DOI: 10.2436/20.1501.02.96 Organismes modificats genéticament
(Josep M. Casacuberta, ed.)

Treballs de la SCB. Vol. 61 (2010) 105-119

PEIXOS TRANSGENICS

Rosa MaRrfa CEINOS T JOSEP ROTLLANT
Instituto de Investigaciones Marinas, Consell Superior d’Investigacions Cientifiques, Vigo

Adreca per a la correspondencia: Josep Rotllant. Departamento de Acuicultura
y Biotecnologia, Instituto de Investigaciones Marinas (IIM-CSIC).
C. d’Eduardo Cabello, 6. 36208 Vigo. Adreca electronica: rotllant@iim.csic.es.

RESUM

La generacié d’organismes modificats geneticament (OMG) ha representat un avang
tecnologic molt important en totes les arees de recerca biologica. Aixi, la producci6 d’ani-
mals transgenics ha estat una eina molt valuosa per a l'establiment d’organismes model
en recerca biomedica, la produccié massiva de macromolécules biologicament actives i el
desenvolupament de cultius d’aliments, entre d’altres. Malgrat que tradicionalment els
mamifers han estat els vertebrats més emprats per a la generacié d’animals transgenics,
els peixos constitueixen una alternativa excellent. Comparats amb els mamifers, els pei-
xo0s presenten tot un conjunt de caracteristiques, tant evolutives com fisiologiques, i tam-
bé una serie d’interessos comercials i tecnologics, que estan fent d’aquests organismes els
animals amb més potencial en els diferents camps d’aplicacié de la tecnologia de manipu-
laci6 genetica.

En aquesta revisio, a més de presentar els darrers avengos tecnologics disponibles per a
la generacio de peixos transgenics, es repassen les diferents aplicacions de la transferencia
genica en peixos, i també els beneficis i els possibles riscos derivats d’aquest ts.

Paraules clau: peix, transgenesi, vector, tecniques de transferencia genica, aqiiicultura,
biofactoria, riscos, salut humana, ecosistemes naturals.

TRANSGENIC FISH

SUMMARY

The generation of genetically modified organisms (GMOs) has provided an important
technological advance to many areas of biological research. The production of these
GMOs has been a valuable tool for the establishment of model organisms for biomedical
research and the commercial production of biologically active macromolecules and food,
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amongst others. Traditionally, mammals have been used as the model organisms however
in recent years the production of transgenic fish has provided an excellent alternative.
Compared with mammals, fish presents some ideal physiological characteristics and
evolutionary features, which together with recent technological advances and commercial
interests, make fish an ideal candidate for genetic manipulation. This paper provides a
brief summary of the most recent relevant data in this field.

Key words: fish, transgenesis, vector, gene transfer technology, aquaculture, biofactory,

risks, human health, natural ecosystems.

INTRODUCCIO

Pocs avangos tecnologics en ciencies bio-
logiques han obert tantes qiiestions i possi-
bilitats com les que ha obert l'aplicacié de
les técniques de transgenesi. La capacitat
de canviar selectivament la composicié ge-
nética d'un organisme multicellular té im-
plicacio en totes les arees de recerca biolo-
gica. La produccié d’animals transgenics
ha representat una eina important per po-
der entendre la funcié i regulacié genica
durant el desenvolupament embrionari de
moltes especies, per a la produccié massiva
de productes genics d'interes divers i per a
la millora o la produccié de noves varietats
d’organismes amb unes determinades ca-
racteristiques desitjades. Els primers ex-
periments d’aplicacié de tecniques de
transferéncia genica en animals es van ini-
ciar els anys vuitanta, amb la creacid del
primer animal transgenic, un ratoli (Gor-
don et al, 1980). A partir d’aquest pri-
mer model, s’han aconseguit generar altres
animals transgénics com rates, porcs, va-
ques, ovelles, cabres, conills i peixos, entre
d’altres.

