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RESUMO GERAL

A tolerancia ao frio representa um dos principais desafios para a expanséo do
cultivo de tambaqui (Colossoma macropomum) em regides sujeitas a baixas
temperaturas. No entanto, o conhecimento sobre a base genética dessa
caracteristica ainda € limitado, restringindo o desenvolvimento de estratégias de
selecdo. Este estudo teve como objetivo caracterizar a base genética da tolerancia
ao frio em uma populagédo sintética de tambaqui por meio da integracdo de
abordagens de genética quantitativa e gendmica. Foram avaliados 808 animais
submetidos a um desafio de quedas sucessivas de temperatura, sendo analisadas
as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia binaria. Os parametros
genéticos foram estimados utilizando modelos mistos baseados em informacdes de
pedigree e gendmicas, enquanto analises de associagao gendmica ampla (GWAS)
identificaram regides gendmicas associadas aos fenodtipos. As estimativas de
herdabilidade indicaram variabilidade genética moderada para as caracteristicas
estudadas, e a correlagdo genética entre HTD e sobrevivéncia binaria foi alta e
positiva (0,99 + 0,05), demonstrando que ambos os fendtipos representam a
mesma base genética da resposta ao frio. A utilizagcao de informag¢des gendmicas
proporcionou maior acuracia preditiva que os modelos baseados apenas em
pedigree, evidenciando o potencial da selecdo gendmica para o melhoramento da
espécie. As analises de GWAS revelaram arquitetura genética predominantemente
poligénica, caracterizada pela contribuicdo conjunta de multiplas regides
genbmicas de pequeno a moderado efeito. Foram identificados SNPs
sugestivamente associados aos fendtipos avaliados e genes candidatos
relacionados a resposta ao estresse térmico, metabolismo energético, homeostase
celular e resposta imune. Em conjunto, os resultados demonstram que a toleréncia
ao frio apresenta base genética suficiente para responder a selegcdo e que a
incorporagdo de informagdes gendmicas pode aumentar a eficiéncia dos
programas de melhoramento genético do tambaqui. Esta tese amplia o
conhecimento sobre a arquitetura genética da tolerancia ao frio e fornece bases
cientificas para o desenvolvimento de estratégias de selegdo gendbmica voltadas a

obtencao de populacdes mais adaptadas as variagdes térmicas.

Palavras-chave: Colossoma macropomum; tolerancia ao frio; parametros

genéticos; GWAS; selegdo genémica.
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GENERAL ABSTRACT

Cold tolerance is one of the main challenges limiting the expansion of tambaqui
(Colossoma macropomum) farming into regions exposed to low temperatures.
However, the genetic basis of this trait remains poorly understood, restricting the
development of effective breeding strategies. This study aimed to characterize the
genetic basis of cold tolerance in a synthetic tambaqui population by integrating
quantitative genetics and genomic approaches. A total of 808 fish were evaluated
under a progressive low-temperature challenge, and the traits hours to death (HTD)
and binary survival were analyzed. Genetic parameters were estimated using mixed
animal models based on pedigree and genomic information, while genome-wide
association studies (GWAS) were performed to identify genomic regions associated
with the evaluated phenotypes. Heritability estimates indicated moderate genetic
variability for the evaluated traits, and the genetic correlation between HTD and
binary survival was high and positive (0.99 £ 0.05), demonstrating that both
phenotypes represent the same genetic basis underlying the response to cold
stress. The incorporation of genomic information provided higher predictive
accuracy than pedigree-based models, highlighting the potential of genomic
selection for tambaqui breeding. Genome-wide association analyses revealed a
predominantly polygenic genetic architecture, characterized by the joint contribution
of multiple genomic regions with small to moderate effects. Suggestively associated
SNPs and candidate genes related to thermal stress response, energy metabolism,
cellular homeostasis, and immune response were identified. Overall, the results
demonstrate that cold tolerance in tambaqui has sufficient genetic variability to
respond to selection and that genomic information can improve the efficiency of
breeding programs. This thesis expands the current knowledge of the genetic
architecture of cold tolerance and provides a scientific basis for the implementation
of genomic selection strategies aimed at developing populations better adapted to

thermal variation.

Keywords: Colossoma macropomum; cold tolerance; genetic parameters; GWAS,;

genomic selection.

Caunesp 10



Doutorando Gabriel Rinaldi Lattanzi Orientador: Rafael Vilhena Reis Neto

CAPITULO | - INTRODUGAO GERAL E REVISAO
BIBLIOGRAFICA

Caunesp

11



Doutorando Gabriel Rinaldi Lattanzi Orientador: Rafael Vilhena Reis Neto

1 INTRODUGAO GERAL

A aquicultura tem se consolidado como um dos setores de maior crescimento
na produgéo de alimentos aquaticos. Segundo a FAO (2025), a produgdo mundial
aquicola alcangou cerca de 94 milhdes de toneladas em 2022, superando pela
primeira vez a pesca extrativista (Zhang et al., 2025) e acompanhando o aumento
da demanda global por pescado, cujo consumo per capita passou de 9,1 kg em
1961 para 20,6 kg em 2021.

Dentro desse cenario de expansédo global, a América Latina ocupa posi¢céo
estratégica na produgao aquicola. As Américas alcangaram aproximadamente 4,9
milhdes de toneladas de pescado cultivado em 2023, com destaque para o Brasil,
que liderou a producédo continental com 792 mil toneladas, valor superior ao
registrado em 2022 e equivalente a um aumento de 7,32%, o que evidencia a

recente expansao do setor no pais (FAO, 2025).

No Brasil, a producdo aquicola manteve trajetéria de crescimento,
alcancando 1.011.540 toneladas de peixes de cultivo em 2025, o que representa
um aumento de aproximadamente 4,42% em relacdo a 2024. Esses dados foram
obtidos a partir de relatorios do setor produtivo da piscicultura brasileira publicados
pela Peixe BR (2026). Entre as espécies cultivadas, a tilapia (Oreochromis niloticus)
manteve a lideranca da produg¢ao nacional, representando cerca de 70 % do total,

evidenciando a concentracdo produtiva do setor em poucas espécies.

Apesar dessa predominancia, a producao de espécies nativas neotropicais,
incluindo pacu (Piaractus mesopotamicus), pirapitinga (Piaractus brachypomum),
tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos, representa parcela
expressiva da piscicultura brasileira. Em 2025, essas espécies totalizaram 257.070
toneladas, correspondendo a aproximadamente 25,4% da producdo nacional
(Peixe BR, 2026). Entre essas espécies, o tambaqui destaca-se como a principal

especie nativa produzida no pais.

Nesse contexto, o tambaqui apresenta elevada relevancia produtiva no
Brasil e ampla distribuicdo geografica. Originario das bacias Amazbnica e do
Orinoco, consolidou-se como o principal peixe amazobnico de criagdo comercial,
com destaque produtivo no Norte do Brasil e em paises como Bolivia, Colémbia e
Venezuela (Val e Oliveira, 2021; Hilsdorf et al., 2022; Valladao et al., 2018; Chagas
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et al., 2019; Valladao et al., 2020; Valenti et al., 2021; Maciel-Honda et al., 2022).
Além disso, a espécie tem sido introduzida e cultivada em diversos paises fora da
América do Sul, incluindo Estados Unidos, México, China, Indonésia, Malasia,
Mianmar, Vietna, Singapura e Taiwan (Woynarovich e Van Anrooy, 2019; Amanajas
e Val, 2023; St Louis et al., 2022; Val e Oliveira, 2021; Hilsdorf et al., 2022).

Essa expansao é particularmente expressiva na Asia, refletindo a crescente
insercao global da espécie na aquicultura. Apesar dessa ampla distribuigdo, o
cultivo do tambaqui no Brasil permanece concentrado nas regides Norte e
Nordeste, onde as condigbes térmicas séo favoraveis ao desempenho da espécie
(Baldisserotto e Gomes, 2005; Santos et al., 2021).

Em contraste, nas regides Sul e Sudeste, periodos prolongados de baixas
temperaturas durante o inverno limitam a producdo, resultando em perdas,
mortalidade e redugdo do crescimento dos animais. Em condi¢cdes de frio, o
tambaqui apresenta redugao da taxa metabdlica, diminuicdo do consumo alimentar
e alteragdes fisioldgicas que comprometem o crescimento e aumentam a

suscetibilidade a estresses e mortalidade (Paulino et al., 2026; Zhu et al., 2022).

Como consequéncia, observa-se redugao do desempenho produtivo, com
menor ganho de peso e crescimento mais lento dos animais, especialmente em
regides Sul e Sudeste, quando comparadas as condi¢gdes mais favoraveis do Norte
e Nordeste (Baldisserotto e Gomes, 2005; Fernandes et al., 2018; Mareco et al.,
2023). Essa diferenca de desempenho evidencia a limitacdo do tambaqui fora de
sua faixa climatica natural e reforca a necessidade do desenvolvimento de
estratégias que promovam sua adaptagdo a ambientes de menor temperatura
(Merola & Pagan-Font, 1988; Agudelo et al., 2022).

Nesse sentido, a selecdo de animais mais tolerantes ao frio apresenta
potencial para reduzir perdas produtivas, aumentar a eficiéncia do sistema de
producao e favorecer a expansao territorial do cultivo para as regides Sul e
Sudeste, contribuindo para o aumento do volume produzido e para a consolidacéo
da espécie em mercados ainda em desenvolvimento. Diante dessas limitagdes,

alternativas tém sido adotadas no setor.

A utilizacdo de hibridos interespecificos tem sido empregada como

estratégia produtiva, uma vez que esses cruzamentos sdo amplamente utilizados
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na piscicultura com o objetivo de explorar caracteristicas desejaveis, como
crescimento acelerado e maior tolerancia a variagbes ambientais (Hashimoto et al.,
2014; Fernandes et al., 2018; Mareco et al., 2023).

Considerando esses aspectos, a producdo de espécies nativas esta
fortemente associada a formacgéao de hibridos, que representam parcela expressiva
da producédo aquicola. As espécies puras desempenham papel estratégico nesse
sistema, pois constituem a base para a obtencao desses cruzamentos (Calcagnotto
et al., 1999).

Dessa forma, o melhoramento genético do tambaqui puro apresenta
potencial ampliado de impacto, ao influenciar tanto a produgédo da espécie quanto
o desempenho dos hibridos utilizados na piscicultura. Um exemplo recorrente € o
cruzamento entre fémeas de tambaqui e machos de pacu para a produgdo do
hibrido tambacu, que combina crescimento rapido com maior tolerancia a baixas
temperaturas (Hashimoto et al., 2014; Fernandes et al., 2018; Reis Neto et al.,
2019; Neto et al., 2020; Fantinatti et al., 2021; Mareco et al., 2023; Miranda et al.,
2023).

Entretanto, a hibridizagao interespecifica apresenta limitagcoes e riscos. Entre
os principais impactos estdo os escapes acidentais, que podem resultar em
contaminagao genética de populagdes selvagens e de plantéis produtivos, com
efeitos sobre a biodiversidade e risco de extingao de espécies nativas (Baggio et
al., 2016; Knytl et al., 2018; Dobrzycka Krahel e Roman-Hidalgo, 2025). Esses
efeitos sao intensificados quando hibridos férteis escapam para o ambiente natural
ou sao comercializados como espécies puras (do Prado et al., 2012; Hashimoto et
al., 2014; Korniienko et al., 2020).

Diante dessas limitagdes, o melhoramento genético surge como alternativa
estratégica para viabilizar o cultivo do tambaqui puro em regides de clima mais frio.
Esse melhoramento pode ser conduzido com base em informagdes fenotipicas e
de pedigree ou por meio da incorporagao de dados genémicos, que permitem maior
precisdo na identificacdo de individuos superiores (Gjedrem, 2005; Liang et al.,
2025).

A predicao genOmica tem se destacado como ferramenta eficiente para

aumentar a acuracia das avaliagbes genéticas, especialmente para caracteristicas
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de baixa herdabilidade e de mensuragao complexa (Sukhavachana et al., 2022).
Além disso, estudos de associacdo gendmica ampla permite identificar regides
genbmicas associadas a resisténcia a baixas temperaturas (Hanchapola et al.,
2026).

Sob essa perspectiva, a incorporagao da tolerancia ao frio como critério de
selecao apresenta aplicabilidade direta em programas reais de melhoramento,
permitindo a identificagdo de animais superiores e a redugao de perdas produtivas.
Essa abordagem contribui para a eficiéncia do sistema e para a viabilidade
econdmica da atividade (Dantas et al., 2022; Allal & Nguyen, 2022). Os resultados
também sao diretamente aplicaveis a empresas e produtores que atuam na
comercializacdo de material genético, possibilitando o desenvolvimento de
linhagens mais adaptadas a diferentes condi¢des térmicas e contribuindo para a

expansao da cadeia produtiva do tambaqui.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de ganho genético
para tolerancia a baixas temperaturas em uma populacdo base de tambaqui
(Colossoma macropomum), por meio da estimagéao de parametros genéticos e da
predicdo de valores genéticos estimados EBVs (Estimated Breeding Values) e
valores genéticos gendmicos estimados GEBVs (Genomic Estimated Breeding
Values). Foram utilizadas abordagens baseadas em pedigree, por meio do modelo
PBLUP (Best Linear Unbiased Prediction) baseado em pedigree e genémicas, por
meio do modelo GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction), com o objetivo
de comparar a acuracia e o potencial preditivo dos valores estimados.
Adicionalmente, buscou-se identificar regides genbmicas associadas a

caracteristica por meio de anélises de associagao genémica ampla.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CARACTERIZAGAO DO TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

O tambaqui (Colossoma macropomum), nativo das bacias Amazdnica e do
Orinoco, € uma das espécies de maior importancia ecolégica e econémica da
América do Sul (Araujo-Lima e Gomes, 2013; Souza et al., 2018). Nos ambientes
naturais, atua na dinamica dos ecossistemas como dispersor de sementes (Costa-
Pereira et al., 2018; Val & Oliveira, 2021; Hilsdorf et al., 2022).
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Na aquicultura, o tambaqui € uma das espécies mais cultivadas da América
do Sul (Melo et al., 2024). No Brasil, consolidou-se como a principal espécie nativa
da aquicultura, refletindo sua elevada relevéncia regional e nacional (Sena et al.,
2024; da Cunha et al., 2020; Lira et al., 2020).

O sucesso produtivo esta associado a atributos zootécnicos, fisioldgicos e
mercadoldgicos (Melo et al., 2024). A espécie apresenta elevada robustez, com
tolerancia a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido e a uma ampla faixa de
altas temperaturas (Gomes et al.,, 2018; da Fonseca et al., 2024). Essas
caracteristicas favorecem sua adaptacéo a diferentes sistemas de cultivo e sua

capacidade de utilizar dietas artificiais (Ferreira et al., 2019; Hoga et al., 2019).

Do ponto de vista zootécnico, o tambaqui apresenta rapido crescimento,
grande porte, resisténcia a doencas e facilidade de reprodugao em cativeiro (Hoga
et al., 2019; Pires et al., 2018). Esses atributos, aliados a qualidade da carne, tém

impulsionado a expansao da espécie na aquicultura brasileira (Mazini et al., 2022).

O tambaqui apresenta ampla aceitagdo no mercado, associada a preferéncia
dos consumidores, ao preco acessivel e a qualidade sensorial, como sabor e

textura, sustentando seu valor comercial (Mebratu et al., 2023).

Em contraste com essas vantagens, a produgdo ainda é limitada pela
elevada mortalidade durante o inverno nas regides Sul e Sudeste do Brasil, onde a
temperatura da agua frequentemente cai abaixo de 17 °C, comprometendo o
desempenho e a sobrevivéncia dos animais (Fernandes et al., 2018; Mareco et al.,
2023). Como alternativa, produtores recorrem ao hibrido tambacu, resultante do
cruzamento entre fémeas de tambaqui e machos de pacu, com o objetivo de
combinar o crescimento do tambaqui com a maior tolerancia ao frio do pacu (Borges
et al., 2014; Reis Neto et al., 2012; Reis Neto et al., 2020; Lira et al., 2020).

Entretanto, a auséncia de controle reprodutivo e o uso indiscriminado de
hibridos podem gerar impactos ambientais e variagdo indesejada no desempenho
zootécnico. O vigor hibrido é maximizado na primeira geragdo (F1), enquanto
individuos po6s-F1 ou retrocruzados ndo mantém o mesmo desempenho,
comprometendo a eficiéncia produtiva e aumentando o risco de introgressao
genética em populagdes naturais (Hayden et al., 2010; Reis Neto et al., 2020;
Vetesnik et al., 2024).
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Esses fatores reforcam a necessidade de programas estruturados de
melhoramento genético, com énfase no aumento da resisténcia térmica e no
aprimoramento de caracteristicas zootécnicas. A selegdo de espécies aquicolas
com maior tolerancia a baixas temperaturas tem sido apontada como uma
estratégia promissora para aumentar a sustentabilidade e a viabilidade econémica

da aquicultura (Han et al., 2025).

Iniciativas baseadas em genética quantitativa e selecdo direcionada tém
potencial para reduzir a dependéncia de hibridos, elevar a eficiéncia dos plantéis e
fortalecer a sustentabilidade da cadeia produtiva (Falconer & Mackay, 1996; Lynch
e Walsh, 1998; Gjedrem e Rye, 2018). Nesse contexto, abordagens baseadas na
predicdo de valores genéticos e gendmicos tém sido amplamente utilizadas em
programas de melhoramento aquicola, permitindo maior precisdo na identificagdo

de individuos superiores e maior efici€ncia no ganho genético das populagdes.

