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RESUMO

Um mapa genético preliminar foi construido para spéeie Prochilodus
argenteusum peixe endémico da bacia hidrogréfica do rio B&ncisco, através de 23
marcadores moleculares microssatélites em uma megéom 95 individuos
provenientes de um Unico cruzamento através datégi®m pseudo-testcrods Os
genitores masculino e feminino foram coletados eferahtes regides, a jusante da
barragem de Trés Marias (MG). Apenas 11 (52.4%)cadares foram alocados em
algum grupo de ligacdo e os restantes nao esta@mdos. Vinte e um (91.5%)
marcadores segregaram de acordo com a heranca lrarade apenas dois (8.7%)
apresentaram distor¢do da segregacdo. O mapa @8Grb8 cM do genoma, de acordo
com a funcdo de Kosambi. O nimero de grupos dedmé3) encontrado no presente
trabalho foi muito inferior ao esperado para a egpé€equivalente ao numero de
cromossomos haploides, n = 27), demonstrando ariémpma da utilizacdo de um
ndmero maior de marcadores moleculares em estudosd$. Os dados obtidos no
presente trabalho serdo compilados com as marchP Abtidas por Rojas (2008),
visando um mapa genético mais denso. Embora o wumergrupos de ligacao
encontrado tenha sido inferior ao esperado parapéace, os resultados podem ser
considerados como promissores na area de Genétieaides do Brasil, jA que estudos
de mapeamento genético sdo praticamente inexistenmtgoeixes neotropicais.

PALAVRAS CHAVE: Prochilodus argenteydMicrossatélitesPseudo-testcrosdlapa
genético.



ABSTRACT

A preliminary genetic linkage map was constructed fthe speciesProchilodus
argenteus an endemic fish from the S&o Francisco riverrhassing 23 microsatellite
markers in a progeny with 95 individuals from agéncross by the pseudo-testcross
strategy. The male and female parents were cotlaatelifferent regions, downstream
of the dam of the Trés Marias (MG). Only 11 (52.4%grkers grouped in some linkage
group and the the remaining was unlinked. Twenty-@1.5%) markers appeared to
segregate according to Mendelian inheritance, atgtao (8.7%) showed segregation
distortion. The map covered 297.58 cM of the genoaweording to the Kosambi’s
function. The number of linkage groups (3) foundhis study was much lower than
expected for the species (equivalent to the haplaichber of chromosomes, n = 27),
demonstrating the importance of using a larger remab molecular markers in future
studies. The data obtained in this work will be pded with the marks obtained by
AFLP by Rojas (2008) in order to obtain a denseregie map. Although the number of
linkage groups found have been lower than expeitiethe species, the results can be
considered promising for the Brazillian Fish Gec®tsince genetic mapping studies are

virtually absent in Neotropical fish.

KEYWORDS: Prochilodus argenteysdvlicrosatellitesPseudo-testcrossinkage map.
genético.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais da Bacia do Rio S&o Francisco

A bacia do rio Sao Francisco (Figura 1) € a teadeacia hidrografica do Brasil
e a Unica totalmente brasileira (KOHLER, 2003; GABRNETO et al.,2007). Drena
uma area de 640.000 km2 e ocupa 8% do territégeonal (ANDRADE 2002; GODIM
FILHO et al.,2004). Na classificacdo mundial, o rio Sdo Framce considerado o 34°
rio de maior vazéao e o 31° em extensdo (GODINH@DGNHO, 2003).

O rio nasce no Parque Nacional da Serra da Canastsaudoeste do Estado de
Minas Gerais, drenando éareas dos Estados de Mimaagis(s Bahia, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe e o Distrito Federal, além deacdrés biomas: Cerrado, Caatinga e
Mata Atlantica (KOHLER, 2003).

Sua calha esta situada na depressdo Sao-Franciseaima 0s terrenos
cristalinos a leste (serra do Espinhaco, Chapaden@ntina e Planalto Nordeste) e os
planaltos sedimentares do Espigdo Mestre a oestdertndo diferencas quanto aos
tipos de aguas dos afluentes, onde os rios da madgeita, que nascem nos terrenos
cristalinos, possuem aguas mais claras, enquantaosargem esquerda, terrenos
sedimentares, sdo mais barrentos (GABRIEL NET@l.,2007).

Nos seus 2.700 km de extenséo, o rio descarregavan@ média de 2.810
m3/s no Oceano Atlantico (GODIM FILHEX al.,2004), e € dividido em quatro trechos
denominados regides fisiograficasAlho Sao Franciscoque vai de suas cabeceiras até
Pirapora, em Minas Geraig;Médio Sdo Franciscale Pirapora, onde comecga o trecho
navegavel, até Remanso, na Balbicubmédio Sdo Franciscde Remanso até Paulo
Afonso, também na Bahi& o Baixo S&o Franciscale Paulo Afonso até sua foz, no
Oceano Atlantico, na divisa dos Estados de Semgiplagoas (GODIM FILHCet al.,
2004; LEDO, 2006).
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Figura 1: Bacia Hidrogréafica do Rio S&o Francisco, dividata regides fisiograficas e suas

principais usinas hidrelétricas (www.ana.gov.br).

Segundo o Plano Diretor para o Desenvolvimento ale Wo S&o Francisco,
PLANVASF (1989), aproximadamente 70% da vazdo desgada no mar €
proveniente de Minas Gerais e as maiores vaz0esbs@ovadas no verdo e as menores
no inverno, proporcionando um potencial hidroenisrgéotal de 92.522,8 GWh, dos
quais 54.713,8 GWh encontram-se em operacdo naasude Itaparica (PE), Moxoto
(AL), Paulo Afonso IV (BA), Sobradinho (BA) e Tr@darias (MG), perfazendo uma
area total inundada de 5.856,2 km2 (KOHLER, 2003).

Se considerarmos a auséncia de estudos espec#ibasja torna-se um vasto
laboratorio impar de pesquisa e, desde épocasribéstp0o rio Sdo Francisco vem
sofrendo impactos ambientais antropicos (HAPON®KIal., 2007). Na cabeceira
principal do rio, o maior problema é o desmatamemi@ producdo de carvao vegetal
utilizado pela indastria siderurgica de Belo Hontey que tem reduzido as matas
ciliares a 4% da area original (ANDRADE, 2002; GER; VASCONCELOS, 2004).
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As gaiolas e os barcos a vapor, no trecho navegavetcia, também destroem
a mata ciliar ocasionando alargamento de seu ki@baixamento de suas aguas
(KOHLER, 2003). Varzeas, antes alagaveis, deixamedeber agua, comprometendo o
seu papel de bercarios de jovens peixes migradpogs as barragens constituem uma
barreira intransponivel na rota migratéria dos egiste piracema, reduzindo seu sucesso
reprodutivo (GODINHO ; GODINHO, 2003).

De modo geral, a ictiofauna da bacia do rio Sdodtsao encontra-se bastante
ameacada em varias regides, principalmente no dréchusante da barragem de
Sobradinho até o Oceano Atlantico, a montante dadpam de Trés Marias e nos rios
Paraopeba e das Velhas, devido, principalmenteleamatamento ciliar, & construcéo
de grandes barragens, a polui¢do industrial e dozagao garimpo, a pesca predatéria
e a destruicdo de varzeas e lagoas marginais pedgstos agricolas (SAT@t al,
2003).

1.2. O Peixe Reofilico Curimata-PacuRrochilodus argenteus)

As espécies do génerochilodussdo amplamente distribuidas em toda a
América do Sul, sendo encontradas nas bacias héficgs do Brasil (SILVAet al,
2005). A familia Prochilodontidae é composta pdéstrgéneros I¢hthyoelephas,
Prochiloduse Semaprochilodyse 21 espécies (CASTRO ; VARI, 2004), sendo que a
espécie Prochilodus argenteusapresenta numero diploide de 54 cromossomos
(HATANAKA ; GALETTI JR., 2004).

As trés espécies do géndtmchilodusencontradas na Bacia do S&o Francisco
sdo: P. costatus, P. vimboides e P. argentd@ATO et al, 2003). Popularmente
conhecido como Curimata-Pacu ou Curimatd-Pd&wchilodus argenteu$ uma
espécie endémica da bacia do Rio Sdo Francisconehébito alimentar ili6fago, ou
seja, sdo peixes que ingerem substrato formaddopor ou areia (BROOKSt al,
1995; SAMPAIO, 2006; SANTO®t al., 2008). Essa espécie possui corpo alargado,
labios espessos e protateis, providos de dentiqueservem para raspar o leito do rio,
e uma nadadeira dorsal, precedida por um espinbcupbente (SANTOS, 2004).
Migram rio acima para desova e possuem alta fedadd (SATOet al., 2003; SILVA
et al.,2005; GODINHO, 2006).

Essa espécie apresenta o0 seu periodo reprodutiguae desova total
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estendendo-se de novembro a janeiro na estacaosajwoincidindo com a ocorréncia
de cheias, altas temperaturas e longos fotoperiRi@azO et al, 2003; SANTOSet
al., 2008).

Na natureza, a reproducdo de peixes teleOsteogudada por mecanismos
endogenos que determinam o periodo adequado aadéSAWTOS, 2004). Porém,
quando as espécies reofilicas (aquelas que migaa@paoca de reproducdo) sédo criadas
em cativeiro, essas apresentam uma disfuncdo noegmo reprodutivo, e ISSO
provavelmente é decorrente da auséncia de condag@ibgentais naturais adequadas,
(sobretudo fotoperiodo e temperatura), além dessgrprovocado pelo confinamento
(SANTOS, 2004; SANTOSt al.,2008).

