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Apresentacao

De tempos em tempos, a humanidade desfruta de beneficios fabulosos prove-
nientes de avangos promovidos pela Ciéncia. O momento atual € um desses
em que, a partir de ferramentas decorrentes de novas técnicas de sequencia-
mento genético, podemos usufruir dos beneficios oriundos da compreensao
de mecanismos moleculares. Nesta obra, isso se evidencia de modo espe-
tacular em uma das areas na qual a produgédo de alimentos mais cresce e
chega a nossa realidade brasileira: a aquicultura.

A edicéo gendmica e seu potencial para a aquicultura brasileira sao apresen-
tados aqui de uma forma simples quanto a compreensao, mas robusta em
detalhes, o que facilita o entendimento por parte da comunidade cientifica e
de produtores.

Esta publicagéo, além de detalhar o uso da nova tecnologia, ressalta aspec-
tos relacionados a reproducao e sanidade e o sucesso apontado em muitas
espécies de peixes pelo mundo. Revela ainda como essas pesquisas cons-
tituem um enorme potencial para estudos e tratamentos em humanos, com
reducao de tempo e menor emprego de recursos.

A producgéo aquicola no Brasil ainda é recente, por isso a sua relevancia
como oportunidade de producao pecuaria precisa ser ressaltada, haja vista
o rapido crescimento da produgao das espécies de tilapia e tambaqui, impor-
tantes impulsionadoras da atividade no Pais. E preciso cercar-se das melho-
res oportunidades para o uso dessas novas e revolucionarias técnicas enfati-
zadas na delecéo génica, que, diferentemente da transgenia, ndo introduzem
genes de espécies diferentes.



Com satisfagédo, nés que fazemos a Embrapa Amazénia Ocidental dispo-
nibilizamos mais esta obra para a sociedade na expectativa de que esses
novos meios de edigdo gendmica caminhem irmanados com o desenvolvi-
mento da aquicultura brasileira, trazendo beneficios ao ambiente, ao produtor
€ aos que terdo o prazer e a oportunidade de consumir, contribuindo assim
para o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel).

Everton Rabelo Cordeiro
Chefe-Geral
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Introducao

A aquicultura, setor de producéo de alimentos que mais cresce no mundo,
tem se expandido globalmente. Com isso, as pesquisas precisam responder
rapidamente e acompanhar essa evolugao, para garantir a sustentabilidade
da atividade e producgéo de espécies de alta performance zootécnica, como
elevado ganho de peso/crescimento, resisténcia as principais enfermidades
e a variagbes ambientais, composicao e qualidade de carcacga, dentre outras
caracteristicas produtivas de impacto econdémico.

Nos ultimos anos, as técnicas de sequenciamento de nova geragédo (NGS)
permitiram a reduc&o de custo e tempo para o sequenciamento gendémico e
possibilitaram avangos significativos no uso de ferramentas genémicas para
a compreensao de mecanismos moleculares, estudo da fungcéo de genes e
obtencao de novos fendtipos (em especial os processos bioldgicos de inte-
resse a agricultura). Dentre essas ferramentas, destacam-se as novas téc-
nicas de edicdo gendmica, como a CRISPR/Cas9, que tém revolucionado a
engenharia genética. De estudos funcionais a pesquisa aplicada, a edi¢cdo de
genes tem um potencial imenso na aquicultura, pois permite a delecéo ou até
introdugdo de genes que codificam proteinas com fungdes que prejudicam
ou favorecem a produtividade, respectivamente. A alta fecundidade e fertili-
zagao externa da maioria das espécies de organismos aquaticos possibilitam
a adogao dessa técnica em uma escala inatingivel nas espécies zootécnicas
terrestres. Este documento aborda de forma simples os avangos recentes da
edicdo gendmica em peixes e sua aplicabilidade para o avango tecnolégico
da aquicultura brasileira.

