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Primer reporte de la obtencion de mutantes del pez Cebra
(Danio rerio) por pérdida de pigmentacion de la piel por
la edicion génica del gen de la tirosinasa con el sistema
Crispr/Cas9

First report of obtaining mutants of Zebrafish (Danio rerio) due to
loss of skin pigmentation due to gene editing of the tyrosinase
gene with the Crispr/Cas9 system
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RESUMEN

Actualmente el sistema Crispr/Cas9 permite la edicion del genoma en forma eficiente para inducir
especificamente mutaciones deseadas. En este estudio, se describe la induccién de mutaciones del gen de la
tirosinasa (Tyr) en el pez Cebra para probar la efectividad de la microinyeccién. Una secuencia de un ARN guia
(gRNAs) de 20 nucleétidos y dos primers flanqueadores (forward y reverse) fueron disefiados para el gen de la
tirosinasa y microinyectados en los embriones post fecundados y mostraron una pérdida gradual de
pigmentacion a nivel corporal desde las primeras etapas embrionarias hasta la adultez. Este estudio reporta por
primera en el Pert que el sistema Crispr/Cas9 puede realizarse en el pez Cebra como animal modelo de
entrenamiento para modificar el gen Tyr cuyos fenotipos despigmentados fueron facilmente distinguibles
evidencidndose su éxito en la edicién génica. A futuro serviria como modelo bioexperimental para producirse
mutaciones de interés de otros genes de otras especies acuicolas de alto valor ornamental y/o comercial para el
Peru.
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ABSTRACT

Currently, the Crispr/Cas9 system allows for efficient genome editing to specifically induce desired mutations.
This study describes the induction of mutations in the tyrosinase (Tyr) gene in Zebrafish to test the effectiveness
of microinjection. A 20-nucleotide guide RNA (gRNA) sequence and two flanking primers (forward and reverse)
were designed for the tyrosinase gene and microinjected into post-fertilized embryos. These embryos showed
a gradual loss of pigmentation throughout their bodies from early embryonic stages to adulthood. This study
reports for the first time in Peru that the CRISPR/Cas9 system can be used in Zebrafish as a training animal
model to modify the Tyr gene. The depigmented phenotypes were easily distinguishable, demonstrating the
success of the gene editing. In the future, it would serve as a bioexperimental model to produce mutations of
interest in other genes of other aquaculture species of high ornamental and/or commercial value for Peru.
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INTRODUCCION

La ediciéon del genoma es cada vez mas facil y
eficiente mediante el uso de la tecnologia
Crispr/Cas9 (repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas regularmente interespaciadas) y esta
contribuyendo significativamente a la mejora de
los procesos de edicién de diversos genes (Mojica
et, 2009; Jinek et al,, 2012). Este sistema permite
obtener mutantes deseados en todos los
organismos incluyendo los peces (Wang et al,
2007; Varshney et al, 2015; Zhu et al, 2017;
Chaudhary et al. 2020; Aulia et al., 2023; Zhang et
al, 2023). El sistema Crispr/Cas9 tipo II, se ha
desarrollado como una nueva herramienta de
ingenieria gendémica de élite. Y ahora es posible
superar varios desafios de la industria de la
acuicultura y piscicultura. La edicién gendémica
puede introducir rapidamente uno o incluso
multiples modificaciones genémicas en el genoma,
haciéndolo util para lograr mejoras genéticas para
la obtencién de nuevas lineas de peces (Ota et al,,
2014; Ferdous et al,, 2022; Okoli et al., 2022; Roy et
al,, 2022; Gutasi, 2023; Puthumana et al,, 2024;
Shiraki et al., 2024).