A partir disso, estudos demonstram que, em fungaeedessidade de controlar
a reproducao de peixes em laboratério e dispordiklevinos para executar programas
de repovoamento e/ou viabilizar o cultivo comerai espécies de importancia
econdmica, algumas técnicas sdo desenvolvidas patazir artificialmente a
reproducao de peixes, como, por exemplo, a hipgfs&SANTOS, 2004). Essa técnica
vem sendo comumente utilizada nos trabalhos devdesduzida para as espécies do
géneroProchilodus(SANTOS, 2004; SATt al, 2003), onde os primeiros resultados
positivos de indugdo a desova de peixes da bacBadd-rancisco foram conseguidos
com o Curimatd-PacuP(ochilodus argentegse com o Piau-Verdadeird_€porinus
elongatu$, no Posto de Piscicultura de Lima Campos, loadlizem Ico, no Ceara, do
Departamento Nacional de Obras Contra as SecasG{3INSATOet al.,2003).

1.3. O Impacto da Construcdo da Barragens de Trés dMias

Apesar de ser considerado um dos meios de reqgdoz do regime
hidrologico de um rio, a construcdo de barragerasiona uma forte degradagcdo do
habitat de aguas interiores, alterando o prépgore hidrolégico natural, bem como a
qualidade da agua, além de gerar mudancas nosisatdé desova e nos gatilhos do
ciclo de vida, como aqueles que desencadeiam avald&QODINHO ; GODINHO,
2003; VALENCIOet al, 2003; GISLER ; VASCONCELOS, 2004; SALVADOR, 2006
LOPESet al, 2008).

Quando os reservatérios das grandes barragens &@doadequadamente
monitorados, a agricultura ribeirinha rouba suasagjue, quando voltam ao seu leito,
11



vém impregnadas de agrotoxicos que poluem seu,ama@ando a biodiversidade nele

existente (KOHLER, 2003). Outro aspecto importastasionado pela construgéo de

barragens ocorre através da penetracdo de peixesippfo das maquinas das usinas
hidrelétricas, onde o fluxo da agua turbinada aisgpeixes para o canal de “fuga” e, na
busca de uma via para ultrapassar a barragem, sspaiges acabam penetrando pelo
tubo por succao (LOPES al, 2008).

Na calha principal do rio Sdo Francisco sdo enadas as principais usinas
hidrelétricas, sendo que a maioria delas (Sobradlidparica, Moxotd, o complexo de
Paulo Afonso e Xing0) situa-se no terco inferiorridoe, apenas uma, a de Trés Marias,
esta localizada no tergo superior, onde juntas,c@pacidade de geracédo de 7.902 MW
de energia (GODINHO ; GODINHO, 2003).

Localizada no alto Sdo Francisco (S 18 51” W 45 15’ 517), a barragem de
Trés Marias apresenta uma area aterrada de 2. d@eaxtensédo e altura maxima de 75
metros (SAMPAIOet al, 2003). Em 1961 deu-se sua implantacdo, sendog@mdes
reservatorios brasileiros, o mais antigo (PINTO-CB8, 2006). O reservatério tem
como principais objetivos: a regularizacdo do réw Francisco, aumento do tirante
d’agua para a navegacao, controle de cheias,gétgaumento da poténcia da usina de
Paulo Afonso, facilitar a navegacgao entre Piragodaiazeiro, viabilizar a implantag&o
de projetos de irrigacdo, melhorar o funcionametds usinas hidrelétricas no Sub-
Médio Sao Francisco, controle de inundacdo e pémuage energia elétrica (GODIM
FILHO et al, 2004; SATCet al, 2005).

Em sua cota maxima, o reservatorio apresenta uesadé inundacéo de cerca
de 100 mil ha, com volume de 21 bilhdes de m3 dm {§ATOet al., 2003; PINTO-
COELHO, 2006). Possui estratificacdo térmica nd@eeno periodo de novembro a
fevereiro, onde a temperatura da agua, nas regi@s profundas, € mais baixa,
variando entre 22,5 a 23,5°C (SAMPAéDal., 2003; SATCet al, 2005).

No caso do Curimata-Pacu, tem sido observado gspécie tem sido afetada
pelas condicbes desfavoraveis oriundas da constrdgdbarragem de Trés Marias,
apresentando menor tamanho corporal e problemasdigpyos provavelmente
relacionados as mudancas ambientais observadasgi@ imediatamente abaixo do
reservatorio (SATt al, 2003). Por outro lado, na regido a jusante aldbaeté, onde
h& condi¢cdes mais apropriadas para a sua desosatela piracema, com temperaturas
acima de 24°C, vazao e teor de oxigénio dissolmdes elevados e transparéncia mais

baixa do que o trecho imediatamente abaixo da dramade Trés Marias, tem sido
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observada uma alta frequéncia de peixes em atwidagrodutiva, com fémeas
exibindo ovarios com caracteristicas de desovantece baixa frequéncia de atresia
folicular (SATOet al, 2003).

1.4. Importancia Econémica

Historicamente, o rio S&o Francisco tem sido uma pancipais fontes
brasileiras de pescado e sua importancia estaigetata ao fornecimento de peixes
para a populacgéo ribeirinha (BAZZOLI, 2003). Apmgidamente 13% das espécies da
bacia do rio Sado Francisco tém valor comercial parsumo humano, sendo que 80%
dessas ndo conseguem reproduzir-se naturalmenteoedicoes de cativeiro, o que
ressalta a importancia do desenvolvimento de tnalsatle inducéo artificial a desova
(SATO et al, 2003). No caso dos Curimatas, a espécie prodoernsos ovos apos a
desova induzida e é considerado um dos peixesaoagimidos e comercializados na
bacia do Sao Francisco (SANTOS, 2004; SANTDSEI.,2008).

A familia Prochilodontidae € considerada como uamrdais importantes para
a pesca comercial, de subsisténcia e desportivavaras regides do Brasil,
especialmente no Nordeste brasileiro (SllatAal, 2005). Na década de 198R0% de
todo o pescado capturado no Brasil eram de pebssadamilia (BRITSKét al, 1988;
HATANAKA et al, 2006; SANTOSet al, 2008). Na regidao de Trés Marias,
Prochilodus argenteué a espécie de piracema mais abundante, repnederi@% de
toda a producdo de pescado (HATANAKA al, 2006). Com o maior porte dessa
familia, Prochilodus argenteupode atingir até 15 kg de peso corporal, e mafiarac
sexual quando chegam a 27-28 centimetros de coepan{BROOKSet al, 1995;
SILVA et al, 2005; GODINHO, 2006).

Um levantamento foi realizado entre os meses de Mai 2000 e Abril de 2001 a
respeito das espécies mais capturadas pela péssara na represa de Trés Marias, e
foi constatado queP. argenteusfoi a espécie mais capturada, demonstrando sua
importancia comercial na bacia do Sdo FranciscoN[B3S, 2004). Segundo o
IBAMA, a produtividade média nacional de Curimatiétsapassou 30.000 toneladas em
2003. Em 2004, o Estado de Minas Gerais produ2iti715 toneladas referentes a pesca
extrativa doProchilodus representando 12% da producdo total de pescatieatr
continental (IBAMA, 2004). Em 2005 a producéo fei 1.690,0 toneladas, com 14.5%
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da producéo total de pesca extrativa continerBa#lA, 2005). O ultimo boletim feito
pelo IBAMA foi em 2006, onde a regido Nordeste gbtama producao total de 36.049
toneladas, representa 18,9% da producdo da agiigcudontinental. J& para o género
Prochilodus,1.521 toneladas foram produzidas no estado desVbeaiais, onde a pesca
representou 14.5% da pesca total extrativa conath@BAMA, 2006).

Devido a importancia da espécie em questdo, a&stig Piscicultura de Trés
Marias — CODEVASF, em Minas Gerais, vem, periodieata, realizando
repovoamentos com espécies nativas na regido geMaéas, desde os meados da
década de 1980 (GODINHO ; GODINHO, 2003; SAMPAI@QR). De acordo com
Pinto-Coelho (2006), ja foram liberados cerca dmiides de alevinos das espécies
Prochilodus argenteugurimata-pacu)P. costatugcurimata pioa)Brycon ortothaenia
(matrinchd), Salminus sp (dourado), Leporinus elongatus (piau verdadeiro),
Pseudoplatystoma corruscarn(surubim) e Lophiosilurus alexandri(pacama), com
tamanhos de 5 a 20 cm em varios riachos, riosesva®rios do Alto Sdo Francisco.
Porém, de acordo com Sagb al (2003), a CODEVASF encontra dificuldades em
induzir a desova dos peixes migradores quando iigaua agua proveniente do
reservatorio de Trés Marias, cuja tomada encomtraes mesmo nivel daquela que
movimenta as turbinas do fundo do reservatérionig2@mo modo, quando submetidas
a hipofisacdo, as fémeas de Curimatas-Pacu ndongsm ao tratamento quando a
temperatura da agua apresenta-se abaixo de 23¥aanalevar essa temperatura para
25°C, ocorre uma melhora gradativa na respostaatamiento hormonal (SATé al.,
2003).