2.2 MELHORAMENTO GENETICO DE TAMBAQUI

A produgdo comercial de espécies nativas provenientes de programas de
melhoramento na América do Sul permanece limitada, conforme relatado por
Ariede et al. (2020). No caso do tambaqui, os esforgos iniciais concentram-se
principalmente na estimativa de parametros genéticos relacionados ao crescimento
e as medidas corporais. Essas iniciativas sdo pontuais e isoladas, conduzidas por
instituicdes de pesquisa, e ainda n&o resultaram na disponibilizagado de linhagens

melhoradas ao setor produtivo, conforme destacado por Ferreira et al. (2022).

Uma das iniciativas mais estruturadas foi o projeto Aquabrasil, voltado ao
desenvolvimento sustentavel da aquicultura no Brasil, conduzido entre 2007 e
2011. Embora tenha contribuido para o avango do conhecimento em genética
quantitativa de peixes nativos, seus resultados n&o se converteram na
disponibilizagao comercial de linhagens melhoradas (Hilsdorf et al., 2022). Como
consequéncia, a aquicultura brasileira permanece dependente de estoques
reprodutivos formados, em sua maioria, por animais nao selecionados,

provenientes de populagdes selvagens.

A maioria dos peixes produzidos na aquicultura sul-americana ainda deriva
de populacdes ndo melhoradas, mantendo a dependéncia de capturas naturais

17
Caunesp



Doutorando Gabriel Rinaldi Lattanzi Orientador: Rafael Vilhena Reis Neto

para reposicdo dos plantéis e limitando a obtengdo de ganhos produtivos
consistentes (Mastrochirico-Filho et al., 2019; Del Pazo et al., 2021; Freitas et al.,
2021; Mascali et al., 2022; Mareco et al., 2023).

A implantagdo desses programas constitui uma estratégia para reduzir a
dependéncia de hibridos, como o tambacu, e promover o desenvolvimento de
linhagens puras adaptadas a condigbes ambientais especificas (Pernet &
Browman, 2021; Cortes et al., 2025). No caso do tambaqui, isso possibilita a
selecao de individuos mais tolerantes ao frio, favorecendo a expansao da espécie
para regiodes de clima subtropical e a redugao das perdas associadas ao estresse
térmico. Para viabilizar esse avancgo, sdo necessarios estudos que investiguem o
potencial genético e a resposta a selegcdo para caracteristicas relacionadas a

tolerancia a baixas temperaturas.

No Brasil, diferentes grupos de pesquisa tém contribuido de forma
significativa para o avanco da genética de espécies nativas, incluindo o tambaqui.
Estudos conduzidos por Hashimoto e colaboradores tém abordado aspectos
fundamentais, como variabilidade genética, paradmetros genéticos, associagéo
genbmica e aplicagdo de ferramentas de selecdo gendmica, ampliando a
compreensao dos mecanismos genéticos que influenciam caracteristicas de
interesse aquicola (Ariede et al., 2020; Lira et al., 2020; Agudelo et al., 2024; Manso
et al., 2024).

De forma complementar, iniciativas voltadas a estruturagdo de programas de
melhoramento tém sido discutidas por outros grupos de pesquisa, incluindo
contribuicbes de Shiotsuki e colaboradores, que destacam a importancia do
estabelecimento de bases genéticas para a consolidagdo de programas
estruturados na espécie (Shiotsuki et al., 2018; Silva et al., 2023; Varela et al.,
2021).

2.3 PARAMETROS GENETICOS E SELECAO

O controle genético de caracteristicas quantitativas, como a resisténcia ao
frio, pode ser investigado por meio de parametros genéticos classicos. Essa
abordagem permite estimar a variancia genética aditiva, a herdabilidade e o
potencial de resposta a sele¢ao (Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998;
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Pujol et al., 2018). Para esse tipo de modelo, sdo indispensaveis informagdes
fenotipicas individuais e de parentesco entre os individuos da populagéo estudada
(Gama, 2002; Gjedrem e Robinson, 2014; Benfey et al., 2024).

A variancia genética aditiva representa a fragdo da variabilidade fenotipica
atribuida aos efeitos aditivos dos alelos, sendo o principal componente responsavel
pela resposta a selegdo. Essa variancia reflete a capacidade de transmissao das
diferencas genéticas para a geragdo seguinte, constituindo a base do ganho
genético em programas de melhoramento. Assim, caracteristicas com maior
variancia genética aditiva apresentam maior potencial de resposta a selegdo ao

longo das geragdes (Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998).

Caracteristicas quantitativas continuas, como o tempo até a morte, podem
ser analisadas por meio de modelos lineares mistos, que assumem distribuicdo
aproximadamente normal dos dados. Em contraste, caracteristicas categoricas,
como a sobrevivéncia binaria, requerem abordagens especificas, como os modelos
limiar (threshold), que consideram a natureza discreta do fenétipo por meio de uma
variavel latente continua. A escolha do modelo adequado é fundamental para
garantir estimativas consistentes dos parametros genéticos, uma vez que a
utilizagdo de modelos incompativeis com a distribuicdo dos dados pode resultar em

estimativas viesadas (Falconer & Mackay, 1996; Gianola & Foulley, 1983).

2.4 PREDIGAO GENETICA E GENOMICA EM PROGRAMAS DE
MELHORAMENTO

A avaliagdo genética de caracteristicas quantitativas em programas de
melhoramento animal baseia-se na estimagao do valor genético dos individuos, que
corresponde a contribuicdo genética aditiva transmitida a progénie. Esses valores,
conhecidos como EBVs (Estimated Breeding Values), sdo obtidos por meio de
modelos estatisticos que integram informacgdes fenotipicas e relacbes de
parentesco, permitindo a identificacdo de individuos superiores para seleg¢ao
(Henderson, 1975; Falconer & Mackay, 1996; Lynch & Walsh, 1998).

O método mais amplamente utilizado para essa finalidade é o PBLUP (Best
Linear Unbiased Prediction) baseado em pedigree, no qual a estrutura de
parentesco entre os individuos € representada por meio da matriz de
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relacionamento aditivo (matriz A). Esse modelo permite a estimagéo dos efeitos
genéticos aditivos com base na similaridade genética esperada entre individuos
aparentados, sendo amplamente aplicado em programas de melhoramento de

espécies aquicolas (Henderson, 1975; Gjedrem & Rye, 2018).

Apesar de sua ampla aplicagdo, o PBLUP apresenta limitagdes associadas
ao uso de relagdes de parentesco esperadas, que podem nao refletir com preciséo
a variabilidade genética real entre os individuos. Nesse contexto, o avango das
tecnologias de genotipagem possibilitou a incorporagéo de informagdes genémicas

as avaliagdes genéticas.

Na predicdo genémica, os valores genéticos genémicos GEBVs (Genomic
Estimated Breeding Values) sao estimados a partir de marcadores moleculares
distribuidos ao longo do genoma, geralmente SNPs, permitindo capturar a
variabilidade genética real observada entre os individuos. Um dos métodos mais
utilizados € o GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction), no qual a matriz
de parentesco baseada em pedigree é substituida por uma matriz de
relacionamento gendmico (matriz G), construida com base nos marcadores

moleculares (VanRaden, 2008; Meuwissen et al., 2001).

A utilizacado de informacgdes gendmicas permite maior precisdo na predicao
dos valores genéticos, especialmente para caracteristicas de baixa herdabilidade
ou de dificil mensuragao, além de possibilitar a sele¢do de individuos em estagios
precoces de desenvolvimento. Como consequéncia, a predicdo gendmica tem
contribuido para o aumento da acuracia e para a aceleragéo do progresso genético
em diversas espécies de interesse aquicola (Yafiez et al., 2014; Gutiérrez et al.,
2015; Yoshida et al., 2018; Houston et al., 2020).

A acuracia da predigdo genética representa a correlagao entre os valores
genéticos estimados e os valores genéticos verdadeiros dos individuos, sendo um
dos principais indicadores da eficiéncia dos programas de melhoramento. Métodos
baseados em informagdo genbmica tendem a apresentar maior acuracia em
comparagao aqueles baseados exclusivamente em pedigree, especialmente em
populagdes com estrutura familiar complexa ou informagao fenotipica limitada
(Legarra et al., 2008; ddegard et al., 2011).
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Nesse contexto, a integragéo entre predigdo genética tradicional e predicéo
gendmica representa uma abordagem promissora para o melhoramento de
especies aquicolas, permitindo maior eficiéncia na selegcdo e contribuindo para o
desenvolvimento de linhagens adaptadas a condigdes ambientais desafiadoras,

COMO a exposi¢cao a baixas temperaturas.

Programas mais avangados, como os implementados para truta arco-iris e
salm&o do Atlantico, utilizam painéis comerciais de SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) de alta densidade, com mais de 50 mil marcadores, em estudos
de associagdo genbmica e predigdo genética (Reis Neto et al., 2019; Ali et al.,
2020). Essas informagdes sao incorporadas a modelos de selecdao gendmica,
permitindo ganhos genéticos superiores aos obtidos pela selegéo tradicional e a
identificacdo de regides gendmicas associadas a fendtipos relevantes,
especialmente para caracteristicas de baixa herdabilidade ou dificeis de mensurar
(Yanez et al., 2014; Gutiérrez et al., 2015; Yoshida et al., 2022; Hao et al., 2023;
Tang et al., 2025).

2.5 ASSOCIAGAO GENOMICA AMPLA (GWAS)

Os estudos de associacdo genbmica ampla GWAS (Genome-Wide
Association Study) sao ferramentas importantes para identificar genes e regides
cromossOmicas associadas a caracteristicas de interesse. Essa abordagem
explora a diversidade genética das populagdes para detectar regides do genoma
associadas a fendétipos relevantes, contribuindo para a compreensao da arquitetura
genética das caracteristicas e para o desenvolvimento de estratégias de
melhoramento genético (Sorkheh et al., 2008; Ning et al., 2019; Kim et al., 2025).

Em analises de GWAS, os SNPs identificados podem representar mutacoes
causais ou atuar como marcadores associados ao desequilibrio de ligagao (DL). O
DL reflete a associacdo estatistica entre loci e influencia a capacidade dos
marcadores de predizer variantes genéticas funcionais (Matos et al., 2013; Ortega
et al., 2017; Yao et al., 2025). Dessa forma, o sucesso dos estudos depende tanto
do DL quanto da quantidade de variancia genética associada a caracteristica
avaliada (Sodeland et al., 2013; Barria et al., 2018; Yoshida et al., 2019).
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Em espécies aquicolas, modelos mistos baseados em matrizes de
relacionamento genémico tém sido amplamente empregados em analises GWAS
para controlar efeitos de parentesco e estrutura populacional, reduzindo

associagdes espurias e aumentando a robustez das inferéncias genéticas.

Apesar dos avangos metodologicos, a genotipagem de alta densidade ainda
possui custos elevados, limitando sua adogdo em larga escala na aquicultura
(VanRaden et al., 2011; Boudry et al., 2021; Qu et al., 2024; Mastrochirico-Filho et
al., 2025).

Ainda que estudos de mapeamento molecular estejam bem estabelecidos
para diversas espécies de importancia aquicola (Palaiokostas & Houston, 2018;
Liang et al., 2025; Wu et al., 2021), pesquisas com espécies nativas da América do
Sul ainda sdo escassas. Essa lacuna reforgca a necessidade de investimentos
continuos, especialmente para espécies como o tambaqui, cuja expansao depende
do desenvolvimento de linhagens mais adaptadas a condi¢cbes ambientais

desafiadoras, como as baixas temperaturas.

Em estudos de associagdo genbémica ampla, a realizagdo de multiplos testes
simultdneos aumenta a probabilidade de erros do tipo |, tornando necessaria a
aplicacao de métodos de corregao estatistica, como a correcdo de Bonferroni, que
€ amplamente utilizado por seu carater conservador na identificacdo de

associagdes significativas.

2.6 BASE FISIOLOGICA E GENETICA DA TOLERANCIA AO FRIO

A compreensao dos mecanismos fisioldgicos associados a tolerancia ao frio
€ fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficientes de selegdo
genética, pois permite a definicdo de fendtipos biologicamente consistentes
(Gerken et al., 2016). Em peixes ectotérmicos, a temperatura regula diretamente
processos metabdlicos, imunologicos e hormonais, constituindo um fator central
para a manutencao da homeostase (Liu et al., 2025). Exposi¢cbes abaixo da faixa
térmica 6tima comprometem esse equilibrio e reduzem o desempenho produtivo
(Ranasingh et al., 2024).

A resisténcia ao frio em peixes € uma caracteristica complexa, influenciada

por varios genes, caracterizando sua natureza quantitativa (Cnaani et al., 2003;
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Ahmad et al., 2025). Durante o estresse térmico, muitos genes podem alterar sua
expressao, contribuindo para diferengas na tolerancia ao frio entre individuos e
espécies (Song et al., 2024). Essa variagao genética sugere que a tolerancia ao frio
possui base genética suficiente para responder aos processos de selegao artificial,
conforme os principios da genética quantitativa (Falconer e Mackay, 1996; Lynch e
Walsh, 1998).

A existéncia de variagdo genética associada a tolerancia ao frio refor¢a a
importancia de definir fendtipos confiaveis, capazes de representar
adequadamente a resposta fisiolégica dos individuos ao estresse térmico.
Caracteristicas relacionadas a sobrevivéncia e ao desempenho sob baixas
temperaturas podem capturar parte dessa variagdo genética e servir como base
para estimativas de parametros genéticos e para a aplicagéo de estratégias de
selegcdo. Assim, a qualidade da fenotipagem torna-se um elemento central para o

avancgo de programas de melhoramento genético voltados a tolerancia ao frio.

2.7 METODOLOGIAS DE FENOTIPAGEM DA TOLERANCIA AO FRIO

A selegcao genética para resisténcia ao frio depende da obtencédo de
fendtipos confiaveis, obtidos a partir de protocolos experimentais padronizados e
reprodutiveis. A forma como a tolerancia térmica é avaliada influencia diretamente
a qualidade das estimativas de parametros genéticos e a eficiéncia das estratégias
de selecao. A fenotipagem adequada constitui a base para a avaliagdo do potencial
genético associado a tolerancia ao frio em peixes cultivados (Charo-Karisa et al.,
2005; Ai et al., 2022).

A avaliagao da tolerancia ao frio também pode ser realizada por meio de
caracteristicas associadas a sobrevivéncia dos individuos sob estresse térmico.
Fendtipos como a sobrevivéncia e o tempo até a morte, expresso em dias ou horas,
tém sido utilizados como medidas diretas da tolerancia ao frio, sendo amplamente
empregados em estudos de genética quantitativa e predicao genémica (Jdegard
et al., 2011; Yoshida et al., 2018).

Esses fendtipos capturam a resposta dos individuos a exposicao prolongada
a baixas temperaturas, integrando os efeitos fisioldgicos do estresse térmico ao
longo do tempo. Além disso, permitem a aplicagdo de modelos estatisticos
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adequados, incluindo abordagens baseadas em analise de sobrevivéncia, sendo
particularmente uteis para a estimativa de parametros genéticos (Kleinbaum &
Klein, 2012; Legarra & Reverter, 2018).

De acordo com Kir et al. (2017), a tolerancia térmica em peixes € geralmente
avaliada por métodos dindmicos ou estaticos, que permitem a estimativa de limites
criticos e letais de temperatura (Beitinger et al., 2000; Bennett e Beitinger, 1997,
Lutterschmidt e Hutchison, 1997; Bennett e Judd, 1992). A aplicacédo dessas
metodologias requer condigdes controladas, pois fatores como a aclimatagao, a
taxa de resfriamento e as variaveis ambientais influenciam diretamente os fenétipos
obtidos (Beitinger et al., 2000; Yanar et al., 2019; Pacher et al., 2024).

Nos métodos dinamicos, a temperatura da agua € ajustada gradualmente
até que os peixes atinjam um ponto critico de tolerancia, geralmente identificado
pela perda de equilibrio, conhecida como LOE (Loss of Equilibrium) (Lutterschmidt
e Hutchison, 1997). Esse ponto € amplamente utilizado para a estimativa dos limites
criticos de temperatura, CTmin (Critical Thermal Minimum) e CTmax (Critical
Thermal Maximum), pois representa a incapacidade do animal de manter a natagéo

coordenada sob estresse térmico (Kaspari et al., 2015; Madeira et al., 2017).

Os métodos dindmicos apresentam a vantagem de serem rapidos e
operacionalmente simples, permitindo a avaliagdo de um grande numero de
individuos em curto periodo. No entanto, a precisdo das estimativas de CTmin e
CTmax depende diretamente da taxa de variagdo da temperatura, uma vez que
mudancas muito rapidas podem superestimar a tolerancia térmica, enquanto
variagbes muito lentas podem induzir aclimatacdo ou estresse prolongado,

alterando a resposta fisiologica (Mora e Maya, 2006).