La Tirosinasa (Tyr) es un tipo de enzima caracteris-
tica de los melanocitos y un marcador bioquimico/
fisiologico de diferencial madurez de los melano-
citos. Cataliza la conversion de tirosina a DOPA y de
DOPA a DOPA-quinona, un precursor esencial en
sintesis de melanina (Boonanuntanasarn et al,
2004; Parichy, 2006; Dooley etal., 2012; Krug et al,,
2023). En los peces, las mutaciones y las deleciones
del gen Tyr y sus proteinas relacionadas dan como
resultado anomalias en la coloracién de la piel. La
mayoria de los albinos de peces estan relacionados
con mutaciones de la familia de las tirosinasas,
donde la piel de los albinos carece de melanina y el
desarrollo y color de los ojos se ve afectado. Sus
mutaciones generan un fenotipo tipo albino (falta
de pigmentacion) y ojos de color rojo (Page-McCaw
etal, 2004; Yu et al, 2021; Xu et al,, 2022). Que es
facilmente detectable cuando es inhibido por una
mutacién espontdnea o inducida artificialmente
por edicién génica (Liu et al,, 2012; Chang et al,

2013). Existen casi una docena de genes que
estarian contribuyendo al patrén cromatico de los
peces (Braasch, 2007; Bian et al, 2021). Los
estudios de similaridad demuestran su grado de
conservacion evolutiva de estos genes asociados al
color (Fujii, 2000; Basolo, 2006; Han et al.,, 2008).
Los mutantes albinos homocigéticos en el pez
Cebra carecen por completo de melanosomas sin
defectos evidentes en los otros dos tipos de células
pigmentarias o asociadas al color (xantéforos e
iridéforos) (Kelsh, 2004; Tsetskhladze et al,, 2012).
Los andlisis del ADN gen6émico revelaron que el gen
Tyr estd presente como una sola copia en el genoma
de los peces (Inagaki et al,, 1994). Asimismo, se
dispone del genoma completo secuenciado del pez
Cebra (ZFIN, 2024) con la secuencia nucleotidica
del gen de la Tirosinasa en el Genbank
(XM_003451484.3.) (Genbank, 2023a; Genbank,
2023Db). Por otro lado, se ha logrado editar este gen
e inducir decoloracién y albinismo de forma eficaz,
rapida y sencilla desde hace mas de una década en
el pez Cebra (Camp et al,, 2003; lida et al., 2004;
Hwang et al., 2013; Hisano et al.,, 2014; Yu et al,,
2014; Yin et al,, 2015; Zhang et al., 2017; Kumar et
al,, 2020; Wu & Wang, 2020; Preeti et al., 2021;
Kroll et al, 2021; Changqing et al,, 2023; Fan et al,,
2023).

Actualmente, el Pert no ha reportado ninguna
edicidn génica en ninglin gen de interés en ninguna
especie icticola. Quedando en la actualidad aun
rezagado ante el avance exponencial de esta
tecnologia de vanguardia.

El presente trabajo tuvo como objetivo la
microinyeccion del embrién del pez Cebra con el
sistema Crispr/Cas9 para la inhibicion del gen de la
Tirosinasa y producir cambios en la coloracién de
la piel facilmente distinguible en pocas horas post
fecundacion y facilite el poder ser utilizado como
un modelo animal que permita el entrenamiento de
personal en la eficacia de la edicién génica de otros
genes de interés en otras especies de peces de
importancia acuicola para el Peru.

METODOLOGIA

Se utilizé la cepa AB del pez Cebra (Danio rerio) que
fueron proporcionados por el Cebrario del
Laboratorio de Mejora Genética y Reproduccion
Animal de la Facultad de Ciencias Naturales y
Matematica de la Universidad Nacional Federico
Villarreal en la ciudad de Lima. Lo cuales se
mantuvieron en agua declorada a una temperatura
de 25 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 14/10
horas. Y una conductividad de 500 uS/cm2 y pH un
7,5. Y con un régimen dietético de artemia salina
viva (larvas nauplio de 24-48 horas post-eclosion)
y alimento seco (Marca TetraMin). Por un tiempo
de doce horas antes se indujo al desove colocando
2 hembras y 6 machos adultos en una paridera con
una ldmina separadora en oscuridad a 30 °C. En la
mafiana del dia siguiente se quité la lamina

separadoray se juntaron machos y hembras por 30
minutos para obtenerse el desove. Se colectaron los
embriones fertilizados después del desove total y
se colocaron en una placa Petri con agua de pecera
nueva con 2 mg/L de azul de metileno. Y se
incubaron a 25 °C de acuerdo con el protocolo de
Kimmel et al. (1995) con las siguientes etapas:

Etapa 1. Disefio de primersy uso de la secuencia
de ARN Guia Objetivo (sgRNA) para el gen de la
Tirosinasa

Se utiliz6 la secuencia de ARN Guia Objetivo
(sgRNA) de 20 pb para el gen de la Tirosinasa
reportada por Sorlien y colaboradores (2018). La
cual fue: 5'-CCCCAGAAGTCCTCCAGTCC-3' (Figura
1).
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Primer Forward
420 440 480 500
5-TGTGTGATTGAGAGAGTGTGTGCGTAAAGGGGGCTCTCCAGCAGTGTGTAAAGCATCTCCAGCAGAGTGTAAAGCCTCTCCGGTGTGTGTGTAAAGCCTCTC
|
460 Codon Inicio Tyr
520 540 560 580 600
| | | | |
CGGTGTGTGTAAAGCCTCTCCGGTGTGTGTGAAGCGTCTCCGGTGTGTGTGAAGCCTCTCACTCTCCTCGACTCTTCATCATCATGTCTCTCCATCTCCT
Secuencia Guia Objetivo
620 &40 560 I 700
CCTCTTCTTCTTTCCTCCAGCTCTTCAGCTCGTCTCTCCAGCAGTTCCCCCGAGTCTGCACCTCCCCAGAAGTCCTCCAGTCCAAACGCTGCTGTCCAGTC
680
720 740 760 780 800

l | | | 1
TGGCCCGGCGACGGCTCCGTGTGCGGCGTCCCAGTCAGGTCGAGGGTTCTGTCAGGACGTCCTTGGTGTCCGACCTTCCCAACGGGCCGCAGTATCCTCACT

Primer Reverse
840 860 880 900

1 | |
CAGGAGTGGACGATCGAGAGCGATGGCCTTTAGTG ACAACCAAACCTGCCAGTGCGCCGGAAACTACATGGGGTTTGATTGCGGCGAATGCAAGTT-3'

I
820

Figura 1. Secuencia del gen de Tirosinasa (Tyr) del pez Cebra (Cédigo del Genbank: NM_131013) donde se muestra las secuencias de
los primers flanqueadores Forward y Reverse disefiados (Flechas verdes), y 1a secuencia de la Guia Objetivo (Flecha de color rojo). Se

denota el codon de inicio ATG del gen de la Tirosinasa.

Etapa 2. Diseiio de los primers flanqueadores de
la secuencia de ARN Guia Objetivo (sgRNA)

Se utilizd los programas online Primer-BLAST
(version 2.10.0) (Altschul et al, 1990) y el Primer3
(version 4.1.0) (Untergasser et al, 2012) para obtener
primers flanqueadores especificos para la amplifi-
cacién de la region que contenga la Secuencia Guia
Objetivo. Se obtuvo un primer Forward con la
secuencia: 5-AGTGTGTAAAGCATCTCCAGCA-3" y un
primer Reverse con la  secuencia: 5'-
TCGAGAGCGATGGCCTTTAGT-3', que amplificaron un
producto de 392 pb en donde se incluye a la Secuencia
de ARN Guia Objetivo (sgRNA). Se procedi6 a la
verificacion estructural de los primers flanqueadores
con el Programa OligoAnalyzer Tool
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Donde el
valor del delta de G (AG en kcal.mol-1) de ambos
primers disefiados (Forward y Reverse) tuvieron una
baja probabilidad de desarrollar una estructura
secundaria (AG =-0.53). Asimismo, de desarrollar una
estructura homodimera (AG = -3.14, -3.61). Y baja
probabilidad de desarrollar una estructura
heterodimera (AG = -4.74).