Edicdo gendmica: abordagem CRISPR/Cas9

Edigdo gendmica refere-se as modificagdes realizadas em um ou mais ge-
ne(s) no genoma de um individuo, seja por delegédo parcial ou completa, in-
viabilizando sua atividade, ou insercdo de sequéncias (novas). Diferentes
métodos para induzir knockouts foram gerados nos ultimos 30 anos, com os
primeiros trabalhos realizados em camundongos de laboratério.
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O constante aperfeicoamento das metodologias resultou recentemente na téc-
nica conhecida por CRISPR/Cas9 (do inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats- Cas Associated System), que tem revolucionado
a maneira de se modificar ou editar o DNA. A técnica consiste basicamente
na utilizagcdo de dois elementos: i) uma enzima (Cas9) que fragmenta fita
dupla de DNA; e ii) uma sequéncia-guia de RNA, que direciona o corte do
DNA gendmico em regides-alvo especificas, geralmente dentro de um gene,
inviabilizando permanentemente sua expressao (Horvath; Barrangou, 2010;
Wiedenheft et al., 2012). A nuclease, juntamente com a sequéncia-guia, rea-
liza a quebra de ambas as fitas de DNA na regiédo especifica (alvo) com alta
preciséo (Kleinstiver et al., 2016). A partir dai, 0s mecanismos reparadores
da célula, na tentativa de reparar o DNA fragmentado, fazem a (re)unido das
fitas, mas geralmente com uma sequéncia errénea de nucleotideos, ou seja,
diferente da sequéncia original (Figura 1A). E exatamente essa reparagao
errbnea que gera a mutagao no gene, conhecida por knockout, inviabilizando
sua expressao normal e consequentemente a fungéo original. De forma simi-
lar, para a inser¢do de uma sequéncia, mais um elemento é injetado junto a
Cas9 e a sequéncia-guia: o fragmento a ser inserido, flanqueado por sequén-
cias adjacentes a ambos os lados do corte original. Assim, apés a realizacao
do corte na fita dupla, a sequéncia se insere no local e a reparagdo de DNA
segue seu curso, incorporando a nova sequéncia no local, knockin (Figura
1B).

A CRISPR/Cas9 permitiu cortes mais precisos/especificos no DNA gendmi-
co, aumentando assim a eficiéncia e precisao da modificagao, seja knockout
(inclusive de multiplos alvos simultaneamente), seja knockin (de fragmen-
tos extras ou genes inteiros no genoma) (Sander; Joung, 2014). Em 2020,
as duas pesquisadoras que desenvolveram a técnica CRISPR/Cas9 (Dra.
Emmanuelle Charpentier e Dra. Jennifer A. Doudna) ganharam o Prémio
Nobel de Quimica, o que comprova o grau de inovagéo, relevancia e abran-
géncia dessa ferramenta.



Edicéo gendmica e seu potencial para a aquicultura brasileira 11

A Regido alvo B Regido alvo

Sequéncia

complexo Cas9- * * complexo Cas9-

reparagdo de DNA

332323 -33332233 311313332823238

22332 :;:.' e Mecanismo celular de n@?nm —

Figura 1. Edigdo gendmica por agdo de enzimas que quebram fitas duplas de DNAem
locais especificos, como a CRISPR/Cas9. (A) Knockout: a enzima nuclease Cas9 e a
sequéncia-guia de RNA (complexo Cas9-gRNA) efetuam o corte preciso na fita dupla
de DNA. O mecanismo de reparagédo de DNA é ativado, consertando o fragmento de
forma diferente do original (errbnea), gerando o knockout. (B) Knockin: o fragmento a
ser inserido, flanqueado por sequéncias originais da regido alvo do gene (*), é injetado
junto ao complexo Cas9-gRNA. Apos a reparagéo, a sequéncia desejada é inserida de
forma precisa e permanente dentro do gene.

Edicdo genbmica em peixes

Originalmente, a edicdo gendmica era um recurso utilizado para a investiga-
¢ao da fungao dos genes nas diferentes espécies. Porém, com o avango das
técnicas de sequenciamento e o desenvolvimento de enzimas nucleases al-
tamente eficientes e precisas, bem como a redugao dos custos envolvidos, a
edicdo de genes vem se tornando uma ferramenta valiosa no desenvolvimen-
to de gendtipos de plantas, animais e microrganismos com caracteristicas de
interesse, como maior produtividade, resisténcia ou tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, e alimentos de alta qualidade nutricional.

Especificamente na aquicultura, a edicdo génica encontra importantes fato-
res facilitadores, como a fertilizagdo externa e alta fecundidade. Para a efi-
cacia da edigdo em um individuo e sua transmisséo a prole é importante que
0s reagentes sejam inseridos (por microinje¢ao) no ovo fertilizado ainda em
fase unicelular. Dai a relativa facilidade do uso da técnica em espécies de
fertilizagdo externa. Ja a alta fecundidade viabiliza a aplicagdo da técnica em
centenas de individuos ao mesmo tempo. Um operador consegue, por exem-
plo, injetar manualmente cerca de 500 ovos de peixes/hora.

