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Melhoramento genetico para resisténcia
a doencas em organismos aquaticos

Panorama da AQUICULTURA, setembro, ou

Para a maioria das espécies zootécnicas, as
principais caracteristicas de grande impor-
tancia economica como a taxa de crescimento,
eficiéncia de conversao alimentar, rendimento
de filés e qualidade da carne, estao entre as
que mais atraem a atencao de melhoristas
e produtores. A énfase maior ou menor de
cada uma dessas caracteristicas depende do
interesse de cada etapa do ciclo de producao.
Enquanto os produtores mais tecnificados que
controlam melhor seus sistemas de manejo
estdo interessados em uma maior velocidade
de crescimento e uma maior eficiéncia na con-
versao alimentar, as empresas processadoras de
pescado estao obviamente mais interessadas
no rendimento de filé e qualidade da carne do
pescado. Por outro lado, as empresas voltadas
a producao de alevinos costumam focar nas ca-
racteristicas reprodutivas, como por exemplo,
o nimero de ovos por fémea/ano. Contudo, a
maioria das unidades da cadeia produtiva de
peixe é formada por produtores que utilizam
sistemas extensivos e semi-intensivos de
producdo cujas variaveis ambientais muitas
vezes nao sao adequadamente controladas pelo
produtor. Desta forma, para tais sistemas de
producao é importante que os alevinos, além de
apresentarem caracteristicas genéticas para um
melhor desempenho, também sejam resistentes
a doencas e a manejos mais estressantes.
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A primeira questdo a ser respondida é se sobrevi-

véncia ou resisténcia a doencas apresentam algum
componente genético que possa ser selecionado em um
programa de melhoramento. Qualquer um que vivencie o
dia a dia de uma criacdo de peixes ja deve ter notado que
variagdes de temperatura ou mesmo o ataque de alguma
doenca aos peixes estocados em um tanque-rede ou vivei-
ro de terra ndo afetam da mesma forma todos os animais.
Se, por exemplo, uma infec¢do bacteriana acometer os
peixes em um tanque de engorda, o que observaremos
¢ que uma grande parte dos peixes ja estard moribunda
€ morrerd com certeza, outra parte ja estard morta, uma
parte menor tera iniciado os sintomas, porém, havera
uma pequena quantidade de animais que estard comple-
tamente saudavel (Figura 1). Por que sob as mesmas
condi¢des estes ultimos individuos estardo saudaveis?
Uma das explicagdes ¢ a possibilidade destes animais
serem portadores de genes que conferem resisténcia ao
ataque da bactéria em questdo. Se esta resisténcia a in-
fecgdo bacteriana apresentar herdabilidade significativa,
o fendtipo de resisténcia a infecg@o bacteriana podera
ser selecionado em um programa de melhoramento e ser
fixado nas progénies.

Este importante tema ja foi
abordado pelo Dr. Henrique Figuei-
redo e colaboradores na edi¢cdo 126
de julho/agosto de 2011 da revista
Panorama da AQUICULTURA, e o
retomamos nesta série de artigos so-
bre genética e melhoramento, devido
a sua importancia face ao crescimento
da aquicultura no Brasil, uma vez
que a tendéncia de intensificagdo dos
sistemas de producdo pode trazer ao
dia a dia do produtor os problemas
relacionados a doengas.

Resisténcia a doenca e suas interacoes
com o meio ambiente

Resisténcia a doengas ainda ¢
ainda uma caracteristica pouco utili-
zada na maioria dos programas de me-
lhoramento de organismos aquaticos,
porém, vem se tornando prioridade para os aquicultores
que cultivam peixes, crustdceos entre outros em siste-
mas extensivos e superintensos de criagdo. Os prejuizos
decorrentes de mortalidades em massa sdo crescentes, €
se tornam mais dramaticos quando se vivenciam perdas
durante as ultimas semanas de cultivo, quando a maior
parte do alimento do ciclo j& foi ofertada. A paulatina
intensificacdo da aquicultura vem trazendo consigo uma
crescente manifestagdo de uma série de doencas, espe-

"Varios fatores
externos
influenciam a
resposta e o
sistema imune dos
peixes, entre eles
a qualidade de
agua, temperatura,
luz, salinidade
e indutores de
estresse.”

