo genética de espécies
hibridas ou ndo (MANTOVANI et al., 2022).

A espécie Leiarius marmoratus, escolhida para este estudo, atualmente nao
apresenta dados de pesquisa relacionados ao sequenciamento do seu genoma e
marcadores moleculares, por ser uma espécie ndo modelo. Mantovani (2018) em seu
estudo, caracterizou a varibilidade genética de L. marmoratus em estoque comercial,
utilizando marcadores moleculares do tipo microssatelites, € encontrou que as populagdes
analisadas de diferentes regides, apresentaram uma baixa varialidade genética;
Hashimoto e colaboradores (2012) analisou a pureza de estoque de algumas espécies de

pescados reprodutores cultivados em cativeiro no Estado do Tocantins, incluindo L.
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marmoratus, utilizando os genes nucleares RAG2 ¢ GLOB como marcadores nucleares,
com a finalidade de identificar possiveis hibridos interespecifico e fornecer informagdes
de boas praticas de manejo na sua produgao.

Com este projeto busca-se desenvolver ferramentas biotecnologicas, como
microssatelites e gerar dados genomicos da espécie, que poderam ser utilizados em
programas de melhoramento em prol da sua produ¢do, manejo, controle de reproducao,
cultivo e preservagao de L. marmoratus. Uma vez que sua analise genética ¢ restrita a
poucas informagdes, com auséncia de marcadores moleculares a essa espécie, assim
dificultando o desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao desenvolvimento e cultivo,
tanto em cativeiro quanto em seu habitat natural (PANDOLFI et al., 2020).

Desse modo, ferramentas moleculares como marcadores microssatélites agregam
e auxiliam na exploracdo genética de espécies de peixe, contribuindo para a preservagao,
caracterizacdo da espécie e melhoramento genético, sendo necessario atualiza¢ao dessas
ferramentas para realizacdo de estudos mais eficazes e com melhores resultados para
especies nao modelos, principalmente em especies com caracteriscas produtivas como a
Leiarius marmoratus (LAYMAN, et al. 2005).

Assim, com utilizacdo dessas metodologias moleculares e a identificacdo de
microssatelites, sera possivel realizar o controle dessa especie, preservando suas
caracteristicas e analisar sua variabilidade genetica. Portanto, a presente pesquisa
objetivou desenvolver marcadores microssatélites com seus respectivos primers para

Leiarius marmoratus por meio do uso de sequenciamento de proxima geragao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver marcadores microssatélites para L. marmoratus com primers especificos

para a espécie.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a montagem de novo do genoma de L. marmoratus;

e Buscar marcadores microssatélites no genoma de L. marmoratus;

e Desenvolver primers para marcadores microssatélites de L. marmoratus;
e Realizar PCR in silico para testar os microssatélites desenvolvidos para L.

marmoratus;

17



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Biologia da espécie

A Leiarius marmoratus (GILL, 1870) de nomes populares no Brasil como
“jundia- da-amazoénia” e “peixe-tigre”, foi classificada por Sciades Marmoratus Gill em
1870, sendo uma espécie de peixe da ordem siluriforme, pertencente a familia
pimelodidae (figura 3), migrador como outros bagres encontrados na Amazonia (LOPEZ,
2014). Apresenta grande apreco comercial sendo explorada predominantemente por meio
de extrativismo, mas com criacdo em cativeiro cada vez mais crescente (NAVARRO;

PIVATO, 2016).

Figura 3 - Taxonomia e caracteristicas do Jundia (Leiarius marmoratus).

Taxonomia e caracteristicas do Jundid da Amazénia (Leiarius marmoratus)
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopteryggi
Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae
Género: Leiarius

Espécie: Leiarius marmoratus (Gill, 1870)

Fonte: MANTOVANI, 2018.

Esta espécie ¢ encontrada em parte da América do Sul, onde encontra-se
distribuida principalmente nas bécias dos rios Amazonas e Orinoco (RAMIREZ;
MARTINEAZ, 1997). E caracterizada com uma coloracdo em marrom com manchas
pretas, apresenta nadadeira caudal bifurcada, peso médio de 5Kg, e comprimento em torno

de 60 cm (LASSO et al., 2011) (figura 4).
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Figura 4 — Leiarius marmoratus (Jundia-da- Amazonia).

Fonte: PORCELLI, 2015.

A espécie L. marmoratus ¢ um peixe de agua doce, também encontrada em
tanques e reservatorios, onde o pH se apresente de 5,8 a 7,2, com temperatura em torno
de 25°C (CAUPER, 2006). Em ambiente natural, apresenta habito alimentar piscivoro, se
alimentando de outros peixes, quando em cativeiro, apresenta habito onivoro, e devido a
esta caracteristica, ¢ muito utilizado na hibridizacdo com espécies carnivoras, obtendo
hibridos com baixa taxa de canibalismo, em sua fase larval (RAMIREZ; MARTINEZ,
1997; CAMPOS et al., 2006).

L. marmoratus éum excelente candidato ao cultivo em sistemas extensivos e semi-
intensivos. No entanto, assim como diversas espécies de peixes nativos da América do Sul,
a producdo, 0 manejo e a comercializagdo ocorrem sem a devida rastreabilidade, controle
reprodutivo e monitoramento, o que limita o desenvolvimento de criagdes racionais € a
seguranga alimentar do mercado consumidor no que tange ao conhecimento de origem
do pescado, seja de populacBes nativas ou selvagens de L. marmoratus (MANTOVANI,
2022).

