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Resumen

La introduccion de peces Cebra (Danio rerio) fluorescente transgénicos en el Peru data desde
mediados de la primera década del siglo XXI. A partir de ese momento, se han introducido OVM’s
hidrobiolégicos de diversos colores a territorio peruano, lograndose incluso su reproduccion en
cautiverio e hibridacion o cruzamiento. En el presente estudio se realiz6 un analisis de la
bioluminiscencia con luz UV y un analisis molecular que comprobé el flujo génico de los transgenes
GFP y RFP de los parentales a la progenie F1 en condiciones confinadas.
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Abstract

The introduction of Zebrafish (Danio rerio) fluorescent transgenic fish in Peru dates back to the mid-
first decade of the twenty-first century. From that moment, hydrobiological LMO’s of various colors
have been introduced into Peruvian territory, including their reproduction in captivity and hybridization
or crossbreeding. In the present study we performed a bioluminescence analysis with UV light and a
pertinent molecular analysis that verified the gene flow of the parental to F1 progeny in confined

conditions.
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1. Introduccién

Actualmente en el Peri, posee una Ley de
Moratoria que regula el ingreso de los
Organismos Vivos Modificados (OVM’s)
(Ley N° 29811, 2011) hasta el afio 2021. Asi
mismo, el Decreto Supremo N° 011-MINAM
(2016) senala que los organismos hidrobio-
légicos transgénicos son mercancias res-
tringidas de ingresar al Peru. Sin embargo,
existe la necesidad de implementar y estan-
darizar protocolos moleculares para la
deteccion de la presencia y flujo génico de
los transgenes de las proteinas de fluo-
rescencia en OVM’s como son los peces
Cebra (Danio rerio) transgénicos ornamen-
tales introducidos al pais y actualmente
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existentes en varios acuarios o criaderos
comerciales donde son criados y repro-
ducidos libremente en el Peri. Mundial-
mente, existe una creciente preocupacion
ante la falta de informacion generada por
una valoracion real de los efectos nega-
tivos por la introduccion, reproduccion e
hibridacion descontrolada (Flujo génico de
un organismo transgénico a un organismo
no transgénico emparentado) de éstos
peces modificados genéticamente en sus
colores corporales u otros rasgos por la
accion de transgenes de organismos
marinos invertebrados (Kusrini et al., 2016;
Mohanta et al., 2014; Ofelio et al., 2012;
Scotto, 2016).
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A principios del aito 2000 se desarrollaron
los primeros peces ornamentales transgé-
nicos fluorescentes. La técnica para la
obtencion de estos OVM consistio en la
introduccion de genes que producen
proteinas fluorescentes de colores verde
(GFP, Green Fluorescent Protein), rojo
(RFP, Red Fluorescent Protein), entre
otros. Extraidos primero de la medusa
abisal Aequorea victoria y luego de la
anémona de mar (Anemonia majano)
(Tsien, 1998). Los primeros peces transgé-
nicos producidos fueron el pez Medaka
(Oryzias latipes) y el pez Cebra (Danio
rerio) (Gong et al., 2003). En el afio 2006 se
identific6 el primer movimiento transfronte-
rizo de peces cebra fluorescentes al
territorio peruano (Scotto, 2011). Posterior-
mente, se logré su reproduccion y su
hibridaciéon en cautiverio (Scotto, 2012). Y
en el 2013, se logré la identificacion
molecular por PCR de peces Cebra que
expresaban la proteina fluorescente roja
(RFP) (Scotto, 2013). En el aino 2016, se
reporté la captura de peces Cebra fluo-
rescentes de color rojo liberados en la
cuenca del rio Amazonas en el departa-
mento de Loreto (MINAM, 2016).

Por lo mencionado, a la fecha no se ha
realizado ningun analisis de riesgos ecolo-
gicos pertinente en condiciones acuaticas
controladas con los peces cebra transgé-
nicos fluorescentes introducidos por movi-
mientos transfronterizos recurrentes al
Peru desde hace mas de una década desde
que fueron descubiertos. Y tampoco se ha
medido sus efectos en condiciones contro-
ladas a nivel laboratorial que imiten o
simulen microambientes naturales para
obtener respuestas concretas y objetivas
de si los transgenes de fluorescencia en
peces ornamentales afectaran o no a la
biodiversidad peruana en el tiempo. EI
objetivo principal de la presente investiga-
cion fue analizar su fluorescencia ante la
exposicion con luz UV de longitud de onda
corta. E identificar molecularmente el flujo
génico de los transgenes de la proteina
fluorescente roja (RFP) y de la proteina
fluorescente verde (GFP) en los peces
Cebra (Danio rerio) transgénicos de los
parentales hacia la generacion (F1). Y que
podria servir a futuro para reforzar la
bioseguridad peruana con el manejo de
éstos OVM’s en condiciones confinadas
para realizar analisis de riesgos perti-
nentes.