llustragao: Fernanda O’Sullivan
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Centenas de trabalhos realizados nao deixam duvidas quanto a importancia
da edicao génica para as ciéncias basica e aplicada, principalmente no que
diz respeito a identificagdo de genes, fatores e vias de interesse na ecologia,
preservagao e produgao de organismos aquaticos (revisado em Wargelius,
2019). Nos ultimos anos, a edicdo de genes tem sido empregada em varias
espécies, desde peixes considerados modelos biolégicos, como o zebrafish
(Danio rerio) (Hruscha et al., 2013; Hwang et al., 2013; Jao et al., 2013; Lau
et al., 2016) e medaka (Oryzias latipes) (Ansai et al., 2012; Fang et al., 2018;
Watakabe et al., 2018) até espécies importantes para a aquicultura em dife-
rentes paises, como tilapia (Oreochromis niloticus) (Li et al., 2014, 2015; Xie et
al., 2016), linguado (Paralichthys olivaceus) (Kim et al., 2019), bagres (Dong
et al., 2011; Qin et al., 2016; Khalil et al., 2017), carpas (Zhong et al., 2016),
salmonideos (truta e salmao; Boonanuntanasarn et al., 2004; Edvardsen et
al., 2014; Wargelius et al., 2016; Cleveland et al., 2018), dourada (Sparus
aurata) (Kishimoto et al., 2018) e ostra-do-pacifico (Crassostrea gigas) (Yu et
al., 2019). Os objetivos finalisticos s&o transversais as diferentes espécies e
se concentram em esterilidade, qualidade de gametas, sanidade, crescimen-
to, bem-estar animal e qualidade de filé (revisado em Gratacap et al., 2019).

A reproducdo é de longe a area que mais tem utilizado a edigdo gendmica
em peixes, seja para caracterizar vias responsaveis pelo desenvolvimento
das gbnadas e atividade reprodutiva, seja simplesmente para produzir lotes
de monossexo. Pelo uso de knockouts, ficou mais facil identificar os genes
responsaveis pelo sexo nos peixes, uma vez que a determinacao sexual é
completamente espécie-especifica nessa classe. O uso dessas informacgdes
abriu grande oportunidade de avangos tecnoldgicos em diferentes espécies
para o desenvolvimento de testes de sexagem precoce, fundamental nos pro-
gramas de melhoramento genético, e para a produgéo de lotes monossexua-
dos, pratica que aumenta a produtividade em certas espécies de importancia
econOmica. Nesse ultimo caso, a manipulagdo gendémica descarta o uso de
hormonios esteroides na inversdo sexual, que sao amplamente utilizados,
por exemplo, na tilapicultura brasileira. Ainda, a criagado de individuos estéreis
traz: i) seguranga ambiental (equilibrio genético das populagbes selvagens,
quando a aquicultura é praticada em aguas abertas); ii) ganhos de rendi-
mento (animais estéreis nao sofrem as consequéncias da maturagéo sexual,
como reducéo do crescimento e da qualidade da carne); e iii) ganhos no bem-
-estar animal, sem incidéncia de brigas e prejuizos da imunidade, que sao
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inerentes a puberdade e atividade sexual (revisado em Taranger et al., 2010).
Especificamente para a aquicultura, a edigdo de genes para estudos de re-
producéo de peixes tem sido aplicada em tilapia (espécie cuja produgéo de
lotes exclusivos de machos é mais rentavel; Zhang et al., 2014; Feng et al.,
2015; Li et al., 2015; Jiang et al., 2016, 2017; Xie et al., 2016), linguados (Kim
etal., 2019), bagres (Li et al., 2016; Qin et al., 2016), salmonideos (Wargelius
et al., 2016; Kleppe et al., 2017) e esturjao (Acipenser ruthenus) (Baloch et
al., 2019), seja para produgéo de peixes estéreis, seja para inversao sexual.
Diferentes projetos (e seus resultados) apontam a edicdo génica como a es-
tratégia mais promissora para a producéo de peixes estéreis em larga escala.

Em segundo lugar no uso da edicao genética voltada a aquicultura esta a
sanidade animal (revisado em Fraslin et al., 2020). Genes que conferem re-
sisténcia a doencas infecciosas e parasitos tém sido alvos de experimentos
knockin, e fatores que aumentam a imunidade sado alvos de edic¢éo visando a
super-expressao (Chakrapani et al., 2016; Ma et al., 2018). A edicdo génica
tem sido também adotada em linhagens celulares de peixes para a produ-
¢ao mais eficiente de virus usados no desenvolvimento de vacinas, como,
por exemplo, knockout de componentes da via do interferon (Elaswad et al.,
2018). E consenso entre os pesquisadores que a sanidade de peixes, muito
em breve, se tornara a principal usuaria da técnica.