1.5. Marcadores Moleculares

Nos ultimos anos tem aumentado significativamerapli@acdo de marcadores
moleculares na detec¢do da variabilidade geneétwajvel do DNA, tanto em estudos
genéticos como na pratica do melhoramento vegedalmeal, bem como em pesquisas
de mapeamentos genéticos (ALMEIDA, 2007). Marcasloneleculares sao definidos
como todo e qualquer fenétipo oriundo de um gengresso, como no caso de
isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNAggmondentemente a regides

expressas ou ndo do genoma), podendo ser utilizaohos marcadores genéticos, caso
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se comportem segundo as leis basicas de herancaelaea (FERREIRA ;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Conforme a metodologia empregada para identifisa#s principais tipos de
marcadores moleculares séo classificados em damgr hibridizacdo ou amplificacao
de DNA. Entre os identificados por hibridizacdo &estos marcadores RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphism”) e osnMatélites oulocus VNTR
(“Variable Number of Tandem Repeats”). Ja aquelegelados por amplificacdo
incluem os marcadores do tipo: RAPD (“Random Anmadif Polymorphic DNA”);
SCAR (“Sequence Characterized Amplified RegionSS (“Sequence Tagged Sites”)
ou ASA (“Amplified Specific Amplicon”); Microssatéks (SSR- “Simple Sequence
Repeats”) e AFLP (“Amplified Fragment Length Polymploism”) (Dias-Salmaret al.,
2009). Em um mapa genético, tanto os marcadoresndates (RAPD; AFLP), como
os co-dominantes (RFLP; SSR) podem ser empregpdo&En os microssatélites (SSR)
tém sido a ferramenta mais valiosa para as reaksage estudos de mapeamento
(MELANIA et al.,2006).

Os microssatélites sdo sequéncias simples de DNeétitigo distribuidas ao
longo do genoma de organismos eucariotos e procsyigsendo caracterizados por
repeticbes de 1 a 6 pares de bases (pb) dispostemndem(TAUTZ, 1989; ZANEet
al.,, 2002; WRIGHT ; BENTZEN, 2004). Esses marcadoapsesentam todas as
qualidades requeridas de um bom marcador molecolar,seja, sao altamente
polimorficos, exibem um padréo de heranca mendeliado multialélicos e possuem
caracteristica co-dominante (PAIXA& al., 2008; ELLEGREN, 2004). Além disso,
também sao considerados um dos principais marcadoreerem beneficiados pela
utilizacdo da técnica da PCR (Polymerase Chain tRedc devido a reducéo
significativa no tempo despendido para a idengficados genoétipos (ZANEt al,
2002; SCHLOTTERER, 2004; ELLEGREN, 2004).

Desse modo, os microssatélites se tornaram umaleakeeferramenta no
mapeamento genético, pois as diferencas de commponad numero de repeticdoes
podem ser evidenciadas na PCR, através de inieisdmimerg correspondentes as

sequéncias que os flanqueiam (¥t.Aal.,2009).
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1.6. Mapeamento Genético

Os estudos de mapeamento visam encontrar marcadolesulares que possam
cobrir o genoma de uma espécie (MELAN®A al., 2006). A construcdo de mapas
genéticos permite evidenciar as distancias estisnafdre marcadores a partir de
recombinagcdes em cruzamentos experimentais, déénan ordem linear dos genes
sobre os cromossomos e as distancias que os seffERREIRA, 2006; XUet al.,
2009).

Para que um mapa seja considerado completo, talosaccadores genéticos
deverao estar ligados, sugerindo que todas aseedid genoma estejam representadas,
e quando o numero de grupos de ligacao obtidogimaliao nimero de cromossomos
hapldides da espécie estudada (TEIXEIRA, 2004; MBRA2005). No entanto, outros
requisitos sdo fundamentais quando se tém poriabjet construgcdo de um mapa
genético, como: i) o tamanho da populacdo de mage@amii) a escolha dos genitores
e, iii) o tipo de cruzamento a ser realizado (SIL\2807; FARIA, 2007).

Em mapas genéticos, os marcadores gendmicos sihfeémativos quando
sdo polimérficos, pois dessa forma permitem ideatif a posicdo e acompanhar a
heranca de genes que possuem efeito fenotipice @sjéo ligados (SILVA, 2007). A
construcdo desses mapas é feita através de dadndox de populagdes segregantes,
usualmente, retrocruzamentos, geracdo F2, RILsofRiemant Inbred Lines) e duplo-
haploides (Ferreira, 2006). Entretanto, a partir 194, uma nova técnica de
cruzamento, desenvolvida por Grattapaglia & Seflendm sendo explorada por
diversos autores. Essa estratégia, denominadpseutio-testcross” ou
“pseudocruzamento-teste”, permite que a constrdedmapas de ligacédo seja baseada
em uma progénie F1, a partir de genitores altantestirozigotos (GRATTAPAGLIA ;
SEDEROFF, 1994). Portanto, para essa abordageonfigwacdo do cruzamento nao
precisa ser planejada priori, como em um cruzamento teste classico, mas pade se
inferida a posteriorj apdés a analise de segregacdo dos marcadoresogéniar
(GRATTAPAGLIA ; SEDEROFF, 1994).

Essa estratégia tem sido comumente aplicada enmdosstaom plantas
(GRATTAPAGLIA ; SEDEROFF, 1994) e, de maneira cesge, vem sendo utilizada
em peixes. EnParalichthys olivaceuyso linguado japonés, foram obtidos dois mapas de
ligacdo, um para cada genitor, com 352 marcas dd’AF111loci de microssatélites.

O mapa de ligacdo do genitor masculino foi formadon 25 grupos de ligacéo,

16



enquanto o do genitor feminino apresentou 27 graigokgacao. O comprimento total
do mapa foi estimado em 1000-1200 cM e 96% das avaestavam ligadas
(COIMBRA et al.,2003).

Em Salmo salar foi também analisada a F1 resultante do cruzameet
genitores de familias distintas e 0 mapa de ligagagenitor feminino foi caracterizado
por 33 grupos de ligacdo, enquanto o do mascuBdogrupos foram observados.
Marcadores AFLP presentes em ambos o0s genitoressegregacdo 3:1 e marcadores
microssateélites foram eficazmente utilizados conaocadores pontes na integracdo dos
dois mapas (MOENt al.,2004).

Uma outra espécie bastante explorada no Japyel]owtail, teve seu mapa de
ligacdo construido a partir da analise de segregde&17loci de microssatélites em
uma progénie de 90 individuos procedentes tambéflda oriundos do cruzamento
entreSeriola quinqueradiata S. lalandi(OHARA et al, 2005) O mapa da féme&(
quinqueradiatd consistiu de 25 grupos de ligacdo, com um comgmtode 473.3 cM e
uma distancia de 2.7 cM entre os marcadores. Roy @do, no do machd( laland)
foram observados 21 grupos, com um comprimenta8d4e35cM e uma distancia entre
os marcadores de 4.8 cM. O comprimento total estini@i de 1.715,3 cM.

Em outro estudo, utilizando a mesma estratégiaadaon reportado para duas
espécies de cargdypophthalmichthys molitrie Aristichthys nobilisem que a F1 foi
obtida do cruzamento utilizando um genitor de cesjfgécie. O mapa paka molitrix
com 271 marcadores (48 microssatélites e 223 AFtéyultou em 27 grupos de
ligacdo. Por outro lado, para o mapaAdenobilis,os 153 marcadores analisadas (27
microssatélites e 126 AFLPs) foram caracterizadas8@ grupos de ligacdo. No final,
18 marcadores microssatélites apresentaram-se soausdois mapas (LIA@t al.,
2007).

Desse modo, a partir da escolha da populagédo delogstlos marcadores
moleculares a serem utilizados e do tipo de crumtona ser realizado, espera-se
encontrar, para cada marcador, um padrdo de segregemendeliano tipico,
possibilitando analisar as relagdes genotipicastiem@& as recombinacdes a partir de
pressupostos provenientes de modelos probabilstiDoteste de aderéncia de qui-
quadrado %) é comumente utilizado em estudos de mapeamentovgsificar se um
locusesta segregando de acordo com as leis Mende((@RAES, 2005). Para isso,

é feita uma comparacéo entre o niumero de individnesrvados em cada classe com o
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esperado, de acordo com a razdo de segregacao e tipmde populacdo estudada
(FERREIRA, 2006). Este teste € bastante Uutil eiegfie, pois além de levar em
consideracdo os desvios ocorridos entre os vakspsrados e observados, também é
sensivel ao tamanho da amostra (FERREIRA, 2006prr@wdo a presenca de
marcadores que fogem da segregacdo mendeliandcalaskz-se ter ocorrido a
Distorcéo da Segregacédo (WANSBal, 2009; XU,et al, 2009).

Para estimar a distancia relativa entre duas @fsiitas ligadas, utiliza-se a
frequéncia de recombinacdo. Em 1913, Sturtevaabelgceu que a frequéncia de
quiasmas entre dois genes ligados é proporciodigt@ncia fisica entre ambos e esse
principio € a base para qualquer mapeamento gen&IWJRTEVANT, 1913). As
unidade de mapa sédo descritas em centiMorgan (cMina unidade de mapa
equivale a aproximadamente 1% de recombinacdodquas marcadores estdo
bastante proximos, ou podem diferir da porcentademecombinacédo quando estao
mais distantes em vista da ocorréncia d®ossing-over duplo, triplo etc
(STURTEVANT, 1913). E oportuno salientar que 1 chfresponde a cerda de
1.000.000 pares de bases de DNA (WEIR, 1990; NAVIBRNHEIM, 1994).

Quanto as funcdes de mapeamento, duas sao freonesée utilizadas na
correcdo das distancias calculadas em porcentagesctdmbinacao para a distancia
em centiMorgan (FERREIRA ; GRATTAPAGLIA, 1998). Iss fungbes sao:
Kosambi (1944) e Haldane (1919). Porém, essasss@gliem pelo fato de que a
funcdo de Kosambi admite a possibilidade da int@niga na ocorréncia de
recombinacao entre regides proximas, enquanto gieeHaldane ndo pressupde tal
interferéncia (KOSAMBI, 1944).

