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RESUMO

O estudo de bacterioses que impactam a producdo aquicola representa uma das
metas estratégicas para o desenvolvimento sustentavel da aquicultura no Brasil.
Diversas espécies bacterianas desempenham um papel significativo nas infec¢des
gue acometem animais aquaticos, especialmente peixes de producdo. Dentre
agentes patogénicos de maior relevancia para peixes, destacam-se 0s pertencentes
ao género Flavobacterium, reconhecido por sua capacidade de causar doengas com
impactos expressivos na saude dos peixes e na produtividade dos sistemas aquicolas.
Segundo o levantamento da literatura cientifica, o género Flavobacterium &
atualmente composto por aproximadamente 316 espécies. Diversas destas espécies
tém sido comumente e pontualmente relatadas em casos clinicos e surtos na criagao
de peixes, tanto em sistemas de producdo para consumo quanto em criacdes
ornamentais . A cada ano, novas interacdes envolvendo espécies do género
anteriormente associadas apenas a ambientes naturais vém sendo descritas em
associacdo a sinais clinicos em peixes, evidenciando a crescente importancia
sanitaria do género. Diante deste cenario, o presente estudo analisou isolados clinicos
obtidos de diferentes espécies de peixes, com foco em sua caracterizacdo gendmica
e fenotipica. A identificacdo das espécies foi realizada por meio da analise de
similaridade com o gene 16S rRNA em comparacdo com estirpes de referéncia do
género Flavobacterium, além da avaliacdo do panorama gendmico dos isolados
diagnosticados. Esta abordagem revelou caracteristicas importantes que evidenciam
a alta diversidade genémica e fenotipica entre isolados do género Flavobacterium,
destacando a necessidade de monitoramento epidemiolégico. Tais medias séo
fundamentais para o desenvolvimento de imunoterapias e estratégias veterinarias
para o controle de doencas na aquicultura. Os resultados obtidos neste estudo
fornecem uma base solida para futuros estudos sobre a diversidade fenotipica e
genotipica, com destaque para F. oreochromis, a espécie mais prevalente
diagnosticada, frequentemente associada a casos clinicos em peixes tropicais.
Esperamos que nossos achados contribuam para o aprimoramento das praticas
sanitarias e para o desenvolvimento de estratégias mais sustentaveis na aquicultura

brasileira.
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ABSTRACT

The study of bacterial diseases affecting aquaculture production represents one of the
strategic goals for the sustainable development of aquaculture in Brazil. Various
bacterial species play a significant role in infections that affect aquatic animals,
particularly farmed fish. Among the most relevant pathogenic agents for fish are those
belonging to the genus Flavobacterium, recognized for their ability to cause diseases
with substantial impacts on fish health and aquaculture productivity. According to a
review of the scientific literature, the genus Flavobacterium currently comprises
approximately 316 species. Several of these species have been frequently and
specifically reported in clinical cases and outbreaks in fish farming, both in food
production systems and ornamental aquaculture. Each year, new interactions involving
species previously associated only with natural environments are being described in
connection with clinical signs in fish, highlighting the growing sanitary importance of
this genus. In light of this scenario, the present study analyzed clinical isolates obtained
from different fish species, focusing on their genomic and phenotypic characterization.
Species identification was performed through similarity analysis of the 16S rRNA gene
compared to reference strains of the Flavobacterium genus, along with an evaluation
of the genomic landscape of the diagnosed isolates. This approach revealed important
characteristics that demonstrate the high genomic and phenotypic diversity among
Flavobacterium isolates, emphasizing the need for ongoing epidemiological
monitoring. Such measures are essential for the development of immunotherapies and
veterinary strategies aimed at disease control in aquaculture. The findings of this study
provide a solid foundation for future research on phenotypic and genotypic diversity,
with particular emphasis on F. oreochromis, the most prevalent species identified,
frequently associated with clinical cases in tropical fish. We hope our findings
contribute to the improvement of sanitary practices and the development of more

sustainable strategies for Brazilian aquaculture.
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CAPITULO 1- Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO GERAL

Com o avanco das técnicas de sequenciamento gendmico e a grande
guantidade de dados a disposicdo publica, estudos baseados em Overall Genome
Related Indices (OGRIs) vém ganhando atencdo para solucionar incertezas
taxondmicas (Madhaiyan et al., 2020a, 2020b; Meier-kolthoff et al., 2014).

