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Resumo

Dois mapas genéticos de ligacdao foram construidos referentes a duas
familias de irmdos completos (G1 e G2) da espécie de camarao marinho
Litopenaeus vannamei e foi realizada a integracao desses mapas. O
mapeamento foi baseado em marcadores polimorficos derivados de nove
primers AFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos Amplificados). Um
total de 103 e 59 marcadores polimorficos segregantes foram utilizados
respectivamente para a construgao dos mapas das familias G1 e G2. O mapa da
familia G1 consistiu de 14 grupos de ligacdao, com cobertura estimada do
genoma de aproximadamente 350 cM. O mapa da G2 apresentou 4 grupos de
ligacao, com cobertura do genoma de aproximadamente 300 cM. A integracao
dos mapas evidenciou 8 marcadores ancoras AFLP em um mesmo grupo de
ligacao (GL1) em ambas as familias, no qual foram alocados 66 marcadores, o
qgue conduz um grupo de ligacao bem saturado, com estimativa de cobertura do

genoma de 874,16 cM.



Abstract

Two genetic linkage maps were constructed referent to two full-sib
families (G1 and G2) of the marine shrimp species Litopenaecus vannamej, and
the integration of these maps was accomplished. The mapping was based on
polymorphic markers derived from nine AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) primers. A total of 103 and 59 segregating polymorphic markers
were used in the construction of the maps for families G1 and G2, respectively.
The G1 family map consisted of 14 linkage groups, with estimated genome
coverage of approximately 350 cM. The G2 map presented 4 linkage groups,
with genome coverage of around 300 cM. The integration of the maps
evidenced eight AFLP anchor markers in a same linkage group (LG1) in both
families, to which 66 markers were allocated, leading to a well saturated linkage

group, with estimated genome coverage of 874.16 cM.
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1. Introducéo

Litopenaeus vannamei € uma importante espécie de camarao marinho
cultivada na aqicultura no Brasil e no mundo, nativa do Oceano Pacifico, onde
sua distribuicdo natural vai do México, na Provincia de Sonora, até o Peru, ao
Sul de Tumbes (BENZIE, 2000). Entretanto, muitos paises tém cultivado esta
espécie devido sua excelente adaptabilidade as diversas condicdes de cultivo
como a facilidade de nutricdo, manejo de cultivo e as suas altas taxas de
produtividade e rentabilidade (BRASIL/DPA, 2001).

Devido a importancia econdmica dos camardes marinhos, muitos
esforgos tém sido empregados para construcdo de mapas genéticos de ligagao
em algumas espécies comercialmente exploradas, como Penaeus
(Marsupenaeus) japonicus (MOORE et al.,, 1999; LI et al, 2003), P. monodon
(WILSON et al,, 2002; STAELENS., 2008), ~. chinensis (LI et al., 2006) e A.
vannamer (PEREZ et al, 2004; ZHANG et al.;2007) abrindo um novo horizonte
para o melhoramento genético e beneficiando, desta forma, o setor produtivo
de cultivo de camardes. Tais estudos vém sendo realizados através da utilizacao
de marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e em alguns
casos também microssatélites. Entretanto, analises utilizando marcadores AFLP
em geral sdo mais comumente utilizadas devido ao fato de ndo ser necessario
um prévio conhecimento do genoma do organismo a ser estudado, ao grande
numero de loci polimdrficos produzidos, aos padroes de bandeamento gerados
serem altamente reproduziveis e ao pareamento dos primers utilizados ser

altamente especifico aos nucleotideos adaptadores complementares, os quais



correspondem a posigdes originais no genoma da espécie e, consequentemente,
podem ser explorados como marcos no mapa fisico e/ou genético (VOS et al.,
1995).

A integracao de mapas independentes é importante, pois a fusao de
diferentes mapas em um Unico mapa, com alta densidade de marcas em
comum, pode facilitar a identificacao de marcadores que estdo estreitamente
ligados a um QTL ou a genes de interesse. Em camardes, poucos sao os relatos
sobre integracao de mapas de ligagao (WILSON et al., 2002; STAELENS et al.,
2008).

A construcdo de mapas genéticos de ligacao e identificagdo de QTLs sao
uma das mais importantes aplicacbes dos marcadores moleculares no
melhoramento genético de espécies de camardes, podendo facilitar o
isolamento de genes, a selecao assistida por marcadores, o entendimento da
heranca, estrutura e organizacao dos genomas, estudos de evolugao e
introgressao.

Tendo em vista a importancia econdmica dos camardes e considerando a
auséncia de estudos de mapeamento genético neste animal em nosso pais, o
presente estudo teve como objetivo:

(1) Construir mapas genéticos de ligacdo para duas familias de irmaos
completos (G1) e (G2) do camarao marinho Litopenaeus vannamei, utilizando
marcadores moleculares do tipo AFLP com segregacao 1:1 e 3:1;

(2) Integrar os mapas independentes referentes a duas familias em um

Unico mapa consenso;
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2. Revisado de Literatura

2.1. Litopenaeus vannamei e seu cultivo

Os camarodes destacam-se na categoria dos produtos aquaticos pelo alto
valor nutritivo, constituindo uma importante fonte alternativa de proteina
extremamente apreciada pelo homem e por apresentarem consumo cada vez
mais elevado, principalmente entre os povos dos paises mais desenvolvidos.
Desta forma, os camaroes, pela prdpria limitacao dos estoques naturais que nao
suportam mais qualquer aumento da atividade extrativa, tém merecido a
atencdo dos cientistas pela possibilidade extraordindria que oferecem de
aumentar a producdo através da atividade de cultivo (NASCIMENTO et al,
1995).

O cultivo de camarao marinho tem se destacado como um dos
segmentos que mais se desenvolve no setor da aqiicultura. O rapido
crescimento mundial desse tipo de cultivo ocorreu principalmente devido aos
paises costeiros tropicais emergentes das Américas e da Asia. Esse crescimento
teve como base de sustentacdo a crescente demanda do produto no mercado
internacional, o atrativo nivel de rentabilidade do agronegdcio e a sua
capacidade de gerar renda, emprego e divisas para o desenvolvimento dos
paises produtores (BORGHETTI et a/,, 2003).

A capacidade de adaptacao as mais variadas condicoes de cultivo ajudou
a levar o L. vannamei a posicao de principal espécie da carcinicultura brasileira.

De acordo com a Associacao Brasileira de Criadores de Camarao (2004), no



Brasil, o L.vannamei é a espécie comercialmente cultivada com grande sucesso,
que foi introduzida para fins de cultivo em 1983. Entretanto, somente a partir
do inicio dos anos 90, quando alguns laboratérios de larviculturas privados
viabilizaram a producdo em larga escala de pds-larvas dessa espécie é que as
validacdes tecnoldgicas realizadas pelas fazendas de camarao nos Estados do
Rio Grande do Norte, Ceara e Paraiba demonstraram a supremacia do L.
vanname/ em relacdo as espécies nativas. Esta espécie nao ocorre
originalmente na costa brasileira, sendo restrita ao Oceano Pacifico e sua
distribuicdo natural vai do México (Provincia de Sonora) até o Peru (Sul de
Tumbes) (BENZIE, 2000). Entretanto, por se tratar de um animal exdtico, foi
necessaria uma producao auto-suficiente de pds-larvas e oferta de racdes de
boa qualidade (BRASIL/DPA, 2001).

O L. vannamei é um crustaceo decapodo, pertencente a familia
Penaeidae. Segundo Dall et al. (1999), os membros da familia Penaeidae
apresentam um ciclo de vida semelhante com desenvolvimento dos estagios:
larva (nauplio), protozoea, misis, pds-larva, juvenil e adulto. As diferencas estao
relacionadas com a preferéncia das pos-larvas, juvenis e adultos por
determinadas areas durante seu ciclo de desenvolvimento. Do ponto de vista
citogenético, L. vannamei foi estudado por Ramos (1997), onde o autor
descreve o caridtipo desse camarao constituido pelo nimero dipldide 2n=88
Cromossomos.

A maioria das fazendas de camardo marinho no Brasil utiliza pds-larvas
(PLs) produzidas em laboratdrios especializados, que sdo aclimatadas a

salinidade, temperatura e pH idénticos ao da agua para onde serao



transferidas. O cultivo compreende basicamente duas fases: a larvicultura;
responsavel pela producao de pods-larvas (PLs), e a engorda, responsavel pelo
crescimento do camardao até a idade de comercializacdo. A larvicultura é
realizada em laboratoérios especializados e inicia-se a partir da obtengdo dos
reprodutores, que podem ser capturados diretamente na natureza (mar aberto,
baias, lagoas costeiras) ou, no caso de espécies exdticas, obtidas através de
importagdo. Ela é subdividida em dois diferentes setores, a maturagdo e o
bergario. A maturacdo é o setor responsavel pelo acasalamento e a desova. Em
geral, machos e fémeas sao mantidos juntos, em tanques apropriados, até que
ocorra 0 acasalamento. Apds o acasalamento, as fémeas ovadas sao
transferidas para o tanque de desova, retornando, posteriormente, aos tanques
de maturacao. Um recurso comumente praticado para promover a maturacao
nas fémeas e um maior nimero de desovas é a ablagdo, que consiste na
retirada de um dos pedunculos oculares que contém glandulas relacionadas
com a reproducdo. Uma fémea ablada pode produzir até 300 mil ovos por
desova e maturar até cerca de quatro vezes ao més (ARANA, 1999).