Nos métodos estaticos, os peixes sdo mantidos em temperaturas fixas
proximas aos limites térmicos, e a mortalidade acumulada ao longo do tempo é
utilizada para estimar a ILLT (Lower Incipient Lethal Temperature) e a IULT (Upper
Incipient Lethal Temperature) correspondentes as condi¢gdes nas quais parte da
populagdo ndo consegue sobreviver por periodos prolongados (Bennett e Beitinger,
1997; Kir et al., 2017). Esses ensaios permitem avaliar a tolerancia térmica sob
exposigao continua ao estressor, oferecendo uma medida complementar aquelas

obtidas pelos métodos dindmicos.
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Além disso, a LTmax (Lethal Temperature Maximum) representa o limite
térmico absoluto no qual 50% dos peixes ndao conseguem sobreviver apos
exposicado a temperaturas elevadas, sendo determinada a partir da mortalidade
observada sob condigbes controladas (Mora e Maya, 2006). Esse parametro
fornece uma medida complementar da resposta térmica da espécie, permitindo
caracterizar os limites fisioldgicos extremos da espécie em situagdes de estresse

térmico intenso.

Em conjunto, os métodos dinédmicos e estaticos fornecem informacdes
complementares sobre a tolerancia térmica em peixes, ao capturar respostas
fisiologicas sob diferentes condigdes de exposi¢cao ao estresse térmico (Moyano et
al., 2020). Enquanto os métodos dinamicos descrevem limites funcionais de
toleréncia, os métodos estaticos caracterizam a sobrevivéncia dos individuos sob
exposicao prolongada a temperaturas proximas aos limites letais (Mora e Maya,
2006). A escolha do método deve considerar o objetivo do estudo, a espécie

avaliada e a aplicabilidade dos fen6tipos gerados em analises genéticas.

2.8 POTENCIAL GENETICO E IMPORTANCIA DA TOLERANCIA AO FRIO

Caracteristicas quantitativas associadas a resisténcia térmica, como a
tolerancia ao frio, tém recebido atencéo crescente na aquicultura por apresentarem
potencial de resposta a selegcdo genética. Em espécies tropicais cultivadas em
regides subtropicais, oscilagdes térmicas sazonais comprometem a sobrevivéncia
e o desempenho produtivo, tornando a resisténcia ao frio uma caracteristica

estratégica para programas de melhoramento (Jiao et al., 2025; Yanar et al., 2019).

No tambaqui (Colossoma macropomum), temperaturas inferiores a 17 °C
comprometem processos fisiologicos essenciais, aumentam a mortalidade e
resultam em prejuizos econémicos expressivos (Fernandes et al., 2018; Chu et al.,
2020; Ranasingh et al.,, 2024). Essas limitagdes comprometem diretamente o
desempenho zootécnico da espécie e restringem sua expansao produtiva para as
regides Sul e Sudeste do Brasil. Como consequéncia, o cultivo permanece
dependente do hibrido tambacu como alternativa para enfrentar episdédios de
baixas temperaturas (Neto et al., 2020).
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Diante desse cenario, estratégias de melhoramento genético voltadas ao
aumento da tolerancia ao frio tornam-se essenciais para reduzir perdas produtivas
e ampliar a adaptabilidade dos plantéis de tambaqui. A resposta a selegao depende
da existéncia de variancia genética aditiva para a caracteristica, permitindo o
aumento gradual da frequéncia de alelos associados a tolerancia ao frio ao longo

das geragoes (Charlesworth e Jensen, 2021).

Além da existéncia de variabilidade genética para tolerancia térmica, estudos
recentes tém buscado identificar regides gendmicas e marcadores associados a

essa caracteristica em diferentes espécies aquicolas.

2.9 GENETICA DA TOLERANCIA AO FRIO EM TAMBAQUI

A possibilidade de resposta a selecdo para tolerancia ao frio depende da
existéncia de variancia geneética aditiva para essa caracteristica. A avaliacdo do
potencial genético envolve a estimativa de herdabilidade e de correlagbes
genéticas, além da identificagdo de regides gendmicas associadas a resisténcia
térmica. Esses parametros permitem avaliar a viabilidade do melhoramento
genético e orientar estratégias de selecdo em espécies aquicolas (Lagarde et al.,
2023).

As estimativas de herdabilidade para resisténcia ao frio variam entre
espécies aquicolas, indicando diferentes magnitudes de controle genético. Valores
moderados foram reportados no tamboril-vermelho (Sciaenops ocellatus), com
herdabilidade de 0,20 para sobrevivéncia sob temperatura constante (método
estatico), (Saillant et al., 2008) e 0,32 para sobrevivéncia sob resfriamento
progressivo (método dinamico), (Ma et al., 2007). No camarao (Fenneropenaeus
chinensis), foi estimado valor de 0,26 para temperatura no momento da morte (TAD
- Temperature at Death), também sob método dinamico (Wang et al., 2017). Esses
resultados indicam a presenga de variabilidade genética mensuravel para

tolerancia ao frio em diferentes espécies.

Em contraste, valores baixos foram observados em outras espécies. Li et al.
(2015) estimaram herdabilidade de 0,026 para sobrevivéncia e tempo acumulado
até a morte (CDH - Cooling Degree Hours), no camarao-branco-do-Pacifico
(Penaeus vannamei), utilizando o método dinamico. De forma semelhante, Charo-
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Karisa et al. (2005) relataram valores entre 0,08 e 0,09 para juvenis de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), com base em temperatura no momento da morte
(TAD) e tempo acumulado até a morte (CDH), também sob método dinamico. Esses
resultados reforgam que a magnitude da variabilidade genética associada a

tolerancia ao frio pode variar entre espécies.

O foco desta secdo é a tolerancia ao frio. Contudo, estimativas de
herdabilidade para tolerdncia ao calor sdo apresentadas como evidéncia
complementar da existéncia de variabilidade genética para resisténcia térmica em

especies aquicolas.

Valores de herdabilidade acima de 0,20 foram reportados em diferentes
espécies, incluindo o salmao-do-Atlantico (Salmo salar), com valores entre 0,21 e
0,47 para temperatura maxima (CTmax/ITmax), obtidos por aquecimento
progressivo (método dinamico) (Benfey et al., 2024; Gonen et al., 2024; Ignatz et
al., 2025). Na truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), os valores variaram de 0,41
para dias até a morte DTM (Days to Mortality) sob exposigao prolongada (método
estatico) a 0,84 para CTmax sob aquecimento rapido (método dindmico) (Gallardo-
Hidalgo et al., 2021; Ihssen, 1986).

Valores elevados também foram observados em gambusia-oriental
(Gambusia holbrooki), entre 0,23 e 0,32 para temperatura em dias até a morte
(DTM) sob estresse térmico agudo (método dinamico) (Meffe et al., 1995), e em
abalone (Haliotis), entre 0,35 e 0,42 para tolerancia ao calor sob desafio térmico
(método dindmico) (Liu et al., 2022). Esses resultados reforgam que a tolerancia
térmica, de forma geral, possui variabilidade genética relevante em diferentes

grupos taxonémicos.

Em conjunto, as estimativas de herdabilidade e as associa¢des entre
fenodtipos demonstram a existéncia de variabilidade genética associada a tolerancia
térmica em espécies aquicolas. Esses resultados indicam potencial de resposta a
selegao e sustentam a investigagao dessa caracteristica na espécie avaliada neste

estudo.

A investigacao gendmica da tolerancia ao frio em tambaqui tem avangado
com base em evidéncias de que esse fendtipo apresenta variancia genética aditiva

suficiente para responder a selecédo. Além das estimativas de herdabilidade e das
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correlagdes genéticas, os avangos recentes em gendmica tém favorecido a
identificacdo de variantes associadas a tolerancia térmica. A deteccao de QTLs
(Quantitative Trait Loci) por meio de analises de associagdo gendémica ampla
(GWAS) permite localizar marcadores fortemente associados ao fenotipo de
interesse, passiveis de incorporagdo em modelos de predicdo (Lagarde et al.,
2023).

Diversas espécies ja tiveram SNPs e genes candidatos associados a
tolerancia térmica, tanto ao calor quanto ao frio. No entanto, os estudos
especificamente voltados a tolerancia ao frio ainda sao limitados. Destaca-se o
trabalho conduzido em baiacu (Takifugu obscurus) por Han et al. (2025). Para
tolerancia ao calor, estudos ja foram reportados em vieira-chinesa (Chlamys farreri)
(Yu et al., 2023), black bass (Micropterus salmoides) (Li et al., 2024), large yellow
croaker (Larimichthys crocea) (Wu et al., 2021), salmao-do-Atlantico (Salmo salar)
(Kim et al.,, 2025; Ignatz et al., 2025), linguado-oliva (Paralichthys olivaceus)
(Hanchapola et al., 2025; Udayantha et al., 2023), northern pike (Esox lucius) (Jiang
et al., 2022) e truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Yoshida & Yafnez, 2022).

A consolidagao de QTLs e genes candidatos associados a tolerancia térmica
em diferentes espécies reforca o potencial das abordagens genbmicas, como
estudos de associagdo genbmica ampla, para acelerar o ganho genético em
populacdes de peixes cultivados. A avaliagdo dos parametros genéticos e a
identificacdo de regides gendmicas associadas a tolerancia ao frio na populagao
base de tambaqui analisada nesta tese representam um passo importante para o
desenvolvimento de linhagens adaptadas as baixas temperaturas tipicas das

regides Sul e Sudeste do Brasil.

Esses avangos reforcam a importancia da integragdo entre parametros
genéticos e abordagens genémicas no desenvolvimento de estratégias de selegcao

voltadas a tolerancia ao frio.

2.10 DEFINIGAO DOS FENOTIPOS DE RESISTENCIA AO FRIO

A resisténcia ao frio pode ser avaliada por diferentes fenétipos, sendo os
mais utilizados a sobrevivéncia binaria (morto/vivo) e a caracteristica tempo até a
morte HTD (Hours to Death). A sobrevivéncia binaria representa o desfecho final
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do desafio térmico, enquanto o tempo até a morte corresponde ao numero de dias
desde o inicio do desafio até a ocorréncia do evento (Henryon et al., 2002;
Kodagoda et al., 2026). Ambos estdo relacionados a resposta dos individuos ao
estresse térmico, mas diferem quanto a natureza estatistica e a forma como séo

incorporados nos modelos de avaliagao genética (Hosmer et al., 2008).

A caracteristica tempo até a morte (HTD) € uma variavel continua que
permite quantificar a dinamica temporal da mortalidade sob exposi¢ao ao frio. Esse
fendtipo pode ser analisado por meio de modelos lineares mistos, como PBLUP e
GBLUP, assumindo distribuicdo aproximadamente normal dos residuos e
permitindo a estimacgao direta de variancias genéticas e parametros associados
(ddegard et al.,, 2006; Henryon et al., 2002; Henderson, 1975). A principal
vantagem desse fendtipo é a maior quantidade de informagéo por individuo, pois
incorpora o tempo até a ocorréncia do evento, aumentando a sensibilidade para
detectar diferengas genéticas (ddegard et al., 2006). No entanto, esse fendtipo

pode ser mais suscetivel a variagdes ambientais e a estrutura do experimento.

Para o HTD, os componentes de variancia podem ser estimados por meio
de métodos baseados em maxima verossimilhanga restrita (REML), amplamente
utilizados na estimagao de parametros genéticos em caracteristicas quantitativas
(Misztal et al., 2016).

A sobrevivéncia binaria € uma variavel categérica amplamente utilizada na
avaliacao da tolerancia ao frio, na qual os individuos sao classificados como mortos
ou vivos ao final do periodo de desafio. Nesse caso, a caracteristica € geralmente
codificada como 0 para individuos mortos e 1 para sobreviventes, sendo estes
considerados mais resistentes (Henryon et al., 2005). Por se tratar de uma variavel
discreta, sua analise requer modelos especificos, como os modelos limiar
(threshold), que consideram a natureza ndo normal dos dados. Essa abordagem é
simples e de facil interpretagao. No entanto, nao considera a dinamica temporal da
mortalidade, podendo resultar em perda de informagdo quando comparada a

caracteristicas continuas baseadas no tempo até o evento (ddegard et al., 2006).

Para a caracteristica sobrevivéncia binaria, sdo amplamente utilizados
modelos limiares (threshold), que consideram a natureza categorica dos dados e

assumem a existéncia de uma variavel latente continua (liability), cuja expressao
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fenotipica observada corresponde a classificagdo binaria de sobrevivéncia (Misztal
et al., 2016).

Mesmo com aplicag&o tradicional em estudos de resisténcia a patdgenos,
esses fendtipos séo igualmente adequados para a avaliagdo da tolerancia ao frio,
uma vez que o estresse térmico também resulta em eventos de mortalidade e
variagao no tempo até a morte. Em estudos de resisténcia a doengas em peixes,
tanto o tempo até a morte quanto a sobrevivéncia binaria sdo amplamente utilizados
como medidas de resisténcia em testes de desafio (Henryon et al., 2002; Henryon
et al., 2005; ddegard et al., 2006). Dessa forma, a utilizagdo desses dois fendtipos
permite explorar diferentes aspectos da resposta biolégica dos individuos ao

estresse térmico, ampliando a capacidade de inferéncia dos modelos genéticos.

A relacdo entre sobrevivéncia e tempo até a morte tem sido
consistentemente investigada em diferentes contextos experimentais. Em salméao-
do-Atlantico (Salmo salar), foi observada correlagdo fenotipica positiva entre
sobrevivéncia e tempo até a morte (r = 0,71), indicando que familias com maior
sobrevivéncia tendem a apresentar maior tempo até a morte (Holborn et al., 2018).
Resultados semelhantes foram reportados em camarao-branco-do-Pacifico
(Penaeus vannamei), com altas correlacbes genéticas (rg > 0,8) entre
sobrevivéncia binaria e A caracteristica tempo até a morte (HTD), sugerindo que
ambos os fendtipos capturam, em grande parte, a mesma informacéo genética
(Ren et al., 2022).

De forma complementar, estudos em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
demonstraram alta associacdo genética entre esses fendtipos, indicando que a
sobrevivéncia, além de mais simples de mensurar, pode ser utilizada de forma
eficiente em programas de melhoramento, sem perda significativa de informagéao

quando comparada ao tempo até a morte (Joshi et al., 2021).
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4 OBJETIVOS

Verificar a possibilidade de obtengao de ganho genético por selegcao para
tolerancia a baixas temperaturas em uma populagao base de tambaqui (Colossoma

macropomum), utilizando abordagens quantitativas e gendmicas.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar componentes de (co)variancia e parametros genéticos para
resisténcia a baixas temperaturas (sobrevivéncia), comparando abordagens
quantitativas e genémicas em uma populagdo base de tambaqui (Colossoma

macropomum) submetida a um desafio de quedas sucessivas de temperatura.

- Comparar a precisdao de métodos de avaliagcdo genética baseados em
pedigree com abordagens de predicdo gendmica utilizando polimorfismos de

nucleotideo unico (SNPs) de alta densidade.

- Realizar um estudo de associagdo gendbmica ampla (GWAS) para
resisténcia a baixas temperaturas (sobrevivéncia) em uma populagdo base de
tambaqui (Colossoma macropomum) submetida a um desafio de quedas

sucessivas de temperatura.

- ldentificar, nas regides genbmicas de destaque, genes potencialmente

associados a resisténcia a baixas temperaturas por meio de analise de similaridade.
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CAPITULO 2 - PARAMETROS GENETICOS E
ANALISE DE ASSOCIAGCAO GENOMICA AMPLA
(GWAS) PARA CARACTERISTICAS DE
TOLERANCIA A BAIXAS TEMPERATURAS EM

TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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RESUMO

A tolerancia ao frio € uma caracteristica de importancia estratégica para o
melhoramento genético do tambaqui (Colossoma macropomum), especialmente
em regides sujeitas a baixas temperaturas. No entanto, sua base genética ainda é
pouco compreendida, limitando o desenvolvimento de estratégias de selegao.
Neste capitulo, foram estimados parametros genéticos e realizadas analises de
associagao genémica ampla (GWAS) para as caracteristicas tempo até a morte
(HTD) e sobrevivéncia binaria em uma populagado de tambaqui submetida a desafio
de baixas temperaturas, com o objetivo de caracterizar a base genética da
tolerancia ao frio, avaliar o potencial da informagdo gendémica na predi¢gdo dos
valores genéticos e identificar regides genbmicas associadas aos fendtipos
avaliados. Os parametros genéticos foram estimados por modelos animais mistos
utilizando informacgdes de pedigree e gendmicas, e as analises de GWAS foram
conduzidas pelo procedimento MLMA-LOCO. As estimativas de herdabilidade
indicaram variabilidade genética moderada para as caracteristicas avaliadas, e a
correlagdo genética entre HTD e sobrevivéncia binaria foi alta e positiva (0,99 *
0,05), evidenciando que ambos os fenétipos representam a mesma base genética
da resposta ao frio. O GBLUP apresentou maior acuracia preditiva que o PBLUP,
demonstrando o potencial da informagé&o genémica para aumentar a eficiéncia da
selegdo. As analises de GWAS revelaram arquitetura genética predominantemente
poligénica, caracterizada pela contribuicdo conjunta de multiplas regides
genbmicas de pequeno a moderado efeito. Foram identificados SNPs
sugestivamente associados aos fendtipos avaliados e genes candidatos
relacionados a resposta ao estresse térmico, metabolismo energético, homeostase
celular, sinalizagdo intracelular e resposta imune. Em conjunto, os resultados
demonstram que a tolerancia ao frio em tambaqui apresenta variabilidade genética
suficiente para responder a selecao e que a informagao genémica pode aumentar
a acuracia da predigdo dos valores genéticos. A integragcdo entre genética
quantitativa e analises de associagdo genOmica amplia a compreensdao da
arquitetura genética da caracteristica e fornece bases para estratégias de selegcao

gendmica em programas de melhoramento da espécie.