Assim como outros peixes da ordem siluriformes, a espécie L. marmoratus
é conhecida como migradora, onde sofre influéncia de eventos meteoroldgicos, para o
inicio da sua migracdo reprodutiva (LOPEZ, 2014). Estimulos ex6genos como: niveis de
concentracdo de sais dissolvidos na agua, turbidez, niveis dos rios e chuvas, estdo
relacionados com o nivel de horménios sexuais (estradiol — 17 e testosterona) que se
apresentam em alto nivel no periodo que antecede a desova desta espécie em ambiente

natural (LUCAS; BARRAS et al., 2001).
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Na reproducdo em cativeiro, ocorre uma interrupgdo no seu ciclo de maturacéo
gonodal, ndo atingindo os niveis adequados de hormdnios no periodo de desova e na
maturacéo final, precisando assim de inducdo hormonal (LOPEZ, 2014). A diversidade
genética presente na espécie, influencia no seu cultivo em cativeiro, auxiliando na
adaptabilidade da espécie em diferentes ambientes (PANDOLFI, et al., 2020).

3.2 Importancia econdmica da espécie

A espécie Leiarius marmoratus apresenta um grande valor econdmico, por
influéncia de suas caracteristicas que sdo favoraveis ao seu cultivo (LAYMAN, et al.,
2005). Por apresentar uma grande variabilidade genética, possui excelente adaptacdo em
ambiente natural e cativeiro, além de ser utilizado na criacdo de linhagem de hibridos,
especialmente por apresentar uma boa aceitacdo de alimentos em ambientes fechados, e
baixo indice de canibalismo, caracteristicas que contribuem para o seu potencial para o
cultivo extensivo. (ARAUJO, et al., 2014).

Apresenta excelentes caracteristicas organolépticas, como sua carne branca,
saborosa e com textura macia (MORA, 2003). A falta de controle reprodutivo e controle
da sua variabilidade genética, pode comprometer sua producao, manejo, comercializacdo
e toda a industria pesqueira, que coloca em risco bioldgico, espécies em cultivo. Por isso,
sdo necessarias ferramentas biotecnolégicas, para o controle genético da espécie em
cultivo (HASHIMOTO, 2012).

Algumas vezes, por sua aparéncia e podendo atingir tamanho diferenciado de
outras espécies, 0 “peixe- tigre” também pode ser comercializado, e encontrado em
aquarios, porém, ndo com muita frequéncia. A Leiarius marmoratus, € uma espécie de
Bagre menos popular e comercializada, quando comparada a outras espécies desta mesma
familia como a Brachyplatystoma filamentosum e Brachyplatystoma vaillantii, e
apresentam importancia econdmica maior na industria da piscicultura no Brasil
(MATHEUS, et al., 2021). No entanto a produgéo voltada para os Bagres, vem ganhando
cada vez mais espaco no mercado sul-americano, por possuirem uma textura agradavel
semelhante a pescados exoticos ja conhecidos no mercado, além de apresentar um bom
rendimento em posta e filé, apos ser processada e passar pela industria de beneficiamento
(INOUE, et al., 2009).

De acordo com anuario publicado pelo PEIXE BR (Associagdo Brasileira de

Piscicultura) em 2022, os Bagres, foram uma das espécies mais exportadas pelo Brasil,
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com US$ 14,352, representando um aumento de 63%, ficando somente atrés da Til&pia e

Tambaqui (tabela 1).

Tabela 1- ExportacOes brasileiras da piscicultura por espécie, primeiro trimestre de 2022 (em

US$ e em toneladas).

Espécies Unidade
o FOB USS
Tiiipia Toneladas
FOB USS
Tambaqui Toneladas
FOB USS
Bagres Toneladas
FOB USS
Sere it Toneladas
Bejupira FOB USS
Toneladas
Outros LOBUSS
Toneladas
FOB USS
Total Toneladas

12 trim

6.864.317
2.473
153.702
27

14.352

4

10.105

3

9.706

1

4.117

1
7.056.299
2.509

Participacdo (%)

97%
99%
2%
1%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
100%
100%

Variacdo 12 trim

20222021 (%)

166%
B0%
-24%
-69%
63%
59%
165%
117%
17%
-6%
-99%

-100%

119%
46%

Em 2022, também foi publicado pela Associacdo Brasileira de Piscicultura, que

os Bagres foram as espécies mais importadas pelo Brasil no ano (tabela 2). S6 no primeiro

trimestre de 2022, os Bagres ocuparam o segundo lugar, com US$ 29 milhGes, que

representa um aumento de 36% comparado ao primeiro semestre de 2021.

Tabela 2- Importa¢des brasileiras de peixes de cultivo por espécie, primeiro trimestre

2022 (em US$ mil e em toneladas).

Categoria de produto Unidade

FOB LSS
Toneladas
FOB UsS
Toneladas
FOB USS
Toneladas
FOB USS
Toneladas
FOB USS
Toneladas
FOB USS
Toneladas
FOB Us5
Toneladas
FOB US5
Toneladas

Salmdes

Bagres

Curimatds

Trutas

Piaus

Esturjio

Traira

Total

Participac3o (%)
216.135.507 B7%
25.945 TO%
29.794.132 12%
10.246 28%
1.072.211 0%
715 29
472476 0%
56 0%
98.047 0%
48 0%
13.418 0%
o 0%
2.000 0%
1 0%
247.587.791 100%
37.011 100%

Variacdo 12 trim
2022/2021 (%)
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3.3 Biotecnologia Aplicada a espécie

Existem algumas pesquisas relacionadas a espécie Leiarius marmoratus, porém a
quantidade de dados e informagfes genéticas e bioldgicas, ainda séo insuficientes, para
se ter um controle da linha dessa especie (MANTOVANI, 2018). Estudos voltados para
cultivo, reproducdo e melhoramento genético do jundia-da-Amazodnia, sdo 0s mais
populares encontrados na literatura. Desenvolvimento de protocolo para a reproducdo de
L. marmoratus, utilizando indugdo hormonal em cativeiro para programas de
conservacdo, foi o objeto de estudo de Lopez (2014), onde obteve-se resultados
satisfatorio para a utilizacdo de parametros reprodutivos na producdo da espécie em
programas de conservagéo e controle.

