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ABSTRACT
A consensus genetic map of the turbot (Scophthalmus maximus), based on microsatellite
markers. A consensus linkage map of the turbot (Scophthalmus maximus) was constructed
from a haploid gynogenetic family and a biparental diploid family with known linkage phase.
A total of 242 microsatellites were mapped in 26 linkage groups. The consensus map length
was 1343,2 cM, with an average distance between markers of 6,5 cM. Similar length of
female and male maps was evidenced. However, the recombination at common intervals were
about 1.6 times higher in the via female map. This map will be suitable for QTL identification
of productive traits in turbot and for further evolutionary studies in fish and vertebrate
Species.

Familias de referencia: i) haploide con 96 embriones haploides (HF), obtenidos en el Instituto Espafiol de Oceanografia
de Vigo; ii) diploide biparental, con una progenie de 85 juveniles (DF), suministrada por Stolt Sea Farm. Extraccion de
ADN: protocolo Chelex® en embriones haploides,y fenol-cloroformo en las muestras restantes. Un total de 316
microsatellites disponibles en rodaballo (Estoup et al. 1998; Coughlan et al. 1998; lyengar et al. 2000; Bouza et al. 2002;
Pardo et al., 2005, 2006; 2007) fueron amplificados en la madre de la familia HF, seleccionando 248 para el analisis de
ligamiento, en base a criterios técnicos y de polimorfismo. En la familia DF fueron genotipados todos los marcadores
monomorficos en HF, mas un subconjunto de 81 marcadores de anclaje distribuidos uniformemente en el mapa HF.
Genotipado: mediante un secuenciador ABI 3100 y el programa GENEMAPPER version 3.7 (Applied Biosystems).

Los mapas HF y DF fueron construidos independientemente utilizando JOINMAP 3.0 (van Ooijen y Voorrips 2001).
Ademas, los genotipos de la familia DF se organizaron en dos conjuntos de datos para construir un mapa genético
paterno y materno. Los grupos de ligamiento (LG) fueron establecidos a LOD > 3,0. Se comprobo la presencia de dobles
recombinantes, siendo verificados o corregidos. El mapa de referencia de cada familia se establecio con LOD >3,0 y
recombinacion <0,40. Las distancias genéticas se estimaron mediante JOINMAP 3,0 (funcion de Kosambi). ElI mapa
consenso se construyo integrando las dos familias de referencia (JOINMAP 3.0; LOD >3,0; recombinacion <0.40). La
ordenacion de marcadores por LG se realizo a LOD>2,0. Los marcadores ordenados a LOD<2,0 se representaron como
accesorios. Los mapas graficos fueron generados utilizando MAPCHART 2.1 (Moorrips 2002). El analisis comparativo
de las secuencias de rodaballo fue realizado mediante NCBI-BLAST contra los genomas de peces modelo Tetraodon
nigroviridis, Takifugu rubripes y Danio rerio.

MATERIAL y METODOS

Grupos de ligamiento Tetraodon

Sma-UsSC228

5 / Sma-Usc15

1/4AC18

9
0 4 Sma-Usc42

-~ Sma-USC139

Sma-UsCc271

3
0 N Sma-Usc104

- Sma-UsC238

™~ Sma-UsSC206

SSSSSSSS 54

- B11-112/6/3
[~ Sma-USC135

L~ Sma-Usc272
I\ Sma-USC204
~ Sma-USC174

Sma-Usce2

Sma-UsC284

Db bbhbhwwowow-=
NOOWONOIONOWO o
[+] [(+] o

V"
L~ Sma-UsC161

g g
Lo
~

NI
w w w w 7]