Tendo em vista todos os requisitos citados, a nog@d de mapas genéticos €
considerada um passo importante para uma variededsplicacdes gendmicas, tais
como reproducdo seletiva em aquicultura, estudompamativos da evolucdo
cromossbmica e identificagdo decus que desempenham papéis importantes na

evolucdo de uma espécie e em sua conservacado (MAAIND & NAISH, 2008).
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1.7. Estudos de Mapas Genéticos em Peixes

Nos ultimos anos, as tecnologias baseadas em DiNAd®8sibilitado a obtencéo
de mapas genéticos de qualquer espécie em um @al&tempo relativamente curto,
desde que algum grau de variacdo genética exidafamilias que estdo sendo
analisadas (DAVISet al, 1998; SCHLOTTERERO004; LEE et al, 2005). Desta
forma, a utilizacdo de técnicas de biologia mol@cukem mostrado significativos
avancos em estudos com algumas espécies de paixiesio um novo horizonte para o
melhoramento genético, beneficiando o setor predute cultivo de peixes como para
o salmao do Atlantico, catfish, truta e tilapialLét al, 1999; LUNDINet al, 1999;
PALTI et al, 1999; AGRESTIet al, 2000). Entretanto, no Brasil, sdo escassos 0s
estudos relacionados ao mapeamento genético deiespe peixes de interesse
econdmico ou potencialmente Uteis em programassdepltura (HATANAKA et al,
2006).

Postlethwaitet al. (1994) construiram o primeiro mapa genético deéasp
Danio rerio, conhecida popularmente como paulistinha ou “Zedhra atravées de um
painel com 94 embrides haploides, 401 marcadorePRAe 13 marcadores
microssatélites a partir derimers jA publicados na literatura. Neste estudo, foram
identificados 29 grupos de ligacdo e, para os asi@ construcao desse mapa genético
pode auxiliar na identificacdo de genes candidatesutacfes, na caracterizacao de
rearranjos cromossOmicos e no estudo da evolucgerttuma.

Em outras espécies con@reochromis niloticugtilapia), foi desenvolvido um
mapa genético a partir de 62 microssatélites e fid@mentos AFLPs, a fim de
identificar QTLs, caracterizar bancos de germopéadmfazendas de criacéo de tilapias
e auxiliar a producdo de melhores peixes para &wagua (KOCHERet al, 1998).
Nesse estudo, foram descritos 30 grupos de ligaghoindo 22 cromossomos da
espécie, sendo que 24 desses grupos possuiam as amemarcador microssatélite.

Lee et al (2005) deram continuidade ao mapeamento genétitdilapias a
partir da geracdo F2 do cruzamento e@trailoticuse O. aureus O mapa continha 525
marcadores microssatélites distribuidos em 24 grujgoligacdo. Com uma producdo
mundial de mais de dois milhdes de toneladas apempera-se que o desenvolvimento
desse mapa genético auxilie o cultivo econémictil@igias como alimento nos varios
paises em que a espécie foi introduzida.

O mapa genético deparus auratd.., conhecida popularmente como dourada,
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foi construido utilizando 204 marcadores microdgast sendo encontrados 26 grupos
de ligacdo e o comprimento total do mapa foi dd1,2 cM. Segundo os autores, esse
mapa de ligacdo fornece um sdlido quadro compargtara andlises de QTL ef
aurata, sendo um passo importante para a identificacdoaigenéticos envolvidos na
determinacao das caracteristicas economicamentetempes (FRANCHet al.,2006).

Um mapa genético foi elaborado para a espéieorhynchus mykiss
conhecida como truta arco-iris, baseado na andissegregacdo de mais de 900
marcadores microssatélites em duas linhagens geastiente hapldides. Foram
encontrados 31 grupos de ligacdo, obtendo um nm@paodamanho total de 2.750 cM.
Os centromeros foram mapeados para todos os 3bgymp ligacdo e a estrutura
metacéntrica ou acrocéntrica do centromero foi iooafda posteriormente com
hibridacaoin situ fluorescente. Os autores sugerem que através deseemapa sera
possivel cobrir todo o conjunto dos bracos dos ossmmmos, além de fornecer,
futuramente, um quadro util para a integragdo degasida truta arco-iris. Isso facilitara
a identificacéo de genes candidatos nos estud@§ H€GUYOMARD et al.,2006).

O primeiro mapa genético da espdcites calcariferfoi realizado por Wangt
al. (2007). Duzentos e quarenta microssatélites faralmados neste estudo e foram
encontrados 24 grupos de ligacdo. O comprimenéb diot mapa da fémea foi de 873.8
cM e do macho foi de 414.5 cM, com uma média eosrenarcadores de 6.20 cM e
4.70 cM, respectivamente. Os autores ressaltamesigemapa nao somente sera Util
para mapearoci de caracteristicas quantitativas (QTLs), como tambpara o
entendimento da evolugao do genoma do peixe.

Reid et al. (2007) construiram uma mapa genético para a espéddote-do-
atlantico Hippoglossus hippoglossus), com 258 marcadores microssatélites e 346
AFLPs. Vinte e quatro grupos de ligacdo foram ifieados, coerentes com os 24
cromossomos da espécie. A distancia total do n@mefl562,2 cM na fémea e 1459,6
cM no macho, com uma média de resolucdo de 4,3 &b €M, respectivamente. A
localizagc&o do centrémero foi estimada em 19 dogr@gos de ligacéo.

Recentemente, Sanetra & Meyer (2008) construirammapa genético da
espécieAstatotilapia burtoni usando 208 marcadores microssatélites, dos ddas
foram recentemente desenvolvidos. O mapeamentiefiado de duas linhagens puras
de laboratério para a obtencdo de uma progénieEB® mapa revelou 20 grupos
ligacdo, cobrindo 2.265 cM do genoma, com uma mediee os marcadores de 10,7
cM.
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Kanget al. (2008) construiram uma mapa p&aralichthys olivaceubaseado
em 180 marcadores microssatélites e 31 ESTs. ¥infeatro grupos de ligacao foram
identificados, consistentes com o0s 24 cromossonmesespécie. O comprimento
estimado do mapa foi de 1.001,3 cM, de acordo cdmm@io de Kosambi. A média da
distancia entre os marcadores foi de 4,7 cM. Osresitsugerem que este mapa de
ligacdo pode ser utilizado para andlises de QTI&sn ale ser Gtil em programas de
melhoramento.

Em Prochilodus argenteusRojas (2008) estabeleceu 9 grupos de ligacéo,
utilizando 15 combinacdes geimers AFLP e 189 individuos de um cruzamento F1,
através da estratégipseudo-testcrossOs primers utilizados geraram 46 marcas
heterozigéticas para os genitores, com segregaeaidatiana de 1:1. O mapa referente
ao genitor feminino apresentou 3 grupos de ligagdo comprimento do genoma
analisado foi de 128,45 cM, e o mapa do genitorcomem também consistiu em 3
grupos de ligagdo com comprimento total de 1927 Marcadores comuns aos dois
genitores, com segregacdo mendeliana de 3:1, farlimados como pontes na
integracdo dos mapas. O mapa integrado foi fornpedd® grupos de ligacédo, o que

correspondeu a 442,08 cM de genoma analisado.
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2. OBJETIVO

Tendo em vista a importancia econémicaPdechilodus argenteusa bacia do
Rio S&o Francisco e, considerando a auséncia ddosstle mapeamento genético em

peixes neotropicais, o presente estudo teve cofetivab
+ Construir o mapa genético preliminar leargenteugpor meio da identificacao
dos grupos de ligacdo, com base na analise darpeogé, através da estratégia

“pseudo-testcrossutilizando marcadores microssatélites.

Desta forma, os dados do presente trabalho podat@idiar futuros estudos de

identificacdo de regibes que controlam caractesstile importancia econémica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Coleta e o Cruzamento Realizado

A coleta e o desenvolvimento do cruzamento pardtangdo da geragédo F1
foram feitos em colaboracdo com o pesquisador Bshimi Sato da Companhia de
Desenvolvimento do Vale do Séao Francisco e do Haar{@ ODEVASF).

Visando uma progénie altamente heterozigotica, régdlizada a estratégia
pseudo-testcros€6GRATTAPAGLIA ; SEDEROFF, 1994). Essa técnica é sidarada
muito eficiente para a construcdo de mapas gesétiedigacdo e pode ser aplicada a
qualquer espécie, mesmo sem 0 conhecimento gengtéoo, permitindo utilizar
qualguer populacdo F1 derivada do cruzamento etti® individuos geneticamente
divergentes (BORTOLOTO, 2006). Dessa forma, a ger&d obtida do cruzamento de
uma mesma espécie heterozigota, é equiparada gpnagénie F2 (COIMBRAet al.,
2003; MOENEet al.,2004; WANGet al.,2009).

Desse modo, dois individuos da espéerechilodus argenteugFigura 2)
foram coletados na regido do alto-médio S&o Framaso cruzamento foi realizado a
partir de um genitor masculino, procedente da cegijusante da confluéncia dos rios
Abaeté e S&o Francisco, a cerca de 30 km a judariiarragem de Trés Marias (MG), e
um genitor feminino capturado imediatamente abaieo barragem (Figura 3). O
planejamento deste cruzamento foi baseado em h@batle variacdo genética
anteriormente realizados com a espécie, onde HataRaGaletti, 2003, através de
estudos com microssatélites e RAPD, observarammguegidao proxima a barragem de
Trés Marias a espécie apresenta menor variabiligadética, além de menor nimero
de alelos exclusivos quando comparados aos indigida regido abaixo da confluéncia
dos rios Séo Francisco e Abaeté.