Os nauplios recém eclodidos vao para o bercario, permanecendo neste
setor até atingirem o estagio de pos-larvas (PLs). Em geral, é nesta fase que os
camaroes sao transportados para as fazendas de engorda e liberados em
viveiros de terra, ficando por aproximadamente trés meses, até alcangarem o
peso ideal para a comercializacdao que, em geral, se encontra por volta de 12g
(PAIVA; ARRAIS, 1997).

O L. vanname/ tem uma excelente performance em cultivo, se

desenvolvendo muito bem em uma salinidade entre 15 e 30%, com



temperatura entre 23 e 30°C. O requerimento alimentar para o cultivo em
confinamento, em termos de ragao peletizada contempla uma carga de
proteinas que pode variar entre 22 e 40%, em dependéncia da intensificacdo do
cultivo nos viveiros; da capacidade de tolerdncia em alta densidade de
estocagem; do baixo requerimento protéico da sua dieta alimentar; e da
produtividade natural das aguas em uso. A escolha da espécie para cultivo em
viveiros segue, portanto, os critérios de seu desempenho em outros
empreendimentos dentro das mesmas caracteristicas fisicas na regido e ainda
na disponibilidade de pos-larvas. Quanto a aceitacdo comercial da espécie, que
garante o custeio de todo o ciclo produtivo, o L. vannamé é significativamente
preferido entre as demais espécies no mercado nacional e internacional, com

forte demanda compradora (COSTA, 2006).



2.2. Marcadores moleculares e a técnica de fAFLP

Os marcadores moleculares sao regides do DNA que apresentam
variacdes na sua seqliéncia, sem que isso implique necessariamente em
mudancas significativas nas fungdes do organismo. Sao abundantes nos
genomas e nao sofrem influéncias ambientais, revelando diretamente os
polimorfismos de seqiiéncias de DNA. As caracteristicas desejaveis para os
marcadores moleculares sdo: que sejam altamente polimdrficos, cubram todo o
genoma, sejam seletivamente neutros, no sentido de ndo afetarem o carater
em questdo nem as caracteristicas reprodutivas do individuo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; MONTANO-PEREZ et a/, 2004).

Em estudos genéticos de microorganismos, animais e plantas, os
marcadores moleculares vém desempenhando um papel importante. Segundo
Montano-Perez et a/ (2004), em programas de melhoramento genético, estes
marcadores sao importantes na verificacdo da presenca de caracteres
desejados, inclusive desde os primeiros estagios larvais, uma vez que a analise
€ realizada no genoma e ndo apenas na observacdao de determinada
caracteristica fenotipica.

Os marcadores moleculares baseados em DNA revolucionaram o modo
como pesquisas genéticas na aquicultura sdao conduzidas e incluem: RAPD,
RFLP, AFLP, microssatélites e SNPs. Estes marcadores tém sido empregados
em: programas de melhoramento genético, analise de variabilidade genética,

endocruzamentos, identificacdo de espécies, construcdo de mapas de ligacao e



deteccdo de QTL entre outras aplicacdes. (LIU; CORDES, 2004; MONTANO-
PEREZ et al., 2006).

Varias dessas técnicas moleculares sé sao possiveis gragcas a uma outra
técnica conhecida como reacdao em cadeia da polimerase (PCR — “Polymerase
Chain Reaction”), desenvolvida na década de 80 por Mullis e Fallona (1987). A
técnica da PCR baseia-se na amplificagdo de um segmento especifico de DNA,
na qual uma seqiéncia de oligonucleotidios iniciadores (“primers”) se
hibridizam a seqiéncia de DNA a ser amplificada. Repetidas desnaturagdes
térmicas da fita de DNA permitem o pareamento dos “primers” a seqliéncia
complementar do DNA molde e conseguinte extensao desses pela DNA
polimerase. Os produtos da amplificagdo podem também se hibridizar com os
iniciadores a cada ciclo de desnaturacao e pareamento, duplicando
exponencialmente o fragmento alvo (SAIKI et a/, 1988). Os iniciadores sao
oligonucleotidios de até 20 ou 25 pb que servem de iniciacdo para a sintese de
DNA pela enzima Taq DNA polimerase. A PCR permite a amplificagdo do DNA
em forma de fita dupla ou simples e com a transcricao reversa do RNA em
cDNA, o RNA podera ser também utilizado (ERLICH et a/,, 1991).

Foi desenvolvida uma técnica baseada na PCR, chamada AFLP
("Amplified Fragment Length Polimorphysm”, ou Polimorfismo no Comprimento
de Fragmentos Amplificados), que € essencialmente intermediaria entre o RFLP
e a PCR. O marcador AFLP analisa a presenca ou auséncia de sitios de enzimas
de restricao e as seqiiéncias polimdrficas adjacentes a esses sitios. Trés etapas
sao necessarias para obtencdo de marcadores AFLP: 1- digestdao do DNA

genbmico com duas diferentes enzimas, como MsEI (enzima de corte
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frequente) e EcoRI (enzima de corte raro); 2- ligagdo de oligonucleotideos
adaptados a extremidade da restricdo; 3- selecdo de fragmentos por duas
amplificacdes sucessivas de PCR, usando iniciadores complementares aos
oligonucleotideos adaptados, com 1 a 3 nucleotideos seletivos adicionais (VOS

et al, 1995).

De acordo com Vos et al. (1995), a técnica AFLP tem muitas vantagens
sobre a técnica RAPD. Primeiro, um maior numero de /oc/ podem ser analisados
por experimento, sendo obtido um numero de marcas informativas
aproximadamente dez vezes maior por analise. Segundo, os marcadores AFLP
geram padroes de bandeamento altamente reproduziveis, devido ao
pareamento altamente especifico de “primers” aos nucleotideos adaptadores
complementares. Por outro lado, a técnica RAPD pode apresentar uma falta de
reprodutibilidade, que pode ser causada por um pareamento desigual dos
“primers” aleatérios. Os marcadores AFLPs parecem ser tdo reproduziveis
guanto os RFLPs, mas sao tecnicamente mais exigentes e requerem mais DNA.
Devido a sua grande cobertura gendmica (em média eles geram 100 bandas
por gel comparado com 20 bandas dos marcadores RAPDs), os AFLPs sao
particularmente bons para mapeamento gendmico e “fingerprinting”, e podem
ser usados para calcular distancias genéticas entre gendtipos. A Unica
desvantagem destes marcadores €& a dificuldade de discernir entre
heterozigotos e homozigotos, uma vez que a grande maioria deles é de

natureza dominante (MONTANO-PEREZ et a/, 2006).

Na metodologia tradicional de AFLP, os fragmentos sao visualizados

através do uso de marcadores radioativos, entretanto, a utilizacdo de

11



iniciadores marcados com corantes fluorescentes gera a técnica fAFLP
(“"Fluorescent Amplified Fragment Lenght Polymorphism” ou Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos Amplificados Marcados por fluorescéncia). Ela
surge como uma alternativa viavel que torna os trabalhos mais ageis para
obtencao dos resultados, podendo-se determinar precisamente o tamanho dos
fragmentos amplificados do genoma, qualificando como uma verdadeira técnica
de “fingerprinting”, desde que sejam utilizados os mesmos reagentes e

instrumentos para determinar os fragmentos por fAFLP (DESAI et al., 1998).

12



2.3. Mapeamento Genético

Para se construir mapas genéticos de ligacdo normalmente sao
empregados grande numero de marcadores moleculares, sejam eles /oci
especificos dominantes (como RAPD — DNA polimérfico amplificado ao acaso;
AFLP — polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) ou loco co-
dominante (como microssatélites; RFLP — polimorfismo de comprimento de
fragmentos obtidos por cortes da fita dupla de DNA).

O mapeamento genético € uma ferramenta biotecnoldgica que vem
sendo utilizada em diversas espécies a fim de se conhecer a ordem e
localizacdo dos genes ou de marcadores genéticos de interesse. Sendo também
utilizados por permitirem a cobertura e analise completa de genomas; a
decomposicao de caracteristicas genéticas complexas nos seus componentes
mendelianos; a localizacao das regides gendmicas que controlam caracteres de
importancia, bem como a quantificacdo do seu efeito e por facilitar o
melhoramento assistido e a clonagem baseada em mapa (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os mapas genéticos podem ser fisicos, nos quais se localizam os genes
ou marcadores genéticos diretamente nos cromossomos ou podem ser mapas
de ligagao, onde sdo construidos pela analise de co-segregacao dos marcadores
genéticos nos produtos da meiose durante a formacdao dos gametas, baseados
em distancias de recombinacao. Ambos podem ser desenvolvidos utilizando

técnicas moleculares ja estabelecidas (DAVIS; HETZEL, 2000).
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O desenvolvimento de mapas genéticos envolve a selegao da populacado
mais apropriada para mapear; o calculo das freqiiéncias de recombinagdo em
pares, usando esta populacao; o estabelecimento de grupos de ligacao; a
estimativa das distancias no mapa entre marcas e a determinacao da ordem
linear por marcadores. Quanto maior o tamanho da progénie, mais precisa sera
a estimativa da freqliéncia de recombinacao genética entre os marcadores,
porém mais trabalhosa a pesquisa. Estima-se que, no minimo, deva-se utilizar
uma amostra em torno de cem individuos para a identificacdo de genes ou
regides gendmicas de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Ao se iniciar um programa de melhoramento, o conhecimento dos
componentes genéticos de cada populagdo envolvida é indispensavel. No caso
de mapeamento de locos, a tecnologia de ferramentas moleculares é uma
alternativa eficiente, a qual facilita e possibilita acelerar os programas de
melhoramento.