A biotecnologia voltada para a reproducdo de Jundia amazonico, é muito utilizada
e estudos para a sua reproducdo em cativeiro, producdo de hibridos, como pintado- da-
Amazonia, diminuiu o intenso canibalismo na criacdo de larvas, para seu cultivo na
piscicultura (RAMIREZ; MARTINEZ, 1997, CAMPOS et al., 2006).

3.4 Sequenciamento de proxima geracdo (NGS)

O sequenciamento NGS (Next geration sequencing), ou sequenciamento de
préxima geracdo, também chamado de segunda geracdo, referem-se a um conjunto de
metodologias para sequenciamento do DNA e RNA (FREITAS, 2021). Esta tecnologia
tornou o sequenciamento de nucleotideos, mais rapido, barato, e eficiente do que o
sequenciamento Sanger, assim, revolucionou o estudo da gendmica e da biologia
molecular. A plataforma de sequenciamento NGS surgiu em 2005, devido ao crescente
estimulo para a criacdo de novas tecnologias de sequenciamento mais vigorosos, apés o
inicio do programa de iniciativa a reducdo de gastos do sequenciamento do genoma
humano (SILVA, 2018).

O NGS, diferente do método Sanger, que € uma tecnologia de sequenciamento de
primeira geracdo, sequecia fragmentos curtos de DNA (reads) que costumam variar de 50
a 300 nucleotideos de comprimento. Diferente de um sequenciador de eletroforese

capilar, que consegue sequenciar no maximo 96 fragmentos por vez. Os sequenciadores
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de nova geracéo realizam leituras de bilhdes de fragmentos simultaneamente, podendo
sequenciar genomas inteiros ou sequéncias especificas de interesse (FREITAS, 2021).

O avanco do sequenciamento de proxima geracdo, apresentou novos métodos e
formas de sequenciamento que dependem da determinacdo da ordem das bases,
alinhamento de sequéncias e montagem do genoma. Sua vantagem comparada a métodos
anteriores na detecgdo de mutacdes, é apresentar a capacidade de sequenciamento de
multiplos genes de identificar milhdes de variantes ao mesmo tempo, além de
revolucionar a velocidade da genémica e alavancar estudos envolvendo mecanismos
moleculares, descrevendo novos métodos de sequenciamento NGS, que engloba diversas
plataformas de sequenciamento de segunda geracdo, abrindo espaco para a terceira e
quarta geracdo (LOHMANN, 2014; PERVEZ, 2022).

O sequenciamento de proxima geracdo, NGS ou também chamado se
sequenciamento de segunda geracdo inclui diversas plataformas populares, como Roche
Life Sciences, Thermo Fisher Scientific, Illumina e Applied Biosystems, permitindo que
bilhGes de processos de sequenciamento ocorram simultaneamente. Quando comparadas
a métodos de primeira geracdo, apresentam um alto rendimento e baixo custo, gerando
leituras de 50 pb a 300 pb de comprimento. As plataformas NGS sé&o classificadas em
dois grupos de acordo com seus métodos de sequenciamento, por hibridizacdo e
sequenciamento por sintese (QUAIL, et al. 2012).

A Roche, foi a empresa que incorporou 454 Life Sciences, empresa responsavel
pelo desenvolvimento dos primeiros sequenciadores de segunda geracdo, liderada por
Jonathan Rothburg (HEATHER, et al., 2016). Seu método baseia-se na deteccdo do
pirofosfato, liberado durante a amplificacdo de sequéncias de DNA (BATISTA, 2023).

A Illumina é a mais popular das NGS, foi fundada em 1998 em San Diego, onde
produz diversas plataformas de sequenciamento como, sequenciadores de bancadas e
sequenciadores em escala de producdo, tendo seu método baseado em sequenciamento
por sintese. Seu sistema de rea¢do & uma mistura de DNA polimerase, primers e 4 dNTP
com marcadores fluorescentes especificos de base, os dados obtidos por este método de
sequenciamento apresentam 0 mesmo comprimento, e as taxas médias de erro das
plataformas séo de 1- 1,5% (LAHENS, et al., 2017; CAO, et al.,2017).

A GenapSys, é uma plataforma de sequenciamento de segunda geracéo
pertencente a empresa Stanford Genome Technology Center desenvolvida em meados de

2010, melhorando a técnica de sequenciamento por sintese, onde incorporou a detecgdo
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térmica de adicdo de nucleotideos. E uma excelente plataforma, com 6timo custo
beneficio e praticidade (PERVEZ, et al., 2022). A lon Torrent desenvolveu em 2011 uma
tecnologia NGS, também utilizando 0 método de sequenciamento por sintese, aplicando
medic¢des de pH gerando sequéncias de nucleotideos, na qual a duracdo de suas leituras
geradas podem variar e seus equipamentos ndo realizam sequenciamento de nenhuma
extremidade de fragmento (LAHENS, et al., 2017; ROTHBERG, et al., 2011)