O desenvolvimento do cruzamento e coleta dos asvioram realizados na
estacao de Hidrobiologia e Piscicultura de TrésiddgiCODEVASF).
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Figura 2Foto ilustrando um dos exemplaresRtechilodus argenteuda F1.
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Figura 3: Mapa do local da coleta de ambos os parentai® @egenteusna Bacia do Rio S&o
Francisco.O genitor feminino foi capturado imediatamente abala barragem de Trés Marias (MG),
representado no mapa pelo algarismo 1, em verm@hgenitor masculino, procedente da regido a
jusante da confluéncia dos rios Abaeté e Sdo FRemcilustrado pelo algarismo 2, em azul, no mapa.
(llustracao retirada e modificada de Set@al, 2003).
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3.2. Hipofisacao

Também realizada na CODEVASF, a hipofisacdo ocqrogumeio de uma dose
de extrato bruto de hipofise de carpa (contendar@fKg de peso corporal) no genitor
masculino, e duas doses no genitor feminino. Edsass foram aplicadas com um
intervalo entre elas de, aproximadamente, 16 heao que a primeira dose continha
0,8 mg/Kg e a segunda, 6,0 mg/Kg.

A extrusdo dos ovos se deu 227,3 + 9,3 horas - (jeaopo necessario para a
desova em hora x temperatura da dgua em °C) apficacdo da segunda dose na
fémea (Satet al.,1996).

O procedimento utilizado na fertilizacdo dos owaisof método “seco”, onde 0s
gametas sdo misturados sem o contato direto cajnaae somente apos a fertilizacéo,
sdo entdo colocados na agua. Em 30 de Dezembr@0&e &rca de 100 alevinos pos-
larvas foram adicionados em um tanque de 680Nus dias 11 e 12 de Setembro de

2006, foram coletados 189 alevinos com, aproximaaae 9 meses de idade.

3.3. Extracdo do DNA Gendmico

O DNA genbmico de cada individuo foi extraido atipale amostras de figado e
tecido muscular, ambos fixados em etanol 100%,isdguo protocolo proposto por
Sambrooket al. (1989), (método fenol /cloroférmio / alcool isodiod), com algumas
modificacdes.

Aproximadamente 100 mg do tecido foi macerado emogénio liquido, com
auxilio de um cadinho e um pistilo, até a obtend@oum p6 homogéneo e fino.
Posteriormente, foi adicionado 1,0 mL de solugadidestdo (NaCl 0,4M; EDTA 0,1M
pH 8,0; Tris HCI 0,01M; RNAse-100 pg/mL; SDS 0,1%gua ultra pura autoclavada
g.s.p) e homogenizado bem. Feito isso, essa supémistransferida para microtubos
de 2,0 mL e mantidos em banho-maria a 37°C durbBbtéoras. Apos essa etapa, foi
adicionado 100 pg/mL de Proteinase K (20mg/mL) se ematerial foi incubado
novamente em banho-maria por 2 horas, a 55°C. Huid#e foi acrescentando o

mesmo volume de solucao: fenol/ cloroformio/ alasobmilico (50:48:2). As amostras
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foram agitadas suavemente por 20 minutos. Postegite, o material foi centrifugado
a 10.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante dosterido para outro microtubo de
2,0 mL.

ApoOs esse procedimento, foram acrescentados NA@ 2 volumes iguais de
etanol absoluto gelado, homogeneizando as amositmyemente, visando a
precipitacdo do DNA. As amostras foram mantida808C por 30 minutos. Decorrido
esse periodo, o material foi centrifugado a 10:/@00 por 10 minutos e em seguida, o
sobrenadante foi descartadopélletque se formou nessa centrifugacéo foi lavado com
200u! de etanol 70% gelado e uma nova centrifugac¢E®.000 rpm foi feita durante 5
minutos, onde o sobrenadante foi descartado novwamdtara finalizar todo o
procedimento, o DNA foi seco em uma estufa a 37é8suspendido em TE (Tris- HCI
10mM; EDTA 1mM) e armazenado a -20°C.

A verificacdo da integridade do DNA das amostrasreti por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% submerso epétade corrida TBE 1X (Tris 89
mM; Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), atés da comparagdo com um
marcador de concentracdes de DNA conhecidas (Lovk Biiss Laddel™, Invitrogen

Life Technologies).

3.4. Quantificacdo do DNA

Todas as bases nitrogenadas absorvem a luz ulet@yie os acidos nucléicos
séo caracterizados por uma forte absor¢cdo em cowaptds de onda proximos aos 260
nm. Em vista disso, a quantificagdo do DNA foi imsda por espectrofotometria com
luz ultravioleta, utilizando a relagcdo 1 DO = 50uigle DNA (Maniatiset al., 1982).
Além da concentracdo de DNA, também foi observad@lacdo 260/280 (acidos
nucléicos/proteinas) para a verificacdo da purezguaidade do DNA. Segundo
Sambroolet al (1989), o ideal € que esta relacdo esteja eritra 2.0. Posteriormente,
cada amostra foi diluida com TE, visando a pademé@ia da concentragéo final do DNA
em 50 ngl.
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3.5. Marcadores Microssatélites

3.5.1. Amplificacéo dos loci de microssatélites

Para as reacdes de amplificacdo (PCR), dos 3Tiacossatélites existentes no
GenBank, foram utilizados 30ci (Tabela 1) (BARBOS/Aet al, 2006; BARBOSAet
al., 2008).

Para essas amplificacdes foi utilizado o protodel&chuelke (2000) (Figura 4),
onde uma calda universal de 18 pares de bases AFBATACG ACG GCC AGT), é
adicionada a sequéncfaward dos primers na posi¢cdo 5’- 3'. Durante os primeiros
ciclos da PCR essa sequénfoavard € incorporada ao produto de amplificacdo. Um
primer universal M13 marcado com fluorescéncia (NED ou HBX FAM) é
incorporado ao produto da PCR nos ciclos subseggietd reacdo, permitindo que o
fragmento amplificado possa ser detectado pelemestde laser do sequenciador
automatico.

Essa metodologia vem sendo comumente empregada,afn de ser mais
econdmica, permite que o M13 seja adicionado erostadprimers fowardutilizados

no presente estudo.

Tabela 1: Descricdo dosloci utilizados com relagdo a unidade repetitiva dos
microssatélites, amplitude da variacdo em pardsades (pb) e nUmeros de acesso do
GenBank.

Loci Unidade repetitiva Amplitude Namero de Acesso
(pb) GenBank
Par10 (TC)ws 178-208 DQ367227
Par12 (AAAC), 192-232 DQ367228
Par13 (GT)aa 242-290 DQ367229
Par14 (TGTC) 232-278 DQ367230
Par1$ (CTHAGTCTHo(GT) 144-196 DQ367231
Par21 (ATGA)6 165-193 DQ367233
Par26 (GA)3(CAGA)g 256-266 DQ367234
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Par31
Par34
Par35
Par43
Par53
Par54
Par66
Par6g
Par712
Par76
Parg@
PargZ
Parg3
Pargs
Pargé
Par89
Par9l
Par101
Par103
Par104
Par110
Par115
Par118

Par119

(GAGT)(GA):(GGGARGA),
(CA)s
(GA)3(GTGA)(GAAA) (GA)s
(GA)6(CA)(CAGA)4(GA)21
(GTT)A(GTTT)e
(GT)aa
(AACA) 12
(TTAT)#(TCAT)s
(GA)24
(CAGT)16
(CTar
(CT)er
(CACT)11
(AG)2s
(GA)ss
(TCTA),

(CAAA)g
(GA)
(GTCTCT)(CT)s
(GA)21
(CAGA)14(TAGA) 10
(TAGA)11
(ATT)(CATT)s
(CTGT)

267-279
350-384
252-274
241-299
164-192
214-262
153-185
222-256
237-281
226-242
221-279
177-209
264-300
227-271
135-181
259-267
183-211
216-236
258-304
218-280
235-279
136-204
200-220
206-234

DQ367235
DQ367240
DQ367240
DQ367237
DQ367238
DQ367239
DQ524172
DQ524173
DQ524174
DQ524175
DQ524176
DQ524177
DQ524178
DQ524179
DQ524180
EF433324
EF433325
EF433329
EU252617
EF433331
EU252628
EU255784
EU255785
EU255786

! Barboseet al (2006)

2Barbosaet al (2008)
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{%—b Forward primes with M12{-21) tall at the 5 -and

ﬂ—m Reverse primar
i

\Qﬁ:ﬁ}—h Universal FAM labeled M13-21) primer

5 _ Dhn P27 CACA.... (CA),..... CACA FESSSY fempite DA “—— 3
—

e
*f::y'%

5 —RRINEZZZZZZ) CACA. ... (CA),,.... CACA RN 5
fraus
o

5'm CACA......(CA),,....CACA NS5

Figura 4: Esquema ilustrativo do funcionamento do protocdésenvolvido por Schuelke
(2000) para amplificacdo de um fragmento de inseresnde um conjunto de [Bimers é utilizado
(primer M13 marcado com fluorescéncia NED, HEX ou 6-FAMimer Forwardcom adicdo de uma
cauda complementar ao M13 na regido@iener Reversele caddocug. Nos ultimos ciclos da PCR, o

primer M13 marcado com fluorescéncia é incorporado adyioofinal.

As amplificagbes foram feitas em um termociclad®CPL00 (MJ-Research),
programado para uma desnaturacao inicial de 949anp seguido de 30 ciclos de 30s
a 94°C, 47-65° por 45s e 8 ciclos adicionais, amdb a 94°C por 30s, 53° por 45s,
finalizando a uma temperatura de extensao de 7@°PQ(min. Em cada reacdo foram
utilizados 0.2 mM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP e d)l td&mpé&o de amplificacao 1x,
1.5 mM de MgC, 1 pmol doprimer Forward 4 pmoles d@rimer Reverse doprimer
M13, 0,5 U deTag DNA Polimerase e 100 ng/ul de DNA, completando égua milli-

Q para um volume final de 10 pl.