Atualmente um mapa genético pode ser desenvolvido para qualquer
espécie em um periodo de tempo relativamente curto, desde que exista algum
grau de variacao genética nas familias que estdo sendo analisadas para o
mapeamento. As distancias de recombinacdo sdo determinadas
estatisticamente baseadas em uma andlise de segregacdao dos marcadores
polimorficos (LUNDIN et &/, 1999), sendo caracterizado pela definicao dos
marcadores em grupos de ligacao (DANZMANN; GHARBI, 2001).

A utilizacao de técnicas de biologia molecular em programas de
mapeamento genético de ligagdo em camardes tem mostrado avancos em

algumas espécies nos Ultimos anos, abrindo um novo horizonte para o
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melhoramento genético, beneficiando, desta forma, o setor produtivo de cultivo
de camarOes. Mapas genéticos de ligacdo podem exercer um papel importante
em muitas areas da genética, incluindo analises de QTL, clonagem de genes
baseado em mapa, MAS (Marker Assisted Selection) e gendmica comparativa
(LI et al., 2006).

A maioria dos mapas genéticos de ligacdo para camarao foram gerados
usando a tecnologia de polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (AFLP) (VOS et a/,, 1995), em parte pela dificuldade para se obter
um grande nimero de outros marcadores como os microssatélites de espécies
peneideos (LI et a/2003). Por outro lado, o marcador molecular AFLP pode ser
aplicado sem nenhum conhecimento prévio do genoma e tem gerado mapas
genéticos em M. japonicus (MOORE et al,, 1999; LI et al., 2003), P. monodon
(WILSON et al.,, 2002; STAELENS et a/2008), ~. vanname/(PEREZ et al., 2004;
ZHANG et al;2007) e P. chinensis (LI et al, 2006) com uma eficiéncia
relativamente elevada.

O primeiro mapa genético de ligacdo especifico para sexo do camarao
marinho L.vannamej, obtido através da estratégia denominada de duplo
pseudo-testcross, desenvolvida por Grattapaglia e Sederoff (1994), foi realizado
por Pérez et al. (2004) baseado em marcadores AFLP. Os autores utilizaram 42
individuos F; e 103 combinacdes de primers, resultando em 741 bandas
segregantes. A média de bandas polimérficas segregantes encontradas por
gel/por combinacao de primer foi de 7,1. Um total de 51 e 47 grupos de ligacao
para o mapa de macho e fémea foram encontrados neste estudo, resultando no

comprimento total do genoma de 2771 cM e 2116 cM, respectivamente.
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Posteriormente, marcadores moleculares AFLP e microssatélites foram
utilizados por Zhang et a/. (2007) para a construcao de outro mapa de ligacao
para L.vannamei. Neste estudo utilizou-se 108 combinacoes de primers AFLP e
30 marcadores microssatélites, obtendo 45 grupos de ligagdo para o mapa de
macho e fémea. O comprimento total dos mapas apresentou-se com 3220.9 cM
e 4134.4 cM.

Na literatura encontram-se muitos trabalhos sobre mapas genéticos de
ligagdo independentes em varios organismos, utilizando populacdes diversas
com uso de diferentes marcadores moleculares. A integracao desses mapas €
importante, pois a fusao de diferentes mapas em um Unico mapa, com alta
densidade de marcas em comum pode facilitar o desenvolvimento de
marcadores que estao estreitamente ligados a um QTL ou a genes de interesse.
Programas de computadores bem estabelecidos, tais como Map-Maker,
Linkage-1 e GQMOL (LANDER; GREEN, 1987; SUITTER et al, 1983; CRUZ;
SCHUSTER, 2001), tem sido utilizados para analises desses dados. A integracao
de mapas em diferentes familias provenientes de diversos cruzamentos pode
ser Util para determinar as relativas posicoes de transferéncia de marcas.

O fator chave na integragdo de mapas distintos é que estes possuam
marcadores comuns, de forma a serem “ancoras” que possam interliga-los.
Apenas quando um numero minimo de “ancoras” € disponivel, mapas distintos
podem ser representados juntos. Porém, ainda que marcadores comuns
estejam disponiveis, alguns problemas aparecem. Nao apenas devido a precisao
das estimativas da freqiiéncia recombinagdo que varia muito entre o conjunto

de dados, mas também do tipo de informacao utilizada. (SALGADO, 2008).
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A integracdo de mapas derivados de varias populagdes tem diversas
vantagens, em particular eles aumentam a saturagao do mapa e cobertura do
genoma e a ordem das marcas comuns tornam-se mais precisas. Mapas
integrados também s3ao usados em estudos comparativos entre espécies
(BEAVIS; GRANT 1991) e tem evideciado rearranjos cromossomicos entre
grupos de ligacao homologos (DIRLEWANGER et al., 2004).

A integracao de mapas de ligacao tem sido descrito na literatura para
espécies vegetais, porém em animais estao sendo pouco relatado. Em camarao
sao encontrados poucos trabalhos relatados na literatura (WILSON et al., 2002;
STAELENS et al., 2008).

Um mapa integrado foi construido para o camardo AP. monodon utilizando
23 combinacdes de primers AFLP em trés familias de referéncia (42 individuos
para cada familia) de pedigree conhecido, onde os individuos utilizados para o
cruzamento foram capturados em mar aberto (selvagens). Um total de 673
locos polimorficos segregantes AFLP foram obtidos e utilizados na construcao
de mapas independentes para cada familia, onde 116 marcadores AFLP comuns
foram encontrados entre as trés familias e estes foram utilizados para a
construcdao do mapa integrado. A cobertura do genoma estimada para o mapa
de ligagao integrado foi 1412 cM apresentando 20 grupos de ligagao (WILSON
et al., 2002).

Outro mapa genético de ligagao integrado foi construido para o camarao
P. monodon especifico para sexo, resultando em 44 grupos de ligacdo para
macho e 43 grupos para fémea através de 2306 marcadores segregantes AFLP

em trés familias, apresentando uma cobertura estimada do genoma de 2378 e
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2362 cM, respectivamente. Vinte e um grupos de ligagdo homdlogos, incluindo
os grupos de ligacao para sexo, foram identificados dentre os mapas de ligacao
para macho e fémea, totalizando 70 marcadores comuns AFLP. As familias
foram produzidas a partir de cruzamentos controlados sobre condigdes
especificas livres de patdgenos no Moana Technologies no Hawai, sendo os
parentais originados de estoques de cultivo. Duas familias, nomeadas FAM1 e
FAM2, tem “IC67"” como uma fémea parental em comum, enquanto que FAM2 e
FAM3 tem “AL91"” como um macho parental em comum. Foram genotipados 93
individuos para cada familia utilizando mais de 100 combinagdes de primers
AFLP (STAELENS et al., 2008).

A grande maioria das caracteristicas herdaveis de importancia econdémica
resultam da acdao conjunta de varios genes. Essas caracteristicas sao
conhecidas como poligénicas, quantitativas ou de heranca complexa, sendo
denominados de QTLs (Quantitative Trait Loci) os locos que controlam os
fendtipos resultantes.

Segundo Ferreira; Grattapaglia (1998), por meio de marcadores
moleculares pode-se mapear QTLs e entender a arquitetura de caracteristicas
quantitativas, ou seja, o nimero, posicao, acdo génica, magnitude de efeito e
interacOes. Se determinado marcador estiver fisicamente ligado a um gene que
controla um carater de interesse agronémico, a selegao do marcador implica a
selecao indireta do gene de interesse. A capacidade de detectar um QTL
depende da magnitude do seu efeito sobre a caracteristica, do tamanho da
populacdao segregante, da freqiiéncia de recombinagdo entre o marcador e o

QTL e da herdabilidade da caracteristica. Conforme os mesmos autores, o
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principal problema na identificagdo de QTLs refere-se a expressao final do

fendtipo, a qual sofre a acdao de varios fatores genéticos e ambientais.
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Material e Métodos



3. Material e Métodos

3.1. Obtencao da geracéo segregante F2

Os progenitores (04 individuos- parentais Fo) utilizados para a obtencao
das progénies (populacdo segregante F,) sao linhas “puras”, mantidas
separadamente como linhagens distintas no Centro de Genética da Empresa
Privada Aquatec, localizado em Barra do Cunhad, municipio de Ganguaretama,
estado do Rio Grande do Norte, Brasil. A empresa apresenta seu proprio
programa de melhoramento genético desde o ano de 1998. Anteriormente,
estudos de diversidade genética foram realizados nos parentais Fo por Rocha et
al., (2005) baseados em marcadores microssatélites. Os resultados mostraram
que essas linhas apresentavam um consideravel nivel de diferenciacao genética
entra elas, sendo, portanto ideal para a construcao da populacao F, de
mapeamento genético. Todo o experimento para a obtencdo da populacao
segregante F, foi conduzido no laboratério de larvicultura pertencente ao
Centro de Genética da empresa descrita acima no ano de 2004. As linhas
“puras” utilizadas para o cruzamento para obtencdo das duas familias (G1:192
individuos e G2:192 individuos) de irmaos completos apresentam as seguintes

caracteristicas:

Linha pura Panama: essa linha foi importada em 1997 do Panama
(camardes reprodutores selvagens), tendo uma 6tima adaptacao a condigoes

de cultivo aqui no Brasil, sendo resistente a doengas bacterianas e virdticas. No
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momento do cruzamento para obtencao da populagao segregante F,, essa linha
encontrava-se na geragao F.