Etapa 3. Preparacion del ARN guia (sgRNA)

Se realiz6 la resuspensién de los Kits de crRNA y
tracrRNA liofilizados en la solucién 1x TE (Tris 10
mM, EDTA 0,1 mM) hasta concentraciones finales de
100 pM cada una. Se mezcl6 los componentes en un
tubo Eppendorfde 0,2 mL, hasta obtener una solucién
de ARN guia de 3 uM: 100 pM Alt-R ™ Crispr-Cas9
crRNA, 100 pM Alt-R™ Crispr-Cas9 tracrRNA, Buffer
Duplex libre de nucleasas (HEPES 30 mM, pH 7,5;
acetato de potasio 100 mM). Se calenté en una
incubadora a 95°C durante 5 min. Y se dejé reposar
por 10 minutos a temperatura ambiente (15 - 25°C)
sobre la mesa de trabajo.

Etapa 4. Formacion de la proteina Cas9 diluida
Para la formacién de la Proteina Cas9 (Streptococcus
pyogenes recombinante), esta fue resuspendida en un
PBS 1X hasta un volumen final de 200 pL a una
concentracion de trabajo de 10 pg/uL de proteina
Cas9 en Solucién PBS 1X.

Etapa 5. Formacion del Complejo RNP
Se combind 9 pL de sgRNA (de la Etapa 1) con 9 pL de

proteina Cas9 diluida (de la etapa 2), formando un
complejo de 18 pL.Y seincubd a 37 °C durante 10 min.
Y dejo enfriar a temperatura ambiente.

Etapa 6. Microinyeccién de embriones del pez
Cebra

Para la microinyeccién de los embriones se utilizé un
Micromanipulador inyector de presion Milli-Pulse
(Marca Applied Scientific, modelo MPPI-3) y un Micro-
inyector Nanoject III programable con accesorios
(Marca Drummond Scientific, USA). Junto con un este-
reoscopio con reglilla milimétrica (Marca Olimpo).
Los embriones fueron inyectados manteniéndose una
minima cantidad de agua sobre el borde de una
lamina portaobjetos dentro de una placa Petri. La
microinyeccidn se utiliz6 agujas generadas a partir de
capilares de borosilicato estirados en un puller (Marca
Narishigue, Modelo PC-100). Se inyect6 3 nL del
Complejo RNP (de la Etapa 3) en el citoplasma de
embriones en la etapa de cigoto sin divisién celular,
conformada por una sola célula de acuerdo a técnicas
estandar (Yuan & Sun, 2009) (Figura 2).

Etapa 7. Extraccion y amplificaciéon por PCR

Para la extraccién de ADN se realizé utilizando el kit
DNeasy Blood & Tissue Kit de la marca Qiagen y para
lo cual se utilizé parte de la aleta caudal pez. El tejido
colectado fue colocado en un tubo ependorffde 1,5 ml
estéril, donde inmediatamente se proces6 en el
laboratorio. Las muestras fueron corridas en un gel de
agarosa al 1% para observar la calidad del ADN
extraido. Posteriormente se amplificd la region del
gen de la Tirosinasa a partir de los primers Forward y
Reverse previamente disefiados. Se trabajé con una
concentracion de 40 ng/ul de cada muestra, 1lum para
los primers, 2um de MgCl2, 2,5 de dNTPs y 0,05 p/ul
de Taq HotStar de Qiagen.

Las condiciones de ciclaje para el PCR fueron las
siguientes: Activacion inicial de 94 °C por 2 minutos
seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 20 segundos,
64,1 °Cpor 40 segundosy de 72 °C por 1 minuto, y una
extension final de 72 °C por 5 minutos. El producto
amplificado fue analizado mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1,5%. Se utilizé6 un marcador de
peso molecular de 100 pb (Figura 3).
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Figura 2. A. Embrién de pez Cebra siendo microinyectado para su edicion génica. B. Micromanipulador inyector de presién con el

Microinyector Nanoject IIl ensamblados.