Figura 1. Mortalidade causada por uma infecgdo viral ou
bacteriana. Apesar do grande ndmero de peixes mortos, o
produtor deve observar os que sobreviveram para sua utilizacao
nos programas de melhoramento (Fonte: FAQO. © 2006-2012.
National Aquaculture Sector Overview. China)

cialmente as ocasionadas por agentes oportunistas apos
manejos traumaticos ou mudancas suibitas na qualidade
de agua. A selecdo de organismos aquaticos resistentes
as principais enfermidades pode se tornar uma estra-
tégia importante no combate a doengas e aumento da
sobrevivéncia de criagdes de organismos aquaticos.

Embora o sistema imunoldgico de peixes seja fi-
siologicamente similar ao dos ver-
tebrados superiores, eles dependem
do seu sistema imune inato para
sobreviver, e isto esta relacionado
ao fato de apresentarem vida livre
desde os estadgios embriondrios ini-
ciais. Outro aspecto a considerar ¢é
que a protecdo originada pela imu-
nidade adaptativa normalmente re-
quer longos periodos de tempo para
o desenvolvimento de anticorpos
e também a memoria imunologica
contra agentes microbianos espe-
cificos. Portanto, o sistema imune
inato serve como primeira linha de
defesa para eliminar infec¢ao pri-
maria por patégenos microbianos
através da produc¢do de peptideos
(pequenas proteinas) com ativida-
des antimicrobianas.

Varios fatores externos in-
fluenciam a resposta e o sistema
imune dos peixes, entre eles: (I) a qualidade de agua;
(IT) temperatura; (III) luz; (IV) salinidade e, (V) outros
indutores de estresse. No tocante a qualidade da agua,
niveis baixos de oxigénio no ambiente afetam a cha-
mada “queima respiratoria” dos macréfagos (células de
defesa), que ¢ o processo bioquimico pelo qual estas
células do sistema imune, ao ingerirem microrganismos
(fagocitose), os destroem pela liberagdo de enzimas
hidroliticas e de compostos reativos de oxigénio como
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o0 4cido hipocloroso (HCI10). Por outro lado, na presenca
de niveis elevados de oxigénio ocorre alta atividade de
macroéfagos e elevados niveis de anticorpos circulantes,
em outras palavras, mais resisténcia. Outro pardmetro de
qualidade de agua que afeta o sistema imune diz respeito
aos niveis de so6lidos em suspensdo nos ambientes. Com
relagdo a isto, os niveis elevados de so6lidos no ambiente
aquatico contribuem para o aumento dos niveis de hema-
tocritos, com o objetivo de compensar a habilidade redu-
zida das branquias para capturar o oxigénio. Além disto,
este fator também aumenta a atividade das lisozimas e os
niveis de imunoglobulinas (IgM) circulantes em resposta
aos niveis elevados de patdogenos que sdo esperados em
um ambiente rico em particulas em suspensao.

Ao longo do ano o ambiente aquatico ¢ afetado
principalmente por dois fatores primarios, a temperatura
e o fotoperiodo. Com relagdo a temperatura, sendo peixes
animais pecilotérmicos, o metabolismo geral destes ver-
tebrados diminui com a reducdo da
temperatura, incluindo-se também a
diminuicao da capacidade de respos-

a hipoxia, transporte, etc.), pode causar aumento dos ni-
veis de cortisol e, consequentemente, diminuir a resposta
imune dos peixes.

Controle genético da resisténcia a doencas

Como explicado em artigos anteriores desta série,
o controle genético de uma caracteristica determina o
quanto os programas de seleg¢do serdo efetivos na fixa-
¢ao de um fendtipo desejavel na variedade ou raca que
se objetiva produzir. No artigo 3 desta série (Panorama
da AQUICULTURA edi¢do 139) vimos que a heranga das
caracteristicas de interesse zootécnico podem ser quan-
titativas (controlada por muitos genes e alta influéncia
ambiental) ou qualitativas (um ou poucos genes e pequena
influéncia ambiental). No caso da resisténcia a doengas,
esta caracteristica parece ser controlada por uma heranga
qualitativa, pois, a medida da resisténcia ¢ interpretada
da seguinte forma: ou o peixe tem
o(s) gene(s) da resisténcia e sobrevive
ou ndo os tém e morre. De qualquer

ta do sistema imunologico. Devido a
esta reducdo da atividade enzimatica
as taxas das fung¢des fisiologicas se
reduzem, incluindo aquelas ligadas
ao sistema de defesa. O fotoperio-
dismo (duragdo do periodo de luz
em um dia) € outro fator ambiental
que afeta o sistema imune. Em truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foi
observado uma correlagdo negativa
entre o aumento do fotoperiodo e o
namero de leucocitos circulantes, ou
seja, a medida que o comprimento
do dia aumenta durante a primavera
e verdo ocorre uma reducdo do nu-