Hi ha tres raons que fan dels peixos uns
excellents candidats per crear organismes
transgenics o organismes modificats gene-
ticament (OMG). La primera és que els pei-
x0s son el grup de vertebrats més nombros
i amb més diversitat, i per tant constituei-
xen un sistema molt valués per a l'estudi
in vivo de diferents processos biologics en

vertebrats. La segona rad és que els proces-
sos classics de seleccié genética en peixos
per optimitzar i millorar diferents factors
d’interes en agqiiicultura, com per exemple
el creixement, son processos molt lents. En
contraposicio, l'aplicacié de la transgenesi
en peixos té el potencial de millorar i opti-
mitzar aquests diferents factors genetics en
tan sols una generacid. I finalment, la ter-
cera rad son les caracteristiques fisiologi-
ques mateixes del peixos: son animals molt
prolifics, la fecundacio és externa i els em-
brions son facilment manejables, cosa que
fa que l'aplicacio de tecniques de manipu-
lacié genetica sigui molt més senzilla de fer
que en vertebrats terrestres. Addicional-
ment, en aquests darrers anys s’han desen-
volupat tot un conjunt d’eines biotecnolo-
giques que ens faciliten enormement la
generacié de peixos modificats genetica-
ment.

Els primers experiments de transgenesi
en peixos es van iniciar a mitjan decada
dels vuitanta (Zhu et al., 1985). D’enca d’a-
quells primers experiments, la creaci6 i uti-
litzacié de peixos transgenics ha augmen-
tat significativament tant pel que fa a la
recerca basica com aplicada, i han passat a
ser en alguns casos organismes model
d’ampli Gs en investigacio.

En aquesta revisio es presenten els dar-
rers avengos tecnologics disponibles per a
la generacio de peixos transgenics, i també
els beneficis, aplicacions i dubtes que re-
presenten.
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GENERAQIC) DE PEIXOS
TRANSGENICS

Igual que en altres espécies, en els peixos
la modificaci6 genética inclou principal-
ment dos tipus d’experiments: la sobreex-
pressié genica i la inhibicié genica. En el
primer cas s’introdueix una informacié
genetica addicional de manera estable al
genoma de l'animal. Aquesta nova infor-
maci6 o DNA fora pot ser de la mateixa
espécie que l'organisme receptor o d’altres
especies. En el segon cas s’elimina de ma-
nera especifica i estable una informacié ge-
netica del genoma de I'animal.

La modificacié genetica presenta tres
components indissociables i necessaris: el
primer, un gen d’interés del qual s’espera
que la modificacié l'acompanyi un efecte
fenotipic en I'individu; el segon el constitu-
eix I'organisme diana, sobre el qual es fara
la modificaci, i el tercer, el vector i les tec-
niques de transferencia. Entenem com a
vector el vehicle que transporta el material
genetic i que en permet la introduccid i
integracié en l'organisme diana en el cas
d’experiments de sobreexpressié genica.
També s’anomenen vectors els vehicles que
transporten les eines necessaries per a l'al-
teracié6 d'una zona especifica del genoma
de I'animal en el cas d’experiments d’inhi-
bicié genica. I s'anomenen técniques d’ex-
pressié genica els sistemes utilitzats per a la
introduccié del vector d’expressié genica a
lI'interior de la cellula.

DISSENY DE VECTORS _
D’EXPRESSIO TRANSGENICA

Els vectors, com hem mencionat ante-
riorment, son els sistemes de construccio
genica que s'utilitzen en el procés d’inte-
gracié d’'un gen exogen en el genoma de
l'organisme diana. El disseny de vectors
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genics és molt variat, i dependra basica-
ment del tipus de gen que cal introduir i
de la finalitat d’aquesta integracié. En ter-
mes generals aquests vectors es divideixen
en dos grans grups, els anomenats vectors
virics i el no virics.

Per a la generacié de peixos transgenics
els sistemes d’expressi6 més emprats han
estat els vectors no virics, i en destaquen
els vectors plasmidics com els d’tis més ha-
bitual. Entre aquests cal destacar els se-
glients:

Sistema transposoé-transposasa

Els transposons son seqiiencies de DNA
que es poden moure lliurement dins el ge-
noma d’un organisme. Aquests fragments
de DNA es mouen gracies a un mecanis-
me de tallar i enganxar. Les eines d’inte-
gracid dels elements de DNA transposable
consisteixen en un element que codifica
una transposasa que facilita l'escissio i
reinserci6 de DNA a partir d’interaccions
amb elements terminals cis del transposo i
les seqiiencies en el lloc d'integracid. Aixi,
basant-se en aquestes caracteristiques, els
transposons tenen molta utilitat per a la
generacié de transgénesi i mutagenesi in-
sercional. El sistema necessita un plasmidi
amb el gen de la transposasa, el qual s'uti-
litzara per a la sintesi in vitro de mRNA de
transposasa i un plasmidi amb el gen que
cal inserir envoltat per dues repeticions
terminals invertides (tir) del transposo. Ca-
da una de les tir presenta diferents llocs
d’interaccié amb la transposasa. LmRNA
de la transposasa i el plasmidi amb 'insert
escollit es coinjecten a embrions en un esta-
di d’una a dues cellules. La transposasa ta-
llara enzimaticament les regions tir del
plasmidi i a continuacié integrara les regi-
ons tir més l'insert que volem en els nous
llocs del genoma. Posteriorment, en aca-
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bar-se la transposasa, la integracié de I'in-
sert escollit entre les seqiiéncies fir sera es-
table.