Sma-UsC187

56,8
59,9

=~ Sma
™~ Sma

Sma-Usc208

LG14

-UsC146
-USC33

Sma-Uscss

o
2 Sma-Uscsg1

™~ Sma-USC63

™ Sma-Usc25

4 =
9 ™~ Sma-USCT74

0,0 Sma-Uscse7
Sma-Usc29 (f.g) 04 Sma-Usca1
55 Sma-UsC75

7.4 Sma-Usc148

8,6 Sma-UsC117

17,4 Sma-uUsc231

18,0 -Usc234

Sma-Usc253

Sma

i Sma-USc109(a)
N, Sma-USc185
5 Sma-USC219

LG9

Sma-Usc232

SmaS-111INRA

Sma-Uscsesg
~

Sma-USC

4
6 ™~ Sma-UsCc21
4/6CA22/6/2

Sma-UsCso

Grupos de ligamiento Rodaballo

0 = Sma-UsSC216
50

6 —T [~ Sma-USC1

oy WWwwwN -
6 ©EO0N R MmO
i [S 00

Sh ©w wo ~Noo
NN N N/

LG16

ma-| 28
Sma-Usc172
Sma-Usc195

Sma-UsSC256
Sma-Usc250

Sma-UsSC136
Sma-UsC282

Sma-UsC164

6,6 ~—— =
0 [~ Sma-Usc2

14,0
16, =2

SSSSSS 54

~~ Sma-UsSC38

/ Sma-UsC162

Sma-
Sma-UsC2é
Sma-USC163
SSSSSSSS 44
Sma-Usc113

38,1 - USC11
39,0 / a

39,8 a

40,7 a

59,5 \ -

615 Sma-UsSC96
61,8 Sma-Uscs3
62,4 Sma-USC79

tSma-USC12
Sma-UsC198
K~ Sma-UScgs
N Smai-

N Sma-Usc247

N Lo« DML
[=] SRR N~
SASL SNV LA

LG11

~ Sma-UsCc258

1 < Sma-Usc201
Sma-UsSC1562

L~ Sma-UsSCeé2
| [~ Sma

] -Uscs
[~ Tu3-10INRA

~L -
[N~ Sma-Usc235
Sma-Usc22

Sma1-152INRA
N

Sma-USC134
™ Sma-USC142

LG24

0,0 Sma-Usc210
2,7 E F8-111/8/17
6,7 Sma-Usc229

-
@
o

ma-UsSC183(d)
a-uUsc184

ma-USC566
ma-usc143

Sma-UsSC160
Sma-UsC137

LG26

Sma-USC175
00 8 gma-usc24s

11213

4

6

8

9

11 1

©O© || N|IO OBl IDN]|—~

—_
o

_
_

_
N

—_
w

—
N

—_
(&)]

_
(o)

—_
~

—_
o

—_
O

N
o

N
_

-~

1

1

2

1

1

1

1

1

1

1

Figura 3. Mapeo comparativo: secuencias sinténicas Rodaballo vs Tetraodon
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CONCLUSIONES
Este estudio presenta el primer
mapa genetico de rodaballo
basado en microsatélites, una
herramienta basica de analisis
genomico en esta especie. Su
aplicacion permitira la
localizacion de QTLs vy
regiones genomicas
relacionadas con caracteres
productivos  (resistencia a
enfermedades,  crecimiento,
determinacion sexual), como
base para la seleccion de
reproductores asistida  por
marcadores. El mapa integrado
representa un recurso
gendmico a partir del cual
seleccionar marcadores para
futuros proyectos de mapeo
genetico y/o  fisico en
rodaballo, pero tambien para
estudios de mapeo
comparativo en peces.
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INTRODUCCION

El rodaballo (Scophthalmus maximus) es un pez plano de gran valor comercial. La mejora
genetica de su produccion constituye un desafio investigador en el contexto de un
mercado global competitivo. Entre sus principales objetivos: minimizar consanguinidad y
pérdidas de diversidad geneética, el control de la proporcion de sexos y la seleccion de
reproductores para resistencia a determinadas enfermedades o para mayor tasa de
crecimiento. El conocimiento gendmico de esta especie esta limitado a estudios
cariotipicos (Bouza et al. 1994; Cufnado et al. 2001) y al desarrollo reciente de
marcadores a escala genomica (Pardo et al. 2006; 2007). Presenta un genoma pequefo
comparado con otros peces Yy vertebrados (Cunado et al. 2001).

