RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 30/09/2022.



UNESP

AVA
UNEeSP ™  uNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA %

L —r——
CENTRO DE
AQUICULTURA

“Julio de Mesquita Filho”

Centro de Aquicultura da Unesp- CAUNESP

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Estudo de associacao gendmica ampla e estimativas
de parametros genéticos para resisténcia
ao Ichthyophthirius multifiliis em tambaqui (Colossoma

macropomum)

LIESCHEN VALERIA GUERRA LIRA

JABOTICABAL - SAO PAULO

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP - CAUNESP

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

Estudo de associacdo gendmica ampla e estimativas
de parametros genéticos para resisténcia ao
Ichthyophthirius multifiliis em tambaqui (Colossoma

macropomum)

LIESCHEN VALERIA GUERRA LIRA

Orientador: Dr. Diogo Teruo Hashimoto

Tese apresentada ao Programa de Pés-
graduagdo em Aquicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP — CAUNESP, como
parte dos requisitos para obtencao do titulo
de Doutor.

JABOTICABAL — SAO PAULO

2021




Lira, Lieschen Valeria Guerra
L768e Estudo de associacdo gen6mica ampla e estimativas de
parametros genéticos para resisténcia ao Ichthyophthirius multifiliis em
tambaqui (Colossoma macropomum) / Lieschen Valeria Guerra Lira. — —
Jaboticabal, 2021
ix, 104 p.:il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquicultura, 2021

Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

Banca examinadora: Gustavo Valladdo, Rafael Vilhena Reis,
Ricardo Utsunomia, Vanina Villanova

Bibliografia

1. Melhoramento genético. 2. Colossoma macropomum. 3.
Ichthyophthirius multifiliis. 4. Genética quantitativa. 5. GWAS. 1. Titulo.
II. Jaboticabal-Centro de Aquicultura.

CDU 639.3:636.082

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Jaboticabal/SP - Karina Gimenes Fernandes - CRB 8/7418




- UNESP
4W%  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA T
UneSp «JULIO DE MESQUITA FILHO” @

Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP T

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: Estudo de associacdo gendmica ampla e estimativas de parametros genéticos
para resisténcia ao Ichthyophthirius multifilis em tambaqui (Colossoma macropomum)

AUTORA: LIESCHEN VALERIA GUERRA LIRA
ORIENTADOR: DIOGO TERUO HASHIMOTO

Aprovada como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Doutora em
AQUICULTURA, pela Comissdo Examinadora:

Centro de Aqgdicultura (CAUNESP) / FCAV / UNESP — Jaboticabal

Prof. Dr. RAFAELM{LHENA REIS NETO (Participagao Virtual)
Engenharia de Pescg / UNESP - Registro/SP

Profa. Dra. GABRIELAVANINA VILLANOVA (Participacao Virtual)
Investigaciones Cientificas Y Técnicas, CONICET, Argentina

bm M

Prof. Dr. GUSTAVO MORAES RAMOS VALLADAO (Participagao Virtual)
Departamento de Aquicultura / Universidade Nilton Lins, Manaus-AM

) [

Prof. Dr. RICARDO UTSUNOMIA (Participacao Virtual)
Departamento de Ciéncias Bioldgicas / Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, UFRRJ,
Seropédica-RJ

Jaboticabal, 30 de marco de 2021.

Centro de Aquicultura da Unesp

Coordenagéo do Programa de P6s-Graduagao

Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 Jaboticabal SP Brasil
Tel 55 16 32032110 ramal 214 fax 55 16 32032268

pgaqui@caunesp.unesp.br www.caunesp.unesp.br



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

) SUMARIO
INTRODUGAQO GERAL ...ttt 10
ASPECIOS JEIAUS......ocveveieetcteieieteieete ettt ettt s b s s s s s nne 11
Caracterizacdo da espécie Colossoma MacroPOMUM ...........cceeveveeverererererereeereeeenenns 13
Caracterizacao do parasita Ichthyophthirius multifiliis ... 16
Genética quantitativa na aquicultura - Foco na resisténcia a doenca........................ 20
Aplicacao da gendmica na aquicultura - Foco na resisténcia a doenga ................... 22
ODJELIVOS ...ttt ettt sttt s bbb b bbb et bebesesesnnis 24
REFERENCIAS......coiie ettt sssssss s ssssss sttt sssss s 25
CAPITULO Lottt ettt sttt s et e b e s ebe s ese s ese s enenens 42

QUANTITATIVE GENETIC VARIATION FOR RESISTANCE TO THE PARASITE
Ichthyophthirius multifiliis IN THE NEOTROPICAL FISH TAMBAQUI