Palavras-chave: Colossoma macropomum; tolerancia ao frio; parametros
genéticos; herdabilidade; GBLUP; GWAS; arquitetura genética; selegao gendmica.
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ABSTRACT

Cold tolerance is a trait of strategic importance for the genetic improvement of
tambaqui (Colossoma macropomum), particularly in regions exposed to low
temperatures. However, its genetic basis remains poorly understood, limiting the
development of effective breeding strategies. In this chapter, genetic parameters
were estimated and genome-wide association analyses (GWAS) were performed
for hours to death (HTD) and binary survival in a tambaqui population subjected to
a low-temperature challenge. The objectives were to characterize the genetic basis
of cold tolerance, evaluate the potential of genomic information to improve the
prediction of breeding values, and identify genomic regions associated with the
evaluated phenotypes. Genetic parameters were estimated using mixed animal
models based on pedigree and genomic information, whereas GWAS was
performed using the MLMA-LOCO procedure. Heritability estimates indicated
moderate genetic variability for the evaluated traits, and the genetic correlation
between HTD and binary survival was high and positive (0.99 £ 0.05), indicating that
both phenotypes capture essentially the same genetic basis underlying the
response to cold stress. In addition, GBLUP showed higher predictive accuracy than
PBLUP, demonstrating the potential of genomic information to improve selection
efficiency. Genome-wide association analyses revealed a predominantly polygenic
genetic architecture, characterized by the joint contribution of multiple genomic
regions with small to moderate effects. Suggestively associated SNPs were
identified, as well as candidate genes involved in biological processes related to
thermal stress response, energy metabolism, cellular homeostasis, intracellular
signaling, and immune response. Overall, the results demonstrate that cold
tolerance in tambaqui exhibits sufficient genetic variability to respond to selection
and that genomic information can improve the accuracy of breeding value
prediction. The integration of quantitative genetics and genome-wide association
analyses expands the understanding of the genetic architecture underlying this trait
and provides a scientific basis for the implementation of genomic selection

strategies in tambaqui breeding programs.

Keywords: Colossoma macropomum; cold tolerance; genetic parameters;
heritability; GBLUP; GWAS; genetic architecture; genomic selection.
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1 INTRODUGCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma das principais espécies
nativas da aquicultura brasileira, destacando-se pelo rapido crescimento,
rusticidade, elevado desempenho produtivo e importancia econémica para o setor
aquicola nacional (Woynarovich e Van Anrooy, 2019; Hilsdorf et al., 2022; Val e De
Oliveira, 2021; Guimaraes et al., 2024). Apesar de seu elevado potencial produtivo,
a espécie apresenta baixa tolerancia a temperaturas reduzidas, o que limita a
expansdo de seu cultivo para regides subtropicais, como o Sul e o Sudeste do
Brasil, onde episodios de baixas temperaturas comprometem o desempenho
produtivo e aumentam a mortalidade dos animais (Campos et al., 2015; Agudelo et
al., 2022; Fernandes et al., 2018; Neto et al., 2020).

Como alternativa para reduzir os impactos das baixas temperaturas, a
utilizagao de hibridos interespecificos, especialmente o tambacu, tem sido adotada
em pisciculturas comerciais (Fernandes et al., 2018; Lira et al., 2020; Del Pazo et
al., 2021). Embora a hibridagdo possa proporcionar combinagdes favoraveis de
caracteristicas produtivas e adaptativas, essa estratégia difere de programas de
melhoramento baseados na sele¢ao continua dentro de populagdes de tambaqui.
A manutencdo dessas combinagdes genéticas ao longo das geragdes pode ser
comprometida pelos processos de segregacao e recombinagdo, dificultando o
estabelecimento de linhagens geneticamente estaveis e a obtencdo de ganhos
genéticos permanentes (Baggio et al., 2016; Hayden et al., 2010; Reis Neto et al.,
2020; Knytl et al., 2018; Vetesnik et al., 2024; Dobrzycka Krahel e Roman-Hidalgo,
2025).

Nesse contexto, o melhoramento genético constitui uma estratégia
sustentavel para o desenvolvimento de populagdes de tambaqui mais tolerantes ao
frio, permitindo atuar diretamente sobre a variabilidade genética da caracteristica e
reduzir perdas produtivas associadas ao estresse térmico (Han et al., 2025).
Entretanto, a implementacdo de programas de selegdo depende da existéncia de
variabilidade genética suficiente para a caracteristica de interesse e da

compreensao de sua arquitetura genética.
A estimacgao de parametros genéticos, como herdabilidade, componentes de

variancia, covariancia e correlagbes genéticas, permite quantificar a contribuicao
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da variabilidade genética para a expressao fenotipica e avaliar o potencial de
resposta a sele¢ao (Charlesworth e Jensen, 2022; Gjedrem et al., 2012; Gheyas et
al., 2009; Jiao et al., 2025; Yanar et al., 2019). Paralelamente, a incorporagéo de
informagdes gendémicas tem ampliado a capacidade de predigdo dos valores
genéticos, uma vez que marcadores moleculares permitem caracterizar com maior
precisdo as relagbes genéticas entre os individuos. Essa abordagem pode
aumentar a acuracia da selegao, especialmente para caracteristicas de dificil
mensuragao ou que exigem a exposigao dos animais a condigbes desafiadoras,

como a tolerancia ao frio (Gutierrez et al., 2018; Yoshida e Yanez, 2022).

Embora a estimacdo de parametros genéticos permita quantificar a
contribuigdo global da variancia genética para a expressao fenotipica e estimar o
potencial de resposta a sele¢do, essa abordagem nao identifica quais regides do
genoma contribuem para a variagdo observada. Nesse sentido, as analises de
associagao gendmica ampla (GWAS) possibilitam identificar polimorfismos e
regides gendmicas associados aos fenotipos, estimar os efeitos dos marcadores e
investigar genes candidatos potencialmente envolvidos nos mecanismos bioldgicos
relacionados a tolerancia térmica (Han et al., 2025). Em espécies aquicolas, essa
abordagem tem contribuido para a compreensdo da arquitetura genética de
caracteristicas relacionadas a sobrevivéncia, adaptacdo e resposta a condigdes
térmicas adversas, fornecendo informacdes relevantes para o desenvolvimento de
estratégias de selecdao gendbmica (Wu et al., 2021; Jiang et al., 2022; Yoshida e
Yanez, 2022; Yu et al., 2023; Udayantha et al., 2023; Li et al., 2024; Kim et al.,
2025; Ignatz et al., 2025).

Assim, a genética quantitativa e a gendmica fornecem informacgdes
complementares sobre a base genética da tolerancia ao frio. Enquanto a estimagao
de parametros genéticos permite quantificar a magnitude da variabilidade genética,
estimar a herdabilidade e avaliar o potencial de resposta a selegcdo, as analises
genbmicas possibilitam aprimorar a predicdo dos valores genéticos e identificar
regides do genoma associadas a expressao da caracteristica. A integragdo dessas
abordagens permite investigar a tolerancia ao frio em diferentes niveis, desde a
quantificacdo da variabilidade genética até a identificacdo de marcadores e genes
candidatos potencialmente envolvidos nos mecanismos biolégicos da resposta ao

estresse térmico.
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Dessa forma, este capitulo teve como objetivo caracterizar a base genética
da tolerancia ao frio em uma populagao de tambaqui submetida a desafio de baixas
temperaturas, por meio da estimagcédo de parametros genéticos, da comparagéo
entre estratégias de predigdo baseadas em pedigree e informagdes gendmicas e
da identificagdo de regides gendmicas associadas as caracteristicas tempo até a
morte (HTD) e sobrevivéncia binaria. Os resultados obtidos fornecem subsidios
para a compreensao da arquitetura genética da tolerancia ao frio e para o
desenvolvimento de estratégias de selecdo gendmica aplicadas ao melhoramento

genético da espécie.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Formacgao da populagao experimental

Foram produzidas 35 familias de tambaqui (Colossoma macropomum)
utilizando reprodutores mantidos pela Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegdcios (APTA), Polo Regional de Pariquera-Acu, e pela Embrapa Pesca e
Aquicultura, cujos reprodutores pertencem a populagdo-base do programa de
melhoramento genético descrita por Ataides (2022). Destas, 4 familias foram
produzidas na APTA e 31 na Embrapa Pesca e Aquicultura. As reproducdes
ocorreram em janeiro de 2025, com intervalo aproximado de 10 dias entre os
grupos produzidos pelas duas instituicbes. As combinag¢des parentais utilizadas

encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Combinagdes parentais utilizadas na formacao da populacao

experimental de tambaqui (Colossoma macropomum).

Familia (ID) Tag_fémea Tag_macho
FO1 (E) 54303_F14 36876_MO05
FO02 (E) 54303_F14 31789 _M12
FO3 (E) 36879 _F10 42756_M17
FO4 (E) 36879_F10 49658_M13
FO5 (E) 44279_F07 31565_M10
FO6 (E) 44279 F07 36894_MO08
FO7 (E) 37386_F08 38956_M20
FO8 (E) 37386_F08 42627_MO03
FO9 (E) 37386_F08 31789_M12
F10 (E) 37386_F08 79244 M16
F11 (E) 34041_F09 42579 _MO04
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F12(E) 60707 _F19 46791 M32
F13(E) 60667 _F28 34760 M26
F14 (E) 60667 _F28 46791 M32
F15(E) 60667 _F28 57212_M27
F16 (E) 14902 _F27 57212 M27
F17 (E)  14902_F27 46791 M32
F18 (E) 42363 _F18 15777 _M24
F19 (E)  42363_F18 57212_M27
F20 (E) 44757 F26 57212 M27
F21(E) 44757 _F26 23225 M21
F22 (E) 54787 F22 42038 M28
F23 (E) 54787 _F22 46791 _M32
F24 (E) 54787 F22 53312 _M22
F25(E) 44757 _F26 53312 _M22
F26 (E)  43368_F20 15738 _M33
F27 (E)  43368_F20 22812 M23
F28 (E) 60707 _F19 15017 _M25
F29 (E) 67497 _F23 23225 M21
F30 (E) 14902 _F27 43979 M31
F31(E) 60707_F19 04403 MO1
F32(A) 04230 OFR 04266 _OMR
F33(A) 04230 _OFR 04272 OMR
F34 (A) 04230 OFR 04226 OMR
F35(A) 04230 OFR 04232 OMR

(E) = familias produzidas na Embrapa Pesca e Aquicultura; (A) = familias produzidas na Agéncia

Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA).

Considerando as combinagdes parentais apresentadas na Tabela 1, a
populacao experimental foi composta por 12 grupos de meios-irméaos maternos e 5
grupos de meios-irmaos paternos. Apenas a familia F11 foi completamente isolada,

sem compartilhamento de parentais com os demais acasalamentos.

As reproducgdes foram realizadas por indugdo hormonal utilizando extrato de
hipdfise de carpa, conforme protocolo descrito por Criscuolo-Urbinati et al. (2012).
As fémeas receberam duas doses hormonais (0,5 e 5,0 mg kg™), enquanto os
machos receberam dose unica de 2,5 mg kg™'. Apds o periodo de laténcia, os
ovocitos foram obtidos por extrusdo manual, sendo posteriormente realizada a
fertilizacao artificial. Os embrides permaneceram em incubadoras conicas de fibra
de vidro com capacidade de 60 L, mantendo-se a identificagdo das familias durante

o periodo embrionario e a fase inicial de larvicultura.
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Apos trés dias de larvicultura inicial, as familias produzidas na APTA foram
transferidas para um viveiro escavado comum, formando um unico pool de larvas.
As familias produzidas na Embrapa permaneceram separadas durante a fase inicial
de alevinagem e foram agrupadas posteriormente durante o transporte para Sao

Paulo.

Os animais passaram a ser criados em tanques escavados com area
aproximada de 200 m?, profundidade média de 1,50 m e abastecimento continuo
de agua, com vazado aproximada de 30 L min™'. Os animais da APTA foram
mantidos em um unico tanque, enquanto os provenientes da Embrapa foram
distribuidos em dois tanques distintos. Como consequéncia da formagéao dos pools,
a identificagdo familiar individual deixou de ser mantida durante a fase de
crescimento, sendo a atribuicdo das familias e a reconstrugdo do pedigree
realizadas posteriormente por meio de marcadores moleculares obtidos apés a

genotipagem dos individuos.

Durante os estagios iniciais de desenvolvimento, as larvas foram
alimentadas seis vezes ao dia com ragao contendo 52% de proteina bruta (100—
800 um). Na fase de alevinagem, foram utilizadas dietas comerciais com 40% de
proteina bruta (1,2 mm). Durante a fase de crescimento, os animais receberam

ragao comercial contendo 32% de proteina bruta, fornecida duas vezes ao dia.

ApoOs atingirem peso corporal médio de 70,00 + 31,48 g (média + desvio-
padrdo), os animais foram identificados individualmente com microchips do tipo
PIT-tag (Passive Integrated Transponder), implantados na cavidade abdominal sob
anestesia. Durante o procedimento de identificagao individual, foram coletadas
amostras de nadadeira caudal para extracdo de DNA e analises gendmicas. Apos
a biometria e identificacdo individual, os animais foram transportados para o

Laboratorio de Desafios as Mudancgas Climaticas (LDMC).
2.2 Teste de tolerancia a baixas temperaturas

Apés a identificagdo individual, os animais foram transportados para o
Laboratério de Desafios as Mudangas Climaticas (LDMC) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira (FCAVR/UNESP). O laboratério conta com
um sistema de recirculagdo de agua composto por oito caixas de polietilieno com
capacidade de 500 L cada, conectadas a um reservatorio central, bomba de
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recirculacédo de 0,5 CV, filtro de areia com capacidade para 50 kg de material
filtrante, aquecedor elétrico e um chiller industrial de 20.000 BTUs (Evacon®,
Brasil), permitindo o controle continuo da temperatura da agua durante todo o
periodo experimental. O monitoramento térmico foi realizado por meio de
termdmetros digitais instalados no sistema. Apds a chegada ao laboratoério, os
animais foram distribuidos entre as oito unidades experimentais para o inicio do

periodo de adaptacéao.

O desafio térmico iniciou-se com sete dias de adaptacado dos individuos a
temperatura de 28 °C. Apds esse periodo, a temperatura da agua foi reduzida
gradualmente a taxa aproximada de 1 °C por dia até atingir 11 °C, conforme
protocolo adaptado de Jiang et al., (2022). Durante todo o experimento, os animais

foram monitorados diariamente para registro dos fenétipos.

Com base nos registros obtidos durante o desafio térmico, foram definidas
as caracteristicas sobrevivéncia binaria e tempo até a morte em horas, HTD (Hours
to Death). O HTD foi calculado individualmente como o intervalo, em horas, entre o
inicio da reducéo térmica e a morte de cada animal, conforme descrito por Yoshida
e Yanez (2022). A sobrevivéncia binaria foi codificada como 0 para individuos
mortos durante o periodo experimental e 1 para individuos sobreviventes ao final

do desafio.

Foram removidos 10 individuos com registros de HTD inferiores a 480 horas,
correspondentes a mortalidades ocorridas antes da fase critica de resfriamento.
Esses registros foram considerados nao representativos da resposta fisioldgica
especifica ao frio e, portanto, ndo foram incluidos nas analises subsequentes. Apos
esse procedimento, a populacéo final utilizada nas analises foi composta por 786

individuos.

Adicionalmente, foi construida uma curva acumulada de sobrevivéncia
utilizando os registros de HTD, com o objetivo de descrever a dinamica de
mortalidade e sobrevivéncia dos individuos ao longo do desafio térmico

experimental.
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2.3 Extracao de DNA

A extracdo do DNA gendémico foi realizada a partir de amostras de sangue
e, quando necessario, de fragmentos de nadadeira caudal dos peixes avaliados e
de seus respectivos parentais. As amostras de nadadeira foram utilizadas quando
as amostras de sangue nao estavam disponiveis ou apresentavam qualidade
insuficiente para extragdo. O DNA foi obtido pelo método de precipitagcao salina
(salting-out), utilizando tampao TNES, conforme protocolo adaptado de Miller et al.
(1988). O procedimento incluiu lise celular, digestdo com proteinase K e RNase A,
precipitacdo das proteinas com NaCl 5 M e recuperagdo do DNA por precipitagao
com isopropanol, seguida de lavagem em etanol 70% e eluigdo em tampao TE ou

agua ultrapura.

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%,
enquanto a pureza foi analisada por espectrofotometria em NanoDrop® (Thermo
Fisher Scientific), considerando as razdes de absorbancia A260/A280 e
A260/A230. A quantificagéo foi realizada em fluorimetro Qubit®, utilizando o Qubit®
dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). Apds a avaliagdo de qualidade e a padronizagéo
das concentragdes, as amostras foram armazenadas em temperatura adequada
até o envio e posteriormente encaminhadas para genotipagem pela Thermo Fisher

Scientific, em Austin, Estados Unidos.
2.4 Processamento dos dados genémicos e reconstrugao do pedigree

Os dados genotipicos foram obtidos utilizando o painel Axiom® SerraSNP
Tambaqui (~30K SNPs), desenvolvido para serrasalmideos por Mastrochirico Filho
et al. (2021). Foram genotipados os animais submetidos ao desafio térmico e seus
respectivos parentais. O painel original, composto por 29.575 SNPs, foi submetido
aos procedimentos de controle de qualidade e padronizacdo dos dados.
Posteriormente, os marcadores foram ancorados ao genoma de referéncia de
tambaqui para obtencdo das coordenadas fisicas utilizadas nas analises

subsequentes.