"0 estresse pode
diminuir a imunidade
devido ao aumento
nos niveis de cortisol
que ele provoca.
Qualquer manejo
pode causar
esse aumento e,
consequentemente,
diminuir a resposta
imune dos peixes."

forma, os mecanismos de controle
genético para resisténcia a doengas,
se quantitativo ou qualitativo, pode
variar conforme o patogeno e € ainda
uma questdo a ser elucidada.

A herdabilidade relacionada
a resisténcia a enfermidades sdo
geralmente baixas o que sugerem
baixa variancia genética aditiva. Um
estudo feito por em 1991 por Gje-
drem e colaboradores estimou uma
herdabilidade de 48% ¢ 32% para
resisténcia a infec¢do por furunculose
(causado pela bactéria Aeromonas
salmonicida) para machos ¢ fémeas

mero de leucoécitos circulantes nos
animais aliado a um aumento do
cortisol circulante (ver referéncia
nas sugestdes para leitura). A semelhanca do que ocorre
em niveis elevados de s6lidos em suspensdo, também sio
observados aumentos da atividade das lisozimas e niveis
circulantes de IgM quando o fotoperiodo aumenta. Outro
parametro de qualidade de agua que afeta parametros do
sistema imune (atividade de lisozimas e niveis de IgM
circulantes) dos peixes ¢ o pH, embora os resultados
ndo sejam conclusivos. A salinidade também exerce um
efeito sobre “queima respiratoria” de macrofagos e ni-
veis de IgM circulante quando seus niveis incrementam.
Contudo, de que forma esta relagdo acontece ainda ¢ um
tema ndo totalmente esclarecido. Além destes fatores, o
estresse pode diminuir a imunidade devido ao aumento
nos niveis de cortisol que ele provoca. Portanto, qualquer
pratica de manejo (densidade de estocagem, submissao

de Salmoes, respectivamente. Os
niveis de herdabilidade encontrados
sdo um indicativo que este fendtipo
(resisténcia) pode ser usado em programas de selecdo.

Por outro lado, nos casos em que resisténcia a
doencgas sdo controlados por mecanismos mendelianos
de heranga (poucos genes), a selecdo de individuos
homozigoéticos que confiram resisténcia a determinada
enfermidade € um processo um pouco menos complicado
em um programa de melhoramento, podendo-se fixar
genes de resisténcia ao mesmo tempo em que outras
caracteristicas de interesse sejam também selecionadas.
Contudo, efeitos pleiotropicos (ver glossario) devem
ser considerados se tais genes ao conferirem resisténcia
também possam afetar outras caracteristicas de interesse
no processo de selecdo. Revisdes sobre o assunto sdo
antigas e foram publicadas na década de 1980 e 1990
(ver em sugestdes para leitura).
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Programas de melhoramento relacionados
a resisténcia a doencas

Considerados “pais da genética aquatica”
pesquisadores noruegueses do Akvaforsk vém
tratando deste tema ha varias décadas. Ainda
nos anos 80, Gjedrem (1983) sugeriu que no
planejamento de um programa de selegdo de-
vemos definir com exatiddo os principais ob-
jetivos do programa, sendo que os parametros
genéticos que sdo definidos pelos componentes
de varidncia de uma determinada populagao,
que sdo: a herdabilidade e repetibilidade (pa-
rametro aplicado a um feno6tipo medido mais
de uma vez no ciclo de vida do animal) que -
estdo relacionados a heranga quantitativa da
caracteristica, bem como a correlag@o genética
que se aplica ao nivel de associagdo genética de
dois fenodtipos simultaneamente. As respostas
de selegdo para resisténcia a doengas ou sobrevivéncia
ndo sdo tdo boas como para taxa de crescimento ou
outras caracteristicas de producdo. Isto se deve ao fato
da variancia genética para resisténcia a doencas ser
mais baixa, portanto, a resposta a selecdo serd mais
lenta e economicamente para dispendiosa.