RESULTADOS Y DISCUSION

La edicion del genoma mediante Crispr/Cas9 ha
revolucionado nuestra capacidad para generar
mutantes del pez Cebra (Hwang et al, 2013). La
estrategia comun es microinyectar el sistema
Crispr/Cas9 con su ARN guia (ARNg) en el embrién
unicelular (Sorlien et al, 2018). El ARNg se une ala
secuencia nucleotidica objetivo del genoma y se
produce una ruptura de doble cadena del ADN.
Cuando los dos extremos se unen los mecanismos
de reparacion del ADN pueden introducir una
insercion o deleccién (indel) insertando o
eliminando nucleotidicas en el locus objetivo (Bell
et al, 2014; Brinkman et al, 2018). Los indels a
menudo alteran la funcién de las proteinas
traducidas, ya sea mutando las secuencias o
introduciendo un cambio de marco que conduce a
un codén de parada o finalizacién prematuro y
generan una proteina truncada no funcional. Desde
las primeras aplicaciones de Crispr/Cas9 in vivo
(Chang et al., 2013; Hwang et al,, 2013; Moreno-
Mateos et al,, 2015) se ha mejorado la mutagénesis
de manera consistente como para permitir el uso
exitoso de genes silenciados en la generacion FO del
pez Cebra y obtenerse fenotipos mutantes desea-
dos como es el caso del gen de la Tirosinasa que
produce despigmentacién y cuyos resultados son
muy visibles pudiendo comprobarse rapidamente
a las 48 horas post fecundacidn si hubo éxito o no
de la edicién génica propuesta a nivel laboratorial
(Westerfield, 2000; White et al., 2008).

La estructura del gen de la Tirosinasa esta
codificada por cinco exones y ya se predijo 18
posibles sitios de unién de una ARNg. La secuencia
del ARNg de 20 pb disefiada para el gen Tyr fue
reportada por Sorlien (2018). Asimismo, los
primers disefiados in silico para flanquear esta
ARNg coinciden con la secuencia del gen Tyr del
pez Cebra ha sido reportado por varios trabajos
cientificos coincidiendo con la de esta investigacion
(Camp et al,, 2003; Tsetskhladze et al., 2013; Jao et
al,, 2013; Grainger et al, 2017; Wu et al,, 2020;
Preeti et al,, 2021; Kroll et al,, 2021).

La corrida electroforética obtenida solamente
presentd una banda tnica de amplificacién de 392
nucledtidos del gen de la Tirosinasa del pez Cebra

editado (Figura 3). Evidenciandose que los primers
disefiados amplificaron éptimamente la secuencia
del gen de la Tirosinasa del pez Cebra reportado
con el Cédigo del Genbank: NM_131013 (Figura 1).

Figura 3. 1, 2 = Electroforesis en gel de agarosa para la
deteccién del gen de la Tirosinasa (Tyr) editada del pez
Cebra. M = Marcador molecular de 100 pb.

Desde hace casi una década varios investigadores
ya han reportado la edicién de un solo gen inducida
por Crispr/Cas9 en el pez Cebra puesto que es muy
facil de microinyectar la nucleasa Cas9 en sus
embriones. A pesar de que la membrana del
embrién presenta una baja tasa de éxito en la
microinyeccion en diversos peces oviparos.
Ademas, en algunas especies de peces, la
membrana/cascara del huevo es blanda y en otras
es muy dura. Por lo que, es esencial estandarizar el
tipo y didmetro de la aguja y el volumen de la
microinyeccion (Okoli et al.,, 2021). Aspecto técnico
que se ha superado en la presente investigacion con
el embrién del pez Cebra (Figura 2).

En el pez Cebra la sintesis de melanina comienza
alrededor de las 20 hpf, siendo la induccién a la
hipopigmentacion de los melanéforos de la piel en
los embriones inyectados la mas exitosa y
altamente eficiente (Chang et al, 2013; Hruscha et
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al,, 2013; Hwang et al,, 2013; Jao et al., 2013; Sung
et al, 2014). Es asi, que las observaciones del
desarrollo embrionario que se realizaron con un
microscopio 6ptico a 40X en esta investigaciéon
también se pudo observar la inhibicién de la
pigmentacién similar a la reportada previamente
por varias investigaciones anteriores (Figura 4).