Devido a formacao de pools de larvas provenientes de diferentes familias
durante a fase de crescimento, tornou-se necessario reconstruir as relagdes de
parentesco entre os animais avaliados utilizando informagdes gendmicas. Para

isso, foi conduzida uma analise de atribuicdo parental no software CERVUS verséao
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3.0.7, utilizando um painel de 775 SNPs independentes selecionados apds controle
de qualidade, filtragem por frequéncia alélica minima e poda por desequilibrio de
ligacdo (MAF = 0,20; r* < 0,20).

As atribuicbes de parentesco foram realizadas por maxima verossimilhancga,
utilizando os critérios de confianga strict (95%) e relaxed (80%), conforme descrito
por Kalinowski et al. (2007). Foram mantidas apenas as atribuicdes compativeis
com as combinagdes parentais registradas durante a formagédo das familias

experimentais.

As analises permitiram a reconstru¢ao genética de 25 familias da populagéo
experimental com pedigree completo, possibilitando a identificagdo simultanea dos
parentais maternos e paternos de 773 progénies (Tabela 2). Essas progénies foram

utilizadas nas analises subsequentes relacionadas a tolerancia ao frio.

Tabela 2 — Reconstrucao do Pedigree e desempenho fenotipico das familias

submetidas ao desafio térmico experimental.

Familia Animais Sobreviventes Mortos Sobrevivéncia (%) HTD (h)

F2 17 0 17 0 532,41
F3 12 2 10 16,67 541,99
F5 39 8 31 20,51 538,72
F6 6 0 6 0 526,53
F12 15 5 10 33,33 546,19
F13 109 12 97 11,01 533,79
F14 18 6 12 33,33 544,93
F15 31 1 30 3,23 528,31
F16 33 0 33 0 525,26
F17 26 0 26 0 523,6
F18 16 1 15 6,25 524,25
F19 30 0 30 0 526,72
F20 38 4 34 10,53 532,82
F21 30 3 27 10 528,62
F22 25 0 25 0 523,39
F23 42 7 35 16,67 532,19
F24 39 0 39 0 521,05
F25 18 2 16 11,11 533,35
F26 52 30 22 57,69 558,17
F27 22 9 13 40,91 549,39
F28 71 7 64 9,86 533,43
F32 32 0 32 0 522,33
F33 12 0 12 0 518,73
F34 12 0 12 0 518,85
F35 28 0 28 0 519,59
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HTD (Hours to Death): tempo até a morte em horas durante o desafio térmico experimental.

Para as analises de associagdo gendomica ampla (GWAS), variancia
genética explicada e predigao genbémica, foram utilizados painéis SNP especificos
apo6s controle de qualidade. O resumo das etapas de processamento dos dados
genotipicos e fenotipicos utilizados nas analises encontra-se apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3 — Resumo das etapas de processamento dos dados genotipicos e
fenotipicos utilizados nas analises de parentesco, predicado genémica e associagao

genbmica ampla.

Etapa/conjunto de dados Individuos SNPs Descricao
Banco genotipico inicial 847 29.575 Painel Axiom® SerraSNP bruto
Painel fisico inicial 808 22.582 SNPs ancorados ao genoma
Painel p6s-QC/HWE para parentesco 808 14.390 geno < 0,05; HWE = 0,001
Painel rigoroso pos-LD pruning 808 313 MAF 20,30 er>< 0,10
Painel moderado p6s-LD pruning 808 775 MAF = 0,20 e r2< 0,20
Painel leve pos-LD pruning 808 2.022 MAF 20,10 e r< 0,30
Painel final utilizado no CERVUS 808 775 Painel moderado
Progénies fenotipadas 786 - Animais avaliados no desafio térmico
Progénies com familia definida 773 - Animais com pai e mae
Progénies sem familia definida 13 - Pai ausente no pedigree (-999)
Populagao final para GWAS 786 18.226 geno 0.05, maf 0.01
Populacao final para variancia explicada 786 18.226 Mesma base fisica utilizada no GWAS
Populacao final para predigdo genémica 786 16.899 geno 0.05, maf 0.05

QC = controle de qualidade; HWE = equilibrio de Hardy-Weinberg; LD = desequilibrio de ligagao;
MAF = frequéncia minima do alelo menor; r? = coeficiente de correlacdo; geno = propor¢do maxima
de gendtipos ausentes permitida por marcador SNP.

Além da reconstru¢ao do pedigree e da definicdo da populagéo utilizada nas
analises de predigdo genbmica, foi realizada uma caracterizacao da diversidade
genética da populacao experimental. Para isso, foram estimadas a frequéncia do
alelo menor (MAF), a heterozigosidade observada média (Ho) e a heterozigosidade
esperada média (He) com base nos 22.582 SNPs fisicamente ancorados ao
genoma de referéncia apdés o controle de qualidade. Os valores obtidos sao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros de diversidade genética estimados para a populagéo
experimental de tambaqui utilizando 22.582 SNPs fisicamente ancorados ao
genoma de referéncia apés o controle de qualidade genotipica.
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Parametros Populacionais Média
Ho 0,293 £ 0,179
He 0,299 £ 0,170
MAF 0,222 £ 0,152

Coeficiente de parentesco -0,001 + 0,073
Coeficiente de endogamia 0,021 + 0,210

Ho = heterozigosidade observada média; He = heterozigosidade esperada média; MAF = frequéncia

do alelo menor.
2.5 Estimativa de parametros genéticos utilizando PBLUP e GBLUP

Os componentes de (co)variancia das caracteristicas avaliadas foram
estimados por meio de modelos animais mistos. Os modelos incluiram caixa
experimental como efeito fixo, peso corporal inicial como covariavel linear e os

efeitos genético aditivo individual e residual como efeitos aleatorios.

Nas analises baseadas em pedigree foi utilizado o método PBLUP (Pedigree
Best Linear Unbiased Prediction), no qual as relagdes genéticas entre os individuos
foram representadas pela matriz de parentesco (A) derivada do pedigree
reconstruido. Nas analises gendmicas foi utilizado o método GBLUP (Genomic Best
Linear Unbiased Prediction), em que a matriz (A) foi substituida pela matriz de
relacionamento gendmico (G) construida a partir do painel final de 16.899 SNPs

apo6s controle de qualidade, conforme proposto por VanRaden (2008).

As analises foram conduzidas separadamente para tempo até a morte em
horas (HTD) e sobrevivéncia binaria sob as abordagens PBLUP e GBLUP. Para a
caracteristica continua HTD, os componentes de variancia foram estimados por
meio de modelo animal linear misto utilizando o método da maxima verossimilhancga
restrita (REML), implementado no programa AIREMLF90. O modelo utilizado pode

ser representado pela seguinte expressao:

y = Xb + Za + e

Onde:
« y = vetor de observagdes fenotipicas tempo até a morte (HTD)
e b = vetor de efeitos fixos (caixa) e covariavel peso corporal inicial
e a = vetor de efeitos genéticos aditivos dos individuos

o e = vetor de efeitos residuais
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e« X e Z = matrizes de incidéncia que relacionam as observagdes aos efeitos

fixos e aleatérios, respectivamente.

Assume-se que:
a~N (0, Ac?a)
e~N (0, lo%e)
onde:
e A =matriz de parentesco baseada em pedigree (PBLUP) ou matriz de
relacionamento genémico (G) nas analises GBLUP
e 0%a = variancia genética aditiva
e 0% = variancia residual

e | = matriz identidade.

Para a caracteristica sobrevivéncia binaria, foi utilizado um modelo limiar
(threshold), considerando a natureza categodrica da variavel fenotipica observada.
Nesse modelo, assume-se a existéncia de uma variavel latente continua subjacente
(liability), cuja expresséao fenotipica observada corresponde a classificagéo binaria
de sobrevivéncia dos individuos durante o desafio térmico. Dessa forma, os
fendtipos observados representam categorias discretas derivadas de uma
distribuicdo continua subjacente, conforme abordagem amplamente utilizada para

caracteristicas binarias em genética quantitativa.

O modelo também incluiu as caixas experimentais e o peso corporal como
efeitos fixos, além do efeito genético aditivo e residual como efeitos aleatérios. O

modelo limiar utilizado pode ser representado pela seguinte expresséao:
A= Xb + Za + e

Onde:
o A = vetor da variavel latente subjacente (liability);
e b = vetor de efeitos fixos e covariaveis associadas ao modelo;
e a = vetor de efeitos genéticos aditivos;
« e = vetor de efeitos residuais;
e X e Z = matrizes de incidéncia para os efeitos fixos e aleatorios

respectivamente.
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Assume-se que:
a ~N (0, Ac%a)

Onde:
* A = matriz de parentesco baseada em pedigree (PBLUP) ou matriz de
relacionamento genémico (G) nas analises GBLUP;

* 0%a = variancia genética aditiva na escala da variavel latente.

As estimativas dos componentes de variancia foram obtidas por meio de
amostragem de Gibbs, utilizando o programa THRGIBBS1F90, pertencente ao
pacote BLUPF90 (Misztal et al., 2016). As cadeias de amostragem de Gibbs foram
executadas com 800.000 iteragdes, considerando um periodo inicial de descarte
(burn-in) de 80.000 iteragdes e intervalo de amostragem (thinning) de 100 iteragdes
entre amostras consecutivas, conforme recomendagdes descritas por Sorensen e
Gianola (2002).

Nas analises gendmicas conduzidas sob abordagem GBLUP, para as duas
caracteristicas, os modelos foram os mesmos, porém com substituicdo da matriz
de parentesco baseada em pedigree (A) pela matriz de relacionamento gendmico
(G), como mencionado anteriormente. Dessa forma, os modelos permitiram
incorporar diretamente a informacdo gendmica na estimagcdo dos parametros

genéticos avaliados.

A correlagdo genética entre as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e
sobrevivéncia binaria foi estimada por meio de um modelo animal bivariado misto,
em que a caracteristica HTD foi analisada como variavel continua sob modelo
linear, enquanto a sobrevivéncia binaria foi analisada como variavel categoérica sob

modelo limiar (threshold).

O modelo bivariado permitiu a estimagdo simultdnea das variancias
genéticas aditivas de cada caracteristica e da covariancia genética entre elas,
possibilitando avaliar o grau de associagdo entre os efeitos genéticos que

influenciam ambas as variaveis fenotipicas.
O modelo utilizado pode ser representado da seguinte forma:
yi| [X40] |by| [Z10] [a1] [ey
= X + X +
Yo 0 X2 b2 0 Zg do €o
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Onde:
e yley2=y1tempo até a morte (HTD) e y2 sobrevivéncia binaria;
« b1 e b2 = vetores de efeitos fixos;
« a1l e a2 = efeitos genéticos aditivos dos individuos;
o e1ee2 = efeitos residuais;
e X1 e X2 = matrizes de incidéncia para os efeitos fixos;

e Z1e Z2 = matrizes de incidéncia para os efeitos aleatérios.
A correlagao genética foi estimada conforme a seguinte expressao:

Oq
r o= 12

)
’ 2 2
()'al()'a2

« 14= correlagdo genética entre as caracteristicas;

Onde:

« 0,4, = COvariancia genética aditiva entre as caracteristicas;

. aﬁlaﬁz = variancias genéticas aditivas das caracteristicas avaliadas.

As correlagdes fenotipicas entre tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia
binaria foram estimadas de forma analoga, utilizando as respectivas covariancias

fenotipicas obtidas a partir do modelo bivariado.

As estimativas de herdabilidade (h?) foram obtidas como a razdo entre a
varidncia genética aditiva e a varidncia fenotipica total das caracteristicas
avaliadas. Para as caracteristicas analisadas sob modelos lineares, a herdabilidade

foi calculada conforme a seguinte expressao:

2

h? =
- 2 2
og +0g

e 02 =variancia genética aditiva;

e o2 = variancia residual.

Para sobrevivéncia binaria, a herdabilidade foi estimada na escala
subjacente da liability conforme abordagem descrita por Sorensen e Gianola
(2002).

2.6 Predicao genética e genémica com validagao cruzada

Além dos componentes de (co)variancia e parametros genéticos, estimados

a partir dos modelos ajustados PBLUP e GBLUP, foram realizadas analises de
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predicdo genética (EBVs) e genbmica (GEBVs) para as caracteristicas tempo até a

morte (HTD) e sobrevivéncia binaria por meio da validagao cruzada do tipo 5-fold.

Para isso, a populagao foi dividida aleatoriamente em cinco subconjuntos de
tamanho semelhante, sendo que em cada rodada aproximadamente 80% dos
individuos compuseram a populacédo de treinamento e 20% a populagédo de
validacdo, cujos fenodtipos foram omitidos durante o ajuste dos modelos. O
procedimento foi repetido cinco vezes, garantindo que todos os individuos fossem
utilizados uma unica vez na validagcdo, simulando cenarios praticos de selegcao

genética em individuos sem registros fenotipicos.

A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada comparando os valores
genéticos preditos (EBVs/GEBVs) dos individuos da validacdo com os fendtipos
observados. A acuracia preditiva foi estimada pela correlacdo entre valores
genéticos preditos e fendtipos observados, ajustada pela herdabilidade da
caracteristica, e também pela covariancia entre os valores genéticos preditos e os
obtidos no conjunto completo, conforme Legarra e Reverter (2018). O viés foi
avaliado pelo coeficiente de regressao dos fendtipos ajustados sobre os valores

genéticos preditos, sendo valores proximos de 1 indicativos de auséncia de viés.
A Acuracia 1 foi estimada conforme a seguinte expressao:

cor(iL,y)

Vh2

e cor(d,y): corresponde a correlagao entre os valores genéticos preditos e os

Accy =

fendtipos ajustados;

e h? corresponde a herdabilidade da caracteristica.

A Acuracia 2 foi estimada conforme descrito por Legarra e Reverter (2018):

COU(u\fuu, u\cv)
oG

Accy, =

o cov(zifuu,ziw): representa a covariancia entre os valores genéticos obtidos
no conjunto completo e aqueles estimados nos grupos de validacéo;

e o2 :variancia genética aditiva.
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As acuracias obtidas para os modelos PBLUP e GBLUP foram comparadas
entre si, permitindo avaliar o ganho de eficiéncia de selegao pela incorporagéao de

informagdes gendmicas nas analises de predigéo.
2.7 Andlises de associagao gendmica ampla (GWAS)

As andlises de associagdo genbmica ampla GWAS (Genome-Wide
Association Study) foram realizadas com o objetivo de identificar marcadores SNP

potencialmente associados as caracteristicas avaliadas.

Foram incluidos nas analises 786 individuos da progénie com informagdes
fenotipicas e genotipicas disponiveis, considerando o conjunto final de 18.226
marcadores SNP previamente submetidos as etapas de controle de qualidade
genotipica. Inicialmente, os arquivos genotipicos em formato PED/MAP foram
convertidos para o formato binario BED utilizando o software PLINK.
Posteriormente, foram aplicados novos filtros adicionais relacionados a frequéncia
do alelo menor (MAF < 0,05), taxa de genotipagem dos marcadores (geno 0.05),
taxa de genotipagem individual (mind 0.10) e equilibrio de Hardy—Weinberg (HWE
<1 x107°).

As analises foram conduzidas utilizando modelos mistos lineares
implementados no software GCTA, empregando a abordagem MLMA-LOCO

(Mixed Linear Model Association — Leave One Chromosome Out).
O modelo misto linear utilizado pode ser representado por:

y=Xb+Sa+Zu+e

Onde:

e y = vetor de observagdes fenotipicas (tempo até a morte (HTD) e
sobrevivéncia binaria);

e b = vetor de efeitos fixos (caixa experimental e covariavel peso corporal);

e a = efeito do SNP testado;

e u = vetor de efeitos genéticos poligénicos dos individuos;

e e = vetor de efeitos residuais;

e X, S e Z=matrizes de incidéncia que relacionam as observacgdes aos efeitos
fixos, ao SNP testado e aos efeitos aleatérios, respectivamente.
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Assume-se que:
u~N(0,Ho?u)
e~N(0,lo%)
onde:
« H = Combinacdo da matriz de relacionamento genémico G e de pedigree A
e 02U = variancia genética poligénica;
e 0% = variancia residual;

e | = matriz identidade.

A significancia dos marcadores SNP foi avaliada utilizando correcdo de
Bonferroni, considerando o numero total de marcadores avaliados no estudo. O
nivel de significancia ajustado foi definido por:

0,05

Agjustado = n

Onde:
a = nivel de significancia global adotado (0,05);
n= numero total de marcadores SNP avaliados (22.582 SNPs).

Adicionalmente, foi adotado um limiar sugestivo de associagao para auxiliar
na identificagdo de regides gendmicas potencialmente relevantes. Os resultados
das analises GWAS foram visualizados por meio de graficos Manhattan e QQ plot
no ambiente R utilizando o pacote qgman (Turner, 2018), permitindo identificar

regides associadas as caracteristicas avaliadas.

