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RESUMO

Apds 30 anos da chegada do mexilhdo-dourado (Limnoperna fortunei) na América Latina, a sua ocorréncia continua
a avangar e a causar prejuizos econdmicos, principalmente para o setor elétrico, e impactos ambientais. O
desenvolvimento de um método biotecnoldgico foi proposto como uma solugdo definitiva para o seu controle. A
tecnologia se baseia em uma linhagem de mexilhdo-dourado, manipulado através de biologia sintética, que ao se
reproduzir com mexilhdes selvagens, tornara as proximas geragdes progressivamente inférteis. O programa de
desenvolvimento desta tecnologia, iniciado em 2017, é apresentado, com foco na fase atual, que tem como objetivo
principal obter o protétipo laboratorial.
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1.0 INTRODUGAO

Espécies invasoras sdo a segunda maior ameaga a biodiversidade mundial e estima-se que sejam responsaveis
por pelo menos 39% das espécies extintas nos ultimos quatro séculos (Bellard, Cassey & Blackburn, 2016; Kiruba-
Sankar et al., 2018). Além de impactos ambientais, causam prejuizos econdmicos para os setores afetados pela
sua proliferagdo. O setor elétrico é o principal impactado pela incrustagao de mexilhdes invasores, como o mexilhao-
dourado (Limnoperna fortunei), na América Latina, incluindo o Brasil. Os prejuizos se devem principalmente a
incrustacao dos mexilhbes em trocadores de calor, filtros, tubulagdes, valvulas e outras estruturas, levando a
interrupcdo da operagéo para manutengdo e consequente perda de receita, além de custos com monitoramento e
manutencado (Nakano & Strayer, 2014).

De acordo com Adelino e colaboradores (2021), os custos reportados com o gerenciamento (prevengao e controle)
do mexilhdo-dourado no Brasil sdo de no minimo US$ 9,97 milhdes. Porém, tais custos ainda sdo subnotificados.
Rebelo e colaboradores (2018) estimaram ainda os prejuizos com perda de receita, monitoramento e manutengao
causados pelo mexilhdo-dourado em UHEs brasileiras. Com a ocorréncia de L. fortunei registrada em cerca de 40%
das UHEs com poténcia instalada maior que 30 MW no Brasil, estimou-se que os prejuizos anuais podem ultrapassar
US$ 120 milhdes, em perda de receita, enquanto os custos com monitoramento e manutencdo podem variar entre
US$ 6,9 e 8 milhdes ao ano.

Os impactos ecoldgicos do mexilhdo-dourado sdo tdo expressivos que a espécie é considerada um engenheiro de
ecossistemas, pois modifica a estrutura e o funcionamento dos ambientes onde ocorre. Por exemplo, por ser um
filtrador muito eficiente, altera a disponibilidade de nutrientes e aumenta a transparéncia da agua e,
consequentemente, a penetragdo de luz, favorecendo a proliferagdo de algas, em alguns casos toxicas, e de
vegetagdo aquatica, como macrofitas. A ictiofauna também é impactada, pois algumas espécies de peixes passam
a se alimentar do mexilhdo, deixando de consumir suas presas usuais (Darrigran & Damborenea, 2011 e Boltovskoy
& Correa, 2015). Seus impactos ambientais motivaram o Ministério do Meio Ambiente a classificar o mexilh&o-
dourado como uma das trés espécies invasoras prioritarias para agdes de controle e prevengéo no Brasil até 2030
(MMA 2018).

Os métodos fisicos atualmente empregados no controle desta espécie, tais como remog¢ao mecanica por raspagem
e jateamento sdo caros, demorados e podem causar danos as estruturas e exigir a interrupgdo da operagdo (MMA
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dourado fecha suas valvas por tempos prolongados. Mesmo com estratégias de controle quimico promissoras, que
visam contornar este mecanismo de defesa, como os biocidas microencapsulados (Tang & Aldridge, 2019; Calazans
et al., 2013), é improvavel que populagdes invasoras ja estabelecidas, como as do mexilhdo-dourado, possam ser
controladas ou erradicadas apenas através destes métodos (Teem et al., 2020).

