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RESUMO: Entre as aplicagdes do mapeamento gendmico esta a procura por /oci de caracteres quantitativos, influenciando
caracteristicas economicamente importantes na producao animal. A metodologia identifica relagdes entre variacdes no nivel
do DNA e valores fenotipicos. Esses dados fenotipicos podem ser referentes a caracteristicas de heranga simples ou quantita-
tiva (heranca poligénica). Em anos recentes, andlises tém sido focadas, principalmente em caracteres quantitativos, pois sao
a base das caracteristicas de producdo. No entanto, a natureza poligénica desses caracteres com variagao continua dificulta
analises classicas, por meio de cruzamento para isolamento génico, principalmente em razao da falta de segregagao fenotipica
discreta. Nesses casos, regides do DNA responsaveis pelo fendtipo sdo definidas como QTL (Quantitative Trait Loci). Sua
identificagdo pode ser realizada por varredura genomica ou andlise de cromossomos individualmente. Um préximo passo
¢ identificar os genes presentes nas regides proximas a marcadores ligados ao QTL. O procedimento ¢ realizado por meio
de mapeamento fino, com o emprego de um maior numero de marcadores proximos a regido de localizacdo do QTL. Este
refinamento da andlise de ligacao, ou saturacdo da regido de mapeamento, permite reduzir o tamanho da regido mapeada, e,
portanto, reduzir o nimero de possiveis genes relacionados ao QTL. Do ponto de vista estatistico, os métodos para mapear
QTL sao agrupados em trés grandes classes: modelos de regressao (locus simples ou haplétipos de dois loci), modelos de ma-
xima verossimilhanca e modelo bayesiano. Um dos objetivos do estudo de associagdo marcador-QTL ¢ utilizar marcadores
em desequilibrio de ligacdo com o QTL na sele¢do assistida por marcadores (SAM), de forma que maiores incrementos na
taxa de resposta possam ser obtido em relagdo a selecdo tradicional. Diversos QTLs ligados a caracteristicas de crescimento,
resisténcia a doengas e reproducgdo tém sido identificados em diversas espécies de peixes. Entretanto, seu numero ¢ reduzido
comparativamente entre taxons. O objetivo desta revisdo ¢ apresentar as principais caracteristicas e aplicacdes da analise de
QTL em peixes.

PALAVRAS-CHAVE: Mapeamento de gene. Sele¢do assistida por marcadores. Piscicultura.

QUANTITATIVE TRAIT Loci (QTL) IN FISHES

ABSTRACT: Among the applications of genome mapping is the search for loci that influence economically important
quantitative traits in animal production. The methodology identifies the relationship among variations at DNA level and
phenotypic values. These phenotypic data may be referent to traits of simple or quantitative (polygenic) inheritance. In re-
cent years, analyses have been mainly focused in quantitative traits, since these are usually production traits. However, the
polygenic nature of these particular characters with continuous variation makes it difficult to employ classical analyses of
crosses for gene isolation, mainly due to the lack of discrete phenotypic segregation. In these cases, DNA regions responsible
for the phenotype are defined as QTL (Quantitative Trait Loci). Its identification can be done by a whole-genome screening
or analyzing chromosomes individually. A next step is to identify the genes present in the regions next to markers linked to
QTL. The procedure is done by fine mapping, using a larger number of markers next to the region of the QTL position. This
refinement of the linkage analysis or saturation of the mapping region allows reducing the size of the mapped region and
thus reduce the number of possible genes related to the QTL. From the statistical point of view the methods to map QTL are
grouped into three large classes: regression models (simple locus or haplotypes of two loci), maximum likelihood methods,
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and bayesian analyses. One of the objectives of the study of the association marker-QTL is to use markers in linkage disequi-
librium with QTL in marker assisted selection (MAS), so greater increments on the response rate could be obtained in relation
to the classical selection. Several QTLs linked to growth traits, disease resistance, and reproduction were identified in many
species of fish. Neverthless, this number is reduced comparatively among taxa. The objective of this review is to present the
main characteristics and applications of QTL analysis in fish.

KEYWORDS: Gene mapping. Marker-assisted selection. Aquaculture.

Loci DE CARACTERES CUANTITATIVOS (QTL) EN PECES

RESUMEN: Entre las aplicaciones del mapeo gendmico esta la biisqueda por /oci de caracteres cuantitativos, influenciando
caracteristicas economicamente relevantes en la produccion animal. La metodologia identifica relaciones entre variaciones a
nivel del ADN y valores fenotipicos. Esos datos fenotipicos pueden ser referentes a las caracteristicas de herencia simple o
cuantitativa (herencia poligénica). En afios recientes, analisis han sido enfocadas, principalmente en caracteres cuantitativos,
pues son la base de las caracteristicas de produccioén. Sin embargo, la naturaleza poligénica de esos caracteres con varia-
cion continua dificulta analisis clasicos, que utiliza cruzamientos para aislamiento génico, principalmente en razon de la
falta de segregacion fenotipica discreta. En esos casos, regiones del ADN responsables por el fenotipo son definidas como
QTL (Quantitative Trait Loci). Su identificacion puede ser realizada por barredura genémica o por andlisis individual de
cromosomas. Un proximo paso es identificar los genes presentes en las regiones proximas a los marcadores unidos al QTL.
El procedimiento es realizado a través del mapeo fino, con la utilizacion de un mayor nimero de marcadores proximos a la
region de localizacion del QTL. Este refinamiento del analisis de union o saturacion de la region del mapeo, permite reducir
el tamafio de la region de mapeo, y por lo tanto, reducir el nimero de posibles genes relacionados al QTL. Del punto de vista
estadistico, los métodos para mapeo QTL son agrupados en tres grandes clases: modelos de regresion (locus simple o haplo-
tipos de dos /oci), modelos de maxima verosimilitud y modelo bayesiano. Uno de los objetivos del estudio de la asociacion
marcador-QTL, es utilizar marcadores en desequilibrio de unién con el QTL en la seleccion asistida por marcadores (SAM),
de manera que mayores incrementos en la taza de respuesta puedan ser obtenidos en relacion a la seleccion tradicional. Di-
versos QTLs unidos a caracteristicas de crecimiento, resistencia a enfermedades y reproduccion han sido identificados en
diversas especies de peces. No obstante, su nimero es reducido en comparacion a otros taxones. El objetivo de esta revision

es presentar las principales caracteristicas y aplicaciones del analisis de QTL en peces.
PALABRAS CLAVE: Mapeo de gene. Seleccion asistida por marcadores. Piscicultura.