A QIAGEN apresenta a GeneReader como ferramenta de NGS, na qual
obtém dados de sequenciamento atraveés da identificacdo de nucleotideos por sinais de
fluorescéncia, amplificados clonalmente pelo GeneRead QlAcube. Seu sistema contribui
em todas as etapas de sequenciamento, desde a extracdo do DNA a analise de dados de
bioinformatica (DORWANT, et al., 2017; KOITZSCH, et al., 2017). Em 2006 foi
fundada a Complete Genomics, popularmente reconhecida por sua especialidade no
sequenciamento do genoma humano, adquirida em 2013 pelo BGI-Shenzhen, institui¢do
lider mundial no fornecimento de servigos gendmicos, onde o BGI oferece uma série de
sequenciamentos e tecnologias para analise de dados de pesquisas em diversas areas de
estudos. A Complete Genomics foi responsavel pelo desenvolvimento do sequenciamento
por hibridizagéo e ligagcdo ou DNA nanoball (DRMANAC, et al., 2010).

3.5 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares, sdo fen6tipos de genes expressos e segmentos de DNA
(EMBRAPA, 2000). Apresentam caracteristica de identificacdo, de informacdes
genéticas moleculares de uma regido especifica do DNA, podem apresentar modificacdes
em suas sequéncias, do tipo evolugbes lentas, que sdo utilizadas em estudos
intraespecificos, ou do tipo evolugdes rapidas, utilizadas em estudos de populagdes,
individuos e familias (SOUSA, 2019).

Essas ferramentas moleculares, podem ser provenientes de diferentes métodos,
onde cada técnica utiliza diferentes metodologias para detectar polimorfismos genéticos,
onde podem se diferenciar pela quantidade que esta presente no genoma, o nivel do
polimorfismo encontrado, o custo, o tipo de técnica, e o tipo de l6cus (MONDINI, et al.,
2009). Séo classificados por duas metodologias obtidas por hibridizagdo como, os RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) e os marcadores minissatélites. Outra

metodologia utilizada para se obter marcadores, é através da amplificacdo do DNA, onde
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sdo obtidos os RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) e SSR ou microssatélites (Simple Sequence Repeats)
(OLIVEIRA, et al., 2021).

O uso de técnicas e ferramentas de biologia molecular apresentaram um grande
crescimento na década de 80, o que popularizou ainda mais estudos voltados para a
utilizacdo do DNA. Oliveira e colaboradores (2021), realizaram um estudo de revisdo
bibliografica e verificaram a quantidade de publicacdes de artigos que utilizaram

marcadores moleculares, entre o periodo de 2016 a 2020 (figura 5).

Figura 5 — Estimativa aproximada do nimero de artigos utilizando marcadores moleculares nos
altimos cinco anos.

Niumeros de artigos publicados no Perigdicos Capes
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2021.

Na década de 80, foram desenvolvidos os primeiros trabalhos envolvendo regides
repetitivas em tandem presentes no genoma de eucariotos, as quais foram definidas como
microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSRs) por Diethard e Renz (1984), que sao
sequéncias simples de DNA de uma ou mais repeti¢des sucessivas de nucleotideos.

A identificagdo de regides de microssatélites no genoma humano por Litt e Luty
(1989) foi realizada por meio da técnica de PCR. A partir disso, esse tipo de marcador se
popularizou no ramo da pesquisa por apresentar alto grau polimorfismo e permitir a
distingdo entre individuos e populagdes, sendo muito utilizado para testes de paternidade
(MADESIS; GANOPOULOS; TSAFTARIS, 2013).

Os marcadores microssatélites sdo muito utilizados na piscicultura para avaliagdes
de variabilidade genética e, assim, montar estratégias reprodutivas em programas de

melhoramento genético. Dessa forma, garantindo a sustentabilidade e maior controle de
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sistemas de criacdo voltados para reproducdo e estratégias de melhoramento genético
(MUGNAINI, 2017).

3.5.1 Marcadores microssatélites

Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSRs), sdo sequéncias
simples repetidas do genoma de eucariotos e procariotos. No genoma de eucariotos sao
frequentemente encontrados, se destacando por seu elevado contetido de informagao
genética e natureza multialélica. Devido as suas caracteristicas ¢ muito utilizado em
estudos de genética de populagdes, como diversidade genética, melhoramento, analise de
endogamia e distanciamento genético (ROSSAROLA, 2016).

Os SSRs sdo classificados de acordo com suas sequéncias ou motivos, que
sdo identificados de acordo com a quantidade de nucleotideos presentes, que podem variar
de 1-6 nnucleotideos repetidos em tandem. O grau de polimorfismo presente nesses
marcadores, pode ser identificado a partir da diferenca no nimero de repeti¢des presente

nos motivos de microssatélites (figura 6) (WALTER, 2021).

Figura 6 — Classificagdo de microssatélites por repeticdo de nucleotideos.

Numero de nucleotideos
por repetigao:

1. Mononucleotideos

AAAAAAAAAAA

2. Dinucleotideos

TATATATATATA

3. Trinucleotideos

TAGTAGTAGTAG

4. Tetranuclecotidecos

TAGCTAGCTAGC

Fonte: FARIAS, et al. 2021.

Cada motivo de microssatélite, € constituido por um locus génico com alta
capacidade de mutagdo, sendo multialélico, além de carregar bastante informagao

genética e ser muito eficiente, o que faz desses marcadores moleculares uma importante
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ferramenta biotecnologica para estudo de genética e gendmica (FREITAS, 2019).