Trinta anos apds a primeira detecgdo do mexilhdo-dourado na América Latina, a invasdo continua a avangar pelo
continente. Nao existem relatos de erradicagdo do mexilhdo-dourado apds a sua introdugéo e invasdo em paises
na América Latina (MMA 2017) e novas ocorréncias continuam sendo reportadas. Em 2015, L. fortunei foi registrado
pela primeira vez no nordeste brasileiro, no rio Sdo Francisco (Barbosa et al., 2016) e, mais recentemente, em mais
duas bacias hidrograficas (Atlantico Sudeste e Atlantico Nordeste Oriental) (Hermes-Silva et al., 2021). Uma das
maiores preocupagcbes é que o mexilhdo-dourado chegue a bacia Amazbdnica, onde ameacaria a maior
biodiversidade aquética do mundo, além de um dos maiores potenciais hidroenergéticos do pais (Uliano-Silva et al.,
2013). Modelos matematicos preditivos indicam que L. fortunei deve chegar @ Amazdnia na década de 2050, um
evento que pode ainda ser antecipado por atividades antrépicas que agem como vetores para a dispersdo do
mexilhdo, como programas de repovoamento de peixes realizados na regido (Barbosa et al., 2018).

Sem uma tecnologia de controle eficiente para uma espécie invasora agressiva como o mexilhdo-dourado, a meta
de controlar sua invasdo até 2030, e assim impedir a sua chegada a bacia Amazdnica e interromper os prejuizos
para o setor elétrico, pode ser muito ambiciosa para ser alcancada.

2.0 A SOLUGAO PROPOSTA

O desafio de controlar a proliferagcdo do mexilhdo-dourado motivou a proposta de uma estratégia de controle
inovadora, baseada na vanguarda da biologia sintética. O gene drive (ou propulsor genético, em portugués) é um
mecanismo que existe naturalmente em algumas espécies e aumenta a probabilidade de um ou mais genes serem
herdados pelos descendentes, ao longo das geragdes. O seu principio foi mimetizado pela biologia sintética para
favorecer a introdugao de novas caracteristicas ou fungdes em organismos-alvo. O desenvolvimento da ferramenta
de modificacdo genética CRISPR/Cas9 (Doudna & Charpentier, 2014), mais simples, customizavel, precisa e
eficiente que as até entdo existentes, contribuiu para tornar a implementacdo do mecanismo de gene drive mais
simples e acessivel a mais organismos.

O controle biotecnoldgico proposto para o mexilhdo-dourado é fundamentado no mecanismo de gene drive baseado
no sistema CRISPR/Cas9, analogo ao desenvolvido para o controle de mosquitos transmissores da malaria,
Anopheles gambiae, que induz a propagagao da infertilidade nas fémeas da espécie (Hammond et al., 2016; Kyrou
et al., 2018). Os resultados mais recentes com estes mosquitos demonstraram a supresséo total da populagdo em
menos de um ano, em um experimento de grande escala em sistema fechado (Hammond et al., 2021), reforgcando
a eficiéncia da tecnologia para o controle de populagdes destes vetores.

A tecnologia de gene drive baseado em CRISPR/Cas9 consiste na inser¢cdo de um dispositivo genético no genoma
do organismo a ser controlado, inativando uma das duas copias de um gene-alvo essencial para a sua reprodugéo.
Este dispositivo € uma molécula de DNA, constituida minimamente pelo gene da nuclease Cas9, responsavel por
clivar o DNA, e pelo gene do RNA guia (RNAg), responsavel por guiar a Cas9 até o gene-alvo de forma especifica.
Programado para ser ativado apenas na linhagem celular que da origem aos gametas (ovocitos ou
espermatozoides), o dispositivo corta e se insere na coépia remanescente do gene-alvo, fazendo com que todos os
gametas produzidos carreguem apenas a cépia interrompida, ndo funcional, do gene-alvo que afeta a reprodugéo,
superando o padrao de heranca tradicional (mendeliana) de 50% dos gametas (Figura 1). Consequentemente, as
geragbes subsequentes se tornam inférteis mais rapidamente na presenga do gene drive (Figura 1 - b), levando a
populagdo invasora ao colapso.