Além da reproducgéo e saude, a técnica tem sido adotada em estudos de pig-
mentacgao, crescimento, sobrevivéncia e até envelhecimento de organismos
aquaticos. Genes responsaveis por deformidades, desenvolvimento da colu-
na vertebral e formacéo de ossos e vasos tém sido descobertos com auxilio
de CRISPR/Cas9 em peixes modelo e/ou de interesse comercial. O exemplo
mais recente é o knockout do gene miostatina (conhecido por Belgian blue,
devido a sua auséncia na raga bovina considerada de musculatura dupla)
no zebrafish (Gao et al., 2016), medaka (Chisada et al., 2011), carpa comum
(Cyprinus carpio) (Zhong et al., 2016), na dourada vermelha (Pagrus major)
(Kishimoto et al., 2018; Ohama et al., 2020), nos bagres do canal (/ctalurus
punctatus) (Khalil et al., 2017; Zhang et al., 2020a) e amarelo (Pelteobagrus
fulvidraco) (Zhang et al., 2020b), no lenguado (Paralichthys olivaceus) (Kim et
al., 2019), que resultou em peixes com maior massa muscular (Figura 2). No
salmao (Salmo salar), um gene responsavel pelo metabolismo de 6mega-3
foi recentemente editado, experimentalmente, para aumentar a quantidade
desse importante lipidio no filé do peixe (Datsomor et al., 2019). O futuro
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dessas pesquisas € alcancar linhagens de alto desempenho, crescimento e
desenvolvimento, numa intersecgao entre bem-estar animal e produtividade.

Figura 2. O bagre-amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) selvagem (A) comparado com
o geneticamente modificado para o gene miostatina (B) de mesma idade (210 dias
pos-fertilizagdo) exemplifica bem o fendtipo de musculatura dupla no peixe editado.

Fonte: Zhang et al., 2020b
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Nao menos importantes, os peixes considerados modelos-bioldgicos, como
o zebrafish e 0 medaka, vém ganhando espago nas pesquisas biomédicas.
A grande similaridade com o genoma humano, a ubiquidade de genes res-
ponsaveis pelo desenvolvimento de doengas hereditarias (aproximadamente
84%), a facilidade de manutengdo/manejo e ciclo de vida curto fizeram do
zebrafish a estrela do momento para estudos sobre doengas genéticas e for-
mulagédo de novas drogas (revisado em Naert; Vleminckx, 2018). A edi¢ao
gendmica tem sido aplicada em peixes modelo, por exemplo, em pesquisas
para trombocitopenia, osteoporose, epilepsia infantil e cancer. Esses estudos
demonstram o imenso potencial da edigdo gendmica em peixes para estudos
de doencas e tratamentos em humanos.

Desafios da edicao genémica

Apesar de todos os avancgos cientificos e tecnoldgicos que a edigdo gendmi-
ca possibilita, ainda existem alguns obstaculos que precisam ser ultrapassa-
dos, principalmente para as espécies de interesse econdmico. A presenga de
mosaicismo, ou seja, diferengas pequenas nos cortes do DNA em diferentes
células, e cortes fora do alvo (off-target) ainda ocorrem. Ambas as ocorrén-
cias podem acarretar consequéncias indesejaveis no metabolismo e/ou fi-
siologia dos individuos. Para essas situagdes, a identificacdo das mutagdes
corretas (desejadas) na geragao FO para uso na produgao das sucessivas
geragdes bem como o aprimoramento da atividade enzimatica (para atuar
exclusivamente na fase unicelular do ovo) sdo alternativas viaveis e alvos de
diferentes estudos.

O prego também é outro importante fator a ser considerado. Embora a edicao
gendmica em si seja um procedimento relativamente barato e sem necessi-
dade de equipamentos muito caros, todo o procedimento técnico-cientifico
requer muito tempo (que ainda depende diretamente das gerag¢des de cada
espécie, entre outros), equipe altamente especializada e instalagbes apro-
priadas, como laboratério regulamentado para trabalhos com organismos
geneticamente modificados (OGMs). Um meio cada vez mais praticado para
ultrapassar essa barreira é o financiamento das pesquisas por parte do setor
privado, que, afinal, € o maior interessado no sucesso dessas abordagens.
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Perspectivas no Brasil