Linha pura Venezuela: essa linha foi importada em 1997 da Venezuela
(camardes reprodutores) e se encontrava na geracao Fis. Os animais desta
linha apresentam um crescimento maior do que as outras linhas. A fémea é
uma boa reprodutora, sendo desnecessdria a ablacdo. E uma linha menos
resistente a doencas. Essa linha encontrava-se na geracao F,; no momento do
cruzamento para obtencao da populacao segregante F.

Linha pura Equador: essa linha foi importada em 1998 do Equador
(nauplios e PLs selvagens ), foi a que menos se adaptou as condicdes de cultivo
aqui no Brasil. Os animais apresentam-se menores € menos resistentes a
doencas. No momento do cruzamento para obtencao da populacao segregante
F,, essa linha encontrava-se na geragao Fs.

Foram realizados dois cruzamentos das linhas puras (parentais Fy) para a
obtencao de duas familias de irmaos completos (populacao segregante F,), que
sao consideradas como familia G1 (Panama x Venezuela) e familia G2 (Panama
x Equador).

As familias F1 de irmados-completos da composicdo P x V e P x E foram
intercruzadas para produzir as populacoes de mapeamento F2.

Foi utilizado o método de inseminacdo artificial manual para os
cruzamentos (machos e fémeas especificados), onde os camardes reprodutores
foram separados em familias por tanque e fémeas maduras abladas foram
inseminadas manualmente com espermatozoides dos machos e mantidas em

caixas proprias para a desova. Durante o periodo de 12 h os ovos eclodiram
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liberando os nauplios. No dia seguinte, os nauplios foram coletados em baldes e
transferidos para o Setor de Larvicultura por 35 dias até atingirem a idade de
pos-larvas (PL 25). Em seguida, as pds-larvas foram transferidas para o Setor
de Crescimento, onde foram colocadas em covos (uma familia por covo) e estes
ficaram mergulhados nos tanques de crescimento até atingirem o peso de 2g.
Nesta fase, os animais foram marcados com elastdbmero para distinguir a familia
a qual pertence. Foram feitas as seguintes marcas:

Familia G1 — P*P (cor rosa);

Familia G2 — A*A (cor azul);

Depois de marcados, os animais permaneceram em tanques até
atingirem o peso médio de 15g, onde ocorreu a despesca. Primeiramente, os
animais foram retirados dos tanques e transportados em baldes e mantidos em
caixas com oxigenacao até serem pesados individualmente para a coleta dos
dados. Apos a avaliacdo do peso, os camardes foram colocados em baldes com
gelo e ensacados com a identificacao da familia a qual pertenciam e congelados
a -20°C. No dia seguinte, foi coletado em torno de 1g de tecido muscular da
cauda dos camardes congelados, e fixados em microtubos tipo eppendorf de 2
mL contendo 0,1M de EDTA e etanol absoluto. Esses tubos foram mantidos em
freezer até o momento em que foram transportados para o Laboratédrio de
Biodiversidade Molecular e Citogenética do Departamento de Genética e
Evolugdo da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, Sao Carlos — SP,
onde foram novamente mantidos em freezer até o momento da realizacao da

extracao de DNA.
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3.2. Extragao do DNA gendmico

Varios procedimentos de extragdgo de DNA genbmico de tecidos
musculares de camardao tém sido descritos na literatura. A maioria dos
protocolos existentes envolve cinco etapas basicas: maceracao do tecido fresco;
ressuspensao do material em tampao de extragao; utilizagao de um solvente
organico, para posterior separacao por centrifugacao das fases organica e
aquosa, ficando o DNA na parte aquosa e finalmente, a precipitacio do DNA
pela presenca de sal e alcool.

Alguns protocolos podem fornecer DNAs degradados ou contaminados
que, apesar de possibilitar amplificacbes por PCR, podem comprometer a
reprodutibilidade das reagdes, resultando muitas vezes, em falsos negativos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A metodologia que apresentou os melhores resultados para os propdsitos
do presente trabalho foi a descrita por Aljanabi; Martinez (1997), com algumas
modificagdes.

Pequenos pedacos de tecidos musculares (aproximadamente 50 mg)
foram macerados em almofariz de porcelana na presenca de nitrogénio liquido.
Posteriormente adicionou-se 800 uL de tampao salino (NaCl 0,4M; Tris-HCl
10mM pH8,0 e EDTA 2mM pH8,0), homogeneizando bem. Adicionou-se 80 pL
de SDS 20% e 16 pL de proteinase K (20mg/mL) e homogeneizando
novamente. Esta suspensao foi transferida para microtubos de 2,0 ml, mantidos
em banho regulado a 56°C durante 4 h, tempo necessario para que a solucao

ficasse homogénea. Apds esta etapa, os microtubos permaneceram por alguns
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minutos a temperatura ambiente e adicionou-se 300 pL de NaCl 6M,
homogeneizou-se em vortex por 30 s e centrifugou-se por 30 minutos a 10.000
rpm. O sobrenadante foi recuperado, transferindo-o para um novo tubo. Foi
adicionado igual volume de isopropanol, homogeneizando-se delicadamente. As
amostras foram incubadas a -20°C por 2 h. Posteriormente o material foi
centrifugado por 20 minutos a 10.000 rpm. Foram adicionados ao precipitado
800 pL de etanol 70% gelado e centrifugou-se por 5 minutos. Descartou-se
cuidadosamente o sobrenadante, deixando-se o precipitado por 15 minutos em
fluxo laminar. Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 100-300uL
de tampao TE 10:1 (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM) pH 8,0. O DNA foi tratado
com RNAse (20mg/mL), misturando suavemente, deixando-o em repouso por
1h a 37°C. As amostras de DNA foram acondicionados em freezer a -20°C.

A verificagdao da integridade do DNA das amostras foi analisada, apds a
eletroforese em gel de agarose 0,8% submerso em tampao de corrida TEB 1X

(Tris 89 mM; Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3).
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3.3. Quantificacdo do DNA em Espectrofotometro

Todas as bases nitrogenadas absorvem a luz ultravioleta e os acidos
nucléicos sao caracterizados por uma forte absorcao em comprimentos de onda
proximos aos 260 nm. Por isso, a quantificacdo do DNA de cada amostra foi
realizada por espectrofotometria com luz ultravioleta, e utilizando a relagao 1
DO=50 ng/uL de DNA (MANIATIS et al., 1982).

Além da concentracdo de DNA, observou-se a relacao 260/280 (acidos
nucléicos/proteinas) para verificacdo da pureza e qualidade do DNA, que,
segundo Sambrook et al (1989), o ideal é que esta relacao seja entre 1,8 a
2,0. Para verificacdo dos resultados e analise da integridade do DNA, também
foi realizada uma quantificagao em gel de agarose 0,8 %.

Apos a quantificacdo, foi preparada uma solucao de trabalho de 500 pl,
onde o DNA foi diluido em agua estéril filtrada para a padronizacdo da
concentracao do DNA de cada amostra individual para 50 ng/ul. O DNA original
foi diluido com em TE (10mM TRIS-HCL, pH 8,0, EDTA 0,1mM) e mantido em
freezer (-20 °C). Para algumas amostras, por apresentarem uma concentragao

menos elevada de DNA, ndo foi necessario a realizacao desta diluicao.
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3.4. Marcador Molecular fAFLP

A metodologia para analise por fAFLP foi realizada conforme Manual de
Instrucao do kit “AFLP Plant Mapping da Applied Biosystems” (1997) , com
algumas adaptacoes feitas para as amostras avaliadas, seguiu as seguintes
etapas:

Preparo do DNA molde e ligacdo dos adaptadores: 0 primeiro
passo da técnica fAFLP é a geracdo de fragmentos de restricdo pelo uso de
duas endonucleases de restricao (£coRI e Msel). Os adaptadores que constam
de cada kit sao ligados nas extremidades dos fragmentos de DNA, gerando um
DNA molde para a subseqliente amplificacao por PCR.

Amplificacdo Pré-seletiva: as seqiiéncias dos adaptadores e o sitio de
restricao servem como um local de ligacao do "primer" para uma subseqiiente
selecdo de baixo nivel ou amplificagao pré-seletiva dos fragmentos de restricao.

O “primer” complementar Msel contém uma Citosina na extremidade 3'.
O “primer” complementar E£coRI contém uma Adenina na extremidade 3.
Apenas aqueles fragmentos genOmicos que tenham um adaptador em cada
extremidade amplificam exponencialmente durante a amplificacdo por PCR.
Esse passo efetivamente “purifica” o alvo a partir de seqiiéncias que amplificam
apenas linearmente, ou seja, aquelas com uma extremidade modificada.

Amplificacdo seletiva: Amplificagdes adicionais por PCR sao feitas
para reduzir a complexidade da mistura de tal modo que possa ser resolvida em
um gel de poliacrilamida. Essas amplificacbes usam “primers” escolhidos a

n

partir de 24 possiveis “primers” AFLP seletivos (oito “primers” Msel, 8 “primers
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EcoRI- genomas de tamanho regular e 8 "“primers” EcoRI- genomas de
tamanho pequeno). Apds a amplificacdo por PCR com esses “primers”, uma
porcao de cada amostra sera analisada em um Sequenciador de DNA da Perkin-
Elmer Applied Biosystems.