3.0 O PROGRAMA DE DESENVOLVIMENTO DO CONTROLE BIOTECNOLOGICO DO MEXILHAO-DOURADO
POR INDUCAO GENETICA DA INFERTILIDADE

A rota tecnoldégica para o desenvolvimento do controle biotecnolégico foi planejada e mapeada de acordo com a
escala de Nivel de Prontidao Tecnoloégica (Technology Readiness Level -TRL), desenvolvida pela NASA para medir
o nivel de maturidade de uma tecnologia, desde os seus principios basicos (TRL#1) até a sua insergdo no mercado
(TRL#9) (Hirshorn and Jefferies 2016). A Figura 2 apresenta o principal avango tecnolégico de cada TRL e a
correspondéncia desta escala com as fases da cadeia da inovagéo do Programa de P&D da Agéncia Nacional de
Energia Elétrica (ANEEL).

Em 2017, o Programa de Desenvolvimento “Controle da Infestagdo do mexilhdo-dourado por indugédo genética da
infertilidade” foi iniciado com apoio e financiamento pioneiro da CTG Brasil, no &mbito do Programa de Pesquisa e
Desenvolvimento da ANEEL. Os principios basicos (TRL#1) da tecnologia, ja haviam sido observados e se
basearam na primeira versao do genoma de L. fortunei (Uliano-Silva et al. 2018), essencial para o desenvolvimento
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do controle biotecnoldgico, e no mecanismo de gene drive validado para o controle de mosquitos transmissores da
maléria (Hammond et al. 2016). O modelo conceitual (TRL#2) foi entdo elaborado através de um estudo de
viabilidade técnica e econémica, que demonstrou a exequibilidade de um futuro negécio de desinfestacdo da
espécie (Rebelo et al., 2018).

A prova de conceito (TRL#3) correspondeu a demonstragdo da modificagdo genética de gametas masculinos
(espermatozoides) do mexilhdo-dourado e a compilagdo de uma lista de genes-alvo para interferéncia com a sua
reprodugdo. Os espermatozoides, obtidos por um processo de liberagdo de gametas ex vivo, ou seja, por
dissociagdo das suas gbnadas em placas de Petri (Markovic et al. 2018), foram transfectados com o gene repérter
que produz uma proteina verde fluorescente, demonstrando a viabilidade de modificagdo genética da espécie. Os
genes-alvo candidatos foram selecionados a partir de um processo de prospecc¢ao por bioinformatica no genoma
de L. fortunei e também envolveu um estudo que buscou quantificar e comparar, em grande escala, os genes
expressos nas gbnadas de mexilhdes machos e fémeas (Afonso et al. 2019). Nesta fase, também foram
prospectadas e desenvolvidas ferramentas moleculares, como sequéncias promotoras para controlar a atividade do
gene da Cas9 e do seu RNA guia, além de genes de referéncia para uma investigagdo mais precisa dos niveis de
expressao de genes-alvo especificos nas génadas do mexilhdo (Americo et al. 2019).

O TRL#4 teve inicio com uma avaliagdo da diversidade genética do mexilhdo-dourado de reservatorios de cinco
diferentes localidades geogréficas brasileiras: Usina de Garibaldi (Abdon Batista, SC), Usina de Jupia (Trés Lagoas,
MS), Usina de Sobradinho (Sobradinho, BA), Usina de Itaipu (Foz do Iguagu, PR) e Usina de Chavantes (Chavantes,
SP). Os resultados das andlises realizadas sugerem a auséncia de diferenciacdo genética entre as populagdes
geograficas analisadas e que, portanto, o controle biotecnolégico pode ser funcional independente da populagédo-
alvo, sem a necessidade de customizagao para cada localidade (Ferreira et al. 2020).

No entanto, o avango tecnoldgico que marca o alcance pleno do TRL#4 é o prototipo laboratorial da tecnologia que,
no caso do controle biotecnolégico, corresponde a geragdo do mexilhdo-dourado geneticamente modificado com o
gene drive para a disseminagao da infertilidade. Este é o objetivo principal da fase atual, iniciada em 2019 com o
apoio e financiamento da CTG Brasil, Tijoa Energia e SPIC Brasil. Além do protétipo laboratorial, a fase em execugéo
tem também outros objetivos relevantes para o desenvolvimento principal, organizados em quatro grandes areas:
biologia sintética, gendmica de bivalves, modelagem ecoldgica e identificagdo da severidade da infestagdo em
reservatorios.