En peixos els sistemes de transposicié
més usats son el TOL2 (Kawakami, 2007) i
I'Sleeping Beauty SB (Ivics et al., 1997).
Dels diferents sistemes usats actualment
per generar peixos transgenics, aquest és el
que presenta el grau d’eficiencia més alt,
amb un 50 %.

Sistema meganucleasa I-Scel

El sistema meganucleasa I-Scel és un al-
tre tipus de tecnologia recentment desen-
volupada per generar transgenesi en pei-
xos. Es basa en la utilitzacié d'un enzim
meganucleasa, la I-Scel, que talla la se-
qiiencia de DNA en llocs especifics (Mon-
teilhet et al., 1999).

Semblant al sistema transposé-transpo-
sasa, el sistema meganucleasa I-Scel neces-
sita un plasmidi amb el gen de la meganu-
cleasa I-Scel, el qual s'utilitzara per a la
sintesi in vitro de mRNA de meganucleasa
I-Scel i un plasmidi amb el gen que cal in-
serir flanquejat per dues seqiiencies especi-
fiques de reconeixement per a la meganu-
cleasa I-Scel. LmRNA de la meganucleasa
I-Scel i el plasmidi amb l'insert escollit es
coinjecten a embrions en un estadi d'una a
dues cellules.

El mecanisme de funcionament d’aques-
ta nova técnica de transgenesi encara no és
del tot clar. Una hipotesi és que la unid
continuada de la meganucleasa I-Scel a les
seqiiencies especifiques de reconeixement
que hi ha per a aquest enzim en els ex-
trems de l'insert escollit impedeix la forma-
cié de concatamers o la degradacié de mo-
nomers lineals, els quals normalment
inhibeixen la integraci6 del DNA fora
(Thermes et al., 2002; Ogino et al., 2006). El
grau d’eficiencia d’integracié del DNA fora

en el genoma diana de diferents especies
de peixos amb aquest sistema €s aproxima-
dament del 30 % (Thermes et al, 2002).

TF;CNIQUES DE TRANSFERENCIA
GENICA EN PEIXOS

Les tecniques de transferéncia genica
son els sistemes utilitzats per a la introduc-
ci6 dels vectors d’expressio genica a l'inte-
rior de la cellula. Els métodes més usats en
peixos sén la microinjeccié d’embrionsil’e-
lectroporaci6 i lipofeccié de gametes i testi-
cles.

Microinjeccié d’embrions

La microinjeccid va ser la primera tecni-
ca de transferencia genica utilitzada en pei-
x0s (Zhu et al., 1985) i actualment encara
continua sent el metode més emprat en la
generacio de peixos transgenics. La mi-
croinjeccid és un simple procés mecanic en
el qual una agulla molt fina penetra la
membrana cellular per alliberar el seu con-
tingut. Aquest procés es fa utilitzant un
microscopi optic i mitjancant un microma-
nipulador. En peixos, la microinjeccio de
vectors d’expressié genica per a l'obtencié
d’animals transgenics es fa a I'espai perivi-
telli d’embrions fertilitzats d’'una a dues cel-
lules (Westerfiled et al., 2007). La tecnica de
microinjeccid és una técnica laboriosa i len-
ta i pot produir importants mortalitats als
embrions injectats, i per aixo ha calgut el
desenvolupament de tecniques alternatives
com l'electroporacié (Powers et al., 1990) i
la lipofeccid (Chen et al., 1990), encara que
aquestes tecniques en peixos s’han usat
majoritariament per a l'expressié transito-
ria de gens exogens i no per generar ani-
mals transgenics estables. Una aplicaci¢ al-
ternativa interessant de les tecniques
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d’electroporaci6 i lipofeccié en peixos ha
estat la transferencia genica en gametes i
testicles (Lu et al., 2002), en qué s’intenta
minimitzar la manipulacié d’embrions i in-
crementar la produccié del nombre d’ani-
mals transgenics.

