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Necesidad de una produccién acuicola sostenible, estado actual de la ediciéon del genoma

La tecnologia de edicién del genoma CRISPR/Cas9 ya se ha aplicado
con éxito a varias especies acuicolas, incluido el salmén del Atlanticoy
las ostras del Pacifico. Fotos de Darryl Jory.
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El papel de la acuacultura en la seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria es un desafio mundial importante y en aumento, asociado con una demanda
en rapido crecimiento de proteinas animales de alta calidad. La competencia por el uso de la tierra
presentara una seria limitacién al alcance de los aumentos en la produccion de cultivos y animales
terrestres. Por lo tanto, es probable que la acuacultura tenga un papel cada vez mas importante para
satisfacer esta creciente demanda de alimentos y nutricién. La produccion de pescado a través de la
acuacultura ahora es aproximadamente igual a la captura de la produccion pesquera por primera vez
en la historia, sera la fuente dominante de mariscos en unas pocas décadas y es el sector de
produccién de alimentos de mas rapido crecimiento, que se prevé que crezca un 31 por ciento en los
proximos 10 afios.

Afortunadamente, el potencial de desarrollo es enorme, con solo ~ 1 por ciento de los sitios marinos
adecuados siendo utilizados actualmente para la acuacultura. Ademas, la produccion acuicola se
considera eficiente en términos de conversién alimenticia y retencion de proteinas en comparacién con
la mayoria del ganado terrestre, y los mariscos son la principal fuente de acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga, que se consideran esenciales para la salud humana. Sin embargo, en relaciéon con
muchos sistemas de produccion de cultivos y ganado, la mayoria de la acuacultura se encuentra en
una etapa formativa y es tipicamente una actividad de alto riesgo. La sostenibilidad puede verse
obstaculizada por una falta de control inicial de los ciclos de reproduccién de las especies y colapsos
periodicos debido a enfermedades infecciosas. Mejorar la confiabilidad de la produccion requerira
innovacion disruptiva en tecnologias de ingenieria, salud, nutricion y mejora genética, siendo este
ultimo tema el foco de esta revision.

Nota del editor: este articulo es la parte 1 de |la publicacion original
(https://doi.org/10.1016/j.1ig.2019.06.006), adaptada y resumida aqui.

Mejoramiento genético para produccion acuicola
sostenible

La domesticacion y la mejora genética del ganado terrestre se han producido durante varios milenios,
con programas de cria organizados para la mayoria de las especies en el lugar durante mas de 50
anos. Los resultados han sido sorprendentes. Por ejemplo, la cria selectiva ha llevado a un aumento
triple en la eficiencia de la produccion de leche en las vacas, con ganancias similares para otros rasgos
objetivo. Por el contrario, los programas modernos de cria selectiva sustentan relativamente poca
produccioén acuicola.
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La mayoria de las especies acuaticas cultivadas todavia se obtienen de la naturaleza o en las primeras
etapas de la domesticacion, lo que sugiere que existe una variacion genética permanente considerable
para los rasgos de importancia econdmica. La biologia reproductiva de las especies acuaticas puede
ser susceptible a la aplicacion de tecnologias genéticas y de reproduccion, permitiendo una alta
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intensidad de seleccién y, por lo tanto, una ganancia genética. En parte, esto se debe a la alta
fecundidad casi universal de las especies acuaticas y a las grandes familias nucleares resultantes, que
pueden facilitar la recoleccién extensiva de registros fenotipicos en parientes cercanos (incluidos
hermanos completos) de candidatos de seleccion en programas de reproduccion.

El rendimiento reproductivo de reproductores genéticamente mejorado, junto con la facilidad de
transporte de huevos y juveniles, también significa que la diseminacién generalizada de reproductores
mejorados puede tener un impacto rapido en la produccion. Ademas, con el desarrollo de matrices SNP
de alta densidad [una matriz SNP es una plataforma de microarrays que proporciona el genotipo de un
individuo para muchos miles de SNP (diferencias de un solo par de bases en la secuencia de ADN en
una region especifica del genoma) dispersas en todo el genoma] y los genotipos de rutina mediante la
secuenciacion de la seleccion gendmica: el uso de SNP de todo el genoma para predecir los valores
genéticos de los candidatos de seleccion en un programa de cria selectiva y para ayudar a informar
qué individuos seleccionar para la cria se ha convertido en el estado del arte en varios sectores
acuicolas de importancia mundial, que ofrece mayores precisiones de seleccién que la seleccién
basada solo en registros fenotipicos y de pedigri.