1. Introducao

Atualmente, os diversos programas de sequencia-
mento genémico em desenvolvimento estdo gerando infor-
magdes sobre genes que podem ser utilizados para identificar
animais geneticamente superiores, de uma forma mais dire-
ta. Esses genes, funcionais, constituem uma pequena parte
(menos de 5%) do genoma de um individuo, e a maioria dos
demais ndo se conhece, ainda, as suas fungdes.

Dentre os mapas genéticos mais adiantados estdo os
de bovinos, suinos ¢ aves. Mapas de outras espécies, den-
tre elas caprinos, ovinos, felinos, caninos, equinos, e peixes
(zebrafish, fugus, catfish, salmao e tilapias), estdo em desen-
volvimento. Embora, o zebrafish ¢ fugus ndo sejam espécies
comerciais, a utilizacdo em analise de sintenia pode conduzir
a localiza¢do de genes em outras espécies. Diferentemente
de humanos, o principal objetivo dos projetos de mapea-
mento em animais, ndo ¢ apenas a identificagdo de regides
gendmicas relacionadas com enfermidades, mas também a
localizacdo de genes envolvidos com a variacdo genética
em fendtipos economicamente importantes, que possam ser
diagnosticados diretamente, ou por meio de marcadores ge-
némicos (GUIMARAES, 2004).

Com o crescente desenvolvimento da biotecnologia
¢ da biologia molecular, varios métodos de analise de DNA
tém possibilitado a localizagdo de marcadores moleculares
ao longo do genoma de muitos organismos. Esses marcado-
res constituem uma importante ferramenta para a pesquisa
de caracteristicas de producdo ligadas a loci de caracteres
quantitativos (QTL) (ROTHSCHILD; SOLLER, 1999). Por
defini¢do, QTL — “quantitative trait loci”- sdo regides cro-

mossomicas relacionadas com a variagdo fenotipica de carac-
teristicas quantitativas. Como poucos /oci economicamente
importantes (ETL — Economic Trait Loci) sao conhecidos, e
QTLs nao tém suas bases moleculares definidas, esses, atu-
almente, tém sido referidos mais como uma associa¢ao es-
tatistica do que propriamente como uma entidade biologica,
sendo a heranca acompanhada pelos marcadores. Portanto,
QTLs tém sido identificados como associagdes estatisticas
significativas entre os valores genotipicos ¢ a variabilidade
fenotipica na progénie segregante (WILLIAM, 1998).

Os fundamentos da teoria do mapeamento de QTL
foram entendidos a partir do trabalho de Thoday (1961).
Esse autor sugeriu que se um oligogene (heranga complexa)
estiver ligado a um monogene (heranga simples), os efeitos
fenotipicos do oligogene podem ser indiretamente estudados
com base nos efeitos do gene vizinho. Com o advento dos
marcadores moleculares fundamentados em DNA, o nimero
de associagOes entre esses marcadores e caracteres de heran-
¢a poligénica de importancia econdmica foram ampliados
significativamente.

Experimentos usando mapeamento de QTL sao
conduzidos visando trés objetivos basicos: 1) localizar ge-
nes responsaveis pela variagdo genética em fenotipos eco-
nomicamente importantes, como ponto inicial para a selecdo
assistida por marcadores no melhoramento animal; 2) em
longo prazo, realizar a clonagem molecular dos genes de fe-
noétipos especificos; e 3) responder questdes basicas sobre 0s
processos evolutivos (PATERSON, 1998).

Excluindo as espécies mais tradicionais utilizadas
na aquicultura, entre elas tilapias, carpas, salmdo, truta ar-
co-iris, catfish, yellowtail, seabass asiatico, etc., as demais
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ndo possuem mapas de ligagdo que suportem uma analise de
QTL. Questdes relacionadas a custos e dificuldades de cria-
¢do de um grande nimero de peixes sob as mesmas condi-
¢oes, bem como a falta de mapas de ligagdo tem limitado
estudos genéticos em muitas espécies de peixes (WANG et
al., 2006). Para a grande maioria das espécies, nem genes
clonados ou marcadores do tipo microssatélites estdo dispo-
niveis para emprego na analise de ligacdo. Recentemente no
Brasil tem sido desenvolvidos marcadores do tipo micros-
satélites para algumas espécies nativas, entre elas, matrin-
cha, pacu, curimba, pirarucu e jundia. Entretanto, sdo poucos
marcadores, ¢ estudos de ligacdo ainda nao foram realizados,
nem mesmo suportam uma analise de varredura genomica de
baixa resolugdo.

Os estudos de QTL podem ser especificos a um cro-
mossomo ou grupo de ligagdo ou por meio de uma varredura
gendmica, para posterior refinamento da regido ao redor do
QTL identificado por intermédio do uso de mais marcadores
nesta regido, o qual ¢ chamado de saturag@o. Essa averigua-
¢do utiliza informacdes dos eventos de recombinacdo que
ocorrem entre os marcadores genéticos, quando os game-
tas sdo formados, e os transmitem dos pais para a progénie
(LUND et al., 2003).

Entre as aplicagdes do mapeamento genético, a bus-
ca por QTLs, que influenciam caracteristicas de importancia
econdmica na produgdo animal tem sido muito explorada.
Seu objetivo principal ¢ identificar se existem relagdes entre
polimorfismo de DNA e os valores de fenotipos. Os valores
fenotipicos observados podem ser referentes a caracteristicas
de heranca simples (qualitativa) ou quantitativas. No entan-
to, as ultimas, vem recebendo maior atengdo pelo interesse
direto na aplicagdo em melhoramento genético. Em face ao
potencial de melhoramento genético que pode ser realizado
com a aplicac¢@o da analise de QTL, esta revisao tem como
objetivo apresentar as principais caracteristicas e aplicagdes
em peixes.