(ColoSSOMA MACTOPOIMUIM) ...ttt b bbb bbb s seaeaas 42
ABSTRACT .ottt ettt s b e s s b ese st e s e et eseebessebe e ebe s eba s esesesaneas 43
1.1 INTFOTUCTION.....ccioieecececcccce ettt s ettt senanas 44
1.2 Materials and MEthOUS ........cccoeriicceeeee s 46
1.2.1  EthiCS STAt@MENT.....c.coieieececeece e 46
1.2.2  Experimental pOpUlation ... 47
1.2.3 Cohabitation ChalleNge ..o e 48
1.2.4  Analysis of genetic parameters ... 49
1.3 RESUIS ..ttt 51
1.4 DISCUSSION ..ottt ettt ettt ettt b s eas 53
1.4.1  ChalleNQE tESt.....oeeecececece e 53
1.4.2  GENELIC PATAMELEIS ..ottt 55
1.5  ACKNOWIEAGMENTS ..ottt 58
1.6 REIEIENCES ...ttt et nenas 59
TADIES....co bbbttt 70
FIQUIE CAPLIONS.......ceieieieieii ettt bbbt a st 72
CAPITULO 2. sesss s sessss s st 74
Genome-wide association study of host resistance to the ectoparasite
Ichthyophthirius multifiliis in tambaqui (Colossoma macropomum)................ 74
ABSTRACT ..ottt sttt bbbt b e s s s e s st s s 75
2.1 INEFOAUCTION ...ttt 76
2.2 Material and Methods ... e 78
2.2.1  EthICS STAEMENT......oiiieieieee e 78
|

CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

2.2.2 Experimental population (fish famili€s) .........cccccovvvvrreeeeeeeeeecenn 78
2.2.3 Parasite Challenge ... e 78
2.2.4 ddADseq library preparation, DNA extraction and sequencing............ 78
225  SNPSIdentifiCation .......cccoveeeieieieeeeeeeeee et neeenas 81
2.2.6 Analyzes of genetic parameters and construction of GWAS ................ 82

2.3 RESUILS ...ttt 83
2.3.1  JJRAD SEQUENCING -..cccvviiriieieieieirinteie ettt 83
2.3.2 SNPs identification and filtering ..o 84
2.3.3 Genome-wide association analysis and candidate genes.................... 84

24 DISCUSSION ...ttt ettt e e s e e e e e 85
2.5 REFEIENCES ...ttt 89
TADIES. ...ttt senee 101
FIQUIE CAPLION ...ttt bbbttt as s 103
CONSIDERACOES FINAIS ..o sseesses s ssssseesss s 104
1

CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

Dedicatéria

A meus pais Jorge Guerra e Mary Lira. A
minhas irmas Lissney, Sayuri e Jeyli. A minhas avos
Alfonsa e Arlinda (In memoriam). A todas as pessoas

gue estao lutando pelos seus sonhos.

iii
CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

Agradecimentos

A Deus por me guiar e dar forcas nesta longa caminhada.

A meus pais por terem acreditado nos meus sonhos e terem me apoiado
incondicionalmente apesar distancia. Serei eternamente grata a vocés pela pessoa

e profissional que sou agora.

Ao meu orientador Diogo Teruo Hashimoto por ter me dado a oportunidade
de participar do seu grupo de pesquisa, pelo incentivo a superacao de desafios e
pelas palavras de alento nos momentos de desespero.

Aos meus colegas do LaGeAC: Natalia, Vito, Raquel, Milena, Carol, John e
Rubens pela ajuda na realizacdo do experiemento e pelas trocas de

conhecimentos.

Aos os amigos/irmaos que conheci em Jaboticabal e que fizeram da minha
estadia em Jabuka menos solitaria: Eluzai, Alex, Carlos, Jefferson, Mar, Jesa, Yuli,

David. Levarei vocés sempre no meu coracao

A Familia Senigalha por ter me dado abrigo nas primeiras etapas do
doutorado, sem essa ajuda talvez este sonho néo tivesse se concretizado! Serei
eternamente grata por esse gesto.

A minha amiga Barbara e meu amigo Pedro por terem sido meu porto seguro
e pelo suporte emocional desde o momento que nos conhecemos. Vocés fizeram

diferenga na minha vida mais ainda nos momentos de pandemia! Gratiddo familia!

Ao Sandro, meu companheiro, quem tem me dado suporte emocional
durante a ultima etapa do doutorado, pelo ombro amigo e o abraco apertado nos

momentos dificeis.
Ao Valdecir e Marcio pela disposicdo a ajudar em todos os experimentos.

Ao David Lorente pela paciéncia e disponibilidade de nos ajudar com os

assuntos da pés-graduacéo.

Para finalizar, sou grata a todas as pessoas maravilhosas que conheci em
Jaboticabal. Aqueles que passam por nos ndo vao sos. Deixam um pouco de si,

levam um pouco de nos (Antoine de Saint-Exupery).

CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

APOIO FINANCEIRO

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de
Financiamento 001, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (bolsa CNPq 311559 / 2018-2 e 422670 / 2018-9), e o Projeto de

Internacionalizac&o da Universidade do Chile (UCH-1566).

CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

RESUMO

O Tambaqui (Colossoma macropomum) € a principal espécie nativa produzida na
América latina, contudo sua producdo é afetada pela infestacdo do parasita
Ichthyophthirius multifiliis, o que causa surtos de mortalidade resultando em
importantes perdas econémicas. Os tratamentos atuais tém sido ineficazes para o
controle desta doenca e muitas vezes resultam poluentes para o meio ambiente.
Diante desta perspectiva, a selecédo genética para resisténcia ao |. multifilis € uma
proposta sustentavel, pois resultaria numa pratica com menor contaminacdo ao
meio ambiente e muito mais eficiente a longo prazo na producao do tambaqui. O
objetivo do presente trabalho foi estimar parametros genéticos da resisténcia ao |.
multifiliis, além da integracdo de analises gendbmicas para a genotipagem de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) correlacionados com esta
caracteristica. Para isto, foram formadas 8 familias de tambaqui, as quais foram
desafiadas por um experimento de coabitacdo com o parasita |. multifilis. As
variaveis analisadas foram a sobrevivéncia (SS), o tempo de morte (TD) e a carga
parasitaria (PL). Obteve-se variacdo fenotipica significativa entre as familias para
0 SS (16 a 100%) e o TD (217 a 254 horas p0s coabitacdo). Além do mais, foram
estimados altos valores de herdabilidade para SS e TD (0,46 + 0,09 e 0,60 £ 0,18,
respectivamente). No entanto, ndo tivemos valores significativos para PL. Apés
varias etapas de filtragem, a genotipagem do SNP por dupla digestdo do DNA
associado ao sitio de restricdo (ddRAD-seq) revelou um total de 7.717 SNPs em
119 individuos, que foram usados para GWAS pelo GBLUP de etapa Unica
(ssGBLUP) e método de Bonferroni. As analises gendmicas resultaram em quatro
SNPs sugestivos detectados (trés para TD e um para PL) em quatro grupos de
ligacéo (2, 9, 11 e 20) que cruzaram o limiar de Bonferroni em todo o cromossomo.

Vi
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Esses SNPs foram aplicados para mapear QTLs, encontrando 11 genes candidatos
(abcf3, znf830, ccr9, gli3, ackr4, tbata, ndr2, tgfbr3, nhejl, znf644b, cldn10a) que
provavelmente estdo envolvidos na resisténcia a infestacdo por I. multifilis. Os
resultados apresentados neste estudo sugerem que a resisténcia a |. multifiliis em
tambaqui pode ser melhorada através de programas de melhoramento genético e
esta caracteristica € considerada poligénica com varias regides gendémicas de

menor efeito afetando a variancia genética total.
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ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) is the principal native species produced in
Latin America, however, its production is affected by the infestation of the parasite
Ichthyophthirius muiltifiliis, which causes outbreaks of mortality that result in
significant economic losses. Current treatments have been ineffective in controlling
this disease and often result in pollutants for the environment. Due to this
perspective, genetic selection for resistance to I. multifiliis is a sustainable approach
and efficient in long term to the production of tambaqui, as it results in less damage
to the environment. The aim of this investigation was: 1) to estimate the genetic
parameters of resistance to |. multifiliis in tambaqui, by a controlled experimental
challenge; 2) to analyze the genetic architecture of the resistance to I. multifiliis in
tambaqui, by genome wide association study (GWAS) using single nucleotide
polymorphisms (SNPs). Eight full-sib families of tambaqui were experimentally
analyzed by a cohabitation challenge with the parasite I. multifilis. The resistant
traits analyzed were survival status (SS), time of death (TD) and parasite load (PL).
A significant phenotypic variation was obtained between the families for SS (16 to
100%) and TD (217 to 254 hours after cohabitation). High heritability values were
estimated for SS and TD (0.46 + 0.09 and 0.60 + 0.18, respectively). However, we
did not have significant heritability values for PL. After several filtering steps, the
SNP genotyping by double-digest restriction-site associated DNA (ddRAD-seq)
revealed a total of 7.717 SNPs in 119 individuals, which were used for GWAS by
the single-step GBLUP (ssGBLUP) and Bonferroni method. The genomics analyzes
resulted in four suggestive SNPs detected (three for TD and one for PL) in four
linkage groups (2, 9, 11 and 20) that crossed the chromosome-wide Bonferroni
threshold. These SNPs were applied to map QTLs, finding 11 candidate genes

viii
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(abcf3, znf830, ccr9, gli3, ackr4, tbata, ndr2, tgfbr3, nhejl, znf644b, cldn10a) that
are likely to be involved in resistance to infestation by I. multifiliis. The results
presented in this study suggest that resistance to I. multifiliis in tambaqui can be
improved through genetic improvement programs and this trait is considered
polygenic with several genomic regions of minor effect affecting the total genetic

variance.
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Aspectos gerais

Com o crescimento da populacdo e a consciéncia pelo consumo de
alimentos saudaveis, a demanda global de produtos derivados de pescado tem sido
prioridade nas ultimas décadas (Bacher, 2015; Thilsted et al., 2016). Atualmente,
0s peixes constituem uma fonte essencial de alimentos nutritivos e fornecem
aproximadamente 17% da proteina animal na dieta de grande parte da populacao
mundial. O consumo mundial estimado de peixe continua aumentando, atingindo
uma maxima histérica de 20,5 kg/capita/ano, em 2018 aproximadamente 87% da
producdo pesqueira mundial (156 milhdes de toneladas) foi destinada para o
consumo humano (FAO, 2020). Isto foi possivel devido ao aumento da aquicultura

com suprimento relativamente estavel da pesca de captura.