Sin embargo, el progreso genético en la cria selectiva esta limitado por la heredabilidad de los rasgos
objetivo, el intervalo de generacion de la especie y la necesidad de apuntar a multiples rasgos en el
objetivo de cria. Ademas, los programas de reproduccién avanzados suelen ser sistemas cerrados, y se
limitan a la variacién genética permanente en la poblacién reproductora (generalmente procedente de
una muestra limitada de poblaciones silvestres), y una nueva variaciéon que surge de las mutaciones de
novo. Las tecnologias de edicion del genoma, como CRISPR / Cas9 [CRISPR significa repeticiones
palindromicas cortas agrupadas regularmente espaciadas y Cas9 representa la proteina 9 asociada a
CRISPR (las secuencias CRISPR junto con la enzima Cas9 pueden usarse para realizar cambios
especificos en un genoma) — ofrece nuevas soluciones y oportunidades en cada una de estas areas.

Avances en tecnologias de ediciéon del genoma: CRISPR /
Cas9 como el cambio de juego

A diferencia de la transgénesis, que implica la transferencia de un gen de un organismo a otro, la
edicion del genoma permite cambios especificos, enfocados y a menudo menores en el genoma de la
especie de interés. El progreso inicial utilizando otras tecnologias ha sido reemplazado en gran medida
por el advenimiento del sistema CRISPR / Cas9 reutilizado. El sistema CRISPR / Cas9 se descubri6 en
bacterias y se disef6 para permitir una edicion especifica del genoma facil, barata y eficiente. El
sistema permite la reparacion imperfecta o dirigida para crear alteraciones en la secuencia del ADN
gendémico.

Existen dos mecanismos de reparacion principales, cada uno de los cuales se puede utilizar para
introducir diferentes tipos de edicién en el genoma objetivo. Primero, las dos cadenas adyacentes de
ADN pueden repararse a través de una técnica llamada via de unién final no homoéloga (NHEJ), que es
propensa a errores e induce la insercion o eliminacion de algunos nucleétidos. En segundo lugar, si
esta presente una plantilla de reparacion, se puede usar otra tecnologia llamada reparacion dirigida por
homologia (HDR) para insertar las mutaciones deseadas (desde un intercambio de nucleétidos Unico
hasta una insercion de la regién cromosémica completa).

En los ultimos anos, los desarrollos técnicos han hecho que la edicién del genoma sea mas eficiente y
han generado nuevas posibilidades para el descubrimiento biolégico. También ha habido numerosas
innovaciones que han permitido mejorar la precision de la edicion, con tasas mas bajas fuera del
objetivo, y la ampliacién del rango de sitios objetivo accesibles a través de proteinas Cas9 alternativas.
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Las nuevas extensiones del sistema de edicion CRISPR / Cas9 ahora permiten a los investigadores
lograr mejor la activacion o inhibicién de genes, y algunas técnicas tienen el potencial de apuntar a

casi dos tercios de los SNP humanos.

Estado actual de la edicion del genoma en especies

acuicolas

La edicion del genoma usando CRISPR / Cas9 se aplicé recientemente con éxito in vivoy / o en lineas
celulares de varias especies acuicolas importantes como el salmén del Atlantico y la trucha arcoiris);
carpas (Rohu, herbivoras y comun); bagre de canal y del sur, asi como ostras del Pacifico, tilapia del
Nilo y dorada (Tabla 1). Un grupo importante de especies acuaticas donde aln no se ha informado de
una edicién exitosa de CRISPR / Cas9 es el camardn (Penaeussp.), que puede deberse en parte a

limitaciones practicas, como se analiza brevemente a continuacion.