Los mapas geneticos representan herramientas esenciales de investigacion gendmica,
siendo una primera aproximacion para identificar genes de interes relacionados con
caracteres productivos. El analisis de ligamiento proporciona mapas de referencia para
desarrollar mapas fisicos y proyectos genoma, asi como estudios evolutivos a través del
mapeo comparativo (Danzmann y Gharbi 2001). El analisis de multiples poblaciones
segregantes permite el mapeo integrado de un gran numero de marcadores en un unico
mapa consenso, siendo escasas las referencias en peces no modelo (Lee et al. 2005;
Gharbi et al. 2006). Los microsatelites son marcadores idoneos para la construccion de
mapas geneticos de moderada y alta densidad (Kal et al. 2005; Wang et al. 2007). Este
estudio presenta la construccion de un mapa genético consenso en rodaballo con densidad
suficiente para la busqueda de QTLs (quantitave trait loci) y en estudios evolutivos.

RESULTADQOS
El mapa consenso (Figura 1) contiene 242 microsatélites con 229 posiciones unicas, y
solamente seis marcadores no ligados. Se encontraron 26 LGs con una media de 9,3
microsatélites por LG, oscilando entre 0 cM (2 marcadores en el LG26) y 115,1 cM (14
loci en el LG1). La longitud de mapa total fue 1343,2 cM, y el rango de distancia entre
marcadores de 0 a 33,4 cM, con un promedio de 6,5 cM. En el mapa de referencia, 61%
de los intervalos presentaron <5 cM, 20% entre 5y 10 cM, 14% entre 10 y 20 cM, y solo
un 5% mostraron >20cM. El orden de marcadores en el mapa consenso fue esencialmente
similar al de los mapas individuales. Los mapas especificos de sexo mostraron
esencialmente la misma longitud de mapa, pero la recombinacion fue significativamente
superior en el mapa femenino para marcadores informativos comunes (Fig. 2). Un 24%
de secuencias de rodaballo mostraron similitud significativa (e<10°) con secuencias
gendémicas conocidas de T. nigroviridis; muchas de ellas (78%) tambien homologas
respecto a T. rubripes. EI numero de homologias significativas con D. rerio fue menor
(9%). El analisis comparativo reveld varias regiones sinténicas entre los mapas genéticos
de rodaballo y Tetraodon (Fig. 3).
DISCUSION

El mapa consenso de rodaballo consolida grupos de ligamiento de diferentes familias de
referencia: una diploide relacionada con experimentos de QTLsS, y otra haploide idonea
para el mapeo futuro de marcadores dominantes (RAPD, AFLP). El nUmero de grupos de
ligamiento del mapa consenso excede el niumero haploide de cromosomas de rodaballo
(22; Bouza et al. 1994). La discrepancia comunmente descrita en mapas geneticos de
peces, incluyendo el de tilapia (>500 microsatelites; Lee et al. 2005), se espera solventar
aumentando el numero de marcadores. La ratio de recombinacion entre sexos para
Intervalos de mapa comunes fue similar a la descrita en otros mapas de peces basados en
microsatélites, como lubina y dorada (Chistiakov et al. 2005; Franch et al. 2006). Al igual
que en rodaballo, en otros peces se ha descrito una longitud similar entre mapas
masculino y femenino, pero con tasas de recombinacion especificas de sexo entre
Intervalos de mapa (Kai et al. 2005; Wang et al. 2007). La resolucion promedio del mapa
de rodaballo ofrece una densidad suficiente para la identificacion de QTLs (Dekkers y
Hospital 2002). La variacion en recombinacion especifica de sexo y posicion puede tener
Implicaciones practicas al facilitar el disefio experimental para el rastreo genomico en
rodaballo. EI mapeo comparativo de secuencias de rodaballo respecto a genomas de
peces modelo resultd filogenéticamente congruente, con resultados globales similares a
los obtenidos de forma analoga en otros Acantopterygii (Franch et al. 2006; Wang et al.
2007). Estas secuencias conservadas, Independientemente de su papel funcional,
constituyen herramientas Utiles para el mapeo comparativo, respecto a peces modelo con
mayor desarrollo genomico (Franch et al. 2006; Wang et al. 2007).
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