Dentre estes indices destacam-se o conteudo G+C, Average Nucleotide
Identity (ANI) e digital DNA-DNA hybridization (ddDNA), que associados podem
fornecer informacdes importantes para a classificacéo de espécies (Chun et al., 2018).
Atualmente, o Codigo Internacional de nomenclatura de procariotos (ICNP) estd em
processo de revisdo das diretrizes taxondémicas aplicadas aos procariotos,
incorporando abordagens modernas baseadas em Overall Genome Relatedness
Indices (OGRIs) . Essa atualizacdo visa refletir com maior precisdo as relacdes
evolutivas e gendmicas entre os microrganismos, promovendo uma classificacdo mais
robusta e alinhada com os avancos da genémica comparativa. (Oren et al., 2021a,
2021b).

A Flavobacterium columnare, agente etiologico da columnariose em peixes de
agua doce, € um bacilo longo, Gram-negativo, de crescimento fastidioso e
responsavel por infectar uma grande variedade de espécies de peixes, tanto em
populacdes naturais (Barony et al., 2015) quanto em sistemas de producdo aquicola,
(Austin and Austin, 2007; Lafrentz et al., 2012) causando perdas econdmicas
significativas para o setor (Wagner et al., 2002).

A espécie apresenta ampla disseminacdo na piscicultura e apresenta
distribuicdo global, com elevado grau de diversidade genética entre isolados de
diferentes hospedeiros e regifes geograficas. Estudo realizado por LaFrentz et al.
(2018) analisou os metadados associados as sequéncias do gene 16S rRNA e outros
genes estruturais extraidos do GenBank e observou através de analises filogenéticas
multi-loccus a formacao de quatro clados denominados grupos genéticos (GGs). Os
autores também observaram que os genes 16S rRNA e dnaK apresentaram elevado

potencial discriminatorio para a identificacdo de Flavobacterium columnare, permitindo



a divisdo das linhagens analisadas em clados consistentes, com altos valores de
suporte filogenético. Os metadados associados as cepas analisadas (n=150)
indicaram que cada GG apresentou especificidade em relacdo ao hospedeiro. A
analise dos metadados associados as cepas estudadas (n = 150) indicou que cada
Grupo Genético (GG) apresenta especificidade em relagdo ao hospedeiro, reforcando
a importancia da caracterizacdo molecular para compreender a diversidade
intraespecifica e os padrbes epidemiolégicos da espécie.

Estudos de genbmica comparativa em F. columnare identificaram que o
genoma da espécie possuia aproximadamente 3Mb, variando de 3,1 a 3,39Mb
(Kumru et al., 2020). Destaca-se a presenca de numerosas ilhas gendmicas (IGs) de
tamanhos variados, entre 5 e 30 Kb, com até 40 IGs na cepa ATCC 49512, numero
significativamente superior ao observado em outras espécies do género
(Kayansamruaj et al., 2017; Tekedar et al., 2017). Esses resultados indicam que o
genoma de F. columnare apresenta alta plasticidade, uma vez que as IGs
desempenham um papel fundamental na estrutura genética e na distribuicdo de
genes relacionados a viruléncia e a resisténcia em populacdes bacterianas.
Normalmente, estas regifes genémicas, por terem origem em outro individuo, muitas
vezes de outras espécies, apresentam diferencas no conteudo G+C em relacdo ao
restante do genoma. No entanto, em F. columnare observa-se uma baixa variacdo no
conteudo de G+C entre as IGs e o restante do genoma, o que pode indicar um
processo de estabilizacdo gendémica ou adaptacdo evolutiva especifica.

Todavia, foram identificadas proteinas associadas ao processo de
transferéncia horizontal, como integrases, transposons e proteinas relacionadas a
bacteri6fagos (Tekedar et al., 2017).Outros estudos baseados em comparacfes
genbmicas demonstraram que algumas cepas apresentavam elevada divergéncia
genbmica em relacdo as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank (Ashrafi
et al., 2015; Kayansamruaj et al., 2017), o que motivou uma revisao taxonémica da
espécie.