2. Desenvolvimento
2.1. Mapeamento de QTL

A constru¢do dos mapas de ligagdes baseados em
distancias genéticas permite avaliar a arquitetura genética de
caracteristicas quantitativas, ou seja, identificar, medir ¢ ma-
pear a magnitude dos efeitos dos principais fatores genéticos
envolvidos no controle destas caracteristicas. Esse tipo de
mapeamento ¢ importante quanto a ligacao génica, desequili-
brio de ligagdo, eventos de recombinagao e analise estatistica
empregada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

Em espécies aquaticas, muitos esfor¢os sdo dedi-
cados ao mapeamento de QTL. Marcadores ligados a QTLs
para caracteristicas de crescimento, eficiéncia de conversao
alimentar, idade a maturagdo sexual, tolerancia de doenga
bacteriana, intervalo entre geragdes ¢ taxas de desenvolvi-
mento embrionarias, foram identificados em catfish, sal-
mao, truta arco-iris e tilapias (MARTYNIUK et al., 2003;
O’MALLEY et al., 2003; WORAM et al., 2004; REID et al.,
2005; JANSSEN, 2006; MOGHADAM et al., 2007). Para
peixes cultivados, o primeiro mapeamento importante de
QTLs foi relatado em 1998 (JACKSON et al., 1998).

O mapeamento de QTLs possibilita mensurar o nu-
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mero de /loci quantitativos envolvidos na heranga complexa,
bem como suas localizagdes cromossdmicas, modo de agdo
génica (aditividade, dominancia, heterose e epistasia), esti-
mar a propor¢do da variancia fenotipica, além de possibilitar
a decomposi¢@o da interagao gendtipos x ambientes a nivel
de cada QTL (JANSEN et al., 1995; FERREIRA; GRATTA-
PAGLIA, 1995; AUSTIN; LEE, 1998, CNAANI et al., 2003;
WANG et al., 2007). Por exemplo, o salmao do Atlantico e a
truta arco-iris, dentre outros, foram recentemente estudados
quanto a regides cromossomicas contendo loci de caracteres
quantitativos associados a varias caracteristicas de cresci-
mento (MARTYNIUK et al., 2003; NICHOLS; WHEELER;
THORGAARD, 2004; REID et al., 2005), ¢ historico de vida
(taxa de desenvolvimento e idade a maturagdo) (O’MALLEY
etal.,2003; SUNDIN etal., 2005; LEDER et al., 2006). Estes
estudos identificaram muitos QTL, sendo alguns com efeitos
maiores. Resultados iniciais sugerem que, a0 menos em par-
te, alguns QTLs podem ter sido conservados ndo somente
entre cromossomos homoélogos, mas também entre cromos-
somos homedlogos (O’ MALLEY et al., 2003).

2.1.1. Fatores influenciando o mapeamento

Muitos fatores influenciam o mapeamento experi-
mental de QTL, tais como: a finalidade do estudo, o orga-
nismo usado, a populagdo segregante e, ¢ claro, o recurso
disponivel. O célculo do tamanho da amostra requerido para
detectar QTL depende da herdabilidade total do mesmo, da
possivel interag¢ao entre QTLs (multiplos), e também do mé-
todo estatistico empregado na analise de mapeamento. Por-
tanto, a magnitude do efeito de QTL (quanto da variagdo ¢é
explicada pelo QTL), tamanho da populagdo segregante ava-
liada e a frequéncia de recombinagdo entre o marcador e o
QTL afetam a capacidade de detecgdo de QTL (PATERSON
et al., 1991; TANKSLEY, 1993). O mapeamento de QTLs
também ¢ afetado por diferengas nas estruturas de popula-
¢oes, devido a diferengas em termos de homozigosidade,
frequéncias genotipicas, e desequilibrio de ligagdo (WEIR,
1996).

A principal dificuldade em encontrar evidéncias de
que alguns /oci génicos estdo associados com determinado
carater quantitativo, estava relacionada com as deficiéncias
na preciso da localiza¢ao dos marcadores (THODAY, 1961;
NEIMANN-SORENSEM; ROBERTSON, 1961). Outras di-
ficuldades para identificar genes e muta¢des fundamentando
os QTLs estavam relacionadas ao fato de que a maioria dos
QTLs possuiam um efeito fenotipico pequeno e estavam loca-
lizados em regides regulatorias (ANDERSON; GEORGES,
2004), ou de baixa recombinag¢ao (SUNDIN et al., 2005).

2.1.2 Métodos empregados para mapear QTL

A detecg@o de QTLs, segundo Camp ¢ Cox (2002),
requer 3 estagios essenciais: (1) uma coleg@o de dados feno-
tipicos de populagdes com pedigrees conhecidos e adequada-
mente desenvolvidos; (2) uma cole¢do de dados genotipicos
acurados (marcadores de DNA); e (3) uma analise estatistica
correlacionando os dados fenotipicos e genotipicos que refli-
ta a organizacdo e estrutura do pedigree.

O requerimento de uma populagdo com pedigrees
conhecidos causa uma dificuldade para a aplicagdo deste tipo
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de analise em populagdes nativas, devido a falta desta infor-
magdo. Também neste mesmo contexto, um mapa genético
de marcadores variaveis pode ndo estar disponivel, mesmo
embora a existéncia ou ndo de um mapa genético ndo seja
uma condi¢do essencial para a analise de QTL (SLATE,
2005). Alternativamente, populagdes ou cruzamentos orien-
tados podem ser realizados para produzir uma populacao se-
gregante a fim de coletar dados fenotipicos e genotipicos.

O QTL pode ser identificado por meio de uma var-
redura do genoma em que a segregagdo de um grande nu-
mero de marcadores, distribuido sobre o genoma inteiro, ¢
testado para associagdes com os fendtipos observados. A
busca de QTL pode ser mais especifica, restringindo-a ape-
nas a um cromossomo. Idealmente, os marcadores devem
ser co-dominantes e ter heterozigosidade elevada. Marca-
dores microssatélites cumprem estes critérios, entretanto, a
obtengdo desses ¢ um processo exigente em recursos, € que,
para muitas espécies, mapas de alta densidade ndo estdo dis-
poniveis (JACKSON et al., 1998; OZAKI,; SAKAMOTO;
KHOO, 2001).