Esses marcadores sdo encontrados em todas as regides do genoma, codificante e
ndo codificante, estdo presente com abundancia no DNA, sendo divididos em quatro
grupos, além da sua classificagao por numero de nucleotideos apresentados, onde o grupo
dos microssatélites perfeitos ndo apresentam interrup¢des na sequéncia repetitiva; os
imperfeitos apresentam bases interrompendo a sequéncia; microssatélites com repetigcdes
compostas, quando mais de duas classes de SSRs estdao dispostas de maneira adjacentes;
microssatélites de repeticdo simples, quando apresentam apenas uma classe de repeticao

(figura 7) (CAIXETA, et al., 2016).

Figura 7 — classificagdo de arranjo de microssatélites.

Arranjo dos nucleotideos nos
motivos de repeti¢do:

1. Perfeitos
CTCTCTCTCTCT

2. Imperfeitos

CTCTCTATCTCT

3. Interrompidos

CTCTAAAACTCT

4. Compostos
CTCTCTAGAGAG

Fonte: FARIAS, et al. 2021.

Esses marcadores moleculares sdo obtidos através de PCR, que amplifica 0 DNA
de interesse de estudo com auxilio de primers, desenvolvidos para a espécie alvo ou outra
espécie relacionada, para as regides que flaqueiam os microssatélites. Esses primers sdo
desenhados ap0s a realizacao do sequenciamento dos fragmentos de DNA, onde ocorre a

identificacdao de microssatélites (FREITAS, 2019).

3.6 Genetica de populagdes e sua importancia para espécies amazonicas

Genética de populagdes, sao estudos voltados para a estrutura genética de espécies
ou populacdes analisando suas mudangas ao longo do tempo, ou seja, sua variabilidade
genética buscando compreender como essas populacdes acabam sofrendo sele¢@o natural,
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migragcdo e deriva genética, visando exemplificar a variacdo genética e a evolugdo
molecular em espécies pouco estudadas. Esses fatores sdo fundamentais para a
compreensdo do fundamento da genética populacional, que estd presente na evolugao de
espécies (LYNCH, 2007; CHARLES WORTH, 2010; CASILLAS E BORBADELLA,
2017).

Estudos voltados a genética de populagdes com espécies amazdnicas sao
fundamentais para preservacao da sua grande diversidade de espécies presente nesta
regido, ou seja, a aferi¢do de variabilidade genética ¢ necessaria devido a ocorréncia de
fatores como a migragdo, onde ocorre a mistura de material genético entre populagdes,
elevando a taxa da variabilidade genética (GUERREIRO, 2019). Esta ¢ uma informagao
importante tanto para a preservacao das espécies, como também para estudos de
melhoramento (BRANDAO, 2005; ASHIKAGA, et al., 2015; BARROSO, 2003;
GUERRE IRO, 2019).

A utilizagdo de dados genéticos como ferramenta para programas de
melhoramento, tem cada vez mais se intensificando na piscicultura em estoques naturais
de espécies. A identificagdo genética de populacdes e estudos sobre a variabilidade
genética de espécies em estoque naturais, sao essenciais para a sua produ¢do comercial
ou para o seu repovoamento de populagdes naturais (CALCAGNOTTO e TOLEDO
FILHO, 2000; GUERREIRO, 2019).

3.7 Estratégia de melhoramento genético

Em alguns cultivos e producdo de matéria-prima de origem animal e vegetal, pode
ocorrer algumas perdas de variabilidade genética, o que pode ocasionar em caso de
reproducdo de espécies de elevado grau de parentesco e baixa variabilidade genética,
alteracbes de caracteristicas nas geracOes descendentes, ocasionando alteracdes
morfologicas (HASHIMOTO et al., 2012).

Melhoramento genético € um area da ciéncia, que apresenta um conjunto de
técnicas para a producédo de individuos com caracteristicas seletivas. Estas técnicas séo
muito utilizadas na agricultura e pecuaria. Na pisicultura, o melhoramento geneético tem
influenciado consideravelmente na producéo, cultivo e economia de alevinos, obtendo ao
longo dos anos, espécies com caracetristicas mais produtivas (HILSDORF; ORFAO,

2011). A hibridizacdo também ¢é outra técnica de melhoramento genético, desenvolvida
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tanto em animais quanto em plantas, voltada para a o controle reprodutivo de espécie com
caracteristicas genéticas diferentes, produzindo descendentes com caracteristicas de
combinacg6es genéticas desejaveis (ALMEIDA; SOUZA et al., 2019).

A selecdo genética é uma técnica de melhoramento genético, onde ocorre uma
sele¢do de individuos de uma determinada espécie com caracteristica genética elevada e
de interesse para sua producdo. Para se utilizar um método de selecdo deve ser feito um
levantamento das caracteristicas especificas que se quer adquirir, como 0s tracos alvo nos
reprodutores, a quantidade de geracfes que herdardo essas caracteristicas escolhidas e a
facilidade na reproducéo da espécie (GJEDREM; BARANSKI, 2009).

Os Marcadores moleculares sdo muito utilizados em programas de melhoramento
genético, especialmente por favorecer analises de rastreamento em linhagens de espécies,
além de permitir o acesso a regides especificas do genoma, identificacdo das relacGes de
parentesco, e a realizacdo de estudos envolvendo mapeamento genético-molecular,
buscando estimar parametros genéticos, como a herdabilidade, interagcdes entre ambiente
e endogamia (VIEIRA, 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O projeto foi realizado em conformidade com os preceitos da Lei no 11.794, de 8
de outubro de 2008, sendo dispensado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural da Amazonia (Belém, PA, Brasil), com protocolo n°
4663010323, uma vez que utilizou apenas as sequéncias obtidas em projetos parceiros
com a Universidade Federal de Pelotas (Pelotas, RS, Brasil).