Em 2018, o aporte da pesca continuou sendo maior que a aquicultura (54%
e 46%, respectivamente), isto devido a captura de organismos marinhos (87,55%)
(FAO, 2020). Contudo, este setor teve uma estagnacdo na producédo, ja que 0s
ecossistemas aquaticos estdo sendo fortemente afetados pela poluicdo e
degradacdo ambiental, além da sobre-exploragdo dos recursos em niveis
biologicamente insustentaveis. Nestas circunstancias, para poder abastecer a
demanda do mercado, a producéo de alimentos aquaticos deixou de ser baseada
principalmente na captura para enfocar-se na criagdo de um numero crescente de
espécies cultivadas (FAO, 2020). Em consequéncia, a aquicultura esta sendo o
setor produtor de proteina animal que mais cresce no mundo (Olesen et al., 2011)

e chegou a superar a producéo de carne bovina em 2011 (Larsen e Roney, 2013).

11
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A producdo mundial da aquicultura atingiu 82,3 milhdes de toneladas em
2018, sendo que 30,8 milhdes de toneladas foram produtos da aquicultura marinha
(37,5%) e 51,3 milhdes de toneladas da aquicultura continental (62,5%). O principal
produto da aquicultura continental séo peixes, 0s quais representam 91,6% do total
deste tipo de producéo (47 milhdes de toneladas) (FAO, 2020). Isto demostra a
importancia significativa da criacdo e comercializacdo de peixes da aquicultura
continental para a producao global (Thilsted et al., 2016). A China lidera o ranking
na piscicultura continental, com uma producédo de 25,4 milhdes de toneladas em
2018. Neste cenério, Brasil ocupou o oitavo lugar em nivel mundial, com uma
producdo de 529,6 mil toneladas de peixes em 2019, observando-se um

crescimento de 1,7% em relagéo ao ano anterior (IBGE, 2020).

O Brasil é o principal produtor de peixes continentais da América Latina
(Valladéo et al., 2018; Saint-Paul, 2017); esta producao representa 67,5% do total
da aquicultura nacional (IBGE, 2020). Isto devido a que possui mais de dois milhdes
de hectares de pantanos, reservatorios e estuarios adequados para a aquicultura
(Saint-Paul, 2017), ainda disp6e de uma rica biodiversidade de peixes, do qual
aproximadamente 40 espécies nativas sdo utilizadas para aquicultura nacional
(Godinho, 2007). O Brasil €, portanto, o Unico pais latino-americano com uma
parcela significativa de espécies nativas em sua industria de aquicultura (Pincinato
e Asche, 2016). Entretanto, a participacdo destas espécies nativas fica abaixo dos
40% (Saint-Paul, 2017; Sidra, 2020), sendo que a maioria dos cultivos séo
realizadas com espécies exoticas, destacando-se a tilapia (Oreochromis sp.), com

61.1 % da producéo total nacional (IBGE, 2020).

A tilapia domina o mercado nacional porque possui pesquisas relacionadas

a pacotes tecnologicos para melhorar sua producéo, destacando-se as técnicas de

12
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melhoramento genético como a principal ferramenta para cumprir este objetivo,
garantindo assim o continuo crescimento e a viabilidade de sua cadeia produtiva
(Gjedrem et al., 2012). Por exemplo, a tilapia GIFT (Genétically Improved Farmed
Tilapia), vem ganhando cada vez mais espaco no mercado, pois apds cinco
geracbes melhorou seu desempenho de crescimento em 88% (Bentsen et al.,
2017). Este panorama revela a necessidade de programas de melhoramento e
inovacao genética em espécies nativas do Brasil, como o tambaqui (Colossoma
macropomum) para que também possam suprir a demanda de pescado com

qualidade.

Caracterizacao da espécie Colossoma macropomum

A espécie C. macropomum (Cuvier, 1818) (Figura 1), pertence a ordem
Characiformes e a familia Serrasalmidae, é um peixe conhecido popularmente
como “tambaqui” (Brasil), “gamitana” (Peru), “cachama” ou “morocoto” (Venezuela)
e “cachama negra” (Colombia) (Campos, 2015). E nativo das bacias dos rios
Amazonas e Orinoco (Gomes et al., 2010). Na natureza pode chegar a medir 1 m
e pesar 30 kg (Goulding & Carvalho, 1982), portanto, € considerado o segundo
maior peixe de escamas das aguas continentais amazonicas (Gomes et al., 2010).
S&o onivoros com preferéncia frugivora (Gomes et al., 2010). Os exemplares desta
espécie caracterizam-se por apresentar corpo robusto com formato arredondado,
dorso alto e regido das costelas ampla. A maturidade sexual ocorre aos 3-4 anos,
apresentam desova total, sendo caracterizado por um periodo de reproducédo que
atinge o seu apice nos meses de outubro a janeiro, épocas de temperaturas mais
altas e maior incidéncia de chuvas (Campos, 2015). E considerado um peixe

reofilico, realiza migracdes sazonais dos lagos de varzea para a alimentagéo e

13
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reproducao (Godinho et al., 2010). Devido a seu comportamento migratorio, esta
espécie pode formar uma populacdo panmitica na bacia Amazoénica (Santos et al.,
2007), por isso, as populacdes de tambaqui poderdo ser afetadas negativamente
pela instalacdo e construcdo de hidrelétricas na bacia Amazoénica (Godinho et al.,

2010).

Figura 1. Imagem representativa da espécie C. macropomum (Tambaqui).

