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Resumen

Se reporta la presencia de una linea transgénica de peces Monjita fluorescentes rojos
(Gymnocorymbus ternetzi) introducidos al territorio peruano. Donde se identifico su
fluorescencia con luz UV y se amplificé por PCR el mismo grupo de primers utilizado para
identificar peces Cebra fluorescentes rojos (Danio rerio) junto con controles negativos del
pez Cebra sin el transgen RFP y del pez Medaka (Oryzias latipes) transgénico con un
transgen GFP que no amplificaron. Sin embargo, tanto el pez Monjita blanco y negro sin el
transgen RFP como el pez Monjita transgénico de color rojo fluorescente con RFP no
amplificaron ninguna banda. Evidenciandose una nueva variante del gen de la proteina
fluorescente roja utilizados para obtener peces Monjitas fluorescentes rojos distinta a la
utilizada para generar peces Cebra transgénico fluorescentes.
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Abstract

Where their fluorescence was identified with UV light and the same group of primers used
to identify red fluorescence zebrafish (Danio rerio) together with negative controls of the
zebrafish without the RFP transgene and the transgenic Medaka ( Oryzias /latipes) fish were
amplified by PCR a GFP transgene that they did not amplify. However, both the white and
black skirt tetra fish without the RFP transgene and the fluorescent red transgenic skirt
tetra fish with RFP did not amplify any bands. A new variant of the red fluorescent protein
gene used to obtain red fluorescent skirt tetra fish other than the one used to generate
transgenic zebrafish fluorescens.

Keywords: Gymnocorymbus ternetzi, fluorescence; RFP; transgenic.

alcanzan la madurez su color negro se va
tornando en un gris ahumado con tonos
aceitunados y blanquecinos en el vientre.
Llega a medir 5,5 cm. Y vive a temperaturas

1. Introduccién

El pez Monjita pertenece a la Familia de los
Caracidos (Characidae) de la Orden de los

Characiformes. Es una especie nativa de la
cuenca Amazobnica y del Orinoco. Es una
especie muy popular en acuariofilia. A
medida que se desarrolla y hasta el afio que
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de 20 a 26 °C. Es una especie muy prolifera
y facil de reproducir (Aquanovel, 2017).

A principios del afhio 2000 se obtuvieron a
nivel mundial los primeros peces orna-
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mentales transgénicos con fluorescencia
verde o GFP (Green Fluorescent Protein) y
con fluorescencia roja o RFP (Red
Fluorescent Protein) por la insercion de
genes de organismos marinos como
medusas y poriferos (Gong et al, 2003;
Wan et al., 2002).

Actualmente se generan por microinyec-
cion de plasmidos que contienen la cons-
truccion sintética con los transgenes GFP o
RFP controlados por el promotor mylz2 en
embriones de 2 a 4 células (Qing et al,
2012). Asi, Pan y colaboradores (2008)
obtuvieron por primera vez peces Monjitas
fluorescentes rojos  (Gymnocorymbus
ternetzi).

Actualmente, se han obtenido diversos
peces ornamentales cuyos linajes son muy
estables y se ha confirmado la herencia
mendeliana de estos transgenes al ser
hibridizados entre si (Ofelio et al, 2012;
Mohanta et al., 2014).

En el aiio 2006, fue reportado por primera
vez la introduccion al Peru de peces cebras
transgénicos fluorescentes (Danio rerio)
por Scotto (2016). Y en el aiio 2013, Scotto
y Serna (2013) identificaron molecular-
mente la presencia de la proteina fluores-
cente roja (RFP) en especimenes de D.
rerio fluorescentes de color rojo. Actual-
mente y hasta el ailo 2021 en el Peru se
tendra una Ley de Moratoria que regulara
el ingreso de organismos transgénicos a
territorio peruano (Ley N° 29811, 2011).
Actualmente, aun existe una incertidumbre
sobre su posible impacto ambiental ante la
falta de un analisis de riesgos pertinente
por la introduccion, reproduccion e hibri-
dacion (flujo génico) descontrolada de este
pez con sus parientes nativos. Asi, el
objetivo de este trabajo fue identificar la
fluorescencia roja en peces Monjita orna-
mentales transgénicos y hacer una iden-
tificacion molecular del transgen RFP
probado en D. rerio.