4.2 Extracdo do DNA e sequenciamento na plataforma lllumina

As amostras de nadadeira caudal de Leiarius marmoratus, foram oriundas do Rio
Grande do Sul, Brasil, extraidas no laboratério de engenharia genética anima da
Universidade Federal de Pelotas. 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 espectrofotémetro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Scientific), a
concentracdo de DNA das amostras foi calculada pelo indice de absorbancia das bases a
260 nm e padronizadas para concentracdo de 100 ng/ul.

Amostra de DNA de alto peso molecular foi submetida ao sequenciamento de
nova geragao pela plataforma Illumina, utilizando os adaptadores Illumina Universal
Adapter, Illumina Small RNA 3' Adapter, Illumina Small RNA 5' Adapter e Nextera no

sistema HiSeqTM, sequenciador de leituras curtas que utiliza quimica de sequenciamento
por sintese com capacidade de gerar 25 milhGes de leituras com comprimento de 2x 300
pb (SLATKO; GARDNER; AUSUBEL, 2018).

4.3 Pré-processamento de short reads e montagem de novo

A andlise de qualidade das reads foi feita utilizando o programa FastQc
(ANDREWS, 2010), considerando os parametros de qualidade média total por base,

qualidade média por read e conteldo GC das sequéncias. A filtragem foi baseada no score
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de Phred minimo de 20 para controle de qualidade de bases e remocao de adaptadores,
realizado pelo programa trimommetc.

Posteriormente, as reads foram submetidas a montagem de novo. Para isso, foram
selecionados valores de k-mer dos dados obtidos pelo programa KmerGenie (CHIKHI;
MEDVEDEYV, 2014). A selecéo para a escolha do montador, foi feita por meio de teste
de montagem do genoma utilizando os programas SOAPdenovo2 (LUO et al., 2012) e
SPAdes (BANKEVICH,; et al., 2012). A comparacdo de qualidade da montagem foi
mediada pelo programa QUAST (GUREVICH; et al., 2013), levando em consideracéo a
distribuicdo e tamanho de contigs e os valores estatisticos de N50 e L50.

4.4 Mineracao de SSRs, desenho de primers e PCR in silico

Para a busca dos marcadores microssatélites da espécie, foi utilizado o programa MISA
(BEIER, et al., 2017) com os parametros de busca de 1a 6 motifs de repeticdo, com no maximo
10 bases interrompendo 2 microssatélites em um SSR composto, nimero minimo de repeticdes
para cada motivo de repeticao foi de (1/10) (2/5) (3/4) (4/3) (5/2) (6/2). E o EasySSR com
0s parametros pré-definidos pelo programa.

A mineragao de SSRs foi realizada utilizando dois programas computacionais para
a comparag¢ao dos dados. Utilizou-se o programa EasySSR, que utiliza o IMEx (Imperfect
Microsatellite Extractor) para extragdo de microssatélites e automatiza a analise da
entrada dos dados para caracterizagao dos marcadores na amostra (ALVES et al., 2023).

O BatchPrimer3, programa baseado em outros programas de desenho de primers
como, Primer3, Primer3Web e Primer3Plus, desenhou os melhores primers SSR para
Leiarius marmoratus com os parémetros deflow do programa adaptados: tamanho de
primers de 15-30 bp, conteido GC% 40-50, temperatura de anelamento de 55°C, com
diferenca de até 3°C entre primers. Além de desenhar os primers, o BatchPrimer3 realiza
o PCR in silico, ja que sua linha de comando consegue otimizar uma série de parametros
ao disponibilizar os primers como o tamanho do produto, temperatura de fusdo, contetido
GC, comprimento do primer, estabilidade final 3°, autocomplementaridade e

possibilidade de dimeros (YOU et al., 2008).
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5 RESULTADOS

5.1 NGS e Montagem de novo

A partir do sequenciamento Illumina foram obtidas 5.445.926 reads e apés a
realizacdo do controle de qualidade realizado pelo programa FASTQC foram obtidas
648.977 reads com comprimento de 36 a 151pb. O tratamento de filtragem das bases
atendeu a pontuagéo de qualidade Q > 20, a qualidade média por read apresentou Q = 38
e o conteldo GC 41%, que representam dados de dados de pardmetros de qualidade das
reads obtidas.

O SPAdes foi o montador que apresentou melhor desempenho, gerando contigs
de tamanhos maiores que os gerados pelo SOAPdenovo2, com 225.027 contigs gerados
e um N50 de 644. Ja o SOAPdenovo2 obteve um N50 de 554, um valor inferior.

5.2 Identificacdo de marcadores microssatélites

5.2.1 Programa MISA

De acordo com os resultados obtidos pelo programa MISA, 127.082 sequéncias
apresentaram microssatélites, onde 54.841 sequéncias apresentaram mais de 1 SSR. No
total, foram identificados 221.273 microssatélites em todo o genoma de Leiarius
marmoratus (Tabela 3), os mais abundantes foram os pentanucleotideos com 50,6%, e 0s
trinucleotideos foram encontrados em quantidade reduzida no genoma, com percentual
de 2,8 %, (Figura 8).

Tabela 3. Microssatélites identificados no genoma da espécie Leiarius marmoratus.