Recentemente, Flavobacterium columnare foi reclassificada por Lafrentz et
al. (2022) por meio de uma abordagem polifasica, que incluiu a comparacdo de OGRIs
com genomas de referéncia, além da analise de caracteristicas fenotipicas da

bactéria, como temperatura de crescimento, pH, halotolerancia e perfil enziméatico de



isolados pertencentes a diferentes grupos genéticos (GGs). Com base nesses dados,
0s autores propuseram a divisao da espécie em quatro novas espécies: F. columnare
(GG1), F. covae (GG2), F. davisii (GG3) e F. oreochromis (GG4).

Para que avangos consistentes sejam alcancados, é essencial o
monitoramento dos genes mencionados e a disponibilizacdo de suas sequéncias em
bases de dados publicas, informacao ainda escassa no caso de isolados brasileiros
do género Flavobacterium.

A espécie Flavobacterium oreochromis, recentemente classificada a partir de
isolados pertencentes ao grupo genético 4 (GG4), apresenta  distribuicdo
predominante em paises asiaticos, tendo como principal hospedeiro a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus).Alguns estudos ja indicam sua possivel dispersao para paises
da América do Sul (LaFrentz et al., 2018), o que reforca a necessidade de
investigagbes mais aprofundadas sobre sua diversidade genética.

Para isso, sdo necessarias técnicas de alta resolucdo, como analise
filogenética multilocus (MLPA), que permitem uma caracterizacdo mais precisa das
cepas . Com a nova classificacao proposta por Lafrentz et al. (2022), a estirpe Costa
Rica 02-04-TN (n° de acesso: NZ_CP067377.1) passou a ser considerada a estirpe
referéncia para a espécie F. oreochromis. No entanto, até 0 momento, apenas duas
outras estirpes asiaticas (NKO1, 1215) possuem genomas depositados em bases
publicas, evidenciando a necessidade de sequenciamento gendmico de novas cepas
para subsidiar estratégias eficazes de contencdo desse patdgeno emergente.

A cepa DVO0O01, isolada durante um surto em uma producdo comercial de
tilapia-do-nilo no ano de 2018, demonstrou a elevada viruléncia em infeccéo
experimental com pacu (Piaractus mesopotamicus). Estudos anteriores
caracterizaram essa cepa como F. columnare (GG4), atualmente, sinénimo de F.
oreochromis, com base em andlises moleculares e filogenéticas. Destaca-se a notavel
divergéncia de nucleotideos observada no fragmento de 1,3Kb do gene 16S rRNA,
guando comparado a outras estirpes filogeneticamente relacionadas (Ferreira et al.,
2022).

Desta forma, este estudo teve como objetivo realizar o sequenciamento
completo do genoma da cepa DV001l, bem como de outras 12 cepas de

Flavobacterium spp. pertencentes ao banco de cepas do Laboratério de Microbiologia



e Parasitologia de Organismos Aquaticos (LAPOA). Os patdégenos foram isolados de
diferentes espécies de peixes produzidos no Brasil. A proposta inclui a obtencdo de
um painel genético por meio de analises computacionais dos genomas sequenciados,
além da realizacao de testes in vivo para avaliagdo comparativa da viruléncia dos
isolados. Os desafios experimentais serdo conduzidos com tilpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), pacu e tambaqui (Colossoma macropomum), espécies de
grande relevancia para a aquicultura nacional.

Esta abordagem, aliada as analises de distribuicdo de elementos genéticos
moveis e genes de viruléncia, fornecerd dados essenciais para uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na patogenicidade das espécies
recentemente classificadas. As metas analiticas relacionadas a esses aspectos seréo
discutidas ao longo desta tese, com o0 objetivo de contribuir para o avanco do

conhecimento sobre a diversidade funcional e genémica do género Flavobacterium.



5. Conclusions

The newly assembled genomes presented in this study provide a valuable resource
for future taxonomic investigations within the Flavobacterium genus, enabling more

accurate identification of novel and ecologically relevant species. Our high-troughput
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comparative approach has yielded important insights into the evolutionary dynamics of

Flavobacterium, particularly in relation to host adaptation and genomic diversity.

These new genomic descriptions will serve as a foundation for future
epidemiological studies and support the current taxonomic framework of the genus. The
data generated here contribute to a deeper understanding of species boundaries and
evolution, reinforcing the importance of integrating genomic tools into microbial taxonomy

and disease surveillance.
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