O tambaqui € um dos principais recursos explorados pela pesca extrativa na
regido Norte do Brasil, e 0s estoques desse peixe ja sdo considerados sobre-
explotados ou ameacados de sobre-explotagdo e, em consequéncia foi proibido,
anualmente, a pesca desta espécie desde outubro até marco de acordo a Instrugéo
Normativa do Ministério do Meio Ambiente (MMA, n°® 05/2004 e MMA, n°35/2005,

respectivamente). Assim, o cultivo e melhoramento desta espécie é uma alternativa

14
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para suprir a demanda do mercado consumidor e uma estratégia para auxiliar na

reducado da pressao de pesca sobre as populacdes naturais.

O cultivo de tambaqui torna-se favoravel, pois apresenta facil aceitacdo as
racdes artificiais com pouco ou nenhum ingrediente de origem animal (Valladao et
al., 2018). Adicionalmente, apresenta alta rusticidade, crescimento rapido, alta
produtividade e é bem apreciado na culinaria local e internacional (Campos, 2015;
Valladao et al., 2018). Estas caracteristicas zootécnicas fazem que esta espécie
seja alvo na producdo da América Latina, sendo cultivada em paises como Bolivia,
Brasil, Colombia, Peru, Equador e Venezuela (Campos, 2015; Valladéo et al.,
2018). Ademais, estdo comecando a producdo em outros paises como Republica

Dominicana, Guiana, Panama e Suriname (Woynarovich e Van Anrooy, 2019)

Em termos de producdo na aquicultura brasileira, nas ultimas décadas, o
tambaqui tornou-se a principal espécie nativa e a segunda espécie mais produzida
em nivel nacional (IBGE, 2020). Em 2019, a producao de tambaqui alcancou o valor
de 101,1 mil toneladas, o que representou 19,1 % da producéo total nacional (IBGE,
2020). A maior producéo se concentra na regido do norte e nordeste (Garcia et al.,
2008, IBGE, 2020), devido a temperatura ideal de cultivo: 25 a 30 °C (Zaniboni-
Filho e Meurer, 1997). Ja nas regifes do centro — oeste, sul e sudeste, onde as
variacbes de temperatura durante as mudancas da estacdo sao frequentes, o
tambaqui é utilizado para cruzamentos com outras espécies de Serrasalmidae
(Piaractus mesopotamicus e Piaractus brachypomus), resultando em hibridos
interespecificos (Hashimoto et al., 2012; Fernandes et al., 2018). Em 2019, os
hibridos tambatinga (C. macropomum x P. brachypomus) e tambacu (C.
macropomum x P. mesopotamicus) tiveram uma producéo de 40,1 mil toneladas, o

que representou 0 segundo maior valor para peixes nativos brasileiros (Sidra,

15
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2020). Portanto, o tambaqui e seus hibridos tém contribuido com 26,7% da
producdo da aquicultura nacional. No entanto, os hibridos interespecificos podem
ser férteis e causar seérios riscos bioldgicos para popula¢gdes naturais e cultivadas

(Hashimoto et al., 2012).

A principal limitacdo para a producéo de tambaqui no sul do Brasil € a baixa
tolerancia a oscilacédo de temperatura durante as mudancas de estacéo (Zaniboni-
Filho e Meurer, 1997; Aguiar et al., 2018), que geralmente resulta em surtos de
doencas, como a doenca dos pontos brancos causada pelo protozoario ciliado

Ichthyophthirius multifiliis (Martins et al., 2002; Matthews, 2005).

Caracterizacao do parasita Ichthyophthirius multifiliis

Ichthyophthirius multifiliis, popularmente chamado de “ictio” € um protozoario
ciliado cosmopolita, que causa a parasitose chamada ictiofitiriase ou conhecida
comumente como “doenca dos pontos brancos” (Dickerson e Clark, 1998). O sinal
clinico desta doenca é caracterizado pela presenca de pontos brancos ao longo do
corpo (pele, nadadeiras, cérnea, cabeca) e também nas branquias dos peixes

(Mattheus, 2005; Francis-Floyd et al., 2016) (Figura 2).

O ciclo de vida do I. multifilis € composto por varias fases (Mattheus, 2005;
Francis-Floyd et al., 2016; Zaila et al., 2016). O teronte (forma infectante) é
caracterizada por um protozoario de vida livre (30 x 50 ym) que inicia a infestagéo,
pois penetra no tecido cutaneo e nas branquias dos peixes. Apds penetrar no
hospedeiro, este torna-se um trofonte (forma parasitaria) o qual se alimenta e
desenvolve (800 a 1000 um) nestes tecidos, causando os efeitos nocivos. O

parasito maduro deixa o hospedeiro (Figura 2C) e se diferencia em tomonte (forma
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reprodutiva assexuada), o qual ird secretar um cisto de protecdo. Os tomontes
encistados se mantém na agua ou se fixam em substratos, até que as condi¢cdes
ambientais sejam favoraveis, momento no qual ocorrem divisées dentro deles
formando de 500 a 1000 células-filhas, chamadas de tomitos. Os tomitos, por sua
vez, séo liberados e irdo se diferenciar em terontes infectantes, os quais nadaréo
em busca de um novo hospedeiro susceptivel para completar um novo ciclo

(Buchmann et al., 2001; Ling et al., 2010).