Segundo Ferreira ¢ Grattaplagia (1995) a determi-
nagdo da ligagdo genética entre marcadores ¢ QTL, depende
da existéncia de desequilibrio de ligagao entre alelos no locus
marcador ¢ alelos dos QTLs. O desequilibrio de ligagao gera
efeitos quantitativos associados ao marcador, que podem ser
detectados e estimados por meio de analises estatisticas apro-
priadas.

O desequilibrio de ligagdo ¢ decorrente de efeitos
de ligagdo ou epistaticos entre os loci, resultando em desvios
das frequéncias gaméticas em relagdo as de equilibrio. Uma
importante constatacdo ¢ que, os QTLs, na maioria das vezes,
ndo sdo coincidentes entre populagdes constituidas por dife-
rentes parentais. Essas variagoes detectadas pela analise de
QTL, segundo Huang et al. (1996), ocorrem em virtude de:
1) falta de expressdo génica em algumas populagdes devi-
do aos diferentes conjuntos de genes; 2) ndo existir variagdo
entre os dois parentais para alguns QTL, assim, ndo ha se-
gregacgdo para eles; 3) equivoco da expressao de alguns QTL
causado por efeitos ambientais, especialmente para popula-
¢oes F2 onde o QTL com efeitos muito pequenos ndo podem
ser detectados sem experimentos replicados. Os resultados
de Eknath (1995) demonstraram forte influéncia do ambiente
no crescimento de machos e fémeas das diferentes linhagens
de O. niloticus, evidenciando diferenga de expressdo do po-
tencial genético em 19 ambientes avaliados.

O posicionamento do gene que controla a caracte-
ristica dentro do cromossomo também pode trazer dificulda-
de para localizacdo do QTL. Oliveira (1999) verificou que
as regioes ricas em sequéncias satélites nos cromossomos de
O. niloticus localizam-se principalmente nos centromeros e
regides pericentroméricas de todos os cromossomos, com ex-
cecdo de regides intersticiais em dois bragos curtos de 2 pares
de cromossomos. QTLs proximos ao centromero dificultam
a analise, uma vez que, para o refinamento da localizagdo do
QTL, altos niveis de recombinagao sdo requeridos (SUNDIN
et al., 2005).

Embora um grande niimero de métodos estatisti-
cos avangados tenham sido desenvolvidos para melhorar a
localizacdo de QTL, o numero limitado de eventos de re-
combinagdo, disponivel em pedigrees usados habitualmente
para mapeamento de QTLs levam, essencialmente, para uma
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aproximagdo do QTL. Isso ¢ principalmente devido a algu-
mas geragdes de acasalamento e um niimero restringido de
individuos testados (CNAANI et al., 2004).

Dentre os métodos propostos para a localizagdo de
QTL encontram-se os modelos lineares (ANOVA e regres-
sdo linear), mapeamento por intervalo (“interval mapping”
ou “flanking-marker analysis”), mapeamento por intervalo
composto (“composite interval mapping”) (ZENG, 1994;
JANSEN, 1993) e mapeamento multiponto (“multipoint ma-
pping”) (KEARSEY; HYNE, 1994). Mais recentemente, o
uso de modelos bayesianos tem sido amplamente explora-
dos para mapeamento de QTLs (SATAGOPAN et al., 1996;
UIMARI; HOESCHELE, 1997; SEN; CHURCHILL, 2001;
XU, 2003; BOGDAN;GHOSH; DOE, 2004; WANG et al.,
2005). Porém, esses tltimos ndo foram extensamente apli-
cados na pratica, principalmente devido a dificuldade de es-
colher distribui¢des apriori, complexidade de computagio e,
necessidade de softwares sofisticados.

Um dos procedimentos mais simples para detecgdo
de QTL sdo os modelos lineares, que analisam separadamen-
te a diferenga entre os valores fenotipicos médios para cada
marcador, ndo sendo necessaria a construgdo de mapas de
ligacao (EDWARDS; STUBER; WENDEL, 1987). Como li-
mitacdo, ha o fato de que quanto maior for a distancia entre
0 QTL e o marcador, menor sera a probabilidade de detecta-
los em vista da possibilidade de recombinag@o entre o gene
marcador e os QTLs (LYNCH; WALSH, 1998).

Segundo Knott e Haleyt (1992) os principios do ma-
peamento por intervalo podem ser aplicados na analise de
dados de familias de irmaos completos. O uso desses dados é
muito menor em geragdes F2 para a detecgdo de um QTL de
tamanho equivalente. Métodos de estimag@o por maxima ve-
rossimilhanga sdo indicados para a detecgao de QTLs usando
marcadores flanqueantes em familias de irmdos completos.
Os efeitos aleatdrios das familias que podem ser usadas tanto
para detecgdo de QTL como para calcular o efeito de sua
frequéncia. Com um niimero total fixo de irmaos completos o
poder de detecgdo diminui substancialmente com a diminui-
¢d0 do tamanho da familia. Aumentando o numero de alelos
por loci marcadores ¢ diminuindo o intervalo sobre o QTL,
faz com que aumente a sua eficacia. Portanto, para obter
adequadamente sua importancia ¢ necessario criar um mapa
bastante denso com marcadores altamente informativos.

Gongalves et al. (2008) apontam como vantagens
do método bayesiano a incorporagao de informacdes de pedi-
gree, de parametros adicionais de perturbagao (efeitos fixos,
componentes de varidncia) ¢ a incerteza associada as infor-
macdes de marcadores genéticos (frequéncia alélica, distan-
cia genética). Um modelo bayesiano de estimacdo baseado
no método Monte Carlo via Cadeias de Markov foi aplicada
para mapear QTL em uma popula¢do de mapeamento duplo
haploide de truta arco-iris (MARTINEZ et al., 2005). Foram
encontrados QTLs para tempo de eclosdo, comprimento em-
brionario e peso a primeira nadada. A posi¢do acurada do
QTL neste estudo foi obtida pela combinacao de todas as in-
formagdes disponiveis utilizadas pelo método bayesiano.