Em 1993, Fjalestad e colaboradores demons-
tram a grande importdncia em
aumentar a resisténcia natural a
doencas dos peixes cultivados.
Na década de 90, a salmonicultura
norueguesa estava mergulhada em
antibiodticos, situagdo semelhante
a que se vive hoje no Chile. As
tentativas de selecdo direta para
aumentar a sobrevivéncia em
ambientes comerciais naquela
década tiveram baixas respostas,
¢ os autores justificaram estes re-
sultados devido aos registros im-
precisos praticados nos programas
de selecdo. No entanto, testes de
desafio que foram infectados com
patdgenos especificos mostraram
posteriormente variagdo genética
quanto aos niveis de mortalidade,
indicando que a melhora de sele-
¢do para sobrevivéncia é possivel.

Mais recentemente, experimentos (programa de
melhoramento de tilapias vermelhas e niléticas da Manit
Farm na Tailandia - www.manitfarm.com) tém mostrado
uma correlacdo genética positiva e significativa entre a
taxa de crescimento e sobrevivéncia. Portanto, uma maior
sobrevivéncia pode ser esperada como resposta corre-
lacionada ao se selecionar para a taxa de crescimento.

i, o

e

"As possibilidades
de melhoramento
por selecao
para resisténcia
a doencas ou
sobrevivéncia
nao sao tao boas
como para taxa
de crescimento
ou idade de
maturacao. "

Figura 2.

(a) Nacleo de melhoramento genético
da Manit Farm na Tailandia;

(b) Tilapias sendo submetidas

a desafio para a infecgdo por
Streptococus;

(c) Vacinagao individual de alevinos
de tilapias

(Fonte: Sérgio Zimmermann)

A Tailandia é provavelmente o pais que enfrenta os
maiores problemas de doengas de camardes e tilapias. As
sobrevivéncias em cultivos comerciais s@o baixas. Como
consequéncia, os pregos das pos-larvas de camardes ¢ ale-
vinos sdo os mais baixos do mundo. As razdes para estas
elevadas mortalidades sdo diversas, entre as quais o relevo
plano e a quantidade de chuvas. A Manit Farms, a maior
empresa produtora de alevinos de tila-
pias daquele pais (280 milhdes/ano),
fard em breve seu primeiro teste de de-
safio para resisténcia a doencas (Figura
2). O objetivo primeiro sera a selegéo
de tilapias resistentes ao Streptococcus
(infecgdo bacteriana comum em cria-
¢oes de tilapia). A Manit Farms testou
em seu programa de melhoramento a
selecdo genética de progénies descen-
dentes de reprodutores desafiados ao
Streptococcus versus uma vacina co-
mercial em progénies de reprodutores
ndo selecionados. Os resultados para
sobrevivéncia das progénies foram
semelhantes, e houve a incorporagdo
desta caracteristica no programa de
melhoramento. Atualmente, o princi-
pal critério de selecdo do programa
de melhoramento de tilapias da Manit
Farms € a resisténcia ao Streptococcus.
Apesar de haver uma variagdo genética significativa em
pardmetros imunolégicos em tilapias, é preciso um maior
conhecimento sobre as correlagdes genéticas entre o ganho
de peso e sobrevivéncia antes de selegdo indireta para o
aumento da sobrevivéncia. Além disso, se sabe que fatores
que causam mortalidade variam no tempo, espago e entre
as espécies e, desta maneira, também a variagdo genética
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e as correlagdes da sobrevivéncia com outras carac-
teristicas também poderao variar significativamente.
Para a resisténcia a doencas especificas, a
Manit Farm possui planos de desafiar varias linhas
de Streptococcus no inicio de 2015. Nas ultimas 7-8
geragdes, houve um significativo aumento na taxa de
sobrevivéncia de mais de 20%, em média (Figura 3),
porém, ndo se trata de resisténcia especifica para a
doenca, mas sim de um aumento de “robustez”.