Para uma tecnologia de base biotecnoldégica como a proposta neste programa, um genoma referéncia de altissima
qualidade é essencial para o desenvolvimento e, futuramente, avaliagdo e monitoramento dos resultados do controle
biotecnoloégico. Por esta razéo, na fase atual, o genoma do mexilhdo-dourado esta sendo aprimorado para alcangar
as métricas de acuracia, completude e contiguidade necessarias para eleva-lo a categoria de genoma platinum. O
genoma platinum do mexilhdo-dourado contribuira também com a construgdo de uma base de genes compartilhados
entre o mexilhdo-dourado e outros moluscos, gerando subsidios para testar hipéteses e validar premissas para o
desenvolvimento do mexilhdo-dourado geneticamente modificado. Com o apoio de abordagens de gendmica
comparativa e filogenia molecular, informagées sobre a fungdo dos genes determinadas em outras espécies, mais
bem descritas na literatura e em bancos de dados, podem fornecer evidéncias importantes para a caracterizagdo
funcional dos genes de L. fortunei.

Este processo tem sido empregado na curadoria dos genes-alvo candidatos para causar infertilidade no mexilhao-
dourado, além de outros genes de interesse para a tecnologia. A curadoria envolve, entre outras etapas, inspegao
manual dos modelos génicos e avaliagdo de pré-requisitos, como expressdo restrita a tecidos somaticos e
evidéncias de haplosuficiéncia, que diz respeito ao niumero de cdpias funcionais do gene-alvo necessérias para a
fertilidade. Como resultado, a lista de genes-alvo foi triada e priorizada, e um gene-alvo foi selecionado como o mais
promissor para induzir a infertilidade do mexilhdo. Este gene pertence a familia génica DMRT (Doublesex and Mab-
3 related transcription factor), cujos membros estao envolvidos na determinagéo e diferenciagdo sexual em outros
organismos modelo (Kopp 2012) e inclui o gene-alvo utilizado com sucesso no controle do mosquito A. gambiae
(Kyrou et al. 2018).

A area de biologia sintética esta diretamente relacionada a modificagdo genética deste gene-alvo. Para viabilizar
esta etapa, estdo sendo implementados protocolos de alimentagao, cultivo e reprodugao do mexilhdo-dourado em
condigbes laboratoriais. Processos moleculares e celulares para a caracterizagdo da espécie também estdo sendo
desenvolvidos. A modificagdo genética do gene-alvo estd sendo planejada e testada primeiramente in silico (por
abordagens computacionais) e in vitro (por ensaios enzimaticos, fora do organismo) para quando aplicada in vivo
(no organismo), as chances de sucesso serem maiores.

A implementacgao reprodutivel e sistematica da reprodugéo laboratorial é desafiadora. As condig¢des fisioldgicas e o
estagio de desenvolvimento das matrizes coletadas na natureza exercem uma influéncia importante, assim como
uma oferta adequada de alimento para os animais mantidos em cativeiro, sem a qual a reprodugédo pode ser
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inviabilizada. Apesar destes desafios, pela primeira vez no mexilhdo-dourado, foi realizada a fertilizagdo em
laboratério com o uso de espermatozoides e ovécitos obtidos através de um processo ex vivo, sem a indugéo de
desova, um passo essencial para a modificagdo genética da espécie.

Em paralelo, as sequéncias genéticas para compor o dispositivo genético do gene drive séo projetadas in silico. Um
dos seus componentes mais importantes € o chamado RNA guia (JRNA), que deve direcionar a nuclease Cas9 para
0 gene-alvo de forma especifica. As sequéncias projetadas para o gene-alvo DMRT passaram pela validagao in
silico e, apds sua sintese, foram submetidas a um ensaio de clivagem in vitro, onde as moléculas de gRNA foram
incubadas com o DNA do mexilhdo e a enzima Cas9. Todas as moléculas de sgRNA testadas cortaram o gene-
alvo, como antecipado pela avaliagc&o in silico, diminuindo o risco das proximas etapas de modificacao genética in
vivo.

