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Resumo Geral

O pacu Piaractus mesopotamicus ¢ considerado uma das mais importantes espécies de
peixe cultivadas no Brasil. Apesar desta representatividade, esta espécie possui poucas
informagdes genéticas disponiveis, principalmente em relagdo a resisténcia as
enfermidades. A infeccdo por Aeromonas hydrophila ¢ responsavel por grandes
prejuizos econdmicos na producdo de pacu. Experimentos de desafio, baseados em
testes de sobrevivéncia por exposi¢do dos organismos a patogenos especificos, t€ém sido
realizados para buscar estimativas confidveis para selecdo de familias geneticamente
resistentes as enfermidades. Portanto, os principais objetivos deste estudo foram: 1)
avaliar a herdabilidade de resisténcia do pacu a infeccdo por A. hydrophila; 2)
caracterizar a arquitetura genética com a identificagdo de QTLs (Quantitative Trait
Loci) relacionados com resisténcia a A.  hydrophila, por meio de
sequenciamento/genotipagem de SNPs (RAD-Seq, restriction site associated DNA
sequencing); 3) caracterizar genes do sistema imune, por meio de sequenciamento
RNA-Seq, de individuos de pacu submetidos ao desafio de resisténcia a 4. hydrophila.
Moderados valores de herdabilidade foram encontrados para sobrevivéncia e tempo de
morte, indicando que a resisténcia contra A. hydrophila em pacu pode ser melhorada por
programas de melhoramento genético. 17.453 SNPs foram identificados pela técnica
RAD-Seq, para investigar a arquitetura genética da resisténcia a infec¢do por A.
hydrophila pelo estudo de associacdo genomica ampla (GWAS), e identificar loci
associados a caracteristica de resposta imune. Um mapa de ligagao foi construido com
27 grupos de ligagao (GLs). O comprimento dos grupos de ligagdo variou de 79,95 (GL
14) a 137,01 (GL 1) cM com um comprimento total de 2.755,60 cM. 22 QTLs em 17
GLs associados com resisténcia a 4. hydrophila sugeriram uma arquitetura de
resisténcia poligénica afetada por multiplos loci com pequena variancia genética
aditiva. Com relagdo as analises de RNA-Seq, 57 genes pertencentes sistema imune do
pacu foram significativamente expressos durante o periodo critico da infeccao,
enquanto que 23 genes foram significativamente expressos quando a mortalidade
atingiu o plateau. A pratica de integracdo de métodos gendmicos para aplicacdo de
programas de melhoramento genético abordando a resisténcia do pacu a infeccao por 4.
hydrophila ¢ fundamental para acelerar a producdo aquicola nacional de maneira

sustentavel.



General Abstract

Pacu Piaractus mesopotamicus is considered one of the most important cultivated fish
species from Brazil. Despite this representativeness, few genetic information is
available for P. mesopotamicus, especially regarding disease resistance. Aeromonas
hydrophila infection is responsible for major economic losses in P. mesopotamicus
production. Challenge experiments have been performed to evaluate reliable estimates
on selection of families genetically resistant to diseases. Therefore, the main objectives
of this study were: 1) evaluate the resistance heritability in 36 P. mesopotamicus
families subjected to A. hydrophila challenge; 2) characterize the genetic architecture
identifying QTLs (Quantitative Trait Loci) related to 4. hydrophila resistance by SNP
sequencing / genotyping; 3) characterize genes belonging to immune system of
individuals submitted to the disease resistance challenge, by transcriptome analysis
(RNA-Seq). Moderate heritability values were found for survival rate and time of death,
indicating that resistance against 4. hydrophila in P. mesopotamicus can be improved
by breeding programs. 17,453 SNPs were identified by RAD-Seq technique to
investigate the genetic architecture of resistance to 4. hydrophila. When a linkage map
was constructed, the length of linkage groups (27 linkage groups) varied from 79.95
(LG 14) to 137.01 (LG 1) cM, with a total integrated map length of 2,755.60 cM. 22
QTLs in 17 LGs associated with A. hydrophila resistance suggested a polygenic
resistance architecture affected by multiple loci with small additive genetic variance.
With respect to RNA-Seq analyzes, 57 genes belonging to the pacu immune system
were significantly expressed during the critical period of infection, while 23 genes were
significantly expressed when mortality reached the plateau. The practice of integrating
genomic methods for the application of breeding programs addressing pacu resistance to
A. hydrophila infection is essential to accelerate national aquaculture production in a

sustainable manner.