Transferéncia génica en gametes (sperm-
mediated gene transfer, SMGT) i testicles
(testis-mediated gene transfer, TMGT)

Aquestes tecniques de transferencia es
basen en la introduccié del DNA transge-
nic als espermatozoides, els quals seran
usats posteriorment per fertilitzar artifici-
alment els ovuls. D’aquesta manera, s’obte-
nen embrions que son portadors del DNA
fora inicialment introduit als espermato-
zoides. La introduccié de la construccid
d’expressio als espermatozoides es fa mit-
jancant l'aplicacié de dues técniques, que
son l'electroporacio o electropermeabilitza-
cid, la qual utilitza l'aplicacié d'un camp
electric extern per incrementar la permea-
bilitzacié de la membrana cellular, i la lipo-
feccid o encapsulacié del DNA transgenic
en una membrana fosfolipidica que es fusi-
onara amb la membrana cellular.

El gran avantatge d’aquests metodes so-
bre el metode de microinjeccié és que no
cal manipular els embrions, i la indepen-
dencia pel que fa a l'equipament de cost
econoOmic elevat, com la utilitzacié dels mi-
croscopis i dels micromanipuladors neces-
saris en la microinjeccié. Aquestes tecni-
ques s’han aplicat amb exit en la generacio
de transgenesi en espécies de peixos d’in-
teres en aqiiicultura com el sard daurat
(Sparus sarba) (Lu et al., 2002).
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INHIBICIO GENICA ESPECIFICA
EN PEIXOS

La generacio d’'OMG mitjancant la inhi-
bici6 genica especifica €s una eina molt 1til
per a l'estudi de la funci6 geénica, la carac-
teritzacié de malalties i la produccié d’or-
ganismes d’alt interés economic. Fins fa re-
lativament poc temps, la generaciéo d’'OMG
mitjangant la inhibicié genica especifica
s’havia aconseguit per técniques de recom-
binacié homologa en céllules mare embrio-
naries o clonatge mitjangant transferencia
nuclear, i només s’havia pogut dur a terme
en un nombre limitat d’especies en que
I'obtencié de cellules mare embrionaries i
I'tis de determinades técniques de clonatge
ja estaven disponibles.

Recentment, gracies al desenvolupament
de noves tecnologies, com el disseny d’oli-
gonucleotids morpholino antisentit, 1'tis de
dits de zinc-nucleases (ZFN) i la caracterit-
zaci6 i disseny de RNA d’interferencia,
s’ha aconseguit la generacié d’organismes
amb delecions géniques especifiques en es-
pecies en que no hi havia aillades cellules
mare embrionaries i en que no estaven dis-
ponibles determinades tecniques de clonat-
ge. Aquest és el cas de diferents especies
de peixos.

Teécniques d’inhibicié transitoria
o reversible (genominvament)

Oligonucleotids morpholino antisentit
(MOS). L'as de morpholinos és un mecanis-
me d’inhibici6 posttranscripcional de gens
especifics (Heasman, 2002). Els morpholino
phosphorodiamidate oligonucleotides antisen-
tit, coneguts com a morpholinos, séon mole-
cules sintétiques resultants del redisseny
de molecules de RNA natural, en les quals
s’ha substituit la ribosa per una morpholina.
La seva longitud sol ser de 21-25 nucleo-
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tids. Els morpholinos inhibeixen l'expressid
dels gens diana unint-se a I'RNA missatger
(mRNA) complementari. La formacié del
complex morpholino-mRNA inhibeix la tra-
duccié a proteina (Summerton, 1990) o la
reacci6 de maduracié de la molecula de
mRNA mateixa, també anomenada reaccié
de tall i unié (Draper et al., 2001). La inhibi-
cid especifica d'un procés o l'altre depen-
dra exclusivament del disseny de I'oligo-
nucleotid. A diferencia de 1'ds de RNA
d’interferencia, els morpholinos no degra-
den la molecula de mRNA, siné que en
bloquegen estéricament el processament.
En peixos, son ampliament utilitzats per
inhibir transitoriament l'expressié d'un
gen determinat (Bill et al., 2009).