A amplificacdo seletiva com um “primer” FEcoRI (marcado com
fluorescéncia) e um “primer” Msel amplifica principalmente fragmentos com
extremidades EcoRI-Msel. Os fragmentos com extremidades EcoRI-EcoRI nao
amplificam bem, e portanto ndo sao visualizados no gel. Os fragmentos Msel-
Msel ndo sao visualizados porque eles ndo contém a marcagdao com corantes
fluorescentes. Apenas os fragmentos contendo extremidade E£coRI serao
detectados. Genomas individuais produzem distintos perfis de fragmentos de

restricdo com cada par de “primer” de amplificacao.

A seguir tém-se as etapas detalhadas da técnica de fAFLP realizadas com

o DNA genomico do L. vannamer;

Digestdo do DNA: O DNA gendomico foi digerido utilizando-se a
seguinte reacao: 500 ng de DNA (10pl), acrescido de 1,25 pl de tampao React
1 (500 mM Tris-HCL pH 8,0, 100 mM MgCly), 5 U de EcoRI (0,5 pl) e 1,5 U Mse
I (0,3 pl). Esta reacao foi incubada por 14 horas a 37°C, e, em seguida, as
enzimas foram inativadas por 10 minutos a 65°C.

Ligacdo dos adaptadores: Foram retirados 3,67 pL da reacao de
digestao e acrescidos de 1uL de tampao T4 DNA ligase, 0,5 uL T4 DNA ligase,

0,33 uL do adaptador para o corte da Mse I e 0,33 uL do adaptador para o
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corte da Eco RI (ambos adaptadores previamente desnaturados a 95°C por 5
min). A ligacdo ocorreu por duas horas a 20 °C e entdo, foi diluida 8,7 vezes
em agua.

Amplificacdo Pré-seletiva: Retirou-se 4 ulL da reacao diluida
preparada a partir das reac0es de digestao e ligacao dos adaptadores e
acrescentou-se 1 L dos oligonucleotideos iniciadores pré-seletivos AFLP £co RI
e Mse I e 15 uL de “AFLP Core mix"”. As amostras foram colocadas no
termociclador MJ Research, INC, modelo PTC 100, cujo programa consistiu
inicialmente de dois minutos a 72°C, 20 ciclos de 94°C por 20 segundos, 56°C
por 30 segundos e 72°C por dois minutos, e finalizando a 60°C por 30 minutos.

Apods a verificagdo da reacdo pré-seletiva em gel de agarose a 1%, os
produtos amplificados na reacao pré-seletiva foram diluidos 5,5 vezes e 3,0
vezes.

Amplificacdo seletiva: Retirou-se 1,5 UL da reacao de amplificacao
pré-seletiva diluida e acrescentou-se 7,5 puL do “AFLP Core mix”, 0,5 pL do
primer-AXX da Eco RI marcado por fluorescéncia e 0,5 pL do primer-CXX da
Mse I. Apdos o preparo das reacdes, as amostras foram colocadas no
termociclador MJ Research, INC, modelo PTC 100. A amplificacao foi iniciada
com uma etapa desnaturante inicial de 94 °C por dois minutos, seguidas de 10
ciclos de 94 °C por 20 segundos, seguidos de 66 °C (diminuindo um grau por
ciclo) por 30 segundos e 72 ©C por 2 minutos, 21 ciclos de 94 °C por 20
segundos, 56 °C por 30 segundos e 72 °C por dois minutos e uma etapa final

de 60 °C por 30 minutos.
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Apés as amplificacdes, os produtos foram analisados em um
sequienciador automatico ABI 3100 Avant (Applied Biosystems), através dos
softwares GeneScan 3.1 e Genotyper 3.11.

Procedimento de aplicagdo das amostras no sequenciador:
preparou-se uma solugao contendo 8,85 pL de formamida deionizada e 0,15 pL
do padrao interno de peso molecular GeneScan-500 ROX marcado por
fluorescéncia com a coloracao vermelha. Adicionou-se a reacao seletiva 9,0 pL
desta solucao, e no termociclador desnaturou-se a reacao a 95°C por 5 minutos
e 4°C por 5 minutos. Foi aplicado 1,5 uL de cada amostra no sequenciador
capilar.

O padrao interno de peso molecular Gene Scan-500 ROX usado no
fAFLP, possui 15 fragmentos com o0s seguintes comprimentos em pares de
bases (pb): 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490
e 500.

O software GeneScan Analysis coleta os dados obtidos dos produtos
amplificados e realiza a leitura dos eletroferogramas, indicando o tamanho dos
alelos em pares de bases e a sua amplificacao através da altura dos picos
detectados. O software Genotyper usa como fonte de analise os dados obtidos
através do “software GeneScan”, indicando quais sao os alelos presentes nas
amostras através de uma pré-definicao dos alelos presentes nesta populacao,

gerando tabelas binarias de presenca (1) e auséncia (0) de picos polimorficos.
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3.4.1. Combinagdes de “primers” marcados com fluorescéncia

Foram testadas 24 combinagdes de primers, sendo 08 com marcacao
verde (JOE), 08 com marcacao amarela (NED) e 08 com marcacao azul (FAM),
conforme descrito na Tabela 01.

Para testar todas as 24 combinagdes de primers foram utilizadas 06

amostras de DNA (pertencentes a familia GO1 e G02)

Tabela 1. Combinagbes de primers (EcoRI-Msel) testados com o fAFLP. As
combinagdes de primers em negrito foram escolhidas e utilizadas nos parentais

e na populacdo segregante F2.

JOE FAM NED
1- ACG-CAA 9- ACA-CTG 17- AAC-CAA
2- AGG-CAG 10- ACT-CAC 18- AGC-CAC
3- AAG-CAG 11- ACA-CAT 19- ACC-CAG
4- ACG-CAC 12- ACT-CAA 20- AAC-CAT
5- AGG-CAT 13- ACA-CTC 21- AGC-CTG
6- AAG-CTA 14- ACT-CTT 22- ACC-CTC
7- ACG-CTC 15- ACA-CAA 23- AAC-CTT
8- AGG-CTT 16- ACT-CAA 24- AGC-CTG
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3.4.2. Construcdo do mapa de ligacéo

Foi realizada uma analise através do software Genotyper para identificar
os locos polimérficos nas populacdes segregantes F2 a partir dos locos
identificados primeiramente nos parentais (parental 1 e 2). Para cada loco
polimdrfico identificado verificou-se, para cada individuo das populacdes
segregantes F2, a presenca, representada pelo algarismo 1, a auséncia por 0,
dados perdidos pelo algarismo 9, resultando em uma tabela bindria de locos
polimorficos.

O software GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2001) foi utilizado para as
andlises de segregacdao mendeliana, construcdo dos mapas de ligacdo. Este
software é um aplicativo computacional para analise de dados moleculares e de
suas associagdes com caracteres quantitativos.

A andlise de segregacao foi realizada através do teste “qui-quadrado”
(X?), sendo estabelecido um nivel de decisdo: =0,01 e obtido um valor de p
para cada teste individual. Somente os marcadores polimodrficos presentes no
parental 1 ou 2, que segregavam na proporcao mendeliana de 1:1,com p <
0,01 e para os locos polimérficos encontrados em ambos os parentais, que
apresentavam segregacao mendeliana na proporcao 3:1, com p < 0,01 foram
considerados e utilizados para a construcao dos mapas de ligacao referente a
duas familias G1 e G2. Marcadores que nao se apresentavam dentro da
segregacao mendeliana esperada foram descartados, nao sendo usados nas

analises de ligacdo para construcdao dos mapas genéticos.
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A frequéncia de recombinacdo foi estimada para 2 marcadores por vez
em cada grupo de ligacdo, a freqiiéncia de recombinacao foi calculada e os
locos foram alocados nos grupos de ligacao conforme o valor obtido para o LOD
(log off the odds) que é a probabilidade de duas marcas estarem ligadas a uma
dada fracao de recombinacao dividido pela probabilidade dessas duas marcas
nao estarem ligadas, no logaritmo de base 10. Somente pares de marcadores
que apresentavam valores de LOD > 3 e com frequencia maxima de
recombinacdo igual a 30 centi Morgans foram considerados ligados. Distancia
de mapa em centiMorgans foi calculada usando a fungao de mapeamento de
Kosambi (1944).

A integracdo dos mapas referentes a familias G1 e G2 foi realizada
através da metodologia proposta por Salgado (2008) incorporada no programa
GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2001). Para identificar grupos de ligagao
homologos entre as familias foi realizada uma analise para se saber quais eram
os marcadores comuns AFLP (marcas ancoras), onde o requisito era encontrar
no minimo duas marcas ancoras entre 0S grupos para poder realizar a
integracao desses grupos. Marcadores AFLP sao considerados comuns quando
apresentam o0 mesmo tamanho em pares de bases, usando a mesma

combinagao de primer.
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4. Resultados

4.1. Amplificacdo de DNA e obtencéo do perfil de fAFLP

A amplificacao via PCR do DNA gendémico dos parentais das familias G1 e
G2 (machos e fémeas) e de ambas as populagbes F, segregantes (192
individuos para cada familia) de L. vannamei foi realizada através da utilizacdo
de nove combinagdes de primers fAFLP (Tabela 02). A qualidade dos produtos
amplificados obtidos das amostras de DNA dos parentais com as nhove
combinagles de primers mostrou-se satisfatdria, identificando claramente picos
bem definidos. Através do estabelecimento dos locos presentes nas amostras
dos parentais, foi possivel verificar a presenca de locos polimorficos presentes
também na populacdao F, das duas familias. As analises para estabelecimento
dos grupos de ligacao e construcao do mapa de ligagao foram feitas
separadamente para cada uma das familias e posteriormente foi realizada a
integragdo dos mapas através de marcas comuns AFLP referentes as duas

familias aqui estudadas.
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4.2. Mapa de ligacao para familia G1

Um total de 270 locos polimérficos dominantes AFLP com tamanhos
variando entre 50 e 500 pares de bases foram produzidos através da utilizagdo
de nove combinacdes de primers EFcoRIl/Msel. O numero de locos polimdrficos
gerado por estas combinagdes variou de um maximo de 50 para a combinagao
ACT-CAA (FAM) a um minimo de 18 para ACC-CAG (NED), sendo observada
uma média de 30 locos polimoérficos por primer.