La mayoria de los estudios tienen un enfoque de prueba de principio, generalmente han seguido los
protocolos CRISPR / Cas9 desarrollados en organismos modelo, como el pez cebra, y a menudo se han
dirigido a genes con un fenotipo claramente observable para probar el éxito de edicién (por ejemplo,
pigmentacion). La metodologia estandar para inducir mutaciones in vivo en especies acuicolas es la
inyeccion del complejo CRISPR / Cas9 en huevos recién fertilizados lo mas cerca posible de la etapa de
desarrollo de una célula. Tipicamente, el ARNm que codifica la proteina Cas9 se inyecta junto con el
ARN guia (g), lo que conduce a una alta eficiencia de edicién que se ha demostrado en varias especies
hasta la fecha (Tabla 1); el uso de la proteina Cas9 en lugar del ARNm también es eficaz.

Gratacap, ediciéon del genoma, Tabla 1

Especies

Salmon del Atlantico (Salmo salar)
Salmon del Atlantico (Salmo salar)
Salmon del Atlantico (Salmo salar)
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Tilapia (Oreochromis niloticus)
Dorada (Sparus aurata)
Bagre de canal (Ictalarus punctatus)
Bagre de canal (Ictalarus punctatus)
Bagre de canal (Ictalarus punctatus)
Bagre del Sur (Silurus meridionalis)
Carpa comun (Cyprinus carpio)

Carpa Rohu (Labeo rohita)

Rasgo de interés
Pigmentacion
Esterilidad
Metabolismo omega-3
Reproduccion
Reproduccién
Crecimiento
Crecimiento
Inmunidad
Esterilidad
Desarrollo de células germinales
Desarrollo muscular

Immunity

Carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella) Resistencia a enfermedades

Lamprea china del Norte (Lethenteron morii) Pigmentacion/Desarrollo

Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) Crecimiento

Caracteristicas notables

Transmision de linea germinal

Transmision de linea germinal

Transmision de linea germinal

Reparacion dirigida por homologia

In vitro
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Ostra del Pacifico (Crassostrea gigas) Crecimiento

Tabla 1. Aplicaciones exitosas de la edicion del genoma CRISPR / Cas9 hasta la fecha en especies acuicolas
(adaptadas y modificadas del original).

Los rasgos de produccién objetivo para los estudios de edicidén del genoma en especies acuicolas
hasta la fecha han incluido esterilidad, crecimiento y resistencia a enfermedades. La creacion de
animales estériles para la acuacultura es deseable para evitar la introgresion con poblaciones
silvestres y para evitar las consecuencias negativas de produccion de la maduracion temprana. En este
contexto, CRISPR / Cas9 se ha utilizado para inducir esterilidad en el salmén del Atlantico y el bagre.
Para los rasgos relacionados con el crecimiento, varios grupos han editado el gen de la miostatina
(famoso por su papel en el ganado de doble musculatura, como el azul belga), lo que resulta en peces
mas grandes. Hasta la fecha, esto se ha realizado en bagre de canal y carpa comun. La inmunidad y la
resistencia a las enfermedades ya se han investigado utilizando la edicién del genoma en la carpa rohu
y la carpa herbivora, respectivamente, y se espera que esta area de investigacion prospere como una
ruta para mejorar y comprender la resistencia a las enfermedades como un rasgo objetivo clave para la
acuacultura.

La edicién del genoma también se puede aplicar para desarrollar modelos para estudiar la inmunologia
fundamental, como la disrupcion dirigida del gen TLR22 en la carpa. Dichos modelos pueden mejorar
nuestra comprension fundamental de la respuesta del huésped a la infeccion en peces y pueden
conducir a protocolos de tratamiento mas efectivos. En el mismo sentido, es posible utilizar la
tecnologia de edicion del genoma para generar lineas celulares mejoradas para especies de peces, por
ejemplo, al permitir una produccién mas eficiente de virus para el desarrollo futuro de vacunas al
eliminar componentes clave de la via del interferdn.

Edicion del genoma para inducir la esterilidad y prevenir la introgresion salvaje en el salmén del
Atlantico: un estudio de caso

La mayoria del salmén del Atlantico se cria en jaulas de mar abierto, un método de produccién que
enfrenta desafios de sostenibilidad, como la transmision de enfermedades de peces silvestres a peces
de cultivo y viceversa, asi como también peces de cultivo que impactan en poblaciones silvestres. Una
posible solucion a estos problemas es la creacién y el uso de salmon estéril en la produccion.
Actualmente, el unico método disponible para esterilizar cantidades de salmén a escala comercial es la
triploidizacién (produccién de animales con tres copias de cada cromosoma en lugar de las dos
normales). Sin embargo, los salmones triploides (infértiles) son generalmente mas sensibles a los
ambientes de cria suboptimos, lo que puede hacerlos propensos a las deformidades y menos
tolerantes al aumento de la temperatura del agua de mar.