Figura 2. Branquias de peixes infectadas com o parasita Ichthyophthirius multifiliis
(Pontos brancos) (A), Fotos em microscopio de varredura de branquias infectadas
com trofontes de I. multifiliis (*) (B), Trofonte saindo do tecido epitelial das branquias

©).

O ciclo do I. multifilis é direto ou monoxénico, ou seja, ndo depende da
presenca de hospedeiro intermediario para seu desenvolvimento direto (Figura 3)
(Matthews, 2005; Francis-Floyd et al., 2016; Zaila et al., 2016). Além disso, &
dependente da temperatura da agua, observando-se um melhor desenvolvimento
das fases nas temperaturas que variam entre 17 e 25 °C (Aihua e Buchmann, 2001,

Matthews, 2005). Por isso, em lugares com climas tropicais, surtos de ictio surgem

17
CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

frente a queda brusca de temperatura (Matthews, 2005), 0 que ocasiona estresse
nos peixes, assim este parasita oportunista aproveita esta baixa na imunidade para

se instalar no hospedeiro.

Figura 3. O ciclo de vida do Ichthyophthirius multifiliis. Adaptado de Coyne et al.
(2012).

Tomite

Tomont
Theront

Trophont

|. multifiliis causa mortalidade na producéo de peixes de agua doce em nivel
mundial (Osman et al. 2009), dado que se multiplica rapidamente (Buchmann et al.,
2001), é altamente contagioso sendo transmitido por cohabitacdo (Xu, et al., 2007;
Valladao et al., 2016) e ndo apresenta especificidade de hospedeiros, afetando
espécies cultivadas e silvestres (Sigh et al., 2004; Santos et al., 2013; Zago et al.,

2014; Valladao et al., 2016; Xu et al., 2017).
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Alguns dos principais tratamentos utilizados para combater este parasita sdo
produtos quimicos (Srivastava et al., 2004; Farmer et al., 2013) que estdo sendo
banidos pois causam efeitos indesejaveis no meio ambiente (Rico e Van den Brink,
2014). Na procura de alternativas mais sustentaveis (Olesen et al., 2010) encontra-
se medicamentos fitoterapicos (Valladao et al., 2016), que mesmo dando um
resultado positivo ainda ndo sdo viaveis por ndo ser rentaveis numa producao
extensiva; também encontra-se o uso de antigenos (Wang et al., 2002; Xu et al.,
2009b), vacinas com terontes vivos (Xu et al., 2008; Moreira et al., 2017; Xu et al.,
2017) e vacinas com trofontes inativos (Xu et al., 2009a), mas séo técnicas que
ainda ndo deram um resultado promissor, além do mais, ndo ha provas que esta
imunidade seja transmitida as proximas geracfes aumentando o0 custo na

producdo em cada geracéao (Xiong et al., 2017).

Portanto, ndo existem estratégias eficazes atualmente disponiveis para
controlar e prevenir a infeccdo por I. multifilis em longo prazo, o que mostra a
necessidade da utilizacédo de individuos geneticamente superiores que apresentem
desempenho superior em condi¢cdes ambientais especificas. Assim, a reproducéo
seletiva dirigida a doencas proporciona uma alternativa eficiente para controlar
parasitismos em producdes intensivas onde o estresse € inevitavel e a transferéncia
de patégenos é iminente (Gjedrem, 2012), sendo considerada uma das principais
medidas preventivas que podem ser usadas para melhorar a sobrevivéncia a longo
prazo (Gjedrem, 2000; Hulata, 2001). Isto € de suma importancia para aprimorar as
condi¢des de bem-estar dos animais e, simultaneamente, aumentar a produtividade
das pisciculturas e diminuir os custos de producéo (ddegard et al., 2011; Olesen et

al., 2011, Vieira e Oliveira, 2015).
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Genética quantitativa na aquicultura - Foco na resisténcia a

doenca

O réapido desenvolvimento da aquicultura implicou na intensificacdo da
producdo, muitas vezes desordenada e sem controle sanitario, 0 que acrescentou
a ocorréncia de doencas transmitidas por bactérias, virus, fungos e parasitas
(Gjedrem, 2015). Em consequéncia, geram-se prejuizos econdmicos devido aos
custos dos tratamentos, as medidas de controle da doenca e a perda da producéao
(Elaswad e Dunham, 2018). Por tanto, o sucesso dos sistemas de producdo
aguicola depende, em grande parte, do controle das doencas infecciosas (Yafez
and Martinez, 2010). A reducéo na ocorréncia e gravidade de doencas melhoraria
a produtividade, lucratividade, eficiéncia e bem-estar dos peixes (Elaswad e
Dunham, 2018). Assim, é importante a realizacdo de pesquisas tecnoldgicas e
utilizacdo de novas ferramentas genéticas para superar 0s entraves e assegurar

uma producédo continua e melhorada dos estoques.

Medicamentos e vacinas foram desenvolvidos para a prevencgao e controle
de doencas, no entanto, as mortalidades por doencas ainda é relativamente alta
(Gjedrem, 2015). Além do mais, estes tratamentos sdo muitas vezes poluentes,
caros e parcialmente eficazes, e 0 seu uso irrestrito pode gerar linhagens de
patdogenos resistentes (Houston, 2017). Frente a isto, os programas de
melhoramento genético resultam como uma estratégia viavel e potencialmente
mais sustentavel para o controle de surtos de doencas a longo prazo (Bishop e

Woolliams, 2014), o que tem permitido melhorar a situacdo sanitaria dos peixes.