2.8 Quantificagcdo dos efeitos dos marcadores e da varidncia genética

explicada

ApOs as analises de associagao gendmica ampla (GWAS), foi realizada uma
etapa complementar destinada a quantificagao dos efeitos dos marcadores SNP e
de sua contribuicdo para a variancia genética aditiva das caracteristicas
relacionadas a tolerancia ao frio. Enquanto o GWAS permitiu identificar marcadores
estatisticamente associados aos fendtipos avaliados, essa etapa possibilitou
quantificar a contribuigédo relativa de cada marcador para a variabilidade genética

observada.
65
Caunesp



Doutorando Gabriel Rinaldi Lattanzi Orientador: Rafael Vilhena Reis Neto

Os efeitos dos marcadores SNP e a proporcao da variancia genética aditiva
explicada por cada marcador foram estimados utilizando o programa postGSf90,
pertencente ao pacote BLUPF90 (Misztal et al., 2014), conforme a metodologia
proposta por Wang et al. (2014). As estimativas foram obtidas a partir dos efeitos
genéticos dos marcadores e posteriormente organizadas de acordo com sua
posicao gendmica, permitindo a identificagao de regides cromossémicas com maior

contribuigdo para as caracteristicas avaliadas.

A proporgao da variancia genética aditiva explicada por cada marcador SNP

foi calculada pela seguinte expressao:

2p(1 - p)a®
2

a

Var(%) = X 100

p = frequéncia alélica do marcador;
a = efeito estimado do SNP;
0%a = variancia genética aditiva total,

Var (%) = proporgao da variancia genética explicada pelo marcador.

Os resultados obtidos foram utilizados para complementar a interpretacao
dos achados do GWAS, auxiliando na identificagdo de marcadores e regides

genbmicas potencialmente relevantes para a tolerancia ao frio em tambaqui.

2.9 Identificagado de genes candidatos

Os marcadores SNP identificados nas analises de associagdo gendmica
ampla (GWAS) para as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia
binaria foram utilizados para a prospeccado de genes candidatos potencialmente
associados a tolerancia ao frio em tambaqui (Colossoma macropomum). Foram
consideradas para investigagdo as regides gendmicas contendo SNPs que
ultrapassaram os limiares sugestivo e significativo definidos nas analises de

associacao.

Para cada SNP de interesse, foi estabelecida uma janela genémica de +200
kb ao redor da posigéo fisica do marcador, permitindo a identificagdo de genes

posicionais localizados nas regides associadas. A identificagdo dos genes foi
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realizada com base na anotagéo da montagem gendémica de referéncia de tambaqui
disponibilizada pelo Laboratério de Genética em Aquicultura e Conservagao
(LaGeAC).

Além da evidéncia estatistica obtida nas analises GWAS, a interpretacédo das
regides associadas foi complementada pelas estimativas de variancia genética
explicada pelos marcadores. Para isso, os SNPs identificados nas analises de
associagdo foram comparados com os resultados obtidos pelo programa
postGSf90, permitindo avaliar simultaneamente a significaAncia estatistica e a
contribuicdo genética dos marcadores para a variabilidade das caracteristicas

avaliadas.

A priorizagdo dos genes candidatos foi baseada principalmente nos
resultados das analises GWAS, considerando a intensidade do sinal de associagao
dos marcadores SNP identificados para as caracteristicas avaliadas. As estimativas
de variancia genética explicada foram utilizadas como evidéncia complementar
para auxiliar a interpretacdo da relevancia genética das regides associadas. A
interpretacéo funcional foi realizada com base nas anotagdes génicas disponiveis
e em evidéncias descritas na literatura para genes relacionados a resposta ao
estresse térmico, metabolismo energético, resposta imune e manutencdo da
homeostase celular, conforme abordagens empregadas em estudos anteriores com
peixes (Yoshida & Yafiez, 2021; Tang et al., 2023; Tao et al., 2026).
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3 RESULTADOS

3.1 Curva de sobrevivéncia acumulada

A Figura 1 apresenta a curva acumulada de sobrevivéncia dos animais
submetidos ao desafio térmico experimental. As primeiras mortalidades associadas
a exposicao ao frio foram observadas proximas de 480 horas, enquanto a maior
concentracdo de mortes ocorreu entre 520 e 535 horas de desafio térmico. Ao final
do experimento, aproximadamente 12% dos individuos permaneceram
sobreviventes. Esse padréao evidencia diferengas fenotipicas na tolerancia ao frio
entre os individuos avaliados, fornecendo a base para as analises genéticas

realizadas neste estudo.

Curva de sobrevivéncia acumulada
n = 786 animais

100% -

Probabilidade de sobrevivencia

75% -

50% -

25% A

0% A

0 100 200 300 400 500 600
Tempo de exposicao ao frio (h)

Figura 1 — Curva de sobrevivéncia acumulada dos animais submetidos ao desafio térmico

experimental para tolerancia a baixas temperaturas em tambaqui (Colossoma macropomum).

3.2 Distribuigao fenotipica do tempo até a morte (HTD)

A Figura 2 apresenta a distribuicdo fenotipica da caracteristica tempo até a
morte (HTD) dos animais submetidos ao desafio térmico experimental. Observou-
se maior concentragao de individuos entre aproximadamente 520 e 535 horas de
exposi¢ao ao frio, indicando diferengas na resposta dos animais ao estresse
térmico. Essa distribuicao evidencia a existéncia de variabilidade fenotipica para a
caracteristica, condigao essencial para a estimativa de parametros genéticos e para
a identificagao de individuos com maior tolerancia a baixas temperaturas.
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Distribuicao fenotipica do tempo até a morte (HTD)
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Figura 2 - Distribuigdo fenotipica da caracteristica tempo até a morte (HTD) dos animais

submetidos ao desafio térmico experimental para tolerancia a baixas temperaturas em tambaqui

(Colossoma macropomum).

3.3 Parametros genéticos e componentes de variancia

As estimativas de herdabilidade para HTD variaram de 0,27 + 0,06 no
modelo GBLUP a 0,41 £ 0,12 no modelo PBLUP, enquanto para sobrevivéncia
binaria a herdabilidade estimada foi de 0,25 + 0,07. Além disso, observou-se
elevada correlagdo genética entre HTD e sobrevivéncia binaria (rg = 0,99 + 0,04).
Esses resultados evidenciam a existéncia de variabilidade genética aditiva para
resisténcia ao frio em tambaqui, indicando potencial de resposta a selecédo para

ambas as caracteristicas.
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Tabela 5 — Estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos para
tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia binaria em tambaqui (Colossoma

macropomum).

Tempo até morte (HTD) Sobrevivéncia Binaria

Parametros Genéticos

PBLUP GBLUP GBLUP
o%a 148,40 + 53,71 93,75 £ 23,12 0,232 £ 0,097
o’ 212,01 £ 30,94 264,64 + 16,84 0,674 + 0,060
o’p 360,41 340,79 0,906
h2 0,41 +0,123 0,275+ 0,058 0,25+ 0,07
rg (HTD x sobrevivéncia) - - 0,99 £ 0,04

02a: variancia genética aditiva; o2e: variancia residual; p: variancia fenotipica; h?:

herdabilidade; rg: correlagao genética.

3.4 Acuracia preditiva dos modelos genéticos

As analises de acuracia preditiva para a caracteristica tempo até a morte
(HTD) demonstraram desempenho superior do modelo GBLUP em comparagao ao
PBLUP. O modelo genémico apresentou maiores valores de Acuracia 1 e Acuracia
2 tanto nos grupos de validagdo quanto nas meédias gerais, indicando maior
capacidade de predicao dos valores genéticos. Em relagdo ao viés, ambos os
modelos apresentaram variagées entre os grupos de validagédo. Entretanto, o
GBLUP apresentou comportamento mais estavel, com menor oscilacido entre os
folds, enquanto o PBLUP apresentou maior variagao entre os grupos avaliados. Em
conjunto, os resultados indicam que a incorporacado de informagdes genémicas
pode aumentar a capacidade preditiva e a consisténcia das avaliagdes genéticas

para resisténcia ao frio em tambaqui (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3 - Acuracia preditiva (Acc1) e acuracia genética (Acc2) dos modelos PBLUP e
GBLUP nos cinco grupos de validagao cruzada para a caracteristica tempo até a morte (HTD) em

tambaqui (Colossoma macropomum).
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Figura 4 - Comparagédo das médias da acuracia preditiva (Acc1) e da acuracia genética
(Acc2) dos modelos PBLUP e GBLUP para a caracteristica tempo até a morte (HTD) em tambaqui

(Colossoma macropomum).
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Figura 5 - Viés dos valores genéticos preditos nos grupos de validagéo cruzada (CV1-CV5)
para os modelos PBLUP e GBLUP na caracteristica tempo até a morte (HTD) em tambaqui
(Colossoma macropomum). A linha tracejada representa o valor de referéncia para predigdes néo

viesadas (1,0).

3.5 Analises de Associagcao Genémica Ampla (GWAS)

As analises de associacdo gendbmica ampla identificaram regides
sugestivamente associadas as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e
sobrevivéncia binaria, distribuidas nos cromossomos 4, 15, 16, 17, 20, 21 e 26 do
genoma do tambaqui. Foram identificados 12 SNPs sugestivos, sendo nove
associados a caracteristica HTD e trés a sobrevivéncia binaria. Dentre essas
regides, cinco corresponderam a regides intergénicas, enquanto as demais

apresentaram genes anotados em janelas de +200 kb ao redor dos marcadores
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associados. Os SNPs identificados ultrapassaram os limiares de associacao
sugestiva e incluiram marcadores com elevados niveis de significancia estatistica,
indicando que a tolerancia ao frio apresenta arquitetura genética complexa e

provavelmente controlada por multiplas regides genémicas. (Figuras 1 e 2).

Os graficos QQ plot demonstraram concordancia geral entre as distribuicoes
observadas e esperadas dos valores de p, sugerindo controle adequado dos efeitos
de estrutura populacional e auséncia de desvios sistematicos capazes de

comprometer a interpretagao dos resultados (Figuras 3 e 4).

GWAS - Tempo até a morte (HTD)

—logsolp)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 20 21 22 24 25 26

Chromosome

Figura 1 - Manhattan plot da analise de associagdo gendémica ampla (GWAS) para a
caracteristica tempo até a morte (HTD) em tambaqui (Colossoma macropomum) submetido ao
desafio térmico. O eixo X representa os cromossomos e o eixo Y os valores de —log10(P). As linhas
horizontais indicam os limiares de associagcdo sugestiva (azul) e de significAncia gendémica

(vermelho).
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GWAS - Sobrevivéncia binaria
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Figura 2 - Manhattan plot da analise de associagdo gendémica ampla (GWAS) para a
caracteristica sobrevivéncia binaria em tambaqui (Colossoma macropomum) submetido ao desafio
térmico. O eixo X representa os cromossomos e o eixo Y os valores de -log10(P). As linhas
horizontais indicam os limiares de associagdo sugestiva (azul) e de significancia gendmica

(vermelho).

QQ Plot - HTD

Observed —logsglp)

Expected —logqo(p)

Figura 3 - QQ Plot da analise de associagao genémica ampla (GWAS) para a caracteristica
tempo até a morte (HTD) em tambaqui (Colossoma macropomum) submetido ao desafio térmico.
Os pontos representam a distribuicdo observada dos valores de -log10(P), enquanto a linha

diagonal representa a distribuicdo esperada sob a hipétese nula de auséncia de associagéo.
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QQ Plot — Binary Survival

Observed -logo(p)

Expected —logio(p)

Figura 4 - QQ plot da analise de associagdo gendmica ampla (GWAS) para a caracteristica
sobrevivéncia binaria em tambaqui (Colossoma macropomum) submetido ao desafio térmico. Os
pontos representam a distribuicdo observada dos valores de -log10(P), enquanto a linha diagonal

representa a distribuicdo esperada sob a hipétese nula de auséncia de associagao.

3.6 Variancia genética explicada pelos marcadores

As anadlises de variancia genética explicada por janelas consecutivas de 20
SNPs identificaram multiplas regides gendmicas associadas as caracteristicas
tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia binaria, distribuidas em diferentes
cromossomos do genoma do tambaqui. Foram observadas janelas com elevadas
propor¢cdes de variancia explicada em diversas regides genémicas para ambos 0s
fendtipos avaliados, sem evidéncias de uma unica regido de grande efeito
responsavel pela maior parte da variagao genética observada. Esse padrao sugere
que a tolerancia ao frio apresenta arquitetura genética complexa e potencialmente
poligénica, resultante da contribuicdo conjunta de multiplos loci distribuidos ao
longo do genoma. Além disso, as regides com maiores propor¢des de variancia
explicada constituem alvos promissores para a identificacdo de SNPs e genes
candidatos potencialmente envolvidos nos mecanismos biolégicos associados a

resisténcia ao frio em tambaqui (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Proporgéo da variancia genética explicada por janelas consecutivas de 20 SNPs ao longo

do genoma para a caracteristica tempo até a morte (HTD) em tambaqui (Colossoma macropomum).

As janelas foram organizadas de acordo com a posi¢cao cromossOmica, permitindo a identificagao

de regides gendmicas associadas a variabilidade genética da caracteristica.

Manhattan Plot SNP i i by j SNP window - Trait: 1 Effect: 2

aes e

L s T

S

-in e -, —mp o s 00 se
.
Wl P e o

Figura 6 - Proporgéo da variancia genética explicada por janelas consecutivas de 20 SNPs ao longo

do genoma para a caracteristica sobrevivéncia binaria em tambaqui (Colossoma macropomum). As

janelas foram organizadas de acordo com a posi¢gao cromossémica, permitindo a identificagdo de

regides gendmicas associadas a variabilidade genética da caracteristica.
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3.7 Genes candidatos associados a tolerancia ao frio

Foram identificadas regides gendmicas contendo genes potencialmente
associados a tolerancia ao frio. A Tabela 6 apresenta os SNPs sugestivos
identificados para as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia
binaria. Ao todo, foram identificados 12 SNPs sugestivos distribuidos nos
cromossomos 4, 15, 16, 17, 20, 21 e 26, incluindo cinco regides intergénicas e sete
regides contendo genes anotados em janelas de +200 kb ao redor dos marcadores
associados. Destacou-se o SNP AX-508786288, localizado no cromossomo 20,
que apresentou os maiores niveis de associagao observados no estudo para ambos
os fendtipos avaliados.

A Tabela 7 apresenta os principais genes candidatos priorizados para
discussdo bioldgica. A principal regido anotada localizou-se no cromossomo 16,
associada simultaneamente aos fenétipos HTD e sobrevivéncia binaria, contendo
genes relacionados a resposta ao estresse, metabolismo energético,
processamento de RNA e regulagéo celular. Além da regido compartilhada entre os
fendtipos, regides especificas associadas a sobrevivéncia binaria foram
identificadas no cromossomo 4, contendo genes relacionados a homeostase idnica,
resposta imune e transporte intracelular. Para HTD, regides associadas no
cromossomo 15 apresentaram genes relacionados a inflamacgao, sinalizagao
celular e homeostase idnica.

Os resultados indicaram que a variancia genética encontra-se distribuida
entre multiplas regides gendmicas, sem evidéncia de SNPs de grande efeito
responsaveis pela maior parte da variagéo observada. Em conjunto, esses achados
reforcam a hipotese de que a tolerancia ao frio em tambaqui apresenta arquitetura
genética complexa e predominantemente poligénica, envolvendo multiplas regides
genbmicas e diferentes mecanismos bioldgicos relacionados a resposta ao
estresse por baixas temperaturas.

A relacdo completa dos genes identificados nas janelas de +200 kb ao redor
dos SNPs sugestivos encontra-se disponivel na Tabela S1 (Apéndice A),
apresentada apods as Referéncias, enquanto a Tabela 7 reline os genes candidatos
priorizados para discusséao biologica.
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Tabela 6 — Regides genbmicas sugestivas associadas ao tempo até a morte (HTD) e a sobrevivéncia binaria (BIN) em

tambaqui (Colossoma macropomum).

TRAIT SNP CHR  POSICAO LOGP  VARIANCIA_EXPLICADA STATUS
BIN  AX-508786288 20 34033679 7,35350315 0,3503957 REGIAO_INTERGENICA
BIN  AX-508808703 4 50202754 5,72545423 0,3240397 GENE_CANDIDATO
BIN  AX-509149388 16 40550052 5,27290384 0,08704334 GENE_CANDIDATO
HTD AX-508786288 20 34033679 7,9538093 0,06938869 REGIAO_INTERGENICA
HTD AX-509149388 16 40550052 5,11897788 0,2401258 GENE_CANDIDATO
HTD AX-508800817 26 12748014 5,010149 0,0971142 GENE_CANDIDATO
HTD AX-509107674 17 8543702 4,9172936 0,1132651 GENE_CANDIDATO
HTD AX-509100149 21 26679037 4,44811105 0,08152302 REGIAO_INTERGENICA
HTD AX-509147686 16 40650626 4,40744576 0,09581407 GENE_CANDIDATO
HTD AX-508822536 21 25700817 4,39130178 0,1540262 REGIAO_INTERGENICA
HTD AX-509115692 26 16540913 4,3776927 0,3578329 REGIAO_INTERGENICA
HTD AX-509137901 15 31892385 4,30849415 0,3125084 GENE_CANDIDATO

SNPs que ultrapassaram o limiar de associagao sugestiva na analise de associacdo genémica ampla (GWAS), apresentando a caracteristica avaliada (TRAIT),
identificador do marcador (SNP), cromossomo (CHR), posicéo fisica no genoma (POSICAO), intensidade do sinal de associagdo expressa como —log10(p)
(LOGP), proporcéo da variancia genética explicada pelo marcador e status da regido gendmica. SNPs classificados como GENE_CANDIDATO possuem pelo
menos um gene anotado na janela de +200 kb ao redor do marcador, enquanto SNPs classificados como REGIAO_INTERGENICA no apresentaram genes

anotados nessa janela. Todas as regides sugestivas identificadas pelo GWAS foram mantidas, independentemente da presencga de genes candidatos.
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Tabela 7 — Genes candidatos priorizados associados as caracteristicas tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia binaria

(BIN) em tambaqui (Colossoma macropomum).