A producéo de organismos aquaticos é a atividade pecuaria mais recente
no Brasil. Por essa razéo, ainda existem diferentes possibilidades e oportu-
nidades para se alavancar ainda mais a atividade, disseminar e intensificar
os sistemas de produgdo. Apesar de ser considerada infante, a aquicultura
brasileira tem apresentado constante crescimento nos ultimos anos (4% a
5% por ano). Com o rapido desenvolvimento da edigdo genémica e sua alta
eficiéncia em peixes, a técnica muito em breve comecara a ser praticada
no Brasil em peixes, tanto na pesquisa basica quanto na aplicada. Além do
zebrafish e medaka, que sao estudados em diferentes laboratérios no Brasil,
peixes de importancia econdmica cuja reproducéo artificial esteja dominada,
como a tilapia e o tambaqui, sdo espécies promissoras. O Brasil ja se tornou
o quarto maior produtor de tilapia no mundo (Peixe Br, 2020), que, por sua
vez, é a quarta espécie mais produzida pela aquicultura mundial. Na China,
pesquisadores trabalham com edigdo génica em tilapia ha quase 10 anos,
sempre almejando melhorias no desempenho zootécnico para seu cultivo.
Com a recente montagem do genoma do tambaqui, os focos serdo os traba-
Ihos de gendmica funcional para identificar a fungdo de genes de interesse
para incrementos em sua performance zootécnica.

Enfim é grande o potencial para uso da técnica no Brasil, em todas as areas
do conhecimento e para qualquer fase do ciclo de produgdo. Vale ressaltar
que, ao aumentar constantemente o escalonamento e a eficiéncia da aqui-
cultura brasileira, é preciso estar atentos aos riscos pertinentes a essa inten-
sificagdo. A falta de vacinas e de estudos epidemiolégicos adequados pode
resultar em outbreaks de doengas, acarretando grandes perdas para o setor.
Da mesma forma, a producao aquicola em aguas abertas (tanques-rede) tam-
bém representa um risco crescente aos estoques selvagens das espécies.

Em paralelo a pesquisa, os 6rgaos oficiais reguladores precisam avangar,
para otimizacdo de tempo e regularizagdo das atividades cientificas, prin-
cipalmente no que diz respeito ao uso de animais geneticamente editados
para consumo humano. Vale destacar que a delegao de genes néo configu-
ra transgenia (técnica regulamentada e amplamente praticada na agricultura
brasileira), uma vez que nao introduz genes de uma espécie (ou sintéticos)
no DNA de outra. Esse aspecto € interessante e deve ser destacado para a
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desmistificagdo de crengas populares sobre possiveis efeitos deletérios na
saude do consumidor ou na qualidade do filé de organismos geneticamente
modificados.

Existe uma tendéncia global em relagdo a maior aceitagéo da edicdo gendmi-
ca como forma de aumentar a eficiéncia dos sistemas de produgéo e do bem-
-estar animal. No Canada, o salm&o AquaBonty (transgénico para hormonio
de crescimento) foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e por
autoridades canadenses pertinentes, e na Argentina uma linhagem editada
geneticamente de tilapia (FLT 01) foi aprovada. Assim é esperado que a legis-
lagédo e a aceitagao publica de organismos geneticamente modificados (ndo
transgénicos) ndo encontrem resisténcias no Brasil. Mas, para isso, grupos
de trabalho com diferentes representatividades (pesquisadores, industria, or-
gaos regulamentadores e consumidores) devem unir esforgos para a reali-
zagao de avaliacdes cientificas precisas e sem conflitos de interesse. Desta
forma, evita-se que no futuro a edigdo genémica sem transgenia encontre
barreiras legais ou até auséncia completa de regulamento que impeca a sua
utilizagdo na aquicultura brasileira. Isso implica, inclusive, facilidade de se
obter apoio financeiro do setor privado a futuras pesquisas na area.

Conclusao

Para o avanco da producéo agropecudria global, a inovacao tecnoldgica é
ferramenta fundamental. A edicdo gendmica € um recurso extremamente po-
deroso para estudos em biologia basica e aplicada, em plantas e animais.
Especificamente em organismos aquaticos, fertilizagdo externa de milhares
de ovos e facilidade de manipulagdo sédo vantagens para o uso de CRISPR/
Cas9. Deletar, inserir ou alterar genes de importancia zootécnica permite a
producéo de linhagens resistentes a doencas, parasitos, condigdes ambien-
tais criticas, hipoxia, peixes estéreis ou unissexuados. Permite ainda a pro-
ducdo em larga escala de peixes com superioridade em conversdo alimentar
e crescimento. Entretanto, os avangos com organismos geneticamente edita-
dos, sem o uso da transgenia, carecem de legislagao especificamente volta-
da a essa nova realidade. De maneira similar a edigdo génica, a aquicultura
brasileira encontra-se em franco desenvolvimento, e a oportunidade de se
utilizar da primeira para o desenvolvimento da segunda podera representar o
"pulo do gato" para os peixes do Brasil.
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