Antes mesmo da obtencdo do mexilhdo geneticamente modificado, estdo sendo analisados parametros que
influenciam a dindmica populacional do mexilhdo-dourado e que podem afetar o futuro servico de desinfestagéo e
mesmo antecipar possiveis riscos e requisitos para o sucesso do controle biotecnoldgico. Para isso, estdo sendo
investigados fatores que possam influenciar parametros como razao sexual, densidade populacional e distribuigdo
espacial do mexilhdo-dourado no ambiente, além do padrédo de heranga da propagagéo da infertilidade.

O primeiro modelo desenvolvido para avaliar o padrdao de heranga mendeliana e super mendeliana para
disseminagéo da infertilidade no mexilhdo-dourado indicou a viabilidade do controle biotecnolégico para eliminar
suas populacdes invasoras. Em um cenario promissor, a redugédo de quase 50% da populagéo de mexilhdes seria
alcangada apds cerca de 3 anos da introdugcéo de mexilhdes com gene drive. No entanto, o modelo também sugeriu
que a associagéo da estratégia de gene drive com métodos de controle tradicionais pode acelerar a disseminacao
da infertilidade e, portanto, o controle da espécie. Neste cenario, a eliminagdo da populagdo invasora ocorreria apés
cerca de oito anos da introdugdo do gene drive, concomitantemente a um segundo método de controle tradicional.
Estes primeiros resultados sdo promissores e este modelo continuara sendo utilizado como apoio durante todo o
desenvolvimento da tecnologia de controle, sendo aplicado e aprimorado para avaliar novos cenarios e hipoteses,
conforme novas informagdes e mais dados experimentais sejam obtidos.

O dimensionamento da infestacdo da espécie invasora é outro pardmetro essencial para que a aplicagao do controle
biotecnoldgico tenha resultado positivo. Para tal, metodologias classicas e tecnolégicas vém sendo testadas para
elaboragéo de um procedimento de quantificagdo mais rapido e eficiente. Testes tém sido realizados nas UHEs llha
Solteira, Jupia e Trés Irméos (SP / MS) e na UHE Sdo Sim&o (GO / MG). Em habitats heterogéneos dos
reservatorios, 34 quadrados (25 x 25 cm) em transectos (80 m?) foram fotografados e raspados para quantificagdo
de individuos e biomassa. Os fotoquadrados foram processados no programa CPCe para obtengéo da abundancia
e dominancia do mexilhdo (Kohler & Gill, 2006). Os resultados também serviram como medida de calibragem e
comparagado com um método novo de Inteligéncia Artificial (IA). Essa ferramenta computacional desenvolvida em
Python, usando Redes Neurais Convolucionais (Tang et al 2019, Kusumoto, 2019), vem sendo treinada para gerar
estimativas automatizadas de abundancia/m2 e biomassa/m2, permitindo um processamento rapido de amostras
que podera ser utilizada por um usuario ndo especialista em identificacdo de moluscos. A quantificagéo por IA atingiu
taxa de acerto acima de 85% quando comparada & contagem manual ou pelo CPCe, um resultado extremamente
promissor.

Adicionalmente, dados abioticos foram obtidos com sonda multiparametros para correlagdo com dados bioldgicos e
imagens de satélite Landsat-8 foram geoprocessadas com Google Earth Engine (GEE) para obtencdo de
temperatura, profundidade de Secchi, concentragdo de clorofila-a e Indice de Estado Tréfico (Page et al., 2019,
Mishra & Mishra, 2012, Carlson, 1977, Pires & Ferreira Jr, 2015). Observou-se uma abundancia média de 8.200
individuos/m2, sendo as maiores concentragdes em areas construidas nas quais o mexilhdo teve dominancia acima
de 80%. Ambientes contendo o mexilh&o facilitaram a presenca de outras espécies exdticas, reduzindo a densidade
das nativas. A densidade do mexilhdo n&o apresentou correlagéo significativa com os fatores abiéticos mensurados,
indicando a disponibilidade de substrato como o fator mais relevante nesse caso.