RNA d’interferéncia. La ribointerferencia
o RNA d’interferéncia és un altre mecanis-
me d’inhibici6é posttranscripcional (Hamil-
ton ef al., 1999). Aquesta inhibicié especifi-
ca és portada a terme per molecules de
RNA que, sent complementaries a un de-
terminat RNA missatger (mRNA), condu-
eixen a la degradacid o alteracié del seu
processament. Els RNA d’interferencia po-
den ser principalment de dos tipus dife-
rents, siRNA i miRNA (Ghildiyal et al.,
2009). Els siRNA (small interfering RNA)
son molecules de RNA de cadena doble
(dsRNA) de 20-21 nucleotids que s’ori-
ginen a partir d'un RNA més llarg. L'enzim
responsable de la formacié de molecules
de siRNA a partir d'un dsRNA més gran és
I'enzim Dicer. Dicer és un enzim citoplas-
matic de la familia RN Aasa III, que proces-
sa el dsRNA en fragments de RNA de do-
ble cadena amb extrems 5 fosfat i dos
nucleotids lliures amb un extrem hidroxil
(—<OH) en 3'. Els siRNA inhibeixen l'expres-
si6 dels gens diana tallant RNA missatger
(mRNA) complementari, per mitja de la
interacci6 de la cadena antisentit del
siRNA amb el complex RISC (RNA-induced
silencing complex). Els dos trossos de

I'mRNA sén degradats posteriorment, i ai-
x0 finalment es tradueix en la inhibici6 de
I'expressio del gen diana. Addicionalment
els siRNA també poden provocar la modi-
ficaci6 conformacional del DNA.

Els miRNA (microRNA) sén molecules
de RNA de cadena tinica (ssRNA) d’una
longitud de 21-25 nucleotids. Els miRNA
d’animals no presenten una complementa-
rietat exacta amb la regié 3" UTR, i general-
ment inhibeixen la traducci6 de I'mRNA
diana. El sistema de geénesi és similar al
dels siRNA, en qué intervenen l'enzim Di-
cer i el complex RISC. Addicionalment cal
comentar que hi ha un tercer grup de RNA
d’interferencia, els anomenats piRNA
(Piwi-interacting RNA) (Seto et al.,, 2007).
Igual que els microRNA, s6n molecules de
RNA de cadena tnica (ssRNA), i se sinte-
titzen a partir de precursors de cadena tini-
ca mitjancant un procés diferent de 1'usat
per als miRNA i els siRNA. S’han identifi-
cat desenes de milers de piRNA, i avui dia
se sap que la seva interaccié amb unes pro-
teines anomenades Piwi té un paper clau
en el desenvolupament de les cellules germi-
nals (Klattenhoff, et al., 2008).

Técniques d’inhibicié permanent o
irreversible (genoanullacio)

Dits de zinc-nucleases (zinc-finger nuclea-
ses, ZFN). Els dits de zinc-nucleases son en-
zims de restriccio artificials creats mitjan-
¢ant la uni6é d’una proteina de dit de zinc,
que son proteines que uneixen DNA amb
una proteina nucleasa, que tenen la capaci-
tat de tallar el DNA. El resultat és una pro-
teina artificial que té la capacitat d’unir-se
especificament a una seqiiencia de DNA i
tallar-la. El principal avantatge d’aquest
metode és la possibilitat d’introduir dele-
cions geniques a la linia germinal, fet que
es tradueix en la creacié d’animals genoa-
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nullats per a un gen especific (Rémy et al.,
2009). Letapa limitant de 1'ts de dits de
zinc-nucleases és el disseny de dominis
de dits de zinc especifics d'unid a seqiien-
cies concretes de DNA del gen diana. Actu-
alment hi ha disponibles dues plataformes
per dissenyar dits de zinc especifics per a
una determinada seqiiencia: una platafor-
ma privada creada per Sangamo Bioscien-
ces (http://[www.compozrzfn.com), i una pla-
taforma publica, i per tant d’accés obert,
creada pel Zinc Finger Consortium (http://
addgene.org/zfc,  http://www.zincfingers.org/
software.tools.htm). El sistema funciona de
la manera segiient: injectem I'mRNA de la
ZFN especifica a I'embrid de peix en un es-
tadi de desenvolupament d'una o dues cel-
lules, 'mRNA es traduira a proteina i
aquesta s'unira al DNA del gen diana i hi
provocara un tall. La induccié d’aquest tall
a la doble cadena de DNA activara el siste-
ma de reparacio cellular, que reparara
aquest tall d’'una manera imprecisa, de ma-
nera que introduira mutacions en el gen
diana o seleccionat. D’aquesta manera ob-
tindrem peixos mosaic per a una determi-
nada mutacié en un gen especific (Ekker,
2008).