A andlise de segregacdo, realizada através do teste “qui-quadrado” (X?)
feita pelo software GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2001), revelou que 104 locos
polimorficos estavam presentes no parental machou ou fémea, mas somente 58
destes locos segregavam na propor¢cao mendeliana de 1:1 com p > 0,01. O
restante (46 locos) apresentaram um desvio de 44% da proporgao mendeliana
esperada. Por outro lado, 166 locos polimdrficos foram encontrados em ambos
os parentais, sendo observados apenas 45 locos com segregacao mendeliana
na proporgao 3:1 (P < 0.01). Para os locos segregantes, encontrou-se uma
média de 11,4 por primer, sendo observado um total de 103 locos polimdrficos
segregantes (Tabela 2).

Para a construcao do mapa de ligacao foram selecionados os 103
marcadores polimodrficos que apresentaram segregacao esperada (58 com
segregacao 1:1 e 45 com segregacao 3:1). Deste total, 98 marcadores (95%)
apresentaram-se alocados em algum grupo de ligagdo, sendo possivel
estabelecer quatorze grupos de ligacao (Figura 1). O nimero de marcadores

distribuidos nos diferentes grupos de ligacao estabelecidos variou de um
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minimo de 2 marcadores a um maximo de 42 marcadores por grupo, sendo
observada uma média de 7 marcadores por grupo. O comprimento dos grupos
de ligacao variou de 1.70 cM a 192.78 cM, sendo que o mapa genético obtido
gerou uma cobertura do genoma estimada em torno de 349.98 cM, de acordo

com a funcao de Kosambi.
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Tabela 2. Combinagdes de primers AFLP utilizadas nas amplificacdes de
PCR,nomenclatura utilizada nos mapas de ligacdo e numero de locos

polimorficos para cada familia, que atenderam aos critérios de segregacao

adotados.
Fluorescéncia EcoRI Msel ®Nomenclatura N- Locos N- Locos
usada Base seletiva  Base seletiva Kocher et al. Segregantes Segregantes
(1998) Familia (G1) Familia (G2)
JOE AGG CAG 59 12 12
FAM ACT CAC 42 10 01
NED AAC CAA 01 12 13
JOE ACG CAC 34 14 07
FAM ACT CTT 48 08 06
NED ACC CAG 27 05 03
JOE AAG CAG 11 12 08
FAM ACT CAA 41 17 06
NED AGC CTG 55 13 03
Marcadores
1:1 58 41
Marcadores
3:1 45 18
Total 103 59

®Numeros correspondentes a identificacao da combinacdo de primer (KOCHER

et al., 1998).
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Figura 1. Mapa genético de ligagdo do camardao marinho L. vannamei (familia GO1). Marcadores AFLP sdao mostrados no lado

direito de cada grupo e o espacamento entre os marcadores € indicado no lado esquerdo em cM Kosambi.
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4.3. Mapa de ligacao para familia G2

Os perfis de amplificacao obtidos para a populagao F, da familia G2 (192
amostras) também apresentaram boa qualidade, sendo possivel identificar um
total de 188 locos polimdrficos dominantes AFLP com variagdo de tamanhos
entre 50 e 500 pares de bases. As combinacOes de primers que geraram o
maior e menor nimero de locos polimorficos, respectivamente, foram a NED
(AAC-CAA) com 34 locos e a NED (ACC-CAG) com 06 locos polimorficos, sendo
observado uma média de 20.8 locos polimérficos por combinagdo de primer. A
analise de segregacao dos marcadores em caracterizados nesta familia também
foi testada por meio do teste “qui-quadrado” (X?), adotando-se =0,01, no
programa GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2001), revelando que, de acordo com a
segregacao mendeliana esperada, dos 188 locos polimorficos, 41 locos
apresentavam segregacao mendeliana de 1:1 e 18 locos apresentavam
segregacao mendeliana de 3:1. A andlise revelou que, deste total, 96 e 33
marcadores, respectivamente, exibiam desvio das proporgdes mendelianas
esperadas. Novamente, os locos que apresentavam desvios da segregacao
mendeliana esperada foram excluidos das analises. A média encontrada para os
locos segregantes por primer foi de 6.5, valor estimado para as nove
combinagoes de primers utilizadas, com um total de 59 locos segregantes para
esta familia (Tabela 2).

Para a construcdo do mapa de ligacdo desta familia (Figura 2) foram
utilizados apenas 59 locos segregantes (41 locos apresentavam segregacao

mendeliana de 1:1 e 18 locos tinham segregacao mendeliana 3:1), resultando
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em 4 grupos de ligagdo, com uma cobertura de 300.73 cM (Kosambi). Foram
alocados 42 marcadores (71.18%) nesses grupos de ligacao, sendo que o
nimero de marcadores variou de um minimo de 3 a um maximo de 32 por
grupo de ligacao. O comprimento dos grupos de ligacao variou de 28.46 cM a
183.74 cM. Dos 59 locos segregantes utilizados para a construcao deste mapa,

17 locos nao foram incluidos em nenhum grupo de ligacao.
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4.4. Integracdo dos mapas (familias G1 e G2)

Um mapa de ligacao integrado grupo 1 (GL1) foi desenvolvido com base
nos dados obtidos a partir do primeiro grupo de ligacdo das duas familias (G1 e
G2) referente aos mapas independentes.

Foi possivel encontrar 08 marcas ancoras AFLP nos grupos de ligacdao de
nimero 01 (GL1) das duas familias. Apds a identificacdo dos marcadores
ancoras AFLP, os mapas foram alinhados, ordenados e integrados, resultando
em apenas um grupo de ligacdo integrado. Foram distribuidos 66 marcadores
nesse mapa integrado, o qual evidenciou um grupo de ligacao extremamente
bem saturado, com uma cobertura do genoma estimada de 874.16 cM, de
acordo com a funcao de Kosambi (Figura 3). A distancia estimada entre os
marcadores incluidos no mapa integrado variou de 0,01 a 47,12 cM.
Marcadores ancoras foram também encontrados em outros cinco grupos de
ligacdo, embora a integracdo nao tenha sido possivel porque os critérios de dois

marcadores ancoras por grupo de ligagdo nao foi cumprido.
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5. Discussao

5.1. Mapa de ligacdo das familias G1 e G2

No presente estudo, a partir de uma combinacao de 9 conjuntos de
primers para AFLP, foram identificadas 270 marcas polimérficas para a familia
G1. Deste total, 103 locos apresentaram segregacao mendeliana e 98 puderam
ser utilizadas para o estabelecimento de quatorze grupos de ligagao no genoma
de L. vannamei. Por outro lado, na familia G2, andlises com as nove
combinacbes de primers, geraram 188 locos polimdrficos, onde 59
apresentaram segregacao mendeliana e 42 desses marcadores foram ligados
em algum grupo de ligacao. Estes dados, juntamente com outros estudos,
demonstram que a utilizacdo da técnica AFLP pode gerar uma grande
quantidade de locos polimorficos, apresentando grande potencial para estudos
gue envolvam a construcao de mapas de ligacao (VOS et al, 1995; LIU;
CORDES, 2004), incluindo diferentes espécies de camardao (MOORE et a/., 1999;
WILSON et al, 2002; LI et al, 2003; PEREZ et al, 2004; LI et al, 2006.,
ZHANG et al.,, 2007., STAELENS et a/.,, 2008).

Foi possivel encontrar mais de 100 locos polimérficos segregantes na
familia G1, com propor¢cdes mendelianas esperadas, 5 deles ndo se mostraram
ligados a nenhum outro marcador para a construgdo do mapa genético de L.
vannameij, nao sendo incluidos em qualquer grupo de ligacdo identificado na
familia G1. Na familia G2 encontramos 59 locos polimérficos segregantes nas

proporcoes de 3:1 e 1:1, onde 42 desses locos foram distribuidos em 4 grupos
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de ligacao e 17 ndo foram ligados, nao sendo incluidos em nenhum grupo de
ligacdo para o mapa genético de ligacdao. Para a familia G1, 98 locos
apresentaram-se Uteis para a construcao do mapa quando utilizamos a funcao
de Kosambi, que converte a freqiiéncia de recombinacao dos locos em valores
de distancia de mapa em centiMorgan (KOSAMBI, 1944).

Um maior nimero de locos polimorficos foi encontrado na familia G1.
Apesar dessa familia ter sido originada de um parental em geracdao bastante
avancada (F»,) (linha Venezuela), o seu cruzamento com um outro parental, de
origem distinta (F 7) (linha Panama) parece ter aumentado a sua variabilidade,
0 que ocasionou a obtencao de um maior nimero de locos polimdrficos (270)
mais satisfatorio que aquele obtido na familia G2 (188). Este maior nimero de
locos polimdrficos observados na familia G1 possibilitou a obtencdo de um
maior nimero de locos segregantes (103) em relacdao a familia G2 (59) e,
consequentemente, um maior nimero de grupos de ligagdo.