TRAIT SNP CHR LOGP VARIANCIA_EXPLICADA SIMBOLO FUNCAO_RESUMIDA
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 DNM Endocitose
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 KCNT2 Canal de potassio
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 PLPP3 Metabolismo lipidico
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 RNASEH Estabilidade RNA
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 TMED1 Transporte celular
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 TNFSF14 Resposta imune
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 TNFSF18 Resposta imune
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 TNFSF6 Resposta imune
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 Processamento RNA
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 adenosine receptor A2b Resposta ao estresse
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 copine VI Membrana celular
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 cytochrome b5 type B Metabolismo energético
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 polyamine modulated factor 1 binding protein Regulacéo celular
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 ribosomal protein L13 Sintese proteica
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 Processamento RNA
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 adenosine receptor A2b Resposta ao estresse
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 copine VII Membrana celular
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 cytochrome b5 type B Metabolismo energético
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 polyamine modulated factor 1 binding protein Regulacéo celular
HTD AX-509149388 16 5,11897788 0,2401258 ribosomal protein L13 Sintese proteica
HTD AX-509107674 17 4,9172936 0,1132651 ryanodine receptor 2b (cardiac) Resposta ao calcio e estress
HTD AX-509147686 16 4,40744576 0,09581407 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 Processamento RNA
HTD AX-509147686 16 4,40744576 0,09581407 adenosine receptor A2b Resposta ao estresse
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HTD AX-509147686 16 4,40744576 0,09581407 copine VII Membrana celular
HTD AX-509147686 16 4,40744576 0,09581407 cytochrome b5 type B Metabolismo energético
HTD AX-509147686 16 4,40744576 0,09581407 polyamine modulated factor 1 binding protein Regulagéo celular
HTD AX-509137901 15 4,30849415 0,3125084 SEMA3AB Sinalizagao celular
HTD AX-509137901 15 4,30849415 0,3125084 SEMA3D Sinalizagao celular
HTD AX-509137901 15 4,30849415 0,3125084 SEMA3E Sinalizagao celular
HTD AX-509137901 15 4,30849415 0,3125084 anoctamin 2a Homeostase idnica
HTD AX-509137901 15 4,30849415 0,3125084 interleukin 12B 2 Inflamagéo

Genes candidatos selecionados para discussao biolégica com base em sua plausibilidade funcional em processos relacionados a tolerancia ao frio,
sobrevivéncia e resposta ao estresse. Sao apresentados a caracteristica avaliada (TRAIT), o marcador associado (SNP), o cromossomo (CHR), a intensidade
da associagao gendmica expressa como —log10(p) (LOGP), a proporgéo da varidncia genética explicada pelo marcador, o simbolo do gene e sua principal
funcgéo bioldgica. A selegao dos genes candidatos considerou evidéncias de participagdo em mecanismos de resposta imune, inflamagéo, homeostase iénica,
metabolismo energético, sinalizagdo celular, resposta ao estresse, processamento de RNA e manutengao da integridade celular, processos potencialmente

envolvidos na resisténcia ao frio em tambaqui.
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4. DISCUSSAO

A curva acumulada de sobrevivéncia e a distribuicdo da caracteristica HTD
demonstraram que o desafio térmico foi capaz de gerar respostas fenotipicas
distintas entre os individuos avaliados, evidenciadas pela concentracdo das
mortalidades entre aproximadamente 520 e 535 horas de exposig¢ao ao frio e pela
permanéncia de individuos sobreviventes ao final do experimento. Esse padrao
sugere a existéncia de variabilidade biolégica na capacidade de resisténcia ao frio,
condicdo fundamental para estudos de genética quantitativa e melhoramento

genético voltados a identificagdo de individuos mais tolerantes ao estresse térmico.

A exposicao ao frio afeta diretamente processos metabdlicos, imunoldgicos
e fisiologicos relacionados a manutencdo da homeostase, influenciando a
capacidade de sobrevivéncia sob estresse térmico prolongado (Gerken et al., 2016;
Liu et al., 2025). Em juvenis de tamboril-vermelho (Sciaenops ocellatus), Anderson
e Scharf (2014) observaram aumento da mortalidade sob exposi¢cdes mais severas
ao frio, demonstrando que a intensidade do desafio térmico influencia a expressao
fenotipica da tolerancia ao frio. Nesse contexto, o protocolo de resfriamento gradual
utilizado neste estudo permitiu a expressao fenotipica da tolerancia ao frio,
possibilitando a diferenciacdo entre individuos mais e menos resistentes ao

estresse térmico.

A demonstracido dessa variabilidade fenotipica constitui o primeiro requisito
para a investigacdo da base genética da caracteristica, uma vez que a resposta a
selecdo depende da existéncia de variacdo genética associada as diferengas

observadas entre os individuos.

Uma vez demonstrada a existéncia de variabilidade fenotipica para a
tolerancia ao frio, torna-se necessario avaliar em que medida essa variagao é
determinada por efeitos genéticos aditivos, permitindo estimar o potencial de

resposta a selecao.

As estimativas de herdabilidade observadas para HTD (GBLUP 0,27 -
PBLUP 0,41) e sobrevivéncia binaria (GBLUP 0,25) evidenciam a existéncia de
variabilidade genética aditiva para tolerancia ao frio em tambaqui. Esses resultados
sugerem que a caracteristica apresenta potencial de resposta a selegdo. Assim, a

tolerancia ao frio ndo deve ser tratada apenas como uma resposta fisiolégica ao
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ambiente, mas também como uma caracteristica com potencial de utilizacdo em

programas de melhoramento.

Os resultados obtidos neste estudo sdo compativeis com valores relatados
para tolerancia ao frio em outras espécies aquicolas. Em tamboril-vermelho
(Sciaenops ocellatus), Ma et al. (2007) estimaram herdabilidade de 0,32 + 0,12
utilizando protocolo de resfriamento progressivo, enquanto Saillant et al. (2008)
observaram valor de 0,20 sob condi¢des de estresse térmico agudo. Em camarao-
branco-chinés (Fenneropenaeus chinensis), Wang et al. (2017) relataram
herdabilidade moderada (0,265 + 0,091), enquanto estimativas mais baixas foram
observadas em juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) e camarao-
branco-do-Pacifico (Penaeus vannamei), variando entre 0,02 e 0,09 (Charo-Karisa
et al., 2005; Li et al., 2015). Essas diferengas provavelmente refletem variagbes
entre espécies, estruturas populacionais, intensidade e duragao do desafio térmico,

além dos critérios fenotipicos utilizados para caracterizar a tolerancia ao frio.

Além das estimativas de herdabilidade, a correlagdo genética positiva entre
HTD e sobrevivéncia binaria (rg = 0,99 * 0,05) indica forte associagéo entre ambas
as caracteristicas, sugerindo que individuos geneticamente mais tolerantes ao frio
tendem a apresentar maior tempo de resisténcia e maior probabilidade de

sobrevivéncia sob estresse térmico.

Apesar dessa forte associagao genética, HTD e sobrevivéncia binaria nao
representam exatamente a mesma dimensao fenotipica da tolerancia ao frio. A
sobrevivéncia binaria classifica os individuos apenas quanto a ocorréncia ou nao
de mortalidade durante o desafio térmico, enquanto o HTD incorpora diferengas no

tempo de resisténcia dos individuos ao estresse térmico.

O HTD pode representar de forma mais sensivel as diferengas individuais na
resposta ao frio, uma vez que incorpora a dimensao temporal da mortalidade.
Entretanto, estudos tém demonstrado que HTD e sobrevivéncia binaria
compartilham, em grande parte, a mesma base genética. Em tilapia-do-nilo
desafiada com o virus TiLV, Barria et al. (2020) observaram correlagbes entre os
valores genéticos estimados para ambas as caracteristicas variando de 0,912 a
0,99. De forma semelhante, em camarao-branco-do-Pacifico (Penaeus vannamei),

foram reportadas altas correlagdes genéticas (rg > 0,8) entre sobrevivéncia binaria
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e tempo até a morte (Ren et al., 2022). Esses resultados indicam que ambos os
fendtipos descrevem essencialmente a mesma resisténcia biolégica ao estresse,
diferindo principalmente na quantidade de informacdo capturada por cada

abordagem.

Embora a herdabilidade e as correlagdes genéticas demonstrem o potencial
da caracteristica para responder a selecao, a eficiéncia dessa resposta depende
da capacidade dos modelos genéticos em predizer corretamente o mérito genético
dos individuos, justificando a avaliagdo do desempenho das abordagens de

predicdo gendmica.

Demonstrado o potencial de resposta a selegao para tolerancia ao frio, torna-
se relevante avaliar a capacidade dos diferentes modelos genéticos em predizer o
mérito genético dos individuos, aspecto fundamental para a aplicacdo dessa

caracteristica em programas de melhoramento.

As diferencas observadas entre as abordagens de avaliacdo genética
evidenciam as vantagens da incorporagdo de informagdes genbémicas para a

predigdo dos valores genéticos de tolerancia ao frio.

Para HTD, caracteristica continua, as estimativas puderam ser obtidas tanto
nos modelos PBLUP quanto GBLUP, permitindo comparacdo direta entre
abordagens baseadas em pedigree e em informagdes genémicas. Em contraste, a
sobrevivéncia binaria apresentou limitagdo de convergéncia no modelo PBLUP,
sendo mantida apenas na abordagem GBLUP. Essa diferenga é coerente com as
dificuldades de ajuste frequentemente observadas em modelos aplicados a
fendtipos binarios, especialmente em situagdes com baixa incidéncia, categorias
desbalanceadas ou menor quantidade de informacéo fenotipica disponivel (Hidalgo
et al., 2024). Além disso, fendtipos binarios tendem a reduzir a capacidade de
discriminagao entre individuos, uma vez que diferencas graduais de resisténcia ao

estresse térmico sao resumidas em apenas duas categorias fenotipicas.

O melhor desempenho do modelo GBLUP demonstra que a incorporacéo de
informagdes gendmicas aumentou a precisdo da predigdo dos valores genéticos
para tolerancia ao frio. Revisdes recentes sobre selecao genédmica em aquicultura
indicam vantagens das abordagens gendmicas na predicdo de caracteristicas

quantitativas complexas em comparagao aos modelos baseados apenas em
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pedigree (Song et al., 2025). Isso ocorre porque marcadores SNP permitem estimar
de forma mais acurada as relagdes genéticas reais entre os individuos, superando
limitagbes associadas ao parentesco esperado via pedigree (Meuwissen et al.,
2001). A utilizagdo dessas informagdes gendmicas permite capturar com maior
precisdo a variabilidade genética presente na populagdo, contribuindo para

estimativas mais consistentes dos valores genéticos.

Resultados semelhantes foram observados por Yoshida et al. (2018), Vallejo
et al. (2017) e Song et al. (2022), que relataram maior acuracia preditiva para
modelos gendmicos em diferentes espécies aquicolas. Entretanto, a magnitude
desse ganho pode variar entre populagdes e espécies, dependendo de fatores
como tamanho populacional, densidade de marcadores SNP, estrutura de
parentesco, intensidade de desequilibrio de ligacdo e representatividade da
populagcdo de treinamento. Assim, embora os resultados obtidos reforcem o
potencial do GBLUP para tolerancia ao frio em tambaqui, a eficiéncia preditiva
dessa abordagem ainda pode ser ampliada com populagdes de referéncia maiores,
maior conectividade genética entre geracdes e validagdes em diferentes condigdes

de cultivo.

Os resultados obtidos também indicam que a tolerancia ao frio em tambaqui
envolve mecanismos fisiolégicos complexos relacionados a manutengdo do
equilibrio metabdlico e celular durante a exposigdo prolongada a baixas
temperaturas. Essa interpretacdo é compativel com o melhor desempenho do
GBLUP, uma vez que caracteristicas influenciadas por multiplas regides genédmicas
de pequeno efeito tendem a ser melhor preditas por modelos que utilizam

informagdes distribuidas ao longo de todo o genoma.

Apesar do potencial observado, a aplicacdo da sele¢ao para tolerancia ao
frio deve considerar possiveis respostas correlacionadas em caracteristicas
produtivas. Estudos adicionais avaliando correlagdes genéticas entre tolerancia ao
frio, crescimento, desempenho zootécnico e adaptacdo a diferentes ambientes
serdo importantes para definir estratégias de selegdo mais seguras e eficientes.
Essas avaliagdes podem auxiliar na incorporagao da tolerancia ao frio aos objetivos

de melhoramento sem comprometer caracteristicas economicamente relevantes.
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Em conjunto, os resultados deste estudo evidenciam a existéncia de base
genética aditiva para tolerancia ao frio em tambaqui e demonstram o potencial das
abordagens genbmicas para aumentar a precisdo da predicdo genética da
caracteristica. As estimativas de herdabilidade obtidas indicam que ganhos
genéticos podem ser alcangados por meio da selegao de individuos mais tolerantes
ao frio, favorecendo o aumento gradual da resisténcia da populagédo ao longo das
geragdes. Considerando a expansao do cultivo de tambaqui para regides sujeitas
a temperaturas mais baixas, a incorporagdo de ferramentas gendmicas em
programas de melhoramento representa uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de populacbes mais adaptadas as variagdes térmicas em

diferentes condicdes de cultivo.

Ainda que os modelos gendmicos permitam aumentar a acuracia da predigao
dos valores genéticos, eles nao identificam diretamente quais regides do genoma
contribuem para a variagdo da caracteristica. Dessa forma, as analises de
associagao gendmica ampla complementam a predi¢do genémica ao possibilitar a
identificacédo de regides cromossOmicas associadas a tolerancia ao frio e ampliar a

compreensao da arquitetura genética dessa caracteristica.

Embora a predicdo gendmica permita estimar com maior precisdao o merito
genético dos individuos, compreender como a Vvariabilidade genética esta
distribuida ao longo do genoma é fundamental para elucidar os mecanismos

envolvidos na tolerancia ao frio.

Os resultados do GWAS e das analises de variancia genética explicada
indicam que a resisténcia ao frio em tambaqui apresenta arquitetura genética
complexa e predominantemente poligénica. Os sinais de associagdo foram
amplamente distribuidos ao longo do genoma, sem evidéncia de QTLs de grande
efeito associados a sobrevivéncia sob estresse térmico. Esse padrao sugere que a
variacao fenotipica para tolerancia ao frio resulta da acdo conjunta de multiplas
regides gendmicas de pequeno efeito, caracteristica comum em fendtipos
complexos e adaptativos (Goddard & Hayes, 2010).

Resultados semelhantes tém sido descritos em estudos de tolerancia
térmica e sobrevivéncia sob estresse ambiental em peixes, nos quais a arquitetura
genética tende a ser distribuida, sem predominancia consistente de loci majoritarios

(Yoshida & Yanez, 2021; Lin et al., 2024; Gonen et al., 2024; Han et al., 2025).
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Entretanto, a auséncia de loci de grande efeito deve ser interpretada com cautela,
pois também pode refletir limitagbes inerentes ao poder estatistico do GWAS,
especialmente em caracteristicas de sobrevivéncia influenciadas por fatores
ambientais e por efeitos genéticos de baixa magnitude (Visscher et al., 2017).

Apesar do carater poligénico da resisténcia ao frio, algumas regides
gendmicas apresentaram contribuicdo moderada para a variabilidade genética das
caracteristicas avaliadas, padrdo semelhante ao observado em estudos de
associagao genbmica ampla (GWAS) para caracteristicas complexas, como
crescimento, rendimento corporal e resisténcia a doencas (Tsai et al., 2015;
Gonzalez-Pena et al., 2016). Esses resultados reforcam que fenétipos complexos
em organismos aquaticos geralmente apresentam arquitetura poligénica,
controlada por multiplos loci de pequeno a moderado efeito.

Diferencas entre regidbes associadas identificadas em diferentes estudos
podem estar relacionadas ao tamanho populacional, densidade de marcadores,
estrutura genética das populagdes, metodologia estatistica empregada e condigbes

ambientais experimentais.

Por mais que a identificacdo dessas regides forneca evidéncias sobre a
organizacao genética da tolerdncia ao frio, a compreensdo dos mecanismos
biolégicos envolvidos depende da investigacdo dos genes localizados nesses

intervalos genémicos e de suas possiveis fungdes na resposta ao estresse térmico.

A identificacdo de regides gendmicas associadas a tolerancia ao frio
permitem avancar da compreensao da arquitetura genética da caracteristica para
a investigagdo dos possiveis mecanismos biolégicos envolvidos na resposta ao
estresse térmico. Nesse contexto, a analise dos genes localizados nas regides
associadas contribui para interpretar a plausibilidade biolégica dos sinais
identificados pelo GWAS.