3.5.2. Visualizacéo dos Resultados das Amplificeidds loci de microssatélites

As amostras de PCR foram visualizadas em gel deos®d%. Esse gel foi
preparado com 100 mL de TBE 1X (Tris 89 mM; AcidoriBo 89 mM e EDTA 2,5

mM, pH 8,3) e 1,0 g de agarose. Posteriormente, rasserial foi levado ao microondas
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por, aproximadamente, 3 minutos, sem deixar ferag, 0 momento em que as
particulas se dissolveram por completo. Logo emuidago gel foi esfriado até atingir
uma temperatura proxima a 40°C. Atingindo essa d¢eatypra, acrescentou-se 0
Brometo de Etidio, homogeneizando cuidadosamerdse el foi vertido em um
suporte de uma cuba média de eletroforese, comnie peeviamente posicionado, e
deixado solidificar por cerca de 20 minutos, a terafura ambiente.

Apos este periodo, 2 pl de cada amostra foramaajagcno gel, juntamente com
um tampdo de carregamento (TBE 1X). Um marcadompes molecular padréo
(Ladder 1Kb Plus) também foi aplicado no gel, a dienidentificar o tamanho da banda
amplificada em cada amostra. Em seguida, ocorreunigracdo das amostras por

eletroforese, por aproximadamente 40 minutos.

3.5.3. Genotipagem

Apos o término das reacdes e das visualizacGefalpmentos amplificados
em gel de agarose 1%, os produtos de PCR foramediglm® & genotipagem em
sequenciadoMegaBACE 75NA Analysis System (GE Healthcare life Science
Inc.) de 48 capilares, pertencente ao Laboratério ddo@iem Molecular da
Universidade Federal de S&o Carlos —UFSCar, SPel@soferogramas foram
analisados por meio dsoftware MegaBACEFragment Profiler 1.2(Amersham
Biosciences)yisando a identificacdo dos genotipos de cladas para todos 0s

individuos amostrados.

3.5.4. Preparo das Amostras

Uma placa de PCR de 96 podosutilizada para a diluicdo do produto de PCR,
sendo que em cada poco dessa placa contiphad® produto de trés PCR distintas, ou
seja, 2ul referentes a urfocusmarcado com FAM; 2l de um segundimcusmarcado

com NED e, o terceirtbcuscom a fluorescéncia HEX. Posteriormente uPdle agua
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milli-Q autoclavada foram adicionados em cada pdessa placa, e um adesivo foi
colocado para que as amostras ndo se misturasspltac# foi entdo vortexada e em
seguida centrifugada.

Dessa diluigéo, @l de cadawell foi transferido para uma placa de genotipagem.
Um mix foi feito onde, para cada amostra, foi aaic 0,25 pul de um marcador de
tamanho conhecido ETRox 558rersham Biosciencgguntamente com 7,75 ul de
Tween 20 (0,1%). Posteriormente, as amostras fex@texadas, centrifugadas e logo
em seguida, desnaturadas por 5 minutos a 95°CGie ganhotipadas ndegaBACE 750
DNA Analysis System (GE Healthcare life Science.Inc

3.5.5. Analises dos Dados da Genotipagem

Os arquivos brutos gerados pelo sequenciddegaBACE 750DNA Analysis
System (GE Healthcare life Science Infojam analisados pelsoftware MegaBACE
Fragment Profiler 1.2possibilitando a analise dos eletroferogramas, aal®terminacao
dos tamanhos dos alelos em pares de basevisphdo a identificagcdo dos genotipos de
cadalocus para todos os individuos amostrados. Os eletrgfamas sao graficos
informativos a respeito tanto do tamanho dos fragoseobtidos, em pares de base,
como sobre a qualidade de definicAobdamda e, portanto, sobre sua confiabilidade.
Valores de picos acima de 10§6ralmente sdo 0os mais confiaveis, entretantoreslo
menores podem saceitos, dependendo do tipomlémer que esta sendo utilizado e de
testespreliminares que confirmam a reprodutibilidade dmndo obtido (FREITAS,
2005).

3.6. Construcdo do Mapa Genético

A construgdo do mapa de ligacdo foi baseada nasardg 95 individuos F1
oriundos do cruzamento entre um genitor masculmegniente da regido a jusante da
confluéncia dos rios Abaeté e Sdo Francisco, e rdegenitor feminino capturado
imediatamente abaixo da barragem de Trés MariasMams Gerais, por meio da

estratégigpseudo-testcros€stas 97 amostras (parentais e F1) foram gewnlasppara
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um total de 30oci. Apdés a obtencdo dos dados moleculares, istoletuaa dosloci
polimdrficos, uma tabela (matriz) foi construidagpgue os dados fossem adicionados
no softwareGQMOL para a construcdo do mapa genéticB.gegenteusEstesoftware

foi desenvolvido pelo professor Cosme Damido Cude,Universidade Federal de
Vicosa (UFV), disponivel no sitettp://www.ufv.br/dbg/gbol/gbol.htm

Essa matriz foi elaborada da seguinte maneira: gaatalocus o algarismo 1
e/ou o algarismo 2 foram utilizados para identifics dois alelos do progenitor
masculino. Desse modo, se o parental masculince fbgterozigoto para tocus
analisado, teria a configuracdo 12. Caso fosse paago, 11. Para a fémea, repetiu-se
0 mesmo processo, inserindo os algarismos 3 e ¢asw dos alelos serem diferentes
aos do macho. Portanto, quando os alelos do prtogemiasculino apresentaram-se
totalmente diferentes do feminino, a configuracéiada para esse cruzamento era 12 X
34, respectivamente. A partir da numeracao dosnpais, os alelos da progénie foram
nomeados. Assim, a tabela foi composta por 23 dinadicando os marcadores
microssatélites polimoérficos e 97 colunas, sendawss primeiras, 0s parentais e 0
restante, a progénie.

ApoOs a elaboracao da tabela, foi feita a verifioag@ padrdo de segregacéo de
cadalocus no softwareGQMOL, onde odoci foram submetidos ao teste de aderéncia
de “qui-quadrado” i?), e os padrées esperados de segregacdo mendédiama
analisados. Ocorrida a presenca de marcadoresugirarh da segregacdo mendeliana
classica, os mesmos foram descartados. De acordoFeoreira (2006), ofoci que
apresentam Distor¢cdo da Segregacdo podem afettmstes estatisticos usados para
detectar a ligacdo, podendo gerar falsos positivag cada teste foi obtido o valor de
P, ou seja, a probabilidade sobpd¢ se obter um valor igual ou superioriacalculado
com base na amostra. O valor de P utilizado foi B, e, apenas dsci que
apresentaram um valor P foram incluidos nas analises, pois ndo rejaitadipotese
nula (H).

A estatistica LODscore se baseia na razdo de verossimilhancas, em que no
denominador €é disposta a funcdo de verossimilhaogsiderando uma distancia entre
marcas de 0,5 (r = 0,5; auséncia de ligacéo; spdtie nulidade) e, no numerador, a
funcdo que possui a estimativa de maxima verodsamgla de r (hipétese alternativa).
Essa razdo é colocada no logaritmo com base 160 smse termo definido como LOD
score O termo LOD é a abreviacao hbg of the oddsou seja, razdo de chances (Liu,

1998). Portanto, para o presente trabalho, o \&hilsuido foi LOD _>2,0, ou seja, a
32



hipétese alternativa é 10ezes mais provavel de ocorrer que a hipéteselitade.
A funcdo de Kosambi (KOSAMBI, 1944) foi utilizadaaga converter a
frequéncia de recombinacdo nos valores de distaeianapa (centiMorgan), e a

frequéncia de recombinacdo maxima utilizada fol@@ara o mapa em questao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo e Quantificacdo do DNA Gendmico

A extracdo do DNA gendomico dos tecidos muscularesPdochilodus
argenteus uma etapa importante no estudo de marcadorexutales microssatélites,
onde se espera a obtencdo de amostras purasastdgrboa qualidade, de maneira a
nao inibir ou interferir nas amplificacbes por PCRys padroes de migracdo e
amplificacdo em gel de eletroforese (FERREIRA ; GRAPAGLIA, 1998). Em
estudos genéticos, sdo necessarios que as amsajmas identificadas corretamente
para que se possa entender o comportamento degadagdes com relacdo a possivel
troca de alelos que ocorrem entre elas.

Na tabela a seguir, estdo apresentadas as conéasnmedias em ngl e as
relacdes 260/280 (acidos nucléicos/proteinas)gleveds amostras dos DNAs extraidos
de tecido muscular, obtidas por Biofotdbmetro (Epjoef).

Tabela 2. Concentracdo de DNA em mpdy/ e a relacdo 260/280 (&cidos
nucléicos/proteinas) extraido de tecidos musculdesalguns exemplares derochilodus

argenteugpelo método proposto p&ambroolket al. (1989), com algumas modificacdes.

N° Amostra (DNA) Relacdo ng/pL Relacdo 260/280
265 1088 1.94
264 1652 1.76
262 1077 1.87
267 1091 1.87
269 691 1.85
271 1131 1.86
272 1117 1.89
273 1124 1.85
274 1056 1.88
275 923 1.87
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276 822 1.86
277 1125 1.89
278 1365 1.85
279 704 1.86
280 1559 1.79
Genitor Masculino 1725 1.99
Genitor Feminino 1919 2.04

Dentre os 97 individuos, os produtos obtidos deagdib de DNA das amostras de
P. argenteuspresentaram boa qualidade e quantidade, livreslissacarideos e proteinas,

dessa forma prontos para as reagfes de PCR.