Figura 4. A. Alevin de pez Cebra no editado. B. Alevin de
pez Cebra editado en el gen de la Tirosinasa. 120 hpf. 40X
de aumento.

La familia del gen de la Tirosinasa puede afectar la
sintesis de melanina en los melanocitos, y su
expresion refleja directamente el color corporal del
pez. Por lo tanto, pueden considerarse como un gen
marcador del genotipo y fenotipo en peces albinos
0 peces con cuerpo transparente a nivel
ornamental (Camp et al, 2001; Braasch et al,
2007). Los peces constituyen el grupo mas
primitivo y cuantitativamente dominante, y se
consideran tradicionalmente una de las principales
fuentes de proteinas para los seres humanos. La
actividad del gen de la Tirosinasa y de las proteinas
relacionadas. Esta estrechamente relacionada con
la coloracidn de los peces y su aceptabilidad de los
consumidores. El color corporal de los peces afecta
la demanda de los consumidores, lo que repercute
negativamente en las fuentes de proteinas para los
consumidores y en la eficiencia econémica a nivel
acuicola. Resolver la coloracion de la piel de los
peces tendra una gran importancia econémica al
darsele un valor agregado a la calidad (Wang et al.,
2007; Roy etal, 2022).

La inhibicién de la pigmentacién en el pez Cebra
editado por la anulacién de la expresion del gen de
la Tirosinasa con la metodologia del sistema
Crispr/Cas9 empleado evidencié una mutacion que
fue observada desde los primeros estadios del
embrién hasta el crecimiento del pez Cebra en
estado adulto de cuatro meses de edad, coinci-
diendo con los resultados ya reportados por varios
investigadores (Figura 5) (Changqing et al., 2023;
Fan etal, 2023).

Para el 2050, la poblacién mundial probablemente
alcanzard los 10 mil millones de habitantes. El
sector de alimentos tendra una creciente demanda
mundial de proteinas a nivel acuicola futura y
deberd avanzar hacia objetivos de mejoramiento
genético mas ambiciosos y efectivos, como son la
resistencia a enfermedades, el crecimiento produc-
tivo, la pigmentacion o coloraciény la reproduccién
(FAO, 2020). La mejora genética con el uso del
sistema Crispr/Cas9, permite ahora modificar
rapidamente el fenotipo de manera dirigida y no al
azar. Y podria ser “un factor determinante” en la
produccién y/o la productividad de peces para
hacerla de manera mas eficiente y sostenible.

Beneficiando a los distintos sistemas de cultivo y a
los consumidores con soluciones muy novedosas
de alto impacto para la produccién acuicola.

Figura 5. A. Alevin de pez Cebra no editado (Izquierda) y
alevin editado derecha. B. Pez Cebra adulto editado en el
gen de la Tirosinasa (Tyr).

Las aplicaciones de ediciéon génica permanecen
actualmente en la etapa de investigacion, y en los
programas de mejoramiento genético acuicola, aun
son limitadas. Esto ocurre principalmente debido al
hecho de que el publico comin ain no esta
convencido del todo de los productos editados
gendmicamente y el entorno regulatorio global
sobre la ediciébn gendémica sigue aun siendo
incierto. Por otro lado, la edicién génica es
diferente al de los organismos modificados
genéticamente o transgénicos (OGM u OVM). En los
transgénicos, los nuevos genes foraneos se
combinan en el genoma original de una especie.
Mientras que la edicién gen6émica no se introduce
ningdn ADN extrafio en el genoma de las especies
de interés. Sino es un pequefio cambio controlado
en el ADN original que mejora el rasgo objetivo al
eliminar los alelos o variantes no deseadas (Yang et
al,, 2022). Esto significa que el pez transgénico no
es un organismo que existirfa en la naturaleza.
Mientras que el pez editado donde los genes
originales se alteran parcialmente de forma similar
al proceso de crianza selectiva, acortando asi el
proceso de evolucion de la mutacién que ocurre en
la naturaleza a lo largo de muchas generaciones de
crianza. Actualmente, la legislaciéon peruana esta
supeditada a una Ley de Moratoria a los
organismos transgénicos hasta el afio 2035 (Ley N2
29811). Ley que establece la moratoria al ingreso y
produccion de organismos vivos modificados al
territorio nacional por un periodo de 10 afios, y que
fue modificada por la Ley N° 31111 y extendida
hasta el 31 de diciembre del afio 2035. Esto impide
el ingreso y produccidn en el territorio nacional de
organismos vivos modificados (OVM) con fines de
cultivo o crianza, incluidos los acudticos, a ser
liberados en el ambiente. Asimismo, ante el avance
creciente de la edicién génica se ha planteado un
proyecto de Ley 011125/2024-CR en el Peru, que
busca promover y regular el uso de variedades y
razas biotecnolégicas en agricultura y ganaderia,
fomentando investigacién, innovacion y la
soberania genética incluyendo a los Organismos
Vivos Modificados (OVM) y a los Organismos
Genéticamente Editados (OGE). Separandolos
técnica y legalmente en su regulaciéon y promocion
en aras de la sociedad y de la empresa acuicola con
una regulacion estatal efectiva y objetiva para este
inicio del segundo cuarto del siglo XXI.
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CONCLUSIONES

