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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € um peixe nativo da regido amazonica de grande
importancia para a aquicultura na América do Sul. No entanto, surtos de bacterioses sdo
considerados uns dos principais entraves para a produgdo desta espécie. A bactéria
Flavobacterium oreochromis (anteriormente denominada Flavobacterium columnare) esta
relacionada a elevadas taxas de mortalidade em lotes de tambaquis em fase inicial de
producdo (até 10 g), o que resulta em perdas econdmicas consideraveis. A compreensao dos
mecanismos que controlam a imunidade dos peixes diante processos patologicos ¢ um fator
fundamental para o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas direcionadas
para uso na aquicultura. O presente estudo teve como objetivo identificar genes associados
a fase aguda de resposta imune de tambaquis infectados com F. oreochromis. Para isso,
realizamos a extracdo do RNA total da pele de individuos infectados sob 3 condigdes:
assintomaticos (IA) e infectados sintomaticos (IS) apos exposi¢cdo a bactéria, além de um
grupo controle (CTR). O RNA-Seq das amostras foi obtido em funcao da construgdo de dez
bibliotecas de cDNA, sendo 4 para IS, 5 para [A e 1 para o agrupamento CTR. Um total de
24 milhdes de leituras foram obtidas por biblioteca, onde sofreram um processo de controle
de qualidade. Posteriormente as leituras foram alinhadas ao genoma do tambaqui para
analise de expressao diferencial entre as duas condigdes. Para controlar taxas de falsa
descobertas nas analises de expressdo diferencial, os p-values foram convertidos para p-
ajustados < 0.05. Um total de 2.470 genes superexpressos € 1.305 subexpressos foram
identificados em IS, enquanto 1.358 genes superexpressos e 488 subexpressos foram gerados
para TA. Genes superexpressos nas duas condigdes foram relacionados a processo de
autofagia (atg4b e ulk2), além de genes associados a estresse oxidativo (kIfY, ddtit e txnip)
regulados pelo mecanismo de proteassomas. Os resultados sugerem a autofagia e outros
mecanismos relacionados a homeostase do tambaqui como importantes componentes da

defesa imunologica na fase aguda da infeccao por F. oreochromis.

PALAVRAS-CHAVE: desafio bacteriano, imunogenética, peixe nativo, RNA-Seq



ABSTRACT

The tambaqui (Colossoma macropomum) is a fish native to the Amazon region of importance
for aquaculture in South America. However, outbreaks of bacterial diseases are considered
one of the main obstacles to the production of this species. The bacterium Flavobacterium
oreochromis (formerly known as Flavobacterium columnare) is associated with high
mortality rates in batches of tambaquis in the initial production phase (10 g), resulting in
considerable economic losses. Understanding the mechanisms that control fish immunity in
the face of pathological processes is a fundamental factor for the development of
prophylactic and therapeutic measures for use in aquaculture. This study aimed to identify
genes associated with the acute phase of immune response in tambaquis infected with F
oreochromis. To do this, we extracted total RNA from the skin of infected individuals under
three conditions: asymptomatic (IA) and symptomatic infected (IS) after exposure to the
bacterium, as well as a control group (CTR). RNA-Seq of the samples was obtained by
constructing ten cDNA libraries, with 4 for IS, 5 for [A, and 1 for the CTR group. A total of
24 million reads were obtained per library, which underwent a quality control process.
Subsequently, the reads were aligned to the tambaqui genome for differential expression
analysis between the two conditions. To control false discovery rates in the differential
expression analyses, p-values were converted to adjusted p-values < 0.05. A total of 2,470
overexpressed genes and 1,305 underexpressed genes were identified in IS, while 1,358
overexpressed genes and 488 underexpressed genes were generated for IA. Genes
overexpressed in both conditions were related to autophagy processes (atg4b and ulk2), as
well as genes associated with oxidative stress (klf9, ddtit, and txnip) regulated by the
proteasome mechanism. The results suggest autophagy and other mechanisms related to
tambaqui homeostasis as important components of the immune defense in the acute phase

of I oreochromis infection.

KEY-WORDS: bacterial challenge, immunogenetics, peixe nativo, RNA-Seq
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aspectos gerais da aquicultura

O crescimento populacional tem acarretado diversos desafios que deverdo ser
enfrentados, dentre eles o aumento da demanda por alimentos saudaveis, que vem sendo
associada ao esgotamento de recursos naturais aquaticos em longo prazo. Nesse sentindo, a
aquicultura se destaca como uma fonte promissora, visando fonte de alimenta¢ao oriunda de
praticas ambientalmente responsaveis. Além disso, a atividade movimenta a economia por
meio de geragdo de empregos e renda. E essas caracteristicas sdo diretamente relacionadas
com algumas metas globais dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) (Fao,
2022).

Apesar da crise sanitaria do COVID-19, o mercado global da aquicultura manteve
crescimento estdvel nos ultimos anos. Em 2020 obteve uma producao total de 178 milhdes
de toneladas de organismos aquaticos, sendo 49% oriundo da aquicultura (Fao, 2022). Desse
montante, o continente asiatico ¢ responsavel por 70 % da producao mundial, seguido pelos
paises da América, que totalizam 12 % da produgdo global. Ainda, de acordo com a Fao
(2020), ¢ estimado um aumento de 15 % da produgdo do pescado até 2030.

No cendrio brasileiro, as pisciculturas vém crescendo cada vez mais como um
mercado de producio de proteina animal. E estimado que mais de 60 espécies de organismos
aquaticos comestiveis sao cultivados para comércio no Brasil (Valenti et al., 2021). A maior
parte da produgdo esta voltada para a tilapia do Nilo, representando 408.350.403 mil
toneladas, seguido do tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1818) (IBGE, 2022).
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7. Conclusao

Os resultados sugerem que o processo de autofagia e estresse oxidativo esta
relacionado a um mecanismo de homeostase do tambaqui durante a fase aguda causada por
F. oreochromis. A progressdao de mecanismos imunoldgicos mais eficientes parece ser pouco
desenvolvida, possivelmente associada a desequilibrios nos mecanismos moleculares
envolvidos na homeostase, o que pode prejudicar a progressdo da imunidade inata e
adquirida. Além disso, F. oreochromis pode estar envolvida em estratégias de supressdo de
vias e/ou mecanismos imunes. No entanto, para uma compreensdo mais aprofundada da
interacdo hospedeiro-patdgeno, sdo necessarios mais estudos relacionados a andlises
protedmicas, avaliacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e sistema antioxidante do

hospedeiro. Esses achados fornecem informacdes basicas sobre a imunogenética do
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tambaqui durante a fase aguda da columnariose, os quais colaboram para o desenvolvimento

de medidas profilaticas e terapéuticas para a espécie.
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