4.2. Integridade do DNA extraido deProchilodus argenteus

A verificacdo dos resultados e andlise da integadio DNA ocorreu por meio

de uma quantificagcdo em gel de agarose 0,8 % @ur

Figura 5: Padrdes de bandeamento de fragmentos de DNA m®dtada extracdo obtida pe
metodologia proposta por Sambroetkal. (1989). (LM = Low DNA Mass Ladd&!’; M = Genitor Masculino;
F = Genitor Feminino).

Através dos padrbes de bandeamento e da relacéia @aio Biofotbmetro,
pode-se constatar uma boa integridade e qualidaseDiAs utilizados no presente
estudo.

35



4.3. Amplificacao dodoci de microssatélites

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agd¥se a visualizacéo
das bandas no gel ocorreu por meio de um trangihoor com luz ultravioleta/365nm,

onde o tamanho e a integridade da banda foransadaB (Figura 6).

\ 200 — 300pb

Figura 6: Foto ilustrando fragmentos amplificados de algmas$viduos ddocus14, com a fluorescéncia

FAM, em gel de agarose 1%, analisado em um transikdor ultravioleta, evidenciando o tamanho das
amostras entre 200 e 300D = Ladder 1Kb Plus.

De um modo geral, dsci apresentaram um excelente padrao de bandeamento,
livre de impurezas, arrastes de DNA, bandas espériaxcesso darimersna reacao.
No caso de auséncia de amplificacdo, véarias teatatoram feitas a fim de otimizar as
condi¢gbes d&CR, incluindo aumento ou reducédo da temperaturand&amento, ajustes
das concentracbes de Mg@ dos primersHorward e Reversg Apesar dosjustes, em

alguns casos nao foi observada amplificaca@eneer foi descartado.

4.4. Analise dos Dados da Genotipagem

Em todos ogoci analisados, os picos apresentaram valor muitoaadeamnl 000,
demonstrando a excelente qualidade dos eletrofarag gerados (Figuras 7 e 8).

Dos 30 loci microssatélitespropostos, 23 mostraram-se polimorficos e,
portanto, utilizados na confeccdo do mapa. Osrestantes foram descartados devido
ao padrdo monomorfico (ParlO, Par35 e Par53) e s&naia ou problemas de
amplificacéo (Parl5, Par104, Par110 e Par119).r@enuide alelos encontrados variou,
basicamente, de 2 a 4 alelos |[pmus

Os individuos heterozigotos para losi estudados foram caracterizados pela

presenca de dois picos bem definidos, enquant@m®xigotos apresentaram um pico
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apenas (Figura 7 e 8). Atutter bandsse fizeram presentes, normalmente apresentando
picos de menor intensidade ao lado dos picos repi@Es/os, ndo havendo interferéncia

para as analises dos dados, ou prejudicando arietagdo dos resultados.

A01 08 12 01 Bia placal3B_parentais_ 291108 _aRunD1 14FB_13N
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Figura 7: Eletroferogramas obtidos comarus14 e fluorescéncia FAM.

A01 08_12_02 Bia_placal3B2_parentais_291108_aRun(01 21B
15000 QI
. . |
10000 Genitor Masculinc Il I
| !
5000 || [
i J VA YA
170 180
[175.3]
[184.7]
AD1 07_D8_D2_Bia_microssatelite_teste diluiRun02 AD1
50000 b4
40000 AT f
000 Um |ndLV|fjuo da | |I
20000 Proaénie F, / \
mmg : B ;
170 180
754
AD2 08 12 02 Bia_placal3B2_parentais 291108 aRun01 21B
40000
30000 . .. I
>o0004 | GENItor - Femininc | |I .
10000 ' (R
b , / \ ; J\
170 180
[184.3]

Figura 8: Eletroferogramas obtidos comarus?21 e fluorescéncia HEX.
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4.5. Construcao do Mapa Genético errochilodus argenteus

Os 23 marcadores microssatélites polimérficos, atiflos ao teste de
aderéncia de qui-quadradgf)( P> 0.01, realizados neoftware GQMOL, obtiveram
resultados satisfatorios quanto aos padrées egededsegregacdo mendeliana (Tabela
3). Apenas dois marcadores (Par66 e Par69) apaeaentdistorcdo da segregacéo e
esses foram descartados, pois a presenca desseadanas podem comprometer a
qualidade do mapa (FERREIRA, 2006).

Tabela 3: Segregacao dos 28ci polimorficos obtida através do teste de qui-qudalra
(%), P> 0.01, pelosoftwareGQMOL.

Classes

Marcador Pais 11 1z 13 14 22 23 24 33 34 44 - Hipdtese GL Qui-guadrado Probabilidaded®)
x12 12x12 25 58 12 1:2:1 2 7.928 1,9003| ns
13 11x12 50 45 1:1 1 0,263 80, 7859 ns
x14 12x23 18 28 18 31 1:1:1:1 3 5,738 12,4002 ns
x21 12x12 26 48 21 1:2:1 2 0,537 76,4588 ns
x28 12x12 la 56 23 1:2:1 2 4,074 13,044 ns
x31 12xl2 22 47 26 1:2:1 2 0,347 84,0562 ns
x43 12x33 43 52 1:1 1 0,853 35,3809 ns
x54 12x13 16 25 20 31 1:1:1:1 3 3,821 28,1447 ns
x6g 12x13 32 40 7 1la 1:1:1:1 3 28,328 0,0003 *
x65 11x12 33 6 1:1 1 8,853 0,2027 ¥
x7l 12x23 19 37 21 18 1:1:1:1 3 10,053 1,8124 ns
x78 11x23 55 40 1:1 1 2,368 12,3812 ns
xBO 11x23 36 G 1:1 1 5,568 1,8287 ns
xB2 12x23 20 31 22 22 1:1:1:1 3 3,063 38,189 ns
x83 11x23 52 43 1:1 1 0,833 35,5809 ns
x85 12x34 30 23 22 20 1:1:1:1 3 2,389 49,5597 ns
pe=is) 12x34 23 26 18 28 1:1:1:1 3 2,389 49,5597 ns
xBO 11x12 47 48 1:1 1 0,011 ol, 8282 ns
xSl 12x22 43 52 1:1 1 0,853 35,5809 ns
x101 11x12 52 43 1:1 1 0,853 35,5800 ns
x103 12x34 26 27 25 17 1:1:1:1 3 2,642 45,0156 ns
x115 12x34 27 25 21 22 1:1:1:1 3 0,958 81,1439 ns
x118 12x34 27 24 22 22 1:1:1:1 3 0,705 87,1965 ns

* Aqueles que apresentaram Distor¢éo da segregaig@orepresentados por um asterisco.

Quatorze marcadores polimorficos (60.8%) apresamtaro padrdao de
segregacao mendeliano esperada para marcadoreematadtes (4 marcadores
segregando 1:2:1 e 10 segregando 1:1:1:1), e 29%@9narcadores exibiram padrdes de
segregacao de marcadores dominantes (1:1). Isse gead explicado pelo tipo de
cruzamento utilizado no presente trabalho, poia essratégiapseudo-testcrossnéo
garante que ambos os parentais sejam heterozigmios® uma F2. Ela apenas supde
essa possibilidade através da utilizagcdo de indoddprovenientes de locais muito
distintos, supondo que haja uma alta variacao genettre eles.

Desse modo, vinte e um marcadores polimorficos5f@).segregaram de
acordo com a heranca mendeliana e apenas dois)(8ap¥esentaram distorcdo da
segregacao (Tabela 3). Resultados similares reéésren mesma taxa de distorcdo da
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segregacao tém sido observados em tilapia (8.0 CHER et al 1998) e no peixe
scallop japonés (8.2%) (XUgt al, 2009), porém valores mais elevados tém sido
relatados entatfish (16%) (LIU et al, 2003),Lates calcarifer(16.2%)(WANGet al,
2007), truta arco-iris (13.3% ) (YOUNE& al, 1998), truta (5.4%) (WORAMt al.,
2004), linguado (18.2%) (KANGt al, 2008) e até mesmo eR argenteuq87,4%)
(ROJAS, 2008). Ja em outras espécies aquaticam oamolusco australiandbalone
blacklip, aproximadamente 20% dos marcadores apresentasto;do da segregacao
(BARANSKI et al, 2006). No crustacebadhnia pulexfoi observada uma DS de 21%
(CRISTESCUet al, 2006), na ostra plana, 32.8% (LALLIA& al, 2007) e na ostra
oriental, 8.2% (YU ; GUO, 2003).

O nivel da distorcdo varia muito entre as espéeiggovavelmente reflete
caracteristicas unicas nos diferentes genomaseixal, 2009). De um modo geral, a
distorcdo da segregacao pode ser ocasionada piar @féeamostragem ou viabilidade
diferencial de gametas, bem como danos no DNAGs era genotipagem (LIA®t al,
2007; XU, et al, 2009). Em carpas, Liaet al (2007) encontraram uma distor¢do na
taxa da segregacdo de apenas 2%, e 0s autoresnrajae a pequena populacédo de
mapeamento utilizada no estudo (60 individuos) gedsido a causa da baixa taxa de
distorcdo da segregacéao.

Para a constru¢cdo do mapa de ligacdo foram seégtdsn21 marcadores
microssateélites polimorficos que estavam de acawlm a segregacdo mendeliana
esperada, porém, apenas 11 marcadores (52.4%) @ados em algum grupo de
ligagdo. Os 10 marcadores (47.6%) polimérficosargsts ndo estavam ligados e por
isso ndo foram inseridos no mapa. Consequentemapé&nas 3 grupos de ligacao
foram encontrados no presente estudo (Figura ggm@nho observado de cada um dos
3 grupos de ligacao foi de 224.9 cM, 34.79 cM e837cM, respectivamente. A
cobertura estimada do genoma foi de 297.58 cMcdeda com a fungéo de Kosambi
(KOSAMBI, 1944). Sete marcadores (Par82, Par862&aPar71, Parl2, Par83 e
Par85, respectivamente) foram agrupados no pringgupo de ligacédo, dois (Par54 e
Par89) no segundo e dois (Parl4 e Par43) no terceim uma distancia média entre os

marcadores alocados no primeiro grupo de 42.51 cM.
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Figura 9: Mapa genético de ligacdo preliminar do peileochilodus argenteus Marcadores
microssatélites estdo dispostos no lado direiteatta grupo e o espagcamento entre os marcadores, em

cM, é indicado no lado esquerdo, através da fudeddosambi (Kosambi, 1944).