El uso del pez Cebra se ha consolidado como un
modelo experimental clave para comprender los
procesos biolégicos de alta relevancia para la
acuicultura. Siendo un sistema biolégico versatil,
rapido y de bajo costo que acelera la obtencién de
evidencia cientifica a nivel laboratorial y que
pueden ser transferidos a otras especies de interés
acuicola. Debido a sus ventajas biolégicas a
permitido el desarrollo e implementacion de
nuevos protocolos moleculares para la
modificaciobn genética en diversas especies
icticolas. Es asi, que las herramientas de la edicion
génica estan siendo muy eficaces y se han
empezado a utilizar ampliamente en la acuicultura
y piscicultura actual. Las modificaciones genéticas
dirigidas en el ADN gendmico de las diferentes
especies acuicolas podrian generar cambios
radicales en la produccién acuicola peruana en el
futuro. En resumen, el disefio de peces mutantes
editados mediante la modificacion de genes de
interés es actualmente ya una realidad factible. Sin
embargo, en el Peru a pesar de su riqueza
ictiolégica no se ha realizado la edicién génica en
ningiin pez. Existiendo un vacio tecnolégico
comparado con otros paises que lo estan utilizando
actualmente. Y donde se estan aplicando nuevos
enfoques hacia sistemas de produccién acuicola
intensiva sostenible en el tiempo.

En resumen, la edicién génica en el Perd es
actualmente la tnica opcién biotecnoldgica futura

para generar nuevas lineas o variedades mejoradas
de peces a ser mejorados rapidamente a futuro.
Por todo lo mencionado, se ha desarrollado un
protocolo de facil uso, rapido y econémico a nivel
laboratorial. Que permite validar la edicién génica
mediante la obtencién de despigmentacion
corporal por silenciamiento del gen de la
Tirosinasa (Tyr) en el pez Cebra. El presente
protocolo optimizado permitira el uso minimo de
reactivos y equipos para identificar a las lineas de
los peces Cebra mutantes con este gen silenciado y
que muestren un fenotipo corporal sin pigmen-
tacion desde las primeras etapas embrionarias
mediante el uso del sistema Crispr/ Cas9 por
microinyeccion de sus embriones. Ademas, este
protocolo estd disefiado para que pueda ser
utilizado por personal de laboratorio con niveles de
experiencia minima incluidos los practicantes aun
en nivel académico universitario. Lo que permitira
que cualquier grupo de investigacién interesado en
realizar modificaciones gendémicas por edicién
génica lo logre paso a paso con un adiestramiento
minimo usando el gen de la Tirosinasa para inducir
despigmentacion corporal que es rapidamente
observable y fiable en pocas horas post
fecundaciéon. A futuro, se podrd utilizar esta
poderosa herramienta molecular en otros genes de
interés en otros peces de importancia comercial u
ornamental para la acuicultura o la pesqueria
peruana.
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