Os investimentos em programas de melhoramento genético dirigidos a

resisténcia a doengas bem planejados e gerenciados sdo Unicos, pois fornecem
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alguma medida de protecao para os estagios iniciais, especialmente os de alevinos
(Gjedrem, 2015) mantendo uma alta taxa de sobrevivéncia (ddegard et al., 2011).
Os ganhos genéticos obtidos nesses programas sao cumulativas e permanentes
(Bishop e Woolliams, 2014; Gjedrem et al., 2012), posto que exploram a ocorréncia
natural da variacdo genética quantitativa para resisténcia a doencas (Yafnez and

Martinez, 2010; Houston, 2017), a qual pode ser herdado pelas geracgdes futuras.

Nas ultimas décadas foram realizados varios experimentos de desafio
baseados em teste de sobrevivéncia a patdégenos especificos para buscar
estimativas confiaveis de selecdo de familias resistentes as doencas (Gjedrem,
2015). Os resultados dos testes de desafio sdo promissores e a herdabilidade da
taxa de sobrevivéncia € geralmente alta (Gjedrem, 2000; @degard, et al., 2011;
Yafiez and Martinez, 2010; Yafiez et al., 2014; Gjedrem e Rye, 2018). A maioria
desses estudos abordam a resisténcia a bactérias e virus (Barria et al., 2018;
Bassini et al., 2019; Sukhavachana et al., 2019; Wang et al., 2019; Ariede et al.,
2020; Jia et al., 2020; Mastrochirico-Filho et al., 2020). Em relacéo aos parasitas, o
namero de estudos é limitado e a maioria esta dirigido a parasitas que afetam
salmonideos, como: Caligus rogercresseyi (Tsai et al., 2016; Correa et al., 2017;
Robledo et al., 2019) e Neoparamoeba perurans (Taylor et al., 2009; Lillehammer

et al., 2019)

As herdabilidades para caracteristicas de resisténcia (sobrevivéncia, tempo
de morte e carga parasitaria) de tais estudos tem variado de baixa a moderada.
Estudos envolvendo desafios com Neoparamoeba perurans mostraram valores de
herdabilidade variando entre 0,07 e 0,49 (Taylor et al., 2009; Robledo et al., 2018;
Bois et al., 2019; Lillehammer et al., 2019; Aslam et al., 2020). Estimativas

semelhantes foram obtidas para resisténcia ao hospedeiro a Caligus rogercresseyi
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~ 0,12 a 0,33 (Yafiez et al., 2014; Tsai et al. 2016; Correa et al., 2017; Robledo et
al., 2018). Da mesma forma, pesquisas sobre resisténcia natural a outros parasitas
como Gyrodactylus salaris, Tetracapsuloides bryosalmonae e Ichthyophthirius
multifiliis também mostraram valores de herdabilidade que variam de moderados a

altos (0,32 a 0,60) (Salte et al. 2010; Ahmad et al., 2018; Lira et al., 2020).

Aplicacédo da genémica na aquicultura - Foco naresisténcia

adoenca

A genbmica esta crescendo rapidamente a medida que a tecnologia de
sequenciamento estd melhorando. O uso das tecnologias de sequenciamento de
nova geracao (NGS) se tornou uma opc¢ao interessante, uma vez que permitem o
sequenciamento de milhdes de pares de base de qualquer organismos, inclusive
de espécies ndo modelos, em curto periodo de tempo e a custos reduzidos (Miller

et al., 2009; Kumar e Kocour, 2017).

Embora os custos de sequenciamento estejam caindo gradativamente, o
sequenciamento, analise e a comparacao de genomas inteiros ainda sao custosas,
pela enorme complexidade e demanda computacional exigida. Desta forma,
estratégias que permitam analises e comparacfes representativas, sdo de amplo
interesse. O RAD-seq (Restriction-site associated DNA sequencing) é uma
estratégia de sequenciamento de genoma fraciondrio que utiliza enzimas de
restricdo e sequenciamento das regides adjacentes aos cortes destas enzimas
(Baird et al., 2008), reduzindo a necessidade de altas coberturas de
sequenciamento. A vantagem desta técnica é que € possivel formar um pool de
uma grande quantidade de amostras a qual pode ser sequenciada de uma vez s6

(Andrews et al., 2016).
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Uma variacado para o RAD-seq € o ddRAD (double digestion Restriction
Associated DNA sequencing), que é caracterizada pelo uso de duas enzimas de
restricdo que permite que os tamanhos dos fragmentos gendémicos figuem mais
precisos, além do mais diminui os custo na elaboracdo de bibliotecas (Peterson et
al., 2012). Este método € usado para a descoberta e genotipagem de SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) (Kumar e Kocour, 2017). Os SNPs sédo polimorfismos,
presentes em no minimo 1% da populacdo, que afetam somente uma base na
sequéncia do genoma. Sédo os polimorfismos mais abundantes e amplamente
distribuidos nos genomas, podendo estar presentes em praticamente todos os loci
génicos (Perkel, 2008). Também revelam variacdes ocultas ndo detectadas com
outros marcadores (Vignal et al., 2008). Por todas estas caracteristicas, os SNPs
sdo ideais para a busca de caracteristicas quantitativas (QTLs) e facilitar a
identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas de desempenho

superiores.