Hay dos beneficios adicionales significativos de usar peces estériles. Primero, se evita la maduracion
temprana, lo que evita los fenotipos negativos asociados, como la reduccién del crecimiento, la baja
calidad de la carne y la mayor susceptibilidad a enfermedades. En segundo lugar, |la esterilidad en la
produccion de peces puede salvaguardar la propiedad intelectual de las empresas de cria. El gen que
codifica el callejon sin salida (dnd) se ha dirigido a inducir esterilidad en el salmén, evitando la
formacion de células germinales. Esto se realizé mediante mutagénesis dirigida (un proceso que
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cambia la informacién genética de un organismo, lo que resulta en una mutacién) contra dnd con
CRISPR / Cas9, creando asi un pez estéril editado por genes. El salmén libre de células germinales sera
100 por ciento estéril y no entrara en madurez.

La aplicacion practica de tales peces estériles en los programas de reproduccion requerira desarrollos
en la edicion del genoma, incluido el knock-in, lo que podria conducir a la produccion de un sistema
inducible de encendido y apagado para la esterilidad. Dichos mecanismos se han desarrollado para las
especies de peces modelo medaka y pez cebra. El uso de esta tecnologia de esterilidad puede fomentar
el desarrollo futuro de la edicién del genoma para otros rasgos, como la resistencia a enfermedades,
con un riesgo insignificante de que los fugados se crucen y transmitan alelos editados (formas
variantes de un gen determinado) a las poblaciones silvestres.

Algunas razones practicas por las que la edicion del genoma tiene tal potencial para la investigacién y
las aplicaciones en especies acuicolas son la facilidad de acceso a miles de embriones fertilizados
externamente y el gran tamafio de esos embriones que facilitan la microinyeccion a mano. La
capacidad de utilizar grandes familias nucleares permite un grado de control de los efectos genéticos
de fondo, con amplios tamafios de muestra alcanzables para las comparaciones posteriores de
individuos editados con éxito con sus homélogos hermanos no editados. La capacidad de realizar
“fenotipados” extensivos a menudo también es factible, por ejemplo, utilizando modelos de desafio de
enfermedades bien desarrollados para evaluar la resistencia a muchos patdgenos virales y bacterianos
durante las primeras etapas de la vida. Finalmente, si se crean o descubren alelos favorables para un
rasgo objetivo (por ejemplo, resistencia a enfermedades), existe la posibilidad de una diseminacién
generalizada del germoplasma mejorado para un impacto rapido a través de los programas de mejora
selectiva mencionados anteriormente.

Paralelamente, estan disponibles genomas de referencia de alta calidad y bien anotados para la
mayoria de las especies clave. Un genoma de referencia especifico de especie de alta calidad es
esencial para el disefio efectivo de ARN de guia objetivo (ARNg; uno de los dos componentes de los
sistemas CRISPR disefiados) con alta especificidad y un cambio minimo de edicién fuera del objetivo,
en particular dado el conjunto relativamente reciente eventos de duplicacién de genes que son
caracteristicas de varios linajes de peces, incluidos los salmonidos.

Integracion de las tecnologias de edicion del genoma en los programas de mejora y difusion de la
acuacultura.

Si el paisaje publico y regulatorio lo permite, es probable que las tecnologias de edicion del genoma se
utilicen en la cria acuicola comercial en los préximos anos. Sin embargo, para una adopcion
generalizada, un beneficio maximo y un riesgo minimo, es necesario que estas tecnologias se integren
sin problemas con programas de mejora selectiva bien administrados. Lograr esto ayudara a asegurar
un manejo cuidadoso de la diversidad genética y evitar la posible depresion endogamica.