Embora uma consideravel redugdo da localizacdo
dos loci fundamentando o QTL possa ser realizada com o
mapeamento, as acuracias destas estimativas sdo da ordem
de dezenas de centimorgans, o que ndo ¢ suficiente para a
localizagdo dos genes (BALL, 2007).
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A dissecagdo da base molecular de caracteristicas
quantitativas pode ser realizada empregando linhas congé-
nitas. As linhas congénitas podem ser produzidas por meio
da selecdo assistida por marcadores e estratégia AB-QTL
(Advanced Backcross — QTL). A estratégia AB-QTL nada
mais ¢ do que sucessivos retrocruzamentos de uma linhagem
contendo o QTL com outra linhagem onde QTLs ndo estdo
presentes (backgraund genético diferente). Para tanto, é ne-
cessario que os marcadores flanqueantes aos QTL estejam
fortemente ligados, de forma a minimizar o arraste génico ao
redor dos QTLs sendo retrocruzado. Sundin et al. (2005) uti-
lizaram essa estratégia para refinar o mapeamento para taxa
rapida de desenvolvimento embriondrio em truta arco-iris.
Esses pesquisadores empregaram ginogenéticos, baseado
nos resultados de Sakamoto et al. (2000) que identificaram
que taxas de recombinagdo em regides centroméricas de fé-
meas sdo 10 vezes maiores do que as de machos. Checagens
com marcadores ndo ligados aos QTLs confirmaram a redu-
¢do dos estoques nos retrocruzamentos realizados.

2.2 Marcadores moleculares x QTL

A hipotese empregada para o mapeamento de QTL,
¢ de que alguns marcadores moleculares polimorficos esta-
rao proximos e, portanto suficientemente ligados aos QTLs.
Na maioria das progénies de um individuo heterozigoto para
um marcador, sera possivel associar as variagdes em caracte-
risticas quantitativas de interesse com o gendtipo do marca-
dor, que sera indicativo do gendtipo de QTL.

A habilidade para realizar estudos de QTL em
grande escala seguiu o desenvolvimento de marcadores mo-
leculares, que sdao assim chamados porque suas diferengas
no DNA néo afetam (ou ndo deveriam) a fung¢do do gene e,
consequentemente, do fenodtipo do individuo. Os mapas de
ligacdo que definem a ordem e a distancia entre marcadores
¢ genes em um cromossomo, a partir das taxas de recombi-
nacao, sdo constituidos, em sua maioria, por marcadores mi-
crossatélites, devido ao seu amplo polimorfismo, facilidade
de amplificagdo por PCR, e identificagdo de alelos (LYNCH;
ALSH, 1998; MONTGOMERY, 2000).

Um importante aspecto a considerar ¢ o tipo de
marcador a ser escolhido, que deve apresentar a maior proba-
bilidade possivel de localizar-se préximo ou fazer parte dos
genes responsaveis pelos QTL desejados. Os polimorfismos
de DNA, como os observados em microssatélites, t€ém sido
amplamente utilizados para aferigdo de diversidade genética
em organismos aquaticos (SHIKANO; TANIGUCHI, 2002),
e também para identificar novos QTLs. Mais recentemente,
marcadores SSCP (Single Strand Conformation Polymor-
phis) e SNPs (single-nucleotide polymorphisms) também es-
tao sendo empregados para analise de QTLs ou mesmo locus
individuais.

As associagOes estabelecidas entre marcadores e
QTL de um individuo, sdo acompanhadas por diversas ge-
racdes subsequentes de melhoramento (GRATTAPAGLIA;
SEDEROFF, 1994). Zhang ¢ Smith (1992) afirmaram que a
detecgdo de marcadores proximos ao QTL aumenta o dese-
quilibrio de ligagdo disponivel para selegdo, sendo que, para
ligagSes muito proximas, a selecdo de alelos marcadores
corresponde a selegdo para os QTLs (EDWARDS; PAGE,
1994).
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Os estudos de ligagdo entre marcador e gene de in-
teresse podem ser empregados para as mais diferentes ca-
racteristicas, tais como: taxa de crescimento, peso corporal
¢ qualidade da carne, as quais sdo importantes economica-
mente, apresentam variagdo continua, e sdo controlados por
muitos genes dispersos ao longo do genoma (DEKKERS;
HOSPITAL, 2002).

Desta forma, pode-se verificar que, o que ¢ identifi-
cado como QTL é um segmento cromossomico, onde podem
estar situados um ou mais genes relacionados com expressao
de uma caracteristica, e ndo necessariamente um unico /ocus
(FALCONER; MACKAY, 1995).

2.2.1 Caracteristicas de resisténcia a doencas

A propagacdo de doengas ¢ um dos principais pro-
blemas para a producdo na aquicultura, e determinar a arqui-
tetura genética de caracteristicas de resisténcia a doencgas €
de grande interesse aos melhoristas. O mapeamento de QTLs
para a resisténcia a doengas ¢ uma aproximagao que pode
fornecer informagdes sobre posigdo e efeitos de genes que
influenciam essa caracteristica.

Abordagens genomicas tém sido conduzidas prin-
cipalmente para caracteristicas relacionadas ao desempenho
em produc¢do, e pouco tem sido explorado para resisténcia a
doengas. Estudos com genes candidatos foram mais direcio-
nados a explorar doengas bacterianas e viricas. Para doengas
parasitarias, estudos de populagdes para investigagdo de ani-
mais resistentes também foram conduzidos.

Uma recente busca complexa por ligagdes genéticas
entre marcadores de DNA e QTLs para imunidade, resposta
ao estresse, parametros bioquimicos do sangue e tamanho
dos individuos, foi conduzido em hibridos de tilapia, e reve-
laram 35 associagdes significativas da caracteristica com o
marcador, envolvendo 26 marcadores microssatélites em 16
grupos de ligagdo (CNAANI et al., 2004).

Um dos objetivos do trabalho Moen et al. (2004) foi
propor uma estratégia de detec¢ao de QTLs para a resisténcia
da doenga em espécies aquiculas, enquanto o mapa genético
ndo esta disponivel. Isso representa um atalho comparativo
de estratégias de mapeamento de QTLs atualmente usadas
em criagdes de animais terrestres.