2. Materiales y métodos

En el ano 2016, se adquirieron peces
Monjita con fluorescencia roja y blancos no
fluorescentes vivos obtenidos de los acua-
rios locales de la ciudad de Lima Metro-
politana y fueron llevados al Laboratorio de
Mejora Genética y Reproduccion Animal de
la Facultad de Ciencias Naturales y Mate-
matica de la Universidad Nacional Federico
Villarreal para su crianza y manutencion.
Se utiliz6é un transiluminador UV de 400 nm
de longitud de onda a los cuales fueron

expuestos los peces Monjita para
evidenciar la presencia de fluorescencia
corporal o no. Para la extraccion de ADN se
realiz6 utilizando el kit DNeasy Blood &
Tissue Kit de Qiagen y para lo cual se utilizdé
parte del musculo dorsal del pez. El tejido
muscular colectado fue colocado en un
tubo ependorff de 1,5 ml estéril, donde
inmediatamente se proces6 en el labo-
ratorio. Las muestras fueron corridas en un
gel de agarosa al 1% para observar la
calidad del ADN extraido, luego se
cuantificé por espectrofotometria obte-
niéndose sus concentraciones y cada
muestra fue diluida a una concentracion de
20 ng/pl. Se trabajoé con una concentracion
de 40 ng/pl de cada muestra, 1Tum para los
primers, 2um de MgCI2, 2,5 de dNTPs y
0,05 p/pl de Taq HotStar de Qiagen. Las
condiciones de ciclaje para el PCR fueron
las siguientes: Activacion inicial de 15
minutos a 95 °C, 35 ciclos de 1 minuto a 94
°C, 1 minuto a 64 °C y minuto a 72 °C
seguido por una extension final de 10
minutos a 72 °C. El producto amplificado
fue analizado mediante una electroforesis
en geles de agarosa al 1,5%. Se utilizé un
marcador de peso molecular de 50 pb. Para
determinar la presencia del posible
transgen RFP, se sintetizaron cebadores
especificos para dicho transgen tomando
como referencia la pareja de cebadores
reportado por Rehbein y Bogerd (2007) con
las siguientes secuencias:

5’-ACAACACCGTGAAGCTGAAGGTGACCAAG-3’ y
5’-GGTGTAGTCCTCGTTG TGGGAGGTGATGTC-3’.

Se utilizaron como muestra de control
positivo el ADN de peces Cebra (Danio
rerio) rojo fluorescente que dieron positivo
(Scotto, 2013). Y como controles negativos
muestras de ADN de pez Cebra sin
fluorescencia de color gris y del pez
Medaka (Oryzias /atipes) transgénico con
fluorescencia verde. Y como control de
calidad de la amplificacion por PCR se
utilizé la pBetactina para todas las muestras
amplificadas.

3. Resultados y discusion

Los peces Monjitas de color rojo expuestos
a luz UV presentaron la fluorescencia roja
confirmandose cualitativamente su trans-
génesis por la presencia del transgen de la
RFP. Como control negativo se utilizaron
peces cebras silvestres blancos y negros.
Los cuales no dieron ninguna fluorescencia
o coloraciéon con la luz ultravioleta (Figura
1).
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Figura 1. Con luz natural: A = Pez Monjita no transgénico de color blanco (Control -); B = Pez Monjita no transgénico
de color negro (Control -); C = Pez Monjita transgénico de color rojo. Con luz UV: D = Pez Monjita no transgénico de
color blanco (Control -); E = Pez Monjita no transgénico de color negro (Control -); F = Pez Monyjita transgénico de
color rojo.

La corrida electroforética solo present6 un
producto de amplificacion de 505 nucle6-
tidos como banda unica el pez Cebra
transgénico de color rojo y acorde con los
reportes de Rehbein y Bogerd (2007) y
Scotto (2013). Los controles negativos del
pez Cebra de color gris sin el transgen RFP
no evidencio banda alguna. Del mismo
modo, el pez Medaka (Oryzias /atipes)
transgénico con un transgen GFP tampoco
amplifico. Asimismo, el pez Monjita blanco
sin fluorescencia no presenté ninguna
banda amplificada. Sin embargo, tampoco
el pez Monjita transgénico de color rojo
fluorescente no amplifico ninguna banda
(Figura 2).

A medida que se dan los avances biotec-
nolégicos, se propondran para la gene-
racion de nuevos peces transgénicos a
futuro, mejorando la eficiencia y efectividad
de los métodos actuales utilizando nuevos
vehiculos de administracion de genes. De
hecho, algunos peces transgénicos comes-
tibles y ornamentales ya estan disponibles
en el mercado actual, lo que valida los
esfuerzos continuos para mejorar econémi-
camente especies importantes (Tonelli et
al., 2017).