PARAMETROS DE SSRs N°
Total de sequéncias examinadas 225.027
Total de sequéncias analisadas (pb) 74.171.373
Total de SSRs identificados 221.723
Sequéncias contendo SSRs 127.082
Sequencias contendo mais de 1 SSR 54.841
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Figura 8. Total de motivos de microssatelites encontrados em Leiarius marmoratus pelo
programa MISA.
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Os microssatélites que foram identificados da maior a menor frenquéncia nas
sequéncias do genoma de Leiarius marmoratus, podem ser visualizados na (figura 9).
Onde pode-se observar que o motivo de repeti¢do que se destacou com a maior frequéncia
foi o AC, aparecendo 22.239 vezes. A foi o segundo identificado 10.349 vezes, seguido
de AAAAT (8.099), AG (7.378), AAAAC 5.461, AAAAG (4.668), AATAT (3.912),
AAATG (3.651), AAATT (3.538), AACAC (3.334).

Figura 9. Distribuigdo da frequéncia de SSRs no genoma de Leiarius marmoratus.
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Os motivos de repeticdes mais longos também foram identificados e classificados
de acordo com a sua frequéncia, onde observou-se que as classes de mono e

dinucleotideos apresentaram os motivos mais longos em todo o genoma. Na classe de
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mononucleotideos, o0 motivo mais longo foi o (G)7s, em dinucleotideos os motivos foram
iguais, assim como nas classes de trinucleotideos, tetranucleotideos, pentanucleotideos e

hexanucleotideos.

5.2.2 Programa EasySSR

De acordo com o programa EasySSR, em toda a regido do genoma analisado foi
identificado o total de 145.601 microssatélites (Tabela 4), com porcentagem de 0,2% de
SSR por pares de bases. Do total de microssatélites identificados, 92,34% sdo
classificados como imperfeitos e 7,66% perfeitos, além de todos os 145.601 SSRs estarem

presentes em regides nao codificantes.

Tabela 4. Parametros de microssatélites identicados no genoma de Leiarius marmoratus.

Pardmetros de SSR N°
Tamanho do genoma (BP) 74.171.373
Total de SSR 145.601
SSR por bp (%) 0,2
Total de SSRs em regides codificantes 0
Total de SSRs em regides ndo codificantes 145.601
SSR perfeitos 11.149 (7,66%)
SSR imperfeitos 134.452 (92,34%)

Dos 145.601 marcadores microssatélites identificados, a classe de maior
predominancia foi de dinucleotideos, com 31,8% (45.251), seguido de tetranucleotideos,

com 29,62% (43.121) (Figura 10).
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N° de sequéncias de nucleotideos

Figura 10. Tipos de marcadores microssatélites identificados no genoma de Leiarius
marmoratus pelo programa EasySSR.
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Tipos de marcadores SSR

Os microssatélites mais frequentes no genoma de L. marmoratus foram TG

(9.244,) e GT (8.217) (Figura 11).

Figura 11. Distribui¢do da frequéncia de SSR no genoma de Leiarius marmoratus.

AT e 239

AG s 2510

TA I—— 2.706

A I 2.772

TC I 3211

T I 3492

CA I 5570

AC I 6,719

GT I 8217

TG I 0,244
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000 10.000

N© de sequéncias de nucleotideos

N° de nucleotideos

5.3 Primers e PCR in silico

A partir do BatchPrimer3 foi realizado o desenho de primers e o PCR in silico, e
obteve-se 590 pares de primers, nos quais foram utilizadas 501 sequéncias, sendo 255
sequéncias com pares bem-sucedidos e 245 sequéncias nao apresentaram primers bem-

sucedidos. O PCR in silico é realizado pelo programa de forma automética durante o
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processo de desenho dos primers, pois apresenta uma linha de comando que consegue
otimizar uma série de pardmetros importantes nas caracteristicas de 6timos primers. O
programa gerou um relatério com todos os dados obtidos (borcem, darcia gabriela (2023),
“Primers identified through microsatellite mining from Leiarius marmoratus”,

https://data.mendeley.com/datasets/r4ztj33v35 .

O BatchPrimer3 também identificou os microssatélites mais frequentes a partir
das 501 sequéncias analisadas, identificando um total de 721 SSR, onde 274 sao do tipo
dinucleotideos (mais frequentes), seguido da classe de tetranucleotideos (242),

trinucleotideos (120), pentanucleotideos (56) e hexanucleotideos (29).
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5 DISCUSSAO

Os constantes avangos em tecnologias de sequenciamento de DNA tem
possibilitado estudos mais abrangentes e complementares na area da aquicultura. Entre
as técnicas de andlise de diversidade genética, os marcadores moleculares ocupam papel
de destaque devido ao grande potencial discriminativo entre individuos, populacdes, racas
e espécies, além de potencial de associagdo fenotipica com ampla aplicabilidade ao
melhoramento genético (ZHAG et al., 2006; PANDOLFI et al., 2020).

Os dados obtidos apods a etapa de processamento do genoma, obtiveram boa
qualidade para a realizacdo de anotagdes gendmicas, apresentando semelhan¢a com os
dados obtidos por Lu, Zhao e Li (2020) que realizaram montagem e anota¢do do genoma
de alta qualidade do peixe Mandarim-olho-grande (Siniperca knerii), onde ambos os
dados obtiveram proximidade no valor do contetido GC entre 40% ¢ 41%.

Estudo realizado na espécie de peixe Ramdia quelen também conhecida como
Jundid, nativa do estado do Rio Grande do Sul (Brasil) pertencente a mesma familia e
ordem do Jundiéd da Amazoénia (Leiarius marmoratus). Onde nesse estudo foram obtidas
cinco milhdes de leituras através do sequenciamento illumina (HiSeq), semelhante a
espécie Leiarius marmoratus que obteve 5.445.926 reads, os valores de Q (qualidade
média por leitura) foram semelhante com Q=38, ja os valores de identificagdo de
microssatélites foram discrepantes dos valores encontrados pelos programas utilizados
neste estudo (RODRIGUES, et al. 2015).