Introducao Geral

1.1. Aspectos gerais

A demanda global por proteinas derivadas de pescado tem aumentado ao longo
das ultimas décadas, principalmente devido ao crescimento populacional e da
preferéncia por alimentos saudaveis (Bacher, 2015). De acordo com os tltimos relatorio
da Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2014; 2018),
os indices globais de captura pela pesca predatoria atingiram um dos maiores valores ja
registrados em 2012 (91,3 milhdes de toneladas), com uma pequena queda registrada
em 2016 (90,9 milhdes de toneladas). Portanto, os principais estoques de peixes tém
sido explorados pela pesca em niveis considerados insustentaveis e, por esta razao, uma
tendéncia de redugdo de producao de pescado tem sido observada.

No contexto da sobreexploragao de espécies exercida pela pesca, a aquicultura
tera que suprir a maior parte do aumento na demanda por pescado. Esta importancia da
aquicultura ocorre em um momento em que o mundo se tornou mais consciente sobre
questdes ambientais, e consumidores passaram a exigir produtos de procedéncia
sustentavel (Bacher, 2015).

De acordo com as ultimas estatisticas disponiveis, em 2016, a producao de
peixes pela aquicultura apresentou rapido crescimento e ja representa 46,8% da
producao total mundial de pescado, com uma participagdao cada vez mais crescente da
América do Sul, e principalmente do Brasil, no cenario da aquicultura mundial (FAO,
2018).

No Brasil, a partir da década de 2000, a aquicultura passou a ser alvo de
investimentos privados e agdes do proprio Governo Federal. Como resultado, a

piscicultura brasileira registrou um expressivo incremento de sua producao de 170 mil



toneladas em 2002 (FAO, 2004) para uma producdo total de 485,2 mil toneladas em
2017 (IBGE, 2017), o que mostra que o Brasil tem melhorado a sua posicao global de
produgdo nos ultimos anos (FAO, 2018). Desta forma, ha um crescente interesse pelo
aumento da producdo de pescado no Brasil, com a utilizagdo de peixes de melhor
qualidade, juntamente com o desenvolvimento de pacotes tecnologicos direcionados
para o crescimento da producdo de peixes nativos. O que mostra a necessidade que
programas de melhoramento e manejo genético sejam colocados em prética.

Programas de melhoramento genético sdo cruciais para o desenvolvimento da
aquicultura, ndo s6 como objetivo de aumentar o desempenho produtivo das espécies
cultivadas, mas também melhorar os organismos cultivados em relagdo a resisténcia a
doencas (Gjedrem, 1997). Atualmente, ja foram realizados vdarios experimentos de
selecdo em larga escala para aumentar a taxa de crescimento, resultando em ganhos de
10-20% (média de 12,5%) por geragdo (Gjedrem et al, 2012). Porém, para o
desenvolvimento de uma producao sustentavel deve-se levar em consideragdo a selecdo
dos organismos com melhor eficiéncia imunolédgica (Olesen et al., 2000; Gonen et al.,
2015; Evenhuis et al., 2015).

Piscicultores tém selecionado peixes por apenas algumas décadas, sendo que a
maioria da produgdo aquicola ¢ baseada em unidades geneticamente ndo tratadas
(Gjedrem et al., 2012). Ainda existem varios entraves para que o melhoramento
genético baseado na selecao seja amplamente difundido para as principais espécies da
aquicultura, como insuficiente conhecimento genético de espécies e programas de
melhoramento, além da captura regular de espécimes selvagens para reposicdo de
matrizes reprodutoras (Gjedrem et al., 2012). O Brasil apresenta excelentes recursos
naturais ¢ uma rica biodiversidade de peixes com potencial para melhoramento

genético, sendo que aproximadamente 40 espécies nativas de rios brasileiros sdo
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utilizadas para aquicultura nacional (Godinho, 2007). Entretanto, a maioria dos cultivos
no Brasil ¢ realizada com espécies exodticas de outros paises. Este panorama ¢é
surpreendente e revela a caréncia por projetos de melhoramento e inovagdo genética
com enfoque nas espécies nativas do Brasil.