Em geral, os estudos de mapeamento genético em camarao tém relatado
uma média de 10 locos polimorficos segregantes por combinagao de primer
AFLP utilizada (WILSON et a/, 2002; LI et al., 2003; LI et al., 2006; STAELENS
et al,, 2008). PEREZ et al. (2004), no entanto, encontraram uma percentagem
menor de bandas polimoérficas segregantes para espécie L. vannameij, sendo
observada um média de 7,1 locos segregantes por primer. Em contraste ao
resultado de Pérez et al (2004), nds conseguimos identificar uma média de
11,4 locos polimorficos segregantes por primer quando consideramos o total de
combinagOes de primers utilizada para a familia G1. Na familia G2 encontramos

uma média um pouco menor, 6,5 locos segregantes por primer. A média dos
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locos segregantes por combinacdao de primer, apresentada pelas duas familias
encontrou-se dentro da média observada para espécies de peneideos na
literatura. O valor referente a familia G1 é maior que aquele relatado por Pérez
et al. (2004) e um pouco menor na familia G2 para esta mesma espécie de
peneideo, demonstrando que os dados gerados no presente trabalho s3o
satisfatdrios para esta espécie.

Essa diferenca observada para o numero de locos polimdrficos
segregantes por combinagdo de primer entre familias G1 e G2 pode estar
relacionada com a diferente composicao dos reprodutores das duas familias G1
e G2. A menor proporcao de locos segregantes na familia G2 pode estar
relacionada ao fato das linhas Panama e Equador serem geneticamente mais
similares do que as linhas Panama e Venezuela.

Apesar do elevado nimero de locos AFLP polimérficos segregantes
encontrados, foi observado, no entanto, uma propor¢ao alta de locos com
distorcao da segregacao mendeliana esperada. Entre os 270 locos analisados
na familia G1, apenas 103 locos encontravam-se na proporcao esperada,
correspondendo a uma porcentagem de apenas 38% do total de locos
polimorficos obtidos. Na familia G2, dentre os 188 locos polimérficos, 59 locos
encontravam-se na proporcao esperada, revelando uma porcentagem de 31%
do total de locos polimérficos obtidos.

Distorcdes da segregacdo mendeliana esperada em camardes tém sido
comumente relatados em estudos que visam a construcdo de mapas genéticos
de ligacao (PEREZ et al., 2004; ZHANG et al, 2007; STAELENS et al, 2008).

Estudos realizados por Pérez et a/ (2004) e Zhang et a/ (2007) na espécie L.
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vannamei relataram altas taxas de distorcao para segregacao mendeliana
esperada para marcadores AFLP. Zhang et a/ (2007) relataram 2071 bandas
polimorficas identificadas para esta espécie de camardao, onde 826 marcas
(cerca de 40,5% do total de locos caracterizados) apresentaram desvio da
proporcao esperada. Neste mesmo estudo, comparativamente, foi observada
uma taxa de distorcao significativamente menor para os marcadores
microssatelites, também utilizados para construcao do mapa, o qual apresentou
uma proporgao de menos de 10% de locos microssatélites com distor¢do para
segregagao mendeliana esperada.

Estudos realizados em outras espécies de camardes peneideos utilizando
marcadores moleculares AFLP, no entanto, revelaram desvios da proporcao
mendeliana menores que aqueles encontrados para L. vannamei, Na espécie M.
Japonicus foi encontrada uma taxa de distorgao menor que 5% (LI et a/. 2003),
enquanto que na espécie Fenneropenaeus chinensis, cerca de 12,2% dos locos
estabelecidos apresentaram desvios das proporcoes esperadas (LI et a. 2006).

Fatores que podem influenciar a distorcao da segregacao mendeliana
esperada sdao os possiveis desvios estatisticos devido ao baixo tamanho da
amostragem, erros de genotipagem, amplificacdo de fragmentos do mesmo
tamanho a partir de varias regides genodmicas e fatores de natureza bioldgica,
como a proximidade fisica de genes que ocupam regides do genoma
relacionadas a formacdo dos gametas e/ou viabilidade de gendtipos apds a
formagao dos zigotos (FARIS et al, 1998; VOGL; XU, 2000; ZHANG et al,
2007). Locos que apresentem desvios de segregacao mendeliana devem ser

excluidos da construgdo dos mapas de ligacdo, uma vez que estes podem
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influenciar significativamente nos testes estatisticos utilizados para detectar os
grupos de ligacao gerando, assim, resultados enviesados (YAO et al, 1999;
BEARZOTI, 2000).

Populagdes de L. vannamei utilizadas para construcdo de mapas de
ligagdo baseados em AFLP e também marcadores microssatélites Zhang et al.
(2007), encontraram LOD variando de 14 a 17 para marcas microssatélites,
enquanto valores em torno de 3 foram considerados adequados para marcas
AFLP. Segundo Pérez et al. (2004) valores de LOD situados entre 2 e 3 e/ou
maiores que 3 para locos AFLP ligados parecem ser comuns. Com base nestes
valores de LOD, estes autores conseguiram estabelecer um mapa de ligacao
com um comprimento total de 2771 cM para o genoma de fémeas, sendo
possivel estabelecer 51 grupos de ligacao a partir da utilizacdo de 212 marcas
segregantes. Deste total, 155 marcas apresentaram LOD>3 e 57 delas
apresentaram 2<LOD>3. Uma média de 4,2 marcadores por grupo de ligagao
estabelecido foi encontrada, sendo observado um minimo de 2 e maximo de 10
locos por grupo. Neste estudo, os autores encontraram uma média de 55,3 cM
para cada grupo de ligacdo, o qual variou de 0 a 188 cM. A distancia estimada
entre as marcas utilizadas variou de 0 a 30 cM, sendo que a média observada
foi de 17,1 cM. Para machos, a média observada foi menor (15,6 cM), sendo
que a distancia entre marcadores por grupo de ligacdo variou de 2 a 30 cM,
tendo sido possivel estabelecer grupos de ligacdo com 2 a 159 cM para este
sexo. No presente trabalho, o valor do LOD foi 3,0 e a cobertura do genoma

estimado foi de aproximadamente 350 cM para G1 e 300 cM para G2.
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Se compararmos 0s valores encontrados neste estudo com a literatura
em relacdo ao tamanho do mapa de ligacao encontrado para ambas as familias
parece estar dentro do esperado. Em Prochilodus argenteus, Rojas (2008),
estabeleceu 9 grupos de ligagao, utilizando 15 combinagdes de primers, o que
resultou numa cobertura do genoma de 442,08 cM para esta espécie. Wilson et
al. (2002), utilizando 23 conjuntos de primers AFLP em A. monodon, identificou
673 locos polimérficos, segregantes, sendo possivel estabelecer 20 grupos de
ligacdo e uma cobertura de 1412 cM do genoma desta espécie.

Em média os trabalhos de construcdo de mapas genéticos tém relatado
mais de uma centena de locos polimdrficos segregantes, obtendo-se dessa
maneira um maior niimero de grupos de ligacdo (PEREZ et al,, 2004; ZHANG et
al., 2007; STAELENS et a/,, 2008). O primeiro mapa de ligacao, construido para
o camarao P. japonicus (MOORE et al., 1999), evidenciou 44 grupos de ligacao
a partir da obtencdo de 246 locos polimdrficos segregantes. Para esta mesma
espécie Li et al. (2003), encontrou um total de 401 locos com segregacao 1:1,
obtendo 43 grupos para machos e 31 grupos de ligagao para fémeas.

Na espécie L. vannamei foram construidos dois mapas de ligacao
especificos para sexo. Em um deles Pérez et a/. (2004) encontraram um total
de 51 e 47 grupos de ligacao para machos e fémeas, respectivamente, a partir
de 394 locos segregantes com proporcao 1:1. Em outro estudo, Zhang et al.
(2007) encontraram 45 grupos de ligacao para os dois mapas genéticos
especifico para cada um dos sexos, onde 642 marcadores segregantes foram
estabelecidos para fémea, e 603 para machos. Para construcao desses mapas,

cada um dos autores utilizou mais de 100 combinacOes de primers AFLP (além
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dos 30 locos microssatélites utilizados por Zhang et al (2007).
Comparativamente aos dados encontrados no presente trabalho, o baixo
nimero de locos polimodrficos segregantes em relacdo a média descrita na
literatura, pode justificar o reduzido nimero de grupos de ligacdo observado
neste estudo.

Apesar de termos encontrado poucos grupos de ligagdo para a familia
G2, um dos grupos de ligacao (denominado GL1) estabelecidos, apresentou-se
bem saturado, apresentando 32 locos segregantes localizados muito proximos
um do outro. O mesmo foi observado na familia G1 onde foram encontrados 42
locos segregantes e uma média de 7,35 marcadores por grupo. A familia G2
uma média de 14,75 marcadores polimorficos segregantes.