Apesar de que a arquitetura genética observada seja predominantemente
poligénica, algumas regides genOmicas apresentaram sinais consistentes de
associagao e permitiram a identificagdo de genes candidatos biologicamente

plausiveis para a resposta ao frio.
Um dos resultados mais relevantes deste estudo foi a identificagdo do SNP

AX-508786288, localizado no cromossomo 20, que apresentou os maiores niveis
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de associagao para HTD e sobrevivéncia binaria. Apesar da auséncia de genes
anotados na regiao correspondente, o sinal foi consistente para ambos os fenétipos
avaliados, sugerindo que essa regido genémica pode representar um componente
importante da base genética da tolerancia ao frio em tambaqui. A identificagdo de
regides intergénicas associadas a caracteristicas complexas nao € incomum em
estudos de GWAS, especialmente em espécies aquicolas cujo nivel de anotagao
genbmica ainda é limitado. Dessa forma, a regido associada ao SNP AX-
508786288 representa um alvo promissor para futuros estudos de caracterizagao
gendmica e validagao funcional.

Além do SNP AX-508786288, outras regides intergénicas também foram
identificadas nos cromossomos 21 e 26. Embora ndo tenham apresentado genes
anotados nas janelas de +200 kb avaliadas, essas regides foram mantidas entre os
resultados sugestivos do GWAS e podem representar elementos regulatérios ou
regidbes ainda nao completamente anotadas no genoma do tambaqui. A
identificacdo dessas regides reforga a necessidade de futuros estudos de anotagao
funcional e caracterizagdo genémica para melhor compreensado de sua possivel
participacao na tolerancia ao frio.

A concordancia parcial entre os resultados obtidos para HTD e sobrevivéncia
binaria sugere que esses fenotipos compartilham parte da base genética associada
a resisténcia ao frio. Embora o HTD represente uma medida continua do tempo de
resisténcia e a sobrevivéncia binaria represente uma classificagdo categorica do
desfecho, ambos refletem aspectos complementares da capacidade do animal de
suportar o estresse térmico. Destaca-se a regido localizada no cromossomo 16,
associada ao SNP AX-509149388, identificada em ambos os fendétipos avaliados,
sugerindo compartilhamento parcial da base genética envolvida nesses fendtipos e
reforcando a consisténcia biolégica dos sinais detectados.

Nessa regido, foram identificados genes como adenosine receptor A2b e
cytochrome b5 type B, relacionados a resposta ao estresse celular, metabolismo
energético e atividade mitocondrial. Essa associagédo é biologicamente plausivel,
uma vez que estudos conduzidos em carpa-capim (Ctenopharyngodon idella),
peixe-porco-verde (Thamnaconus septentrionalis) e bagre (Cranoglanis bouderius)
demonstraram que a exposig¢ao ao frio pode induzir alteragdes no metabolismo

energético, dano mitocondrial, aumento do estresse oxidativo e ativacdo de
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mecanismos celulares associados a manutencao energética e sobrevivéncia sob
estresse térmico prolongado (Wang et al., 2024; Zang et al., 2025; Huo et al., 2026).

Para a sobrevivéncia binaria, a regido identificada no cromossomo 4 incluiu
genes associados a homeostase idnica, integridade de membranas, apoptose e
resposta imune, incluindo KCNT2, TNFSF14, TNFSF18 e PLPP3. Esses resultados
sao coerentes com os efeitos fisioldgicos do frio em peixes, uma vez que a redugao
da temperatura pode comprometer a homeostase ibnica, a integridade branquial e
mecanismos responsaveis pelo equilibrio celular. Estudos em medaka-indiano
(Oryzias melastigma) e atum-albacora (Thunnus albacares) demonstraram que o
estresse por frio altera mecanismos de transporte idnico, integridade tecidual e
respostas oxidativas (Ranasinghe et al., 2025; Huang et al., 2025). Além disso,
evidéncias em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) sugerem que canais
envolvidos na percepgcao da temperatura podem contribuir para a resposta
fisiolégica ao frio (Cao et al., 2024).

A identificacdo de TNFSF14 e TNFSF18 também sugere participagéo de
mecanismos inflamatorios e apoptoéticos na resposta ao frio. Em esturjées hibridos
(Acipenser baerii @ x Acipenser schrenckii @), Liu et al. (2025) observaram aumento
do apoptose hepatica e ativagao de genes relacionados a imunidade inata durante
o estresse cronico por frio. Resultados semelhantes foram descritos em tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), incluindo altera¢cdes em genes inflamatorios, aumento
do cortisol e sinais de dano celular apds exposi¢cao prolongada a baixas
temperaturas (Dellagostin et al., 2022). Esses achados sugerem que a
sobrevivéncia sob frio depende n&o apenas da manutencdo energética, mas
também da capacidade de reduzir danos celulares e manter o equilibrio fisiolégico
durante o estresse térmico.

No caso do HTD, regides no cromossomo 15 apresentaram genes
relacionados a sinalizagdo celular e resposta imune, incluindo SEMA3D e
interleukin 12B 2 (IL-12). A presenga de IL-12 sugere que mecanismos
imunoldgicos podem influenciar o tempo de resisténcia ao frio. Em tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), Gao et al. (2023) demonstraram que a IL-12 participa da
ativagao de respostas imunes celulares. Além disso, estudos em truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) mostraram que baixas temperaturas podem comprometer
respostas imunes em peixes ectotérmicos (Matsumoto et al., 2026). Em conjunto,

esses resultados sugerem que a capacidade de manter respostas imunes eficientes
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durante a exposi¢cdo prolongada ao frio, pode contribuir para maior tempo de
sobrevivéncia sob estresse térmico.

A presenca de genes como PLPP3, TNFSF14 e TNFSF18 também sugere
possivel envolvimento de vias relacionadas ao metabolismo lipidico, apoptose e
regulacdo imune durante a resposta ao frio. Estudos recentes em outras espécies
de peixes demonstram que a adaptagao ao estresse térmico envolve alteragcdes em
mecanismos associados ao metabolismo energético, estresse oxidativo,
sobrevivéncia celular e vias regulatérias como FoxO, TGF- e PPAR (Gao et al.,
2026; Li et al., 2024; Zhu et al., 2024). Embora esses estudos ndo tenham sido
conduzidos em tambaqui, eles reforcam a hipdtese de que a tolerancia ao frio
depende da integragdo entre mecanismos metabalicos, celulares e imunoldgicos.

De forma geral, os genes candidatos identificados apontam para a
participacdo integrada de processos relacionados ao metabolismo energético,
estresse oxidativo, homeostase celular, apoptose, inflamagao e resposta imune.
Esses mecanismos sdo compativeis com a natureza complexa da adaptacédo ao
frio em peixes tropicais, nos quais a sobrevivéncia sob baixas temperaturas
depende da manutencdo simultdnea do equilibrio metabdlico, celular e
imunoldgico, uma vez que o estresse térmico desencadeia alteragdes coordenadas
nas vias energéticas, antioxidantes, apoptoticas e imunes (Wang et al., 2026;
Zhang et al., 2024; Qin et al., 2022; Pereira de Faria et al., 2023).

Em conjunto, os resultados de associacdo genémica e a caracterizagédo dos
genes candidatos fornecem evidéncias sobre o0s processos bioldgicos
potencialmente envolvidos na tolerancia ao frio em tambaqui. Essas informacdes
ampliam a compreensdo dos mecanismos genéticos da caracteristica e subsidiam
a discusséao sobre o potencial de incorporagao desse conhecimento em programas

de melhoramento genético.

A compreensao da base genética, da capacidade preditiva dos modelos
genbmicos e dos possiveis mecanismos bioldgicos envolvidos na tolerancia ao frio
fornece subsidios para avaliar o potencial de aplicacdo dessa caracteristica em

programas de melhoramento genético.

A integracao entre as analises de genética quantitativa e gendmica permitiu
caracterizar de forma abrangente a base genética da tolerancia ao frio em

tambaqui. As estimativas de herdabilidade demonstraram que a caracteristica
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apresenta potencial de resposta a selegao, enquanto o melhor desempenho do
GBLUP evidenciou que a incorporagao de informag¢des gendmicas pode aumentar
a acuracia da predigéo dos valores genéticos. De forma complementar, as analises
de GWAS indicaram que essa variabilidade genética esta distribuida entre multiplas
regides do genoma e identificaram genes candidatos biologicamente compativeis

com os mecanismos fisiolégicos envolvidos na resposta ao frio.

Esses resultados ampliam o conhecimento sobre a arquitetura genética da
tolerancia ao frio em tambaqui e fornecem evidéncias de que programas de
melhoramento poderao incorporar essa caracteristica como objetivo de selegao.
Entretanto, estudos futuros envolvendo populagdes maiores, diferentes geracgdes e
validagbes funcionais dos genes candidatos serdo importantes para confirmar os
mecanismos identificados e ampliar a eficiéncia das estratégias de selegao

gendmica.

Considerando a expansao da piscicultura para regides sujeitas a maiores
oscilagbes térmicas, a incorporacéo de ferramentas gendmicas aos programas de
melhoramento representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
populagdes de tambaqui mais adaptadas as baixas temperaturas, contribuindo para
aumentar a sustentabilidade, a produtividade e a competitividade da cadeia

produtiva da espécie.

Em conjunto, os resultados desta tese demonstram que a integracao entre a
avaliacao fenotipica, a genética quantitativa e as ferramentas gendmicas constitui
uma abordagem promissora para o entendimento e a selegao da tolerancia ao frio

em tambaqui, estabelecendo a base para as consideracoes finais deste trabalho.

5.CONSIDERAGOES FINAIS

A integracdo entre as analises fenotipicas, de genética quantitativa e
genbmica permitiu uma compreensdo abrangente da tolerdncia ao frio em
tambaqui, desde sua expressao fenotipica até a identificagao de regides genémicas

e genes potencialmente envolvidos na resposta ao estresse térmico.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a tolerancia ao frio em
tambaqui (Colossoma macropomum) apresenta base genética suficiente para

responder a selecdo, evidenciada pelas estimativas de herdabilidade, pelo
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desempenho superior das abordagens gendmicas na predicdo dos valores
genéticos e pela identificacdo de regides genbmicas associadas aos fendtipos
avaliados. Em conjunto, esses achados ampliam o conhecimento sobre a
arquitetura genética da caracteristica e fornecem subsidios para sua incorporagéo

em programas de melhoramento genético da espécie.

Entretanto, os resultados devem ser interpretados considerando as
condi¢cbes em que o experimento foi conduzido. O desafio térmico foi realizado em
ambiente controlado, permitindo elevada padronizacdo das condigdes
experimentais e reduzindo fontes de variagdo ambiental. Embora esse
delineamento seja essencial para a obtengao de estimativas genéticas consistentes
e para a identificacdo de regides gendmicas associadas a caracteristica, ele ndo
reproduz integralmente a complexidade dos sistemas comerciais de produgdo. Em
condicbes de campo, fatores como qualidade da agua, manejo, densidade de
estocagem, alimentagado, sanidade e oscilagbes ambientais podem influenciar a
expressao fenotipica da tolerancia ao frio e, consequentemente, a magnitude das

estimativas obtidas.

Dessa forma, recomenda-se que estudos futuros validem esses resultados
em diferentes ambientes de producdo e em outras populagdes geneticamente
distintas, permitindo avaliar a consisténcia das estimativas e o desempenho das
estratégias de selecdo em condi¢gbes mais proximas da realidade da piscicultura
comercial. Além disso, estudos funcionais envolvendo os genes candidatos
identificados poderdao contribuir para elucidar os mecanismos bioldgicos
relacionados a resposta ao frio e ampliar o potencial de aplicacdo dessas

informagdes em programas de selecdo genémica.

Apesar dessas limitagcdes, este trabalho representa um avango para o
melhoramento genético do tambaqui ao integrar, de forma inédita, abordagens de
genética quantitativa e gendbmica na investigacdo da tolerancia ao frio. Os
resultados obtidos estabelecem uma base cientifica para o desenvolvimento de
estratégias de selecédo voltadas a obtencdo de populagdes mais adaptadas as
variagdes térmicas, contribuindo para a expansdo sustentavel da produgao da
espécie em diferentes regides de cultivo.
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Dessa forma, esta tese amplia o conhecimento sobre os determinantes
genéticos da tolerancia ao frio em tambaqui e fornece fundamentos cientificos que
poderdo orientar futuras pesquisas e subsidiar o desenvolvimento de programas de
melhoramento voltados a adaptacado da espécie a ambientes com maior desafio

térmico.
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APENDICE - RELAGAO COMPLETA DOS GENES IDENTIFICADOS

Tabela 8 — Relagdo completa dos genes identificados nas regides gendmicas sugestivas detectadas pelo GWAS para as

caracteristicas tempo até a morte (HTD) e sobrevivéncia binaria (BIN) em tambaqui (Colossoma macropomum).

TRAIT SNP CHR LOGP VARIANCIA_EXPLICADA GENE SELECIONADO_TABELA7
BIN AX-508786288 20 7,35350315 0,3503957 SEM_GENE_ANOTADO NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 Phospholipid phosphatase 3-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 Reverse transcriptase domain-containing protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 dynamin GTPase SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 egapxtmp_000537 NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 hypothetical protein NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 potassium channel subfamily T member 2 SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 gueuine tRNA-ribosyltransferase catalytic subunit 1 NAO
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 ribonuclease H SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 transmembrane emp24 domain-containing protein 1-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 14-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 14-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 14-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 14-like SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 18 SIM
BIN AX-508808703 4 5,72545423 0,3240397 tumor necrosis factor ligand superfamily member 6-like SIM
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 SIM
BIN AX-509149388 16 5,27290384 0,08704334 adenosine receptor A2b SIM
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BIN
BIN
BIN
BIN
BIN
BIN
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD

Caunesp

AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-508786288
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-509149388
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-508800817
AX-509107674
AX-509107674
AX-509107674
AX-509107674
AX-509107674

16
16
16
16
16
16
20
16
16
16
16
16
16
16
16
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
17
17
17
17
17

5,27290384
5,27290384
5,27290384
5,27290384
5,27290384
5,27290384
7,9538093
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,11897788
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
5,010149
4,9172936
4,9172936
4,9172936
4,9172936
4,9172936

0,08704334
0,08704334
0,08704334
0,08704334
0,08704334
0,08704334
0,06938869
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,2401258
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,0971142
0,1132651
0,1132651
0,1132651
0,1132651
0,1132651

copine VI
cytochrome b5 type B
egapxtmp_014037
glycine cleavage system protein H
polyamine modulated factor 1 binding protein 1
ribosomal protein L13
SEM_GENE_ANOTADO
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38
adenosine receptor A2b
copine VI
cytochrome b5 type B
egapxtmp_014037
glycine cleavage system protein H
polyamine modulated factor 1 binding protein 1
ribosomal protein L13
H2A.X variant histone
POU class 2 homeobox associating-factor 2
activating transcription factor 5a
archain la
c2cd2 like
grass carp reovirus (GCRV)-induced gene 20
hydroxymethylbilane synthase a
pleckstrin homology-like
serine/threonine kinase 36
sorting nexin 19a
actinin%2C alpha 2b
cholinergic receptor%2C muscarinic 3a
egapxtmp_015686
prolyl 4-hydroxylase%2C alpha polypeptide | b
ryanodine receptor 2b (cardiac)

SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
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HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
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AX-509100149
AX-509147686
AX-509147686
AX-509147686
AX-509147686
AX-509147686
AX-509147686
AX-508822536
AX-509115692
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901

21
16
16
16
16
16
16
21
26
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

4,44811105
4,40744576
4,40744576
4,40744576
4,40744576
4,40744576
4,40744576
4,39130178
4,3776927
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415

0,08152302
0,09581407
0,09581407
0,09581407
0,09581407
0,09581407
0,09581407
0,1540262
0,3578329
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084

SEM_GENE_ANOTADO
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38
adenosine receptor A2b
copine VI

cytochrome b5 type B

egapxtmp_014037
polyamine modulated factor 1 binding protein 1
SEM_GENE_ANOTADO
SEM_GENE_ANOTADO
ADP-ribosylation factor 4
ADP-ribosylation factor 4-like
Bardet-Bied| syndrome 10
CD9 molecule a
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM35-like
GLI pathogenesis-related 1b
RAB%2C member of RAS oncogene family-like 2
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3a
UTP15 small subunit processome component
anillin%2C actin binding protein 2
anoctamin 2a
cAMP-regulated D2 protein
calcyphosine 2
ceramide synthase 3b
cilia and flagella associated protein 161
ciliary microtubule associated protein 1B

egapxtmp_012527
egapxtmp_012981
egapxtmp_013385
hypothetical protein
hypothetical protein

NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
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HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD
HTD

AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901
AX-509137901

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415
4,30849415

0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084
0,3125084

hypothetical protein
interleukin 12B 2
membrane integral NOTCH2 associated receptor 1-like
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2b
protein tyrosine phosphatase domain-containing protein 1
putative pyruvate dehydrogenase phosphatase isoenzyme
semaphorin-3D isoform X3
semaphorin-3E isoform X1
semaphorin-3ab
synaptotagmin Ib
telomere repeat binding bouquet formation protein 1
tripartite motif containing 35-30
von Willebrand factor

NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO

Caunesp

Relacdo completa dos genes identificados nas regides gendmicas sugestivas detectadas pelo GWAS, incluindo a caracteristica avaliada (TRAIT),
marcador associado (SNP), cromossomo (CHR), intensidade da associagdo genémica expressa como —log10(p) (LOGP), proporgéo da variancia genética
explicada pelo marcador, nome do gene e indicagdo de selegdo para a Tabela 7 (SIM/NAO). Os genes apresentados correspondem a todos os genes
localizados em janelas de +200 kb ao redor dos SNPs sugestivos, independentemente de terem sido priorizados para discussao bioldgica.
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