En la practica, es poco probable que la entrega masiva de CRISPR / Cas9 para editar animales de
produccion o multiplicadores sea factible, y editar poblaciones de reproductores enteros para
transportar los alelos deseables en el germoplasma (recursos genéticos vivos como semillas o tejidos
que se mantienen con el propdsito de la cria de animales y plantas, la preservacion y otros usos de
investigacion) es mas practico. Como tal, pueden ser necesarios objetivos de edicién inducibles para
los impactos en los rasgos relacionados con la esterilidad y la maduracién.
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Ademas, se requieren desarrollos tecnolégicos para integrar eficazmente multiples ediciones
simultaneamente en animales reproductores para apuntar a multiples rasgos o alelos causales
multiples para el mismo rasgo. Se requieren pruebas exhaustivas de los animales editados para
evaluary excluir las posibilidades de efectos pleiotrépicos no deseados y potenciales perjudiciales de
las ediciones antes de cualquier aplicacion en produccion.

Sin embargo, una vez que se hayan abordado estos problemas, podrian lograrse impactos positivos
rapidos y generalizados, ya que la alta fecundidad de la mayoria de las especies acuicolas puede
permitir la difusion a los sistemas de produccién sin la necesidad de esquemas de cria piramidales
tipicos de las especies de ganado terrestre.

Aplicaciones de la edicion del genoma para la investigacion y produccion acuicola

Las enfermedades infecciosas son una de las principales amenazas para la acuacultura sostenible,
con un estimado del 40 por ciento de la produccién potencial total perdida por afio. Debido a la etapa
formativa de domesticacion de muchas especies acuicolas, la nueva seleccion y las presiones de
enfermedades en el entorno de la granja pueden aumentar la posibilidad de que la variacion genética
permanente en las poblaciones de cria incluya loci de mayor efecto, que puede representar la fruta
potencial baja para la edicion del genoma para aumentar la frecuencia del alelo favorable.

Un ejemplo bien conocido de un locus de rasgos cuantitativos principales [QTL; un locus (seccion de
ADN) que se correlaciona con la variaciéon de un rasgo cuantitativo en el fenotipo de una poblacién de
organismos; a menudo es un paso temprano para identificar y secuenciar los genes reales que causan
la variacion del rasgo] que afecta la resistencia a la enfermedad es el caso del virus de la necrosis
pancredtica infecciosa (IPNV) en el salmén del Atlantico, en el que un QTL importante explica la
mayoria de la variacion genética. La seleccién asistida por marcadores, basada en el uso dirigido de
marcadores genéticos moleculares, se ha aplicado con éxito para reducir notablemente el impacto de
esta enfermedad.

Sin embargo, a pesar de varios estudios de QTL en especies acuicolas y la amplia evidencia de la
heredabilidad de los rasgos de resistencia a enfermedades, solo se han detectado unos pocos QTL de
gran efecto, y la mayoria de los rasgos de resistencia a enfermedades y otros relevantes para la
produccién estan respaldados por una arquitectura genética poligénica (multiples genes). Como tal, la
mejora genética de la resistencia a las enfermedades se basa en programas de mejora selectiva
basados en la familia, aumentados por el uso de la seleccion genémica, para los cuales la resistencia a
las enfermedades ha sido un foco principal.

La oportunidad sustancial para la mejora genética de la resistencia a las enfermedades y otros rasgos
de rendimiento en las especies acuicolas, combinada con el éxito inicial de los ensayos de edicion del
genoma in vivo, abre nuevas vias emocionantes para mejorar la produccién y sostenibilidad de la
acuacultura. Hay tres categorias principales por las cuales la tecnologia de edicion del genoma se
podria aplicar para realizar cambios en la mejora genética, y cada una requiere diferentes enfoques
para la investigacion subyacente que conduce al descubrimiento de alelos funcionales: (i) detectar,
promover, eliminar o fijar alelos funcionales objetivos en QTL unicos o multiples que se segregan
dentro de las poblaciones de reproductores actuales de un programa de reproduccion selectiva; (ii)
introgresion dirigida por edicion de variantes favorables de diferentes poblaciones, cepas o especies
para introducir o mejorar nuevos rasgos en una poblacion; y (iii) crear y utilizar alelos favorables de
novo que no se sabe que existan en otros lugares. Discutimos cada una de estas vias, y se presenta
una oportunidad Unica para aprovechar una combinacion de enfoques in vivo e in vitro para
comprender y mejorar la resistencia a las enfermedades en las especies acuicolas.
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