Estratégias para deteccdo de QTLs para resistén-
cia a doencas tém sido desenvolvidas e aplicadas contra a
Sindrome da anemia infecciosa (ISA) em salmdo do Atlan-
tico (Salmo salar). A ISA causa varios problemas no cultivo
de salmio para a industria da Noruega, Canada e Estados
Unidos (THORUD; DJUPVIK, 1988; MULLINS; GRO-
MAN; WADOWSKA, 1998; BOUCHARD et al., 2001). O
agente causal pertence a familia orthomyxoviridae de virus
de RNA (FALK et al., 1997), e mudangas patologicas tipi-
cas incluem varias anemias, leucopenias, ascites ¢ necro-
ses hemorragicas no figado (THORUD; DJUPVIK, 1988;
EVENSEN;THORUD; OLSEN, 1991).

Um QTL associado a resisténcia ao virus IHN (/n-
fectious Hematopoietic Necrosis) foi encontrados em retro-
cruzamentos entre espécies de truta (PALTI; PARSONS;
THORGAARD, 1999; PALTI et al., 2001). Em tilapia, mar-
cadores associados com genes com deleg@o de alelos (PAL-
TI, et al. 2002) ¢ taxas de distor¢des sexuais (SHIRAK et
al., 2002) foram encontrados em linhagens geneticamente
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congénitas.

A identificagdo de genes responsaveis por diferentes
respostas a resisténcia a doengas ¢ extremamente importante,
pois permitiria a sele¢do de animais mais resistentes e que
respondam melhor, ou mais homogeneamente aos tratamen-
tos. O desenvolvimento de técnicas moleculares tem possi-
bilitado estudos para identificagdo de genes responsaveis por
essa caracteristica, e o melhor entendimento de suas fungdes
nesse processo, entretanto, nenhum trabalho para dissecagao
de suas bases genéticas tem sido empregado em peixes.

2.2.2 Caracteristicas reprodutivas

Estudos analisando o efeito de diversos QTLs rela-
cionados ao fotoperiodo na desova tém sido conduzidos em
muitas espécies de peixes (BROMAGE; PORTES; RAN-
DALL, 2001), com importantes fungdes para reprodugio,
incluindo maturagdo e crescimento somatico (NORBERG
etal., 2001; RODRIGUEZ; ZANUY; CARRILLOM, 2001),
crescimento folicular e tamanho dos ovos (BERRIL, et al.
2003), periodo de desova, fecundidade e tamanho dos ovos
(CAMPOS-MENDOZA et al., 2004).

Apesar da enorme quantia de pesquisas relaciona-
das ao fotoperiodo e da importancia dos eventos reprodu-
tivos para a evolucdo da aquicultura, sua base molecular ¢
pouco conhecida. Recentes avancos na biologia molecular
comecaram a esclarecer as fungdes biologicas em seu coti-
diano (ROENNEBERG; MERROW, 2003).

Leder et al. (2006) mapearam genes candidatos
proximos a um QTL, para gerar dados em truta arco-iris
(Oncorynchus mykiss) que poderiam indicar se estes genes
estariam relacionados com os efeitos dos QTLs identifica-
dos. Varios genes foram escolhidos para a analise de seus
papéis na reprodugdo e circulagdo, incluindo o hormoénio
de liberagdo da gonadotrofina 3A e 3B em salmdo (Gn-
RH3A e GnRH3B), clock, Period I ¢ AANAT-1 ¢ AANAT-II
(Arylalklamine N-acetyltransferase 1 e 11). Esses genes fo-
ram sequenciados, e identificados polimorfismos em duas
familias de truta arco-iris, uma das quais foi detectado efeito
dos QTLs para o peso a desova.

Segundo Martyniuk et al. (2003), a herdabilidade e
as correlagdes genéticas entre caracteristicas relacionadas ao
crescimento de duas linhagens cultivadas (Rainbow Springs
e Spring Valley) de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) fo-
ram calculados usando métodos de probabilidade de maxima
verossimilhanga com uma genealogia de trés-geragdes. A
herdabilidade foi alta para massa corporal ¢ moderada para
idade a maturidade sexual em machos. Isso indica que, aque-
les individuos que cresceram mais rapido foram provavel-
mente os que apresentaram maturidade aos 2 anos de idade,
em relacdo aos individuos que cresceram mais lento nas duas
linhagens investigadas. Trés sugestivos QTLs para precoci-
dade foram encontrados para massa corporal em Rainbow
Springs, enquanto nenhuma associacdo foi evidenciada para
Spring Valley. Os resultados sugerem que essas regides po-
dem apresentar um papel importante para a correlagdo gené-
tica e fenotipica entre massa corporal ¢ precocidade nestas
espécies.
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2.2.3 Caracteristicas de producao

Em bovinos, suinos € aves, varios estudos localiza-
ram QTLs que afetam caracteristicas economicamente impor-
tantes, como produgdo de leite, depdsito de gordura, peso de
carcaga, coloracdo carne do peito (ROHRER; KEELE, 1998;
RON et al., 1994; VAN KAAM et al., 1999; DI STASIO et
al., 2003; CASAS et al., 2004), entre outras. Na aquicultura,
no entanto, o nimero de estudos semelhantes sdo reduzidos,
provavelmente como reflexo da pequena quantidade de pro-
gramas de sele¢do que tém sido implementados, para poucas
espécies. De fato, muitas das espécies exploradas economi-
camente na aquicultura comercial sdo ainda essencialmente
selvagens (GJEDREM, 2000). Embora, os peixes possuam
algumas vantagens, no tocante a populagdes para mapea-
mento, relacionadas com a prolificidade dos reprodutores,
por outro lado, a dificuldade da marcag¢ao em idade precoce
¢ a manutengdo de registros de pedigrees contribuem para a
menor frequéncia atual de estudos de QTLs em peixes.