Uma das principais estratégias para a descoberta dos QTLs é o estudo de
associacao gendmica ampla (GWAS). O GWAS identifica as variacbes no genoma
(SNPs) e as associa com o caracteristicas quantitativas de interesse (QTLS) com
base no desequilibrio de ligacdo (Cantor et al., 2010). Os resultados obtidos do
mapeamento QTL e GWAS podem ser usados para programas de melhoramento
seletivo através da selecdo assistida por marcadores (MAS) ou selecdo genémica

(Yanez e Martinez, 2010; Yafiez et al., 2014; Kumar e Kocour, 2017).

Estudos de MAS e selecao genbmica sdo particularmente Uteis para serem
direcionados a caracteristicas que sao dificeis ou impossivel de medir diretamente
sobre os candidatos de selecdo (Yarez et al., 2014; @degard et al., 2014). Um dos

exemplos bem-sucedido de analises de QTL € o caso de resisténcia a infec¢do da

23
CAUNESP



Orientanda: Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Diogo Teruo Hashimoto

necrose pancreatica no salméo do Atlantico, a qual foi realizada por dos estudos
independentes na Escdcia e na Noruega, onde identificaram que um unico QTL
explicava mais de 80% da variacdo genética da resisténcia (Houston et al., 2008;
Moen et al., 2009), o que permitiu diminuir as altas taxas de mortalidade (mais de
90%) para perto de zero (Houston et al., 2020). Esta descoberta representa um
exemplo bem-sucedido de controle da doenca, e mostra a importancia das
ferramentas gendémicas para o desenvolvimento da aquicultura mundial. O GWAS
tem sido utilizado para varias caracteristicas economicamente importantes para a
aquicultura, incluindo caracteristicas de crescimento (Gutierrez et al., 2015; Li et al.,
2018; Yoshida et al., 2019; Zhou et al., 2019; Ali et al., 2020; Yang et al., 2020),
determinacao sexual (Bao et al., 2019; Céaceres et al., 2019; Gabian et al., 2019;
Lin et al., 2020), resisténcia a doencas (Aslam et al.,, 2020; Jia et al.,, 2020;

Mastrochirico et al., 2020; Yang et al., 2021), entre outros.

-

E necesséario que estas praticas de uso de SNPs para associacdo com
caracteristicas de interesse zootécnico sejam aplicadas nas espécies nativas do
Brasil, em especial no tambaqui, pois permitird acelerar a producdo aquicola
nacional, aumentando a produtividade de uma maneira mais sustentavel. Além do
mais, permitirdo identificar regides gendmicas de interesse comercial, por exemplo,
relacionadas a resisténcia a doencas, com o objetivo de direcionar programas de
melhoramento genético por selecdo assistida por marcadores ou selecao

gendmica, a fim de evitar problemas decorrentes na producao.
Objetivos:

Geral
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O objetivo do presente estudo foi explorar a arquitetura genética da
resisténcia do tambaqui contra |. multifillis e investigar o potencial da selecdo

gendmica para possivelmente acelerar o melhoramento genético.

Especificos

Estimar os componentes de variancia e herdabilidade para resisténcia a |I.
multifillis em oito familias de tambaqui, por médio de um desafio experimental de

coabitagao.

Mapear QTL (loci de caracteristicas quantitativas) associados a resisténcia

a |. multifilis em tambaqui por GWAS (estudo de associa¢do gendmica ampla).
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CONSIDERACOES FINAIS

Ichthyophthirius  multifilis & um protozoario ciliado disseminado
mundialmente, que atua como parasita de peixes com baixissima especificidade de
hospedeiro, sendo considerado uma das ameacgas mais severas a producdo de
peixes de 4gua doce. Os tratamentos disponiveis contra esse parasita sdo caros,
laboriosos, estressantes para 0os peixes e podem poluir o0 meio ambiente. O
melhoramento genético pode ser um meétodo eficiente para controlar doencas
infecciosas a longo prazo, devido aos ganhos permanentes e acumulativos. Assim
sendo, este trabalho € pioneiro no desenvolvimento de ferramentas gendmicas para
determinar a resisténcia natural a |. multifilis no peixe Neotropical tambaqui

(Colossoma macropomum).

ApoOs o experimento de coabitacao, foi obtida variacao fenotipica significativa
relacionada a resisténcia a infestacao de |. multifilis nas familias de tambaqui para
as caracteristicas de sobrevivéncia, tempo de morte e quantidade de parasita, além
do mais, os altos valores de herdabilidade baseados no pedigree e nos dados
gendmico sugerem gue o melhoramento seletivo para aumentar a resisténcia a |.

multifiliis € plausivel.

As associacfes entre 0 marcador e caracteristicas fenotipicas (GWAS) para
identificacdo de regi6es gendmicas (QTLs) envolvidas na resisténcia natural a
infestacdo de |. multifiliis em tambaqui, evidenciaram a natureza poligénica desta
caracteristica, pois trata-se de uma caracteristica tipicamente controlada por varios
genes, 0 que sugere que a selecdo genbmica é a abordagem mais eficiente para

melhorar a resisténcia genética contra esse parasita em tambaqui.
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