Outra ferramenta computacional, desenvolvida em MatLab, para simulagdo do padrado de dispersdo de larvas nos
reservatorios e de assentamento e progressado de mexilhdes adultos, foi baseada nos dados de campo, resultados
da analise de fotoquadrados e bibliografia sobre o mexilhdo-dourado ou mexilhdo-zebra, (Montresor, 2014, van de
Koppel et al., 2005, Cangelosi et al, 2014). A simulag&o aplica o método dos Elementos Finitos triangulares lineares
(Johnson, 1987) em combinag&o com o método de Crank-Nicholson (LeVeque, 2007). Essa ferramenta corroborou
dados de campo e da literatura, exibindo distribui¢cdo preferencial em sitios contendo estruturas soélidas e obstaculos
que reduzem a velocidade da agua. Por esse método pode-se avaliar a progresséo das populagées a partir de uma
colonizagdo inicial ou apos procedimento de desinfestacdo, permitindo planejamento prévio de aplicagdo de
métodos de controle em pontos estratégicos e previsdo mais precisa de resultados, aumentando a eficiéncia e
sucesso do projeto.



4.0 CONCLUSAO

A infestagdo do mexilhdo-dourado em lagos, rios, reservatérios e UHEs é atualmente um dos principais problemas
ambientais do pais e um risco para a produgéo de energia, com prejuizos ainda subestimados. A possibilidade de
erradicacéo da espécie dos locais ja infestados, utilizando apenas os métodos ja disponiveis, &€ improvavel e sem
precedentes. Neste cenario, o controle biotecnolégico em desenvolvimento se destaca como uma solugao inovadora
e com potencial para solucionar a infestagdo de forma definitiva, mitigando os impactos econémicos e ambientais
desta agressiva espécie invasora. Desde o inicio do programa de desenvolvimento, em 2017, os avangos
tecnolégicos alcangados permitiram trazer a tecnologia para o nivel de prontiddo TRL#3 (prova de conceito) e a
execugdo do TRL#4 (protédtipo laboratorial) estd em andamento, com resultados promissores, obtidos por
modelagem da heranga genética, que reforgcam o potencial e viabilidade da tecnologia para recuperar corpos d’agua
e UHEs ocupados pelo mexilhdo-dourado. Com um mercado esperado que engloba todas as UHEs infestadas pelo
mexilhdo-dourado, cerca de 20.000 km? de reservatorios, o controle biotecnoldgico, quando pronto, trara beneficios
econdmicos, socioambientais e tecnoldgicos para o setor elétrico e para a sociedade.

5.0 AGRADECIMENTOS

O programa de desenvolvimento apresentado neste trabalho recebeu financiamentos no ambito do programa de
P&D da ANEEL. As duas primeiras fases foram financiadas pela CTG Brasil (PD-07514-0002/2017 e PD-07514-
0118/2018), enquanto a fase atual, iniciada em 2019, é financiada pela CTG Brasil, Tijoa Energia e SPIC Brasil (PD-
10381-0419/2019).
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FIGURA 1 - Representagéo do padrao de heranga (a) mendeliana e (b) super mendeliana (com gene drive). Os
mexilhdes selvagens (férteis e sem gene drive) sdo representados em laranja. Em azul, estdo representados
mexilhdes que portam pelo menos uma cépia do gene-alvo ndo funcional. As trés geragbes subsequentes a
reproducéo de um uUnico casal de mexilhées sédo representadas horizontalmente. Na auséncia de gene drive, nota-
se que a propagagao de um gene-alvo nao funcional (azul) é mais restrita que no padréo de heranga impulsionado
pelo gene drive. Os mexilhdes se tornam estéreis quando possuem duas copias ndo funcionais do gene-alvo, ou
seja, quando sdo gerados a partir do cruzamento de dois mexilhdes portadores do gene nao funcional (azuis). Desta
forma, o cruzamento entre os individuos representados na terceira geragdo do cenario com gene drive, (b) daria
origem a uma prole totalmente infértil.
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FIGURA 2 - Rota tecnolégica do desenvolvimento do controle biotecnoldgico do mexilhdo-dourado por indugao
genética da infertilidade. O principal avango tecnoldgico de cada nivel da escala de prontiddo tecnolégica (TRL) é
destacado na parte inferior do painel. Na parte superior, € apresentada a correlagédo entre a escala TRL e as fases
da cadeia da inovagdo do programa de P&D da ANEEL.
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