O desenvolvimento de recursos gendmicos na tila-
pia facilitou a busca por genes envolvidos em caracteristi-
cas fenotipicas de importancia comercial. QTLs para a cor
vermelha do corpo, o qual esta relacionado com a cor da
carne, foram identificados em um cruzamento Oreochromis
niloticus e a hibrida Oreochromis aureus usando métodos
categoricos e quantitativos. Para ambos os métodos, QTLs
idénticos foram identificados. Uma diferente linhagem hibri-
da foi usada para a detecgdo de QTLs, por meio de métodos
categoricos e quantitativos, que controlam a cor vermelha do
corpo (HOWE; KOCHER, 2003). Também foram encontra-
dos QTL relacionados a determinacdo do sexo, em que foram
identificados dez marcadores microssatélites pertencentes a
8 grupos de ligagao para o fendtipo sexo (LEE; PENMEN;
KOCHER,. 2003), ¢ onze marcadores microssatélites em 3
grupos de ligagdo também relacionados a essa caracteristica
(LEE; HULATA; KOCHER, 2004).

A busca de ligagdes genéticas entre marcadores de
DNA microssatélites ¢ QTLs para tolerancia ao frio ¢ tama-
nho do peixe (peso corporal e comprimento padrdo) em duas
familias F2 de tilapias hibridas interspecificas (Oreochromis
mossambicus x Oreochromis aureus) foram os objetivos
do trabalho de Cnaani et al. (2003). Em ambas as familias,
foram encontradas associagdes significativas para dois loci
dentro do mesmo grupo de ligagdo. Os dois QTLs, um perto
de UNHS879 para tolerancia fria, e outro perto de UNH130
para tamanho corporal, foram estimados estando 22 ¢cM um
em relacdo ao outro, sem interagdo entre as duas caracteris-
ticas. Um destes loci, 0 UNH879, também estava associado
com a determinagdo do sexo.

QTLs para peso e comprimento corporal foram ma-
peados em dois grupos de ligagdo de uma familia F1 de Bar-
ramundi (Lates calcacifer) (WANG et al., 2006), sendo con-
firmados posteriormente o QTL do segundo grupo de ligagdo
em duas populagdes com diferentes grupos genéticos. Entre-
tanto, os QTLs para peso e comprimento corporal mapeados
nos grupos de ligagdo 3 e 23 foram detectados em apenas
uma das familias dos diferentes grupos genéticos analisados.
Outro QTL para peso e comprimento corporal foi mapeado
no grupo de liga¢do 10, somente em uma familia, proximo
aos genes do fator de crescimento semelhante a insulina 2
(igf2) e tirosina hidroxilase 1 (¢41). A fixagdo de QTL e mar-
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cadores adjacentes em algumas familias com a influéncia de
epistasia no QTL, ou a ruptura de QTL com efeitos maiores
em diferentes familias, sdo algumas das causas provaveis da
observacdo de QTL familia-especifica observadas neste es-
tudo de Wang et al. (2007).

Dois QTLs significantes para peso corporal estavam
distribuidos em 2 grupos de ligacdo, e 4 QTLs significantes
para indice de condigdo corporal estavam distribuidos em
4 grupos de ligacdo em 3 familias de irmaos-completos em
salmao (REID et al., 2005). QTLs para ambas as caracteristi-
cas estavam distribuidos em 5 grupos de ligacdo. Os maiores
efeitos do QTL para peso corporal e fator de condigdo cor-
poral explicaram 20,1 e 24,9% da variagdo da caracteristica,
respectivamente. Uma aparente conservagao de mais fortes
QTL para peso corporal foi observada. Um dos marcadores
detectando o QTL para peso corporal foi localizado na regido
proximal ao gene do hormoénio do crescimento (g/4) (REID et
al., 2005). Resultado semelhante também foi observado para
efeitos de um QTL para peso mapeado proximo ao gh em
trutas (MARTYNIUK et al., 2003).

QTLs para peso corporal parecem estar distribuidos
em diferentes grupos de ligagdo. No trabalho de O'Malley et
al. (2003), em trutas, foram encontrados QTLs em 7 grupos
de ligacdo, ¢ em Asian seabass (WANG et al., 2006) foram
encontrados em 5 grupos de ligagdo. A propor¢do da varia-
¢do explicada do peso corporal pelos QTLs nestes 5 grupos
de ligacdo variou de 6,4% a 28%. Moghadam et al. (2007),
estudando Salvelinus alpinus, encontraram um QTL expli-
cando 34% da variagdo fenotipica do peso corporal.

Embora tenham sido encontradas diferengas gené-
ticas para ganho de peso, conversdo alimentar e densidade
de estocagem entre linhagens de tilapias criadas no Brasil
(BOSCOLO et al., 2001; WAGNER, 2002), nao ha, até o
momento, estudos de QTLs para esses caracteres no Brasil.
Novamente, a deficiéncia de um programa de melhoramen-
to genético para esta espécie, e mesmo espécies nativas do
Brasil, pode ser apontada como a causa da inexisténcias de
estudos de mapeamento. Entretanto, essa ndo ¢ uma condi-
¢do estritamente essencial para que estudos de QTL, pois
populagdes para mapeamento utilizando cruzamentos para
trilhar a segregag@o dos genes e marcadores, podem ser es-
tabelecidas.

2.3 Selecao assistida por marcadores (SAM)

Para que um programa de melhoramento seja de-
senvolvido com sucesso sdo necessarios alguns pré-requisi-
tos, como, por exemplo, conhecer o sistema de acasalamento
das espécies a serem melhoradas, assim como a estrutura ge-
nética das populagdes; detectar a existéncia ou ndo de varia-
bilidade genética no germoplasma disponivel, com relagdo
as caracteristicas de interesse; conhecer a acdo génica destas
caracteristicas, entre outros fatores.

A medida que os projetos de sequenciamento dos
genomas avanc¢am, mais /oci marcadores sdo disponibili-
zados, e, consequentemente, um estudo mais amplo destes
marcadores na busca de ligagdo com /oci de interesse pode
ser realizada. O estabelecimento dessa relagdo permite iden-
tificar animais com a caracteristica desejada ainda jovem, fa-
cilitando a tomada de decisdo quanto ao manejo adequado, e
também obter um maior progresso genético pela redugido do
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intervalo entre geragoes.

Uma vez detectados os marcadores ligados a uma
determinada caracteristica de interesse, ¢ possivel selecio-
nar os individuos com base no “fendtipo” do marcador, sem
que haja a necessidade de avaliar o fen6tipo da caracteristi-
ca. Essa abordagem ¢ conhecida como selegio assistida por
marcadores (SAM) (SOUZA, 2001).