2. Materiales y métodos

La presente investigacion se desarroll6 en
el Laboratorio de Mejora Genética y
Reproduccion Animal de la Facultad de

Ciencias Naturales y Matematica de la
Universidad Nacional Federico Villarreal.

Reproduccion de peces Cebra fluores-
centes

Se trabajaron con seis peces Cebra repro-
ductores (Dos hembras y cuatro machos)
para cada color (Rojo y verde fluores-
centes). Se obtuvo sus crias F1, las cuales
fueron mantenidas en peceras de vidrio
independientes de 20 litros a condiciones
6ptimas controladas (25 °C y aireacion
constante) hasta la edad de tres meses de
edad.

Identificacion de la fluorescencia corporal
por la presencia de los transgenes GFP y
RFP

Se analizé la presencia (Transgénico) o
ausencia (No transgénico) de fluorescencia
corporal mediante la exposicion de cada
pez Cebra de color rojo (RFP = Red
Fluorescent Protein) y del color verde rojo
(GFP = Green Fluorescent Protein) ante la
luz ultravioleta de un transiluminador (Safe
Imager™ 2.0 Blue-Light Transilluminator,
Marca Invitrogen™, USA) a 400 nm de
longitud de onda por treinta segundos tanto
de los animales parentales como de la
progenie F1 obtenida de tres meses de
edad.

Extraccion de ADN de tejido muscular del
pez Cebra

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando
el Kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
USA) y para lo cual se extrajo parte del
musculo dorsal del pez con la ayuda de un
escarpelo (Marca Rottman Stainless Steel,
No. 3) con una hoja de bisturi (Marca
Rottman Stainless Steel), aproximadamente
100 mg a 200 mg de tejido muscular
colectado fue colocado en un tubo
ependorff de 1,5 ml estéril para ser
procesado con el kit de extraccion de ADN
(Qiagen, USA). Las muestras fueron
corridas en un gel de agarosa al 1% para
observar la calidad del ADN extraido y
luego se cuantific6 con un espectro-
fotometro UV (NanoPhotometer NP8O,
Marca Implen, Alemania) para obtener
concentraciones de 90 a 170 ng/pl. Cada
muestra fue diluida a una concentracion de
20ng/ul para las pruebas moleculares de
amplificacion con PCR en un termociclador
punto final (SimpliAmp™ Thermal Cycler,
Marca Applied Biosystems™, USA).

Analisis molecular por PCR mediante la
amplificacion de los primers de GPF y RFP
en peces Cebra

Para la amplificacion se trabajo con una
concentracion de 40 ng/pl de cada mues-
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tra, 1ym para los primers, 2 ym de MgClz,
2,5 de dNTPs y 0,05 p/ul del Kit comercial
Taq HotStar (Qiagen, USA). Las condi-
ciones de ciclaje para el PCR punto final
fueron: Activacion inicial de 15 min a 95 °C,
35 ciclosde 1 mina 94 °C,1 mina 64 °Cy
seguido por una extension final de 10
minutos a 72 °C. El producto amplificado
fue analizado en una fuente de poder con
camara electroforética (PowerPac™ Basic
Power Supply, Marca Bio-Rad, USA) en
geles de agarosa al 1,5%. Se utilizd un
marcador comercial de peso molecular de
100 pb (Fermentas, USA).

Para determinar la presencia del transgen
RFP (505 pb) se sintetizaron cebadores o
primers especificos comerciales reporta-
dos por la literatura cientifica de la marca
Invitrogen (Thermo Scientifica, USA) vy
cuyas secuencias fueron (Figura 3):
5’-ACAACACCGTGAAGCTGAAGGTGACCAAG-3’
y 5’
GGTGTAGTCCTCGTTGTGGGAGGTGATGTC-3'.
Para determinar la presencia del transgen
GFP (570 pb) se sintetizaron primers

especificos cuyas secuencias fueron
(Figura 4):

5’-TCGAGCTGGACGGCGACGT-3’ y 5-
GGTGCTCAGGTAGTGGTTGTC-3’ (Rehbein y

Bogerd, 2007; Bielikova et al., 2012).

3. Resultados y discusion

Se logré identificar la fluorescencia corpo-
ral por luz ultravioleta tanto en los
parentales de los peces Cebra transgé-
nicos como de las crias F1 de la linea roja y
verde por la presencia de los transgenes
de la proteina fluorescente roja (RFP) y de
la proteina fluorescente verde (GFP)
demostrandose que la fluorescencia se
mantiene a través de la reproduccion
evidenciandose un flujo génico de los
transgenes GFP y RFP (Figuras 1y 2).

Figura 1. Identificacion de la bioluminiscencia con luz
natural del transgen de la proteina fluorescente verde
(GFP) y de la proteina fluorescente roja (RFP) en peces
Cebra transgénicos (P = Parental, F1 = Cria).