A heterose produzida por cruzamentos entre va-
riedades ou ragas ou mesmo linhagens tem demonstrado
melhorar a resisténcia a doengas em cerca de 50-70% de
cruzamentos realizados, por exemplo, cruzamentos entre
variedades de Clarias macrocephalus (bagre do sudeste
da Asia) aumentou a resisténcia a infecgio por bactéria
Aeromonas hydrophila. Esta estratégia pode ser estabele-
cida em programas de melhoramento baseados em sele¢ao
por familias com a utilizagdo de variedades genéticas
distintas selecionadas para resisténcias a enfermidades
prevalentes na criagao.

A transgenia ¢ outro método (Ver artigo 7 desta série,
narevista Panorama da AQUICULTURA Edigao 143) pelo
qual a producdo de variedade genéticas de peixes resistentes
a doenca podem ser obtidos de forma mais rapida. Em
publicagdo deste ano, Chiou e colaboradores demonstra-
ram que truta arco-iris transgénica produzindo peptideo
Cecropins conferem resisténcia a bactéria Aeromonas
salmonicida e ao virus da necrose
hematopoiética infecciosa (IHNV).
A mortalidade cumulativa em trutas
ndo transgénicas foi da ordem de
80-85% para A. salmonicida e de
82 a 83% para IHNV, enquanto
que para as trutas transgénicas
expressando cecropins foram de
12-40% e 4-25% para A. salmoni-
cida e IHNV, respectivamente. A
titulo de esclarecimento cecropins
sdo peptideos (proteinas pequenas)

"No caso das
espécies produzidas
no Brasil, existem
poucos programas
de selecao com
base no mérito
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Figura 3. Resultado do aumento da taxa de
sobrevivéncia em tilapias, nao relacionado a uma
enfermidade em especifico e sim aumento da robustez
dos animais em geragoes sucessivas de selecdo
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da resisténcia, ou a sobrevivéncia pode ser uma medida
inadequada de resisténcia. Assim, para algumas doengas,
os programas de melhoramento devem aplicar uma mode-
lagem estatistica mais avangada para incluir tais testes de
sobrevivéncia. Além disso, os individuos testados nesses
“testes de desafio” (normalmente ficam fora da area do
Nucleo de Genética por representarem desafios de manejo
ou exposicdo as doengas) sdo geral-
mente excluidos como candidatos a
selecdo, ja que podem ser portadores
de doencgas em potencial e, portanto,
seu retorno ao Nucleo representaria
um risco a saude dos outros animais.
Normalmente um Nucleo de Genética
depois de estabelecido ndo permite a
entrada de material externo. Assim, os
métodos que permitem a selecdo dentro
da familia s@o de particular importancia
na sele¢do para uma melhor resisténcia

com atividade antibactericidas. individual a doencas com base em testes desafio
Estes peptideos sdo liberados no e familiar doenca. Exemplos de tais métodos sdo,
sistema sanguineo e prontamente . por exemplo, a selegdo indireta em ca-
incorporados na membrana plasma- combinados ’ racteres correlacionados mensuraveis

tica das bactérias. As bactérias ao
incorporarem estes peptideos for-
mam poros na sua membrana o que
as leva a morte. Este ¢ um tipo de
resposta nao especifico e, portanto
de uso generalizado.

A avaliagdo genética de resisténcia a doengas
com base em testes de sobrevivéncia em desafios
ainda enfrentam alguns problemas que podem com-
plicar tanto os registros quanto a analise estatistica
dos resultados. Por exemplo, a susceptibilidade e
tempo até a morte podem ser diferentes aspectos

ininterruptos e de
longa duragao.”

em candidatos a selecdo, selecdo de
identificar os locos de caracteristicas
quantitativas e selegdo gendémica. No
futuro, a informagdo gendémica tem o
potencial de melhorar substancialmente
areproducdo seletiva para caracteristicas
de resisténcia a doengas, uma vez que esta informagdo pode
ser adquirida em grande escala e por um custo acessivel.
No caso das espécies produzidas no Brasil, existem
poucos programas de selecdo com base no mérito individual
e familiar combinados, ininterruptos e de longa duragao. Po-
demos destacar o programa de melhoramento de tilapias do
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Projeto AquaBrasil e o programa de
producdo de tilapias hibridas Veggie-
fish trabalho de pesquisa da empresa
Rei da Tildpia e a Universidade Fede-
ral de Pelotas - UFPEL. Este projeto
h4 uma continua sele¢do de animais
resistentes ao estresse de manejo aos
25,50 e 100 dias pods-eclosdo, quando
os animais sao retirados da agua por
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Hospedeiro Patégeno
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15-20 minutos. O objetivo deste es- I \ \