A tilapia GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia), uma linhagem de
espécie exotica que sofreu um processo de selecdo genética, tem ganhado cada vez mais
espaco no mercado nacional. O projeto GIFT demonstrou o uso da reproducao seletiva
para melhorar o desempenho da produgao da tilapia do Nilo (Ponzoni et al., 2011), pois
apods cinco geracdes, o desempenho de crescimento da GIFT resultou em ganhos na
ordem superior a 80% (WorldFish Center, 2004). Isto demonstra que sdo necessarios
investimentos em projetos de melhoramento genético nacional, para que as espécies

nativas também possam suprir a demanda de pescado com qualidade.
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5. Conclusion

Transcriptome analysis by RNA-seq allowed the identification and
comparative quantification of gene expression in pacu infected by A. hydrophila. De
novo liver transcriptome assembled in this study enables capturing expression levels of
specific transcripts associated with important immune pathways, such as the coagulation

factor and complement system cascades. Using this transcriptome, we have described
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for the first time the response of pacu infected by 4. hydrophila in two critical periods
of infection (PM and HM) comparing individuals belonging two distinct groups based
on different phases of bacterial infection (acute mortality and plateau of mortality). To
our knowledge this is the first descriptive study on transcriptome analysis of infected
pacu that may serve as a reference to understand the genetic mechanisms underlying the
host-pathogen interaction. The differences in the transcriptomic responses to a
standardized A. hydrophila challenge was able to provide a initial data set to begin to
understand the impact of selective breeding on genetic basis of disease resistance.
Therefore, further studies trying to connect the genomic and genetic basis of resistance
to A. hydrophila are fundamental to enable the implementation of A. hydrophila
resistance into pacu breeding programs. Despite these limitations, these results may
suggest possible suppression of genes belonging to the immune system that may
contribute to susceptibility to infection, as for example genes related with complement
system and coagulation factor cascades. Such supression of important immune system
genes will serve as subsidies for future studies aiming at the use of prophylactic and
immunostimulating treatments that could increase the pacu resistance when exposed to

infectious outbreaks of A. hydrophila.
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Conclusao Geral

No Brasil, a aquicultura passou a ser reconhecida como uma atividade
potencialmente lucrativa, e uma alternativa importante para a producao de alimentos de
alto valor nutricional. A atividade passou entdo a ser alvo de pesquisas cientificas com o
objetivo de acelerar a producdo de espécies de peixes em escala industrial. Portanto, a
pesquisa proposta teve como objetivo fornecer subsidios para o desenvolvimento da
produ¢do de uma das principais espécies de peixes cultivadas no Brasil através da
implementagdo de programas de melhoramento genético, para assim promover o
desenvolvimento da aquicultura de peixes nativos com medidas menos impactantes e
com o uso cada vez menor de recursos.

Até o momento da presente tese, estudos direcionados para obtengdo de
subsidios genéticos para o pacu ainda ndo sdo suficientes para a implantacao de técnicas
eficientes de melhoramento genético direcionados para a resisténcia contra uma das
principais causas de mortalidades de estoques produtivos da espécie. Portanto, a
pesquisa proposta espera contribuir com dados moleculares que serdo fundamentais
para acelerar o desenvolvimento da aquicultura do pacu no Brasil através do
desenvolvimento de linhagens mais resistentes a infecgao.

E esperado que o presente trabalho contribua para um melhor entendimento
sobre questdes relacionadas a herdabilidade e arquitetura genética de resisténcia, além
de uma melhor compreensdo sobre o funcionamento do mecanismo de resposta imune
do pacu contra a infec¢do por A. hydrophila, para assim identificar e avaliar o papel de
marcadores moleculares SNP em regides genOmicas envolvidas no processo de
regulacdo do processo de defesa contra este organismo patogénico. Sendo assim, o

trabalho espera identificar SNPs exclusivos em familias de pacu que possam contribuir,
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através de mecanismos de expressdo ou inibi¢do de genes associados ao sistema imune,
na resisténcia ou susceptibilidade quando submetidas a infec¢ao bacteriana.

Desta maneira, ¢ fundamental que estas praticas sejam aplicadas rapidamente
para espécies nativas do Brasil, em especial o pacu, pois permitird acelerar a producdo
aquicola nacional, além de aumentar a produtividade piscicola de maneira mais
sustentavel. Além disso, de forma pratica e aplicada, os resultados da analise genética
por marcadores SNPs permitirdo identificar regides relacionadas a resisténcia a doengas,
com o objetivo de direcionar programas de melhoramento genético por selecdo
gendmica, a fim de evitar problemas decorrentes da perda de producdo por infec¢do de

uma das bactérias que mais causam prejuizos para a aquicultura mundial.
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