Houve uma grande variacdo entre o numero de marcadores observado
em cada grupo de ligagdo estabelecido para cada uma das duas familias aqui
analisadas. Foi observado um minimo de 2 e um maximo de 42 marcadores por
grupo de ligacao para a familia G1. A distancia em cM entre os marcadores
variou de 0,1 a 22,62, com uma média préxima a 4,50 cM. Para a familia G2
encontramos uma distancia entre os marcadores que variou de 0,0 a 15,59 cM.
Esta alta proporcao de marcadores AFLP concentrados em um mesmo grupo de
ligagdo, provavelmente, contribui para estabelecimento de um menor nimero
de grupos de ligacao. Por outro lado, estes dados favorecem estudos que visam
identificar QTLs em regides mais precisas, uma vez que alguns grupos
encontram-se saturados, com marcadores bem préximos entre si (DARVASI et

al, 1993).
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Em Lycopersicon esculentum, por exemplo, Grilli et al (2007) também
encontraram uma quantidade significativa de marcadores situada em somente
um grupo de ligacao. Cerca de 30 marcadores AFLP encontrava-se localizado
em um mesmo cromossomo, 0 qual serviu de base para estudos que visavam
identificar QTLs em tomates. Desta forma, a caracterizacao de grupos de
ligacdo saturados com uma grande quantidade de marcadores préximos entre
si pode ser uma estratégia interessante para identificar genes de interesse.
Neste trabalho, os autores conseguiram uma cobertura de 1191,46 cM, através
do estabelecimento de nove grupos de ligacao estabelecidos a partir da
identificacao de 106 marcadores, com segregacao 3:1, obtidos da utilizacao de

seis combinacdes de primers AFLP.

Os resultados aqui apresentados em relacao a quantidade de locos
segregantes encontrados com apenas 09 combinagdes de primers foram
maiores que aqueles relatados para a espécie L. vannamei em outros estudos
utilizando marcadores AFLP. O nimero maximo de marcadores encontrados por
grupo de ligacao também foi maior. Entretanto, o niUmero de grupos de ligacao
estabelecido se situou abaixo do esperado, sendo possivel cobrir apenas cerca
de 350 cM do genoma desta espécie. Por outro lado, se considerarmos, os
dados somente do grupo GL1 obtido para as duas familias, o tamanho desse
primeiro grupo de ligacao foi de 192.78 cM (familia G1) e 183.74 cM (familia
G2), valor superior a aqueles observados para machos por Pérez et al. (2004)
(159 cM) e por Zhang et al. (2007) (161 cM). Em fémeas, no entanto, grupos

de ligagao distantes entre si de 28 a 260 cM puderam ser estabelecidos a partir
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da utilizacao de marcas AFLP combinadas a locos microssatélites (ZHANG et al.,

2007).
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5.2. Integracado dos mapas das familias G1 e G2

Na literatura poucos trabalhos sobre integracao de mapas para camarao
tém sido relatados (WILSON et a/,, 2002; STAELENS et a/., 2008). Entretanto,
tais mapas podem aumentar potencialmente a estimativa de localizagao de
QTLs e também avaliar possiveis diferencas entre os efeitos dos QTLs
estabelecidos em diferentes populacdes (WALLING et al., 2000; LI et a/.,, 2005).
A andlise de QTL realizada com base em uma Unica populagdo ndo fornece
dados suficientes para estabelecer o comportamento ou efeito deste QTL em
populacOes diferentes. Por outro lado, a analise conjunta com base em mapas
integrados pode aumentar o poder de deteccdo de um QTL e avaliar o seu
efeito em diferentes situacoes (REBAI; GOFFINET 1993; WALLING et a/., 2000;
BLANC et al., 2006). A integracao de mapas em diferentes familias provenientes
de diversos cruzamentos pode ser Util para determinar as posicoes relativas de
transferéncia de marcas. A fusao de diferentes mapas em um Unico mapa, com
alta densidade de marcas em comum pode facilitar o desenvolvimento de
marcadores que estao estreitamente ligados a um QTL ou a genes de interesse.

No presente estudo, houve uma correspondéncia entre os grupos de
ligacdo GL1 das duas familias aqui estudadas, com relacao a atribuicdo e a
ordenacdo das marcas neste grupo de ligagdao. Os grupos homologos que se
integraram foram o0s que apresentaram o maior numero de marcadores
polimorficos segregantes, sendo possivel encontrar oito marcas ancoras AFLP

em comum nesses grupos de ligagao.
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No entanto, a auséncia de marcas ancoras em outros grupos de ligagao
das familias G1 e G2, talvez seja devido ao fato das familias analisadas terem
origens diferentes (Panama x Venezuela e Panama x Equador), apesar de
compartilhar a heranca Panama para metade do genoma. Estas diferencas
existentes entre as populacbes G1 e G2 e também os 17 marcadores nao
incluidos no mapa da familia G2, podem ter resultado em um baixo nimero de
marcas ancoras, diminuindo, desta forma, o nimero de grupos de ligacao
obtidos para o mapa integrado. Além disso, o fato da familia G2 ter
apresentado somente 4 grupos de ligagao decorrentes da identificacao de
poucos locos polimérficos segregantes, também pode ter contribuido para o
baixo nimero de grupos de ligacao observado no mapa integrado.

Sendo assim, acreditamos que mapas integrados sejam mais eficientes
quando as familias de referéncia utilizadas para o cruzamento e obtencdo das
populacles segregantes, possuem origens comuns e apresentam um expressivo
conjunto de marcas ancoras, o que nao foi possivel observar neste trabalho.
Em contraste aos resultados aqui apresentados, Wilson et al (2002)
encontraram 116 marcadores comuns em populacdes segregantes F,
pertencentes a trés familias do camarao P. monodon derivadas de cruzamentos
entre individuos selvagens (Gg). As trés familias foram geradas a partir de
individuos selvagens, pertencentes a uma mesma populacao, apresentando
desta forma, maior probabilidade de estarem geneticamente relacionados no
momento do cruzamento, aumentando a probabilidade de apresentarem um

expressivo nimero de marcas ancoras.

56



Moore et al (1999) em um estudo realizado em M. japonicus, também
identificou um numero significativo de marcadores AFLP conservados em
diferentes familias. Isso poder estar relacionado ao fato de que essas familias
foram originadas a partir de uma Unica populagao (WILSON et al., 2002).

Em um estudo posterior nesta mesma espécie, Li et a. (2003) deram
continuidade as analises de AFLP referentes as familias previamente estudadas
por Moore et al. (1999) o qual chamou de primeiro estagio de mapeamento
genético. Neste novo estudo, chamado de segundo estagio de mapeamento
seletivo, Li et al (2003) adicionaram mais progénies da mesma familia,
totalizando 102 progénies, as quais foram genotipadas para 54 combinagdes de
primers. Nos resultados referentes aos dois estagios citados acima, os autores
conseguiram um total de 401 marcadores segregantes 1:1, consistindo em 315
marcadores comuns. Para 107 marcadores com segregacao de 3:1
encontrados, 75 foram comuns. Esses resultados sugerem que marcadores
comuns podem ser facilmente encontrados em familias compartilhando uma
origem comum e também a integragdo de mapas nestes casos parece ser uma
estratégia extremamente eficiente.

Resultados semelhantes ao de Li et a/ (2003) foram obtidos no estudo
de Staelens et a/ (2008) onde foram identificados 70 marcadores comuns,
totalizando 21 grupos de ligacao homdlogos entre os mapas de macho e fémea
referentes a trés familias de P. monodon. Neste estudo a obtengdo das familias
também se deu a partir do cruzamento entre parentais pertencentes a uma

Unica populagao.
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No presente estudo, apesar do mapa integrado ter revelado apenas 1
grupo de ligacdao, o numero de locos polimorficos segregantes para este grupo
GL1, foi significamente maior do que os obtidos nos mapas independentes das
duas familias. Este grupo integrado servira para analises futuras de QTLs, uma
vez que se encontra intensamente saturado com marcas extremamente
préximas entre si. Além disso, os dois mapas independentes das duas familias
podem ser utilizados para investigar a presenca de QTLs segregando para cada
uma destas familias. Entretanto, se tais QTLs estiverem segregando em ambas
as familias, o mapa integrado podera ser mais eficaz para se estudar as
diferentes combinacdes alélicas (MALIEPAARD et al., 1998).

O framework dos mapas aqui apresentados pode ser de grande
relevancia para a atribuicdo de novas combinacdes de primers AFLP e alocacao
de marcadores microssatélites a serem integrados num desses mapas, visando
a completa cobertura do genoma desta espécie, especificamente regides
gendmicas de interesse econdmico. Além disso, a atribuicdo de novos
marcadores microssatélites sera extremamente valiosa para o estabelecimento
de correspondéncia entre mapas genéticos de diferentes cruzamentos de
populacOes e para estudos de mapeamento comparativo e evolugao (sintenia).

Enfim, as informagOes obtidas com o presente estudo sao importantes
para a espécie e deverdao fornecer subsidios para futuros trabalhos de
melhoramento genético do camardo marinho L.vannamej, visando obter

populagoes mais produtivas e resistentes a doencas.
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Conclusoes



6. Conclusdes

A técnica de fAFLP mostrou-se eficiente para a geracdao de locos segregantes
em Litopenaeus vannamei a partir de nove combinacdes de primers, sendo
possivel a construcdo dos mapas de ligacdo e a integracdo desses mapas,

porém nao permitiu cobertura completa.

O framework dos mapas aqui apresentados pode ser de grande relevancia para
a atribuicao de novas combinacbes de primers AFLP e marcadores
microssatélites para serem integrados num desses mapas, visando a completa

cobertura do genoma desta espécie.

Apesar do mapa integrado ter revelado apenas um grupo de ligacao, o numero
de locos polimorficos segregantes para este grupo GL1, foi significativamente

maior do que o obtido nos mapas independentes das duas familias.

Os dois mapas estabelecidos para as familias G1 e G2 separadamente podem
ser utilizados para investigar a presenca de QTLs segregando para cada uma
dessas familias. Se esta analise demonstrar, porém, que tais QTLs, encontram-
se segregando em ambas as familias, o0 mapa integrado podera ser mais eficaz

para se estudar as diferentes combinacOes alélicas.
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