tresse induzido é eliminar os animais [ XA AL

mais fracos e que ndo sobreviverdo G

ao manejo das transferéncias de

campo (viveiros escavados de dguas Meio ambiente

verdes ou gaiolas de aguas transpa- aquético

rentes) e, desta forma, estabelecer

uma melhor estimativa de pardmetros

fenotipicos e genéticos necessarios

para a constru¢do de indices de sele- Figura 4. Interacdes entre meio ambiente aquatico, hospedeiro e patégeno na dindmica de

¢d0 que levem em conta a resisténcia estabelecimento de uma doenga (Adaptado de Bohl, 1989)

a manejo e doengas oportunistas
decorrentes deste manejo.

De forma geral, um produtor que estabelega um
programa basico de selecdo genética de genotipos
superiores pode considerar trés etapas para obtencao
de reprodutores mais resistentes a doengas e manejo:
(1) identificar no plantel gendtipos que apresentem
resisténcia a doengas e rusticidade, (ii) incorporar estes
genes em variedades ou ragas comerciais por meio de
programas de selecdo, (iii) apos a fixag¢do da carac-
teristica da resisténcia a um determinado patégeno,
estabelecer sempre estratégias de sele¢do em razado
da face a natureza dinamica entre o meio aquatico,

patdgenos e hospedeiro (Figura 4).
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Nos ultimos anos com o desenvolvimento de novas
técnicas de sequenciamento de DNA e estudos de expressao
de genes, um horizonte de perspectivas se abre para o co-
nhecimento mais amplo dos mecanismos genéticos ligados
a resisténcia a doengas. Chips de DNA para genes ligados
a resisténcia ja é uma realidade na salmonicultura e sio
usados na selecdo de individuos resistentes ainda quando
juvenis. Peixes transgénicos que tenham incorporado em
seu genoma genes que confiram resisténcia a determinada
bactéria ou virus podem ser uma realizada em um futuro nao
muito distante. O impacto das técnicas baseadas em DNA
e seus impactos no desenvolvimento da aquicultura serd a
nossa préoxima jornada. Entdo até 14. m
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Glossario

e Hematécrito: é o volume de globulos vermelhos ou hemacias em relagdo ao
volume total de sangue.

e Leucdcitos: também conhecidos como glébulos brancos. Os leucdcitos fazem
parte do sistema imunitério dos organismos e possuem por fun¢do o combate e
a eliminacdo de microrganismos e estruturas quimicas estranhas ao organismo
através da captura ou da produgdo de anticorpos.

e Lisozima: é uma proteina que digere certos carboidratos de alto peso molecular,
sendo assim, bactérias sdo destruidas por lisozimas por conterem carboidratos
em sua parede celular. Em peixes, as lisozimas fazem parte do sistema imune
inato, estando presente no muco e formando uma barreia quimica de protecédo a
patdgenos que estdao no ambiente.

e Queima respiratéria (respiratory burst): é o mecanismo pelo qual ocorre a
ativacdo da enzima NADPH-oxidase, produzindo superdxido que é convertido em
acido hipocloroso que atua no processo de digestdo intraceleular pelos lissosomos.
0 termo quima respiratdria esta relacionada ao envolvimento do oxigénio neste
processo e nao tem relacdo com a respiracdo celular fetia nas mitocondrias.

o Pleiotropia: vem do grego pleio = muito e tropo = mudanca e é o nome termo em
genética quando um @nico gene tem seu efeito observado em diferentes fendtipos
ndo necessariamente relacionados. Por exemplo, em animais genes que sejam
responsaveis por ganho de peso atuam tanto na estatura com no peso, ja genes
ligado a deposicao de gordura podem influenciar no peso, mas ndo na estatura.
e Sistema imune inato: é forma de imunidade que ja nasce com o individuo, e
ndo induzida por infec¢des externas.
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