Mundialmente la estrategia consistira en
dar mayor valor agregado a los peces
ornamentales mediante el desarrollo de
nuevas variantes de colores fluorescentes.
usando diferentes genes de color. Actual-
mente, existen lineas estables de peces
Cebra (D. rerio) transgénicos que expresan
varias proteinas de color vivo como son:
GFP, RFP, YFP, BFP y CYP. También se ha
utilizado con éxito para generar fluores-
cencia en el pez Monjita (Gymnocorymbus
ternetzi), pez Medaka (Oryzias latipes),
Barbo tigre (Puntius tetrazona), Pez angel o
escalar (Pterophyllum scalare), Ciclido

convicto (Amatitlania nigrofasciata) y otros
(Mohanta et al, 2014; Pan et al., 2008;
Scotto, 2016).
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Figura 2. A. Electroforesis en gel de agarosa para la
deteccion del gen de la proteina RFP de las muestras
amplificadas de: 1 = Pez Monijita transgénico de color
rojo; 2 = Pez Monjita no transgénico de color blanco; 3 =
Pez Medaka transgénico de color verde; 4 = Pez Cebra
transgénico de color rojo; 5 = Pez Monjita no
transgénico de color gris; 6 = Control de amplificacion
de reactivos M = Marcador Ladder de 50 pb. B.
Electroforesis en gel de agarosa con fetactina para la
comprobacion de ADN amplificable suficiente en
cantidad y calidad.

Rasal et al. (2016) plantean el uso de peces
transgénicos estériles para evitar la conta-
minacion y el flujo génico. Este pez auto-
transgénico debe ser producido siguiendo
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los principios de los Protocolos de Carta-
gena y las reglas de bioseguridad. Donde
los riesgos asociados al uso de OVM's debe
analizarse y cuantificarse de forma mas
sensata y confiable. La acuicultura deberia
adoptar peces transgénicos estériles para
reducir el riesgo de la biodiversidad. Todo
esto esta desatando discusiones sobre los
potenciales problemas ecoldgicos, éticos y
de bioseguridad asociados con su trans-
genia en la sociedad, debido a que los
principales generadores de peces transgé-
nicos fluorescentes de Asia y de USA no
comparten su biotecnologia por temas
comerciales y patentes generando vacios
en la forma que se obtuvieron estos peces;
que luego son comercializados a paises
que no los poseen e incluso donde cuentan
con especies acuaticas emparentadas
como el caso del Gymnocorymbus ternetzi
que es una especie nativa en el Peru y de la
cuenca Amazoénica.

4. Conclusiones

La secuencia de RFP util para identificar al
pez Cebra transgénico fluorescente rojo
con el transgen RFP no es efectiva para
identificar molecularmente al pez Monjita
transgénico fluorescente rojo con el
transgen RFP, pues debe poseer variantes
en la secuencia nucleotidica que deberan
ser identificados, secuenciados y estanda-
rizadas para generar protocolos adecua-
dos para su identificacion molecular a nivel
de laboratorio de esta especie hidrobiol6-
gica modificada genéticamente. Si bien la
tecnologia basada en la insercion de
proteinas fluorescentes de "Colores” para
generar nuevas variedades o lineas de
diversos peces ornamentales transgénicos
estables estda en auge creciente en el
acuarismo mundial, las publicaciones cien-
tificas son muy escasas o no estan dispo-
nibles. Y el tipo de constructor utilizado y el
mecanismo de introducciéon de los trans-
genes fluorescentes no son de dominio
publico. Lo cual dificulta el empleo de
métodos de deteccion molecular de los
mismos y poder asi generar una vigilanciay
fiscalizacion efectiva sobre la liberacion
accidental o deliberada de estos orga-
nismos hidrobioloégicos modificados por
ingenieria genética. Por lo tanto, se reco-
mienda para esté segundo movimiento
transfronterizo de peces fluorescentes
como el pez Monjita transgénico a territorio
peruano e incluso con otras especies de
peces ornamentales y diseiar nuevos tipos
de primers especificos para la identifi-
cacion precisa de ellos; asi como obtener
sus secuencias nhucleotidicas respectivas
de los amplificados.

Nota: El presente estudio ha cumplido con las normas
éticas internacionales para la investigacion de animales
aplicando las 3 Rs de Russell y Burch (1959).
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