En la Figura 3 se evidencié a nivel mole-
cular por analisis electroforético de los
amplificados por PCR de la presencia del
transgen de la proteina fluorescente roja
(RFP) tanto en el pez Parental como de las
dos crias F1 pues amplificaron una banda

de aproximadamente 505 pb. En la Figura 4
se evidencio a nivel molecular por analisis
electroforético de los amplificados por PCR
de la presencia del transgen de la proteina
fluorescente verde (GFP) tanto en el pez
Parental como de las dos crias F1 pues
amplificaron una banda de aproximada-
mente 570 pb.

Figura 2. Identificacion de la fluorescencia con luz UV
del transgen de la proteina fluorescente verde (GFP) y
de proteina fluorescente roja (RFP) en peces Cebra
transgénicos (A = Pez Cebra Fluorescente Verde, B =
Pez Cebra Fluorescente Rojo).

. — 100

e
Figura 3. Analisis molecular de peces fluorescente con

el transgen RFP: Carril 1 = Parental; Carriles 2 y 3 =
Crias F1; M = Marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 4. Analisis molecular de peces fluorescente con
el transgen GFP: Carril 1 = Parental; Carriles 2y 3 =
Crias F1; M = Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Comprobandose de que dichos transgenes
fueron pasados a la siguiente generacion
F1 mediante la reproduccion de los paren-
tales. Concordando con los resultados de
la identificacion de la fluorescencia corpo-
ral con el ensayo con luz UV (Figuras 1y 2).
Este analisis preliminar podria dar res-
puesta a los posibles peligros para el Peru
y evaluar los potenciales efectos negativos
o no de los transgenes heredados en el
tiempo mediante el flujo génico por repro-
duccioén de los peces cebras transgénicos
rojos y los peces cebra transgénicos
verdes previamente identificados por
bioluminiscencia y molecularmente. Y de
esta manera, tratar de dar respuestas con
validez cientifica. Si en verdad se atentaria
negativamente contra la biodiversidad por
el potencial riesgo del flujo genético por la
liberacion no controlada de éstas lineas de
peces transgénicos.

Varios investigadores (Grooves y Burdon,
1986; Crossin et al.,, 2015; Devlin et al.,
2013) han tratado de realizar un mode-
lamiento teérico para predecir los efectos
negativos del flujo génico de un OVM
hidrobiolégico en el tiempo. Se sabe, que si
un pequefo niumero de peces modificados
genéticamente se escaparan y aparearan
con miembros de su especie silvestre
emparentado en libertad. El transgen (Gen
troyano) aumentara las posibilidades de
éxito en el apareamiento, pero se reducira
la viabilidad de la descendencia trans-
génica. Con el tiempo, las poblaciones
silvestres de peces podrian llegar a extin-
guirse o podrian dispersarse y persistir en
el tiempo como una poblacién nueva
hibrida. Los animales transgénicos podrian
competir por comida o por nichos ecol6-
gicos y podrian alterar los equilibrios
dentro de la cadena alimenticia (Muir y
Howard, 2002; Moreau et al., 2014). Para
éste caso, los peces Cebra son introdu-
cidos del sudeste asiatico y no tienen
parientes nativos. Pero otros OVM’'s
hidrobiolégicos como son el pez Monjita
(Gymnocorymbus ternetzi) o el Pez Escalar
(Pterophyllum scalare) que son peces
nativos sudamericanos y poseen actual-
mente su version transgénica con diferen-
tes colores y estan empezando a ser
introducidos al territorio peruano como
animal ornamental (Scotto, 2018).

Se recomienda que a nivel de manejo se
puede mitigar implementado barreras o
sistema de mallas en el sistema de drenaje
o desagie que impidan algun escape
accidental de peces pequefo o alevines. Y
capacitar al personal que trabaja con ellos
y prohibiendo el acceso a personal ajeno
no autorizado a las instalaciones donde se

cultivan. A nivel fisico se puede ubicar el
laboratorio fuera o lejos de los ambientes
acuaticos cercanos en caso de un posible
escape intencional o accidental.

4. Conclusiones

Se identifico la fluorescencia corporal por
luz ultravioleta en los peces Cebra adultos
reproductores transgénicos y de su proge-
nie F1 de la linea roja y verde en peces
Cebra (Danio rerio) introducidos en el
territorio peruano. Asimismo, se eviden-ci6
por analisis molecular la presencia de los
transgenes de la proteina fluorescente roja
(RFP) y de la proteina fluorescente verde
(GFP) en los parentales y sus crias F1 de
cada una de las lineas de peces Cebra
respectivamente. Comprobandose que
existe flujo génico de los transgenes GFP y
RFP al evidenciarse su herencia genético
molecular hacia los individuos F1 de cada
linea de pez Cebra analizada.

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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