Em estudo realizado com a espécie de peixe Pogonophryne albipinna, da
subordem perciforme Notothenioidei que habitam aguas costeiras e profundas do Oceano
Antartico, os resultados de qualidade foram de 378.174.042 reads obtidas, valores de
qualidade Q> 20, apresentando valores em torno de 90%, o que significa que alcangaram
uma qualidade melhor, e conteido GC% 41,7%, bem préximo a espécie Leiarius
marmoratus, que obteve 41% de conteudo GC. Entretanto, com rela¢do aos dados de
montagem o nimero de contigs foi maior, com 571.624 (JO, et al. 2021).

Na mineracdo de microssatélites do genoma do Leiarius marmoratus, com o
programa MISA, obteve-se um total de 127.082 sequéncias com a presenga de regioes
repetitivas, com um total de 221.223 SSRs identificados com a predominancia do tipo
pentanucleotideo (50,6%), que diverge de outras espécies de peixe como o Bagre-amarelo
(Pelteobagrus fulvidraco) que apresentou em seu genoma 82.794 microsatélites, sendo o

dinucleotideo, a repeticdo que apresentou maior abundancia (65,14%), tipos de
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microssatélites que sdo predominantes em espécies de peixe (ZHANG, et al. 2014).

J4 a mineragdo realizada a partir do programa EasySSR, outro programa utilizado
para realizar a comparagao dos dados de mineragao de microssatelites encontrados no
genoma de Leiarius marmoratus, foram semelhantes ao estudo citado anteriormente
sobre Bagre-amarelo, onde se obteve a predominancia de SSRs do tipo dinucleotideos,
divergindo dos dados obtidos pelo MISA.

O motivo mais frequente identificado pelo EasySSR foi o TG seguido de GT/AC,
diferente do MISA que identificou somente AC/GT, semelhante ao encontrado em estudo
no genoma da Carpa-comum (Cyprinus carpio), que identificou 60,2% de AC/GT (JI et
al. 2012). No Bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) a porcentagem de AC/GT foi um
pouco menor, mas também foram os motivos predominantes com 50,7%, ja na Tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus) foi 53,8% (SOMRIDHIVE]J, et al., 2008; SOLER, et al.
2010). Essa quantidade de dinucleotideos do tipo AC/GT interfere na quantidade de
eventos de recombinacdo homodloga sofrida pelo oganismo bioldgico de estudo, ja que
estudos relatam que AC/GT pode afetar na recombinacdo homdloga em eucariotos
(Gendrel; Boulet; Dutreix 2000).

Assim como em outros estudos envolvendo a identificagdo de microssatélites em
pescados, bem como os realizados em Aconthogobius ommaturus, Pseudosciaeno crocea
e Megalobrama amblycephala, de acordo com a frequéncia de motivos de SSRs
identificados, as repetigdes de dinucleotideos também apresentaram o maior niimero e
tipos de repeticdes (Zeng, et al. 2013;L1, et al. 2014; Chen, et al. 2020).

Como nos estudos citados anteriormente, a frequéncia das repeticoes diminui de
forma exponencial de acordo com a duragdo das repeti¢des, visto que a taxa de mutagao
estd ligada ao comprimento das mutagdes presentes nas repeticdes, mutagdes com longas
repeti¢des apresentam alta taxa de mutacdo (KATTI, RANJEKAR e GUPTA, 2001).

Em outra pesquisa envolvendo a identificagdo de microssatélites em genomas de
peixes, foi desenvolvido uma base de dados de sequéncias de microssatélites de 41
espécies pertencentes a 15 familias do subcontinente indiano, a maioria dos
microssatélites predominantes nas 41 espécies, foram do tipo di- e trinucleotideos
(NAGPURE, et al. 2013). Com relagao a divergéncia no tamanho do genoma e nos tipos
de microssatélites, estas podem ser explicadas pela diferenca genética entre as espécies e
suas populacdes, grupos e subgrupos taxondmicos, além da variabilidade nas

caracteristicas das plataformas utilizadas (SRIVASTAVA et al., 2019).
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O BatchPrimer3 também fez a identificacdo de microssatélites, semelhante aos
programas MISA e EasySSR, onde apresentou similaridade com os dados gerados pelo
EasySSR, que identificou a maior presenca de dinucleotideos nas sequéncias do genoma
de L. marmoratus, se diferenciando dos dados gerados pelo MISA que identificou
microssatélites do tipo pentanucleotideos como os mais frequentes no genoma. O
BatchPrimer3 gerou 590 pares de primers que, de acordo com os pardmetros do programa,
sdao considerados potencialmente amplificaveis, podendo ser utilizados em estudos de

genética de populagdes, bem como no melhoramento genético da espécie.
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se que as ferramentas moleculares utilizadas ao decorrer do projeto,
foram eficazes para o seu desenvolvimento de ferramenta genética e compreensdo de
dados envolvendo a espécie Leiarius marmoratus, onde o objetivo de desenvolvimento
de microssatélites e seus respectivos primers foi alcangado. E pode-se observar, que as
divergéncias no tamanho de genomas, os tipos ¢ a quantidade de microssatélites entre
espécies, pode ser explicado pela diferenca entre espécies ou populagdes, grupos,
subgrupos taxondmicos, além das diferengas nas caracteristicas ou parametros das

plataformas.
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