A presenca de marcadores nao ligados € notoria&rosvtrabalhos. Em um
estudo prévio realizado com argenteuspor Rojas (2008), utilizando marcadores
AFLP, foi observado um valor relativamente proxiamencontrado no presente estudo
(47.6%), onde, aproximadamente 54% dos marcadoresegregacdo 1:1 ndo estavam
ligados no genitor masculino, e 59% no genitor fenw. Em carpas, Liaet al (2007)
localizaram marcadores moleculares nao ligados €26% dos microssatélites e
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11.21% em AFLP. J4 McClellando & Naish (2008) enaram uma taxa elevada em
marcadores microssatélites (64%) e uma mais beéxgiéncia para AFLP (28.4%), no
mapa de ligagdo do salm@mcorhynchus kisutch

A néo ligacdo dos marcadores esta diretamenteiopéta com a proporgcao
encontrada na segregacao observada dos marcadorpeocesso de recombinacédo, 0s
dois alelos de um marcador sdo separados (segsgzata a formagcao dos gametas, o
qual irda apresentar metade da informacgéo genéti¢adividuo. Quando os marcadores
estdo em cromossomos separados, estes sao dithgaws e a segregacao dos alelos
de diferentes marcadores ocorre de forma indepémdapresentando na respectiva
prole, gendtipos em propor¢cdes Mendelianas preaisiviNo entanto, quando o0s
marcadores estdo presentes em um mesmo cromossbneegregacdo nao é
independente e a proporcéo genotipica ira depatadégixa de recombinacéo entre os
marcadores (GRIFFITH& al, 2006).

Prochilodus argenteug¢ uma espécie dipléide com 2n = 54 cromossomos e,
portanto, a obtencdo de 27 grupos de ligacdo é&apeNo entanto, isso nao foi
possivel devido ao baixo nimero de marcadores pdicos utilizados na construcao
do mapa.

Diversos estudos demonstraram a importancia dizagio de uma alta
quantidade de marcadores moleculares para a coiistde mapas genéticos. Waetg
al. (2007) estabeleceram a primeira geracdo de umargapético do peixéates
calcarifer com 240 marcadores microssatélites, encontrandgrdgos de ligacao,
estando de acordo com o numero hapldide de cromass¢n = 24) da espécie. O
comprimento total dos mapas da fémea e do macho8#8.8 cM e 414.5 cM,
respectivamente. Para o mapa da espécie popul&menhecida como paulistinha,
2000 marcadores microssatélites foram utilizaddgeralo 25 grupos de ligacéo,
correspondendo aos 25 cromossomos hapléides daie@s@s marcadores definiram
713 posicdes exclusivamente mapeadas com uma ndédiespacamento entre 0s
marcadores de 3,0 cM. O mapa atingiu um comprimignéb de 2.295 cM (SHIMODA
et al, 1999). EmDaphnia pulex Cristesclet al (2006) utilizaram 185 microssatélites,
alcancando 12 grupos de ligacdo (n = 12), cobrirefmpximadamente, 87% do
genoma, com o tamanho observado em 1.206 cM. N@ roapstruido para o robalo
europeu, Chistiakoet al (2005) usaram 162 marcadores microssatéliteseadas em
25 grupos de ligacdo e cobrindo 814.2 cM do gendaaspécie (n=24). O tamanho

total genoma do robalo europeu foi estimado em B768l. Essa estimativa € similar
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aos valores encontrados em tilapia (KOCH&Ral, 1998), medaka (NARUSEt al,
2000) e linguado japonés (COIMBRAal, 2003).

Resultados similares sdo encontrados quando diésreipos de marcadores
sdo empregados na construcao de mapas de ligagidetRl. (2007) construiram uma
mapa genético para a espécie alabote-do-atlamiipp@glossus hippoglossis), com
258 marcadores microssatélites e 346 AFLPs. Virgeatro grupos de ligacdo foram
identificados, coerentes com 0s 24 cromossomossp@ce. O comprimento total do
mapa foi de 1.562,2 cM na fémea e 1.459,6 cM ndhmaxuet al (2009) construiram
um mapa de ligacdo para scallop japonés Ratinopecten yessoensisom 413
marcadores AFLP e 6 microssatélites, e encontr@@ugrupos de ligacdo no mapa da
fémea (cobertura do genoma estimada de 2.198.8 &Ml no mapa do macho
(cobertura do genoma estimada de 2.137.6 cM). Apsanimero de cromossomos
hapldides da espécie ser n = 19, os autores argamejue esse fato indica que alguns
grupos de ligacdo pertencem a um mesmo cromos$oném, para o0 mapa de ligacao
da ostra plana européia, 246 marcadores AFLP e i@sratélites foram utilizados.
Dois mapas parentais foram construidos, sendo @quwa p primeiro (P1), 104
marcadores foram agrupados em nove grupos de digegxddo como cobertura média
do genoma 471.2 cM. O segundo mapa parental (Ri5titou de 117 marcadores
agrupados em 10 grupos de ligacao (correspondevedbCacromossomos haploides da
espécie), tendo como cobertura média do genomd 490. Portanto, a cobertura
estimada do genoma foi de 82.4% para o mapa P12&c8dara o P2 (LALLIASet al,
2007).

Outro fator relevante que vém sendo descrito camquiEncia em diversos
estudos € a quantidade de marcadores polimorficesfgram empregados para o
mapeamento, em relacdo a quantidade total dos dwaesapropostos inicialmente no
trabalho. Wanget al. (2009) construiram um mapa de ligacdo para agl@ornizo
(Cornus Xorida L.), também utilizando a estratégipseudo-testcross onde,
aproximadamente 800 microssatélites foram analssad® desses, 271 foram
polimorficos. Dos marcadores polimorficos, 255 @84. do total inicial) foram
empregados no mapa. Onze grupos ligacdo foramosbt@ que corresponderam ao
namero hapléide dos cromossomos da espécie, caineatgra estimada do genoma de
1.175 cM. Em carpas, 408 marcadores foram utiligadorém 271 foram polimérficos.
Vinte e sete grupos de ligacdo foram encontradosegpondendo ao numero de

cromossomos hapldides da espécie (n = 24) (LéAal, 2007).
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Diante de todos os estudados citados, fica evidemtgortancia de se utilizar,
para estudos de mapeamento, grandes quantidadesrdadores moleculares, bem
como o uso de diferentes tipos de marcadores reiragéio de mapas geneticos.

Deste modo, os dados do presente trabalho, ainda preliminares,
representam o inicio de estudos de mapeamentoigeredh peixes neotropicais e
poderdo subsidiar futuros estudos de mapeamenéigemais completos. A adi¢cdo de
novos marcadores, tanto AFLP como microssatéMieando a obtencdo de um mapa
de ligacao dé°. argenteusnais saturado, possibilitara uma cobertura maigpbeta do

genoma da espécie.
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5. CONCLUSOES

Os dados do presente estudo nos levaram a coquktir

* Foi construido um mapa de ligacdo para a espBeehilodus
argenteusconstituido por 3 grupos de ligacdo. Embora o manae
grupos de ligacdo encontrado tenha sido inferioesjgerado para a
espécie, os resultados podem ser considerados poongissores na
area de Genética de Peixes do Brasil, ja que estdeanapeamento

genético sao praticamente inexistentes em peix@sopecais.

* O numero de marcadores microssatélites utilizadprasente trabalho
foi considerado insatisfatério para a obtencdo o wobertura do
genoma mais completa. Alguns problemas metodolégicomo
auséncia de amplificacdo, auséncia de polimorfisntambéem de
distorcdo de segregacdo, ocasionaram a reducao2pagas 30loci
inicialmente propostos. Este fato € justificadcagatisponibilidade de
outros marcadores microssatélites descritos natiitea que poderiam

ser adicionalmente utilizados.

* Do mesmo modo, se levarmos em consideracao a@itaragem de
marcadores nao ligados (47.6%) nesse estudo, serr@inda mais
evidente a necessidade do aumento do nivel deasaturdo mapa

através da inclusdo de novos marcadores moleculares

» Apesar da estratégmseudo-testcrosser considerada rapida e eficaz, a
configuracédo do cruzamento dessa estratégia n@o @ddra como a de
um cruzamento convencional e no presente estudotrouese
devidamente adequada quanto a sua rapidez, powsim,estratégia
necessita do uso de um ndimero maior de marcadaiesutares para

gerar mapas de ligacOes satisfatorios, pois corn €ssatégia, alguns
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loci sdo perdidos devido ao tipo de cruzamento. Destad, sugere-se
gue os parentais sejam avaliados de modo a seremotigotos para

todos odoci analisados.

Por fim, os microssatélites podem ser consideradesuados para a
construcdo de mapas genéticos de ligacdo, emborgramde namero
de marcadores seja necessario para gerar mapasdemsss, 0 que
dificulta bastante os estudos em peixes neotrapiténa alternativa
viavel seria utilizar simultaneamente diferentgedi de marcadores, o
gue sera futuramente realizado, onde os dados ratpiados seréo
compilados com o estudo de AFLP realizado por R@a68), visando
desta forma, a obtencdo de um mapa mais saturadoaemelhor

representacéo do genomaRl@rgenteus
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