A SAM consiste de dois passos principais: identi-
ficagdo de associagdes entre locus marcadores ¢ QTLs e o
uso destas associagdes para o desenvolvimento de popula-
¢oes melhoradas (DUDLEY, 1993). Entretanto, a SAM deve
ser encarada como uma ferramenta auxiliar ¢ ndo substitu-
tiva dos métodos tradicionais de melhoramento (LANDE;
THOMPSON, 1990).

Koning e Weller (1994) destacaram que o uso da
SAM estava restrito aquelas culturas ou animais de grande
interesse econdmico, ¢ que possuiam grande quantidade de
informag@o em termos gendmicos, com marcadores genéti-
cos segregantes conhecidos. Sua utilizacdo pode auxiliar o
progresso genético de um programa de melhoramento (1)
aumentando a intensidade de selecdo, (2) reduzindo o inter-
valo de geragdes, (3) aumentando a eficiéncia de avaliagdo,
e (4) direcionando os cruzamentos complementares entre 0s
individuos (WELLER; FERNANDO, 1991).

Na aquicultura, no entanto, programas de selegdo
tém sido implementados apenas em poucas espécies. Muitas
das espécies exploradas economicamente sdo ainda essen-
cialmente selvagens (GJEDREM, 2000).

A aplicac¢ao de um regime de sele¢do organizado e
intensivo a qualquer espécie cultivavel de peixe pode produ-
zir maiores ganhos que os obtidos na piscicultura tradicional
(JACKSON; MARTIN-ROBICHAUD; REITH, 2003). Tal
regime de selecdo devera incorporar instrumentos de SAM,
verificando correlagdes entre a ocorréncia de bandas espe-
cificas com uma manifestacdo fenotipica de interesse. Esta
ferramenta € particularmente til quando a caracteristica de-
sejada ¢ do tipo continuo ou quantitativo (QTL), e dependen-
te de mais de um gene ou bloco de genes. Os reprodutores
podem ser precocemente selecionados pela presenca da(s)
banda(s) ligada(s) aos QTLs, independentemente de sua ma-
nifestac@o fenotipica, em programas de melhoramento gené-
tico (MOORE, 1999).

Na SAM procura-se aumentar a frequéncia génica
de marcadores que estejam ligados a genes ou bloco de genes
responsaveis por caracteristicas de interesse, utilizando-se
da selegdo de individuos portadores destes alelos. Por outro
lado, também ¢ possivel tentar eliminar individuos portado-
res de marcadores moleculares ligados a caracteristicas pato-
logicas e/ou indesejaveis por qualquer motivo.

A utilizagdo de marcadores moleculares na analise
de QTL ¢ na selegdo assistida deve ser vista com algumas
ressalvas, apesar de alguns resultados serem bastante pro-
missores. Isto decorre do fato que, o assinalamento do QTL
¢ uma aproximagao, pois marcadores espagados entre 10-20
cM seriam a exigéncia minima para mapear um QTL em
uma analise preliminar usando varredura genomica (BECK-
MANN; SOLLER, 1988). Isso pode ser resultante da perda
de associagdo entre o marcador e a caracteristica durante o
processo de melhoramento, ou que caracteristicas negativas
podem estar ligadas fortemente ao QTL e ndo serdo separadas
na sele¢ao (PELEMAN et al., 2005). Porém, mesmo dentro
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de uma regido menor do que 10 ¢cM pode haver multiplos
QTLs afetando uma determinada caracteristica (LEE; VAN
DER WERF, 2006). Isso pode ser constatado no trabalho de
Wang et al. (2006), na qual foram identificados QTLs con-
trolando mais de uma caracteristica. Esses autores ndo pude-
ram identificar se era um efeito pleiotropico do QTL, o qual
estava afetando mais de uma caracteristica, ou se eram dois
QTL proximos, cada um afetando uma caracteristica. Entre-
tanto, segundo Lund et al. (2003) a metodologia de desequi-
librio de ligacdo e analise de ligagdo permitiria distinguir um
modelo postulando um efeito pleiotropico dos QTLs.

Estudos posteriores, visando a identificagdo dos
principais genes influenciando QTLs e o ambiente especi-
fico onde estes sdo expressos, sdo necessarios. No caso de
cruzamentos amplos, a genotipagem de cada individuo da
progénie com marcadores moleculares é extremamente Util
na identificagdo dos fragmentos gendmicos provenientes de
espécies ndo adaptadas, as quais podem ter sido incorpora-
dos no genoma de uma linhagem superior, com o propoésito
de selecionar os individuos que possuam alelos que aumen-
tem o valor fenotipico de uma caracteristica.

3. Consideracdes Finais

E possivel verificar, por meio dos diversos traba-
lhos consultados, que a contribuicdo do mapeamento de
QTLs ao melhoramento genético de peixes ainda esteja por
ser alcancada. A aplicag@o da biologia molecular para esses
fins depende do desenvolvimento de quatro areas distintas:
da genética molecular, da detec¢do de QTLs, da avaliagao
genética e da selegdo assistida por marcadores. O sucesso
da implementagao de estratégias para a selegdo assistida por
marcadores (sele¢do baseada em marcadores ligados a QTLs)
¢ dependente da agdo conjunta dessas areas. A associacdo en-
tre marcadores moleculares e caracteres quantitativos (QTL)
foi detectada em uma série de pesquisas ja realizadas, po-
rém, ¢é preciso refletir sobre aqueles que apresentam baixas
herdabilidades. A construcdo de mapas genéticos da espécie
candidata ao melhoramento, nos ambientes de interesse, com
alto nivel de saturagdo de marcadores, deve ser, portanto, a
primeira meta de programas de melhoramento que preten-
dam utilizar marcadores moleculares na sele¢do. Embora, o
numero de genes ou marcadores disponiveis seja reduzido
em muitas espécies utilizadas na aquicultura, esses podem
crescer a partir das informagdes de genes clonados e seqlien-
ciados em outras espécies, mesmo se¢ tratando de espécies
ndo utilizadas na aquicultura, como ¢ o caso do zebrafish, o
qual ja possui o seu genoma sequenciado.
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