APLICABILITAT .
DE LA TRANSFERENCIA GENICA
EN PEIXOS

La utilitzacié de peixos transgenics té un
ampli ventall d’aplicacions, entre les quals
cal destacar la seva importancia en el camp
de la investigaci6 basica, concretament en
disciplines com la biologia del desenvolu-
pament, en que els organismes model, com
el peix zebra (Danio rerio) (Westerfield et
al., 2007) o el medaka o peix d’arrosar japo-
nes (Oryzias latipes) (Wittbrodt et al., 2002)
tenen un paper rellevant. Els processos de
transferencia d’eines biotecnologiques han

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 105-119

PEIXOS TRANSGENICS 111

permés que els peixos transgenics s utilit-
zin com a biofactories per a la sintesi de
substancies d’aplicacié farmaceutica, o en
aqiiicultura, per modificar o introduir dife-
rents caracteristiques en una determinada
especie amb la finalitat d’optimitzar-ne el
cultiu intensiu. Aixi, malgrat que la pro-
duccié de peixos transgenics no és un
procés complicat, la seva transferencia a
escala industrial planteja nombroses incog-
nites. La majoria sén degudes principal-
ment al desconeixement que tenim de la
possible interacci6 entre aquest tipus d’ani-
mals, el medi natural i la salut humana.

Investigacio

La transgenesi €s una de les eines biotec-
nologiques més utilitzades per a la carac-
teritzacié funcional d'un gen. Modulant
I'expressio geénica mitjangant tecniques de
sobreexpressio o inhibicid es pot caracterit-
zar la funcid, la regulacio, l'estructura geni-
ca i la implicacié d’'un gen en determinats
processos fisiologics. Dels diferents orga-
nismes model utilitzats en investigaci6 ba-
sica, un dels més prometedors i com més
va més utilitzat és el peix zebra (Danio re-
rio) (Westerfield et al., 2007).

El peix zebra és un excellent organisme
model en lestudi del desenvolupament
embrionari dels vertebrats, en estudis ge-
netics i en fisiologia. Actualment esta subs-
tituint altres organismes model de verte-
brats, com els ratolins i les rates, a causa
del rebuig social que comporta usar-los en
experimentacié. Avui dia hi ha una base de
dades disponible amb informaci6 genetica,
genomica i del desenvolupament del peix
zebra anomenada ZFIN (Zebrafish Infor-
mation Network). Recentment, a Espanya
s’ha creat una plataforma tecnologica per
a la difusi6 de I'is d’aquesta especie com a
organisme model anomenada DARENET
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(www.darenet.es). L'estudi del desenvolupa-
ment del peix zebra proporciona diversos
avantatges enfront d’altres organismes mo-
del. Tot i que el temps de generaci6é del
peix zebra és comparable al del ratoli, els
embrions de peix zebra es desenvolupen
rapidament, i passen d'ous a larves en
menys de tres dies. Addicionalment, els
embrions sén grans, robustos i transpa-
rents i es desenvolupen externament a
la mare, caracteristiques que en faciliten la
manipulacié experimental i l'observacio.
Un dels grans avantatges d’aquest organis-
me és la seva alta homologia genetica amb
altres especies de vertebrats com l'especie
humana, cosa que n’ha propiciat 'tis com a
model per a l'estudi de malalties humanes
d’origen genetic. Cal destacar també les
grans possibilitats que ofereix aquest mo-
del per a l'aplicacié de noves tecnologies
«Omiques» com la genomica, la proteomica
o la metabolomica.

Biofactories

La sintesi quimica de proteines amb acti-
vitat biologica per part de la industria far-
maceutica és una activitat costosa i amb
limitacions tecnologiques importants a
I'hora d’obtenir grans quantitats. Una al-
ternativa viable és 1'ts d’animals, per la
produccié controlada. Aixi, generalment
la sintesi d’aquestes macromolecules es fa
en determinat teixits de I'animal hoste, que
finalment allibera el producte en determi-
nats liquids biologics com la llet, la sang o
el liquid seminal. Aquest sistema facilita la
recollida del producte sintetitzat (Ebert et
al., 1991; Paleyanda et al., 1997; Cott et al.,
2001). Malgrat que aquest sistema funciona
molt bé en la majoria de casos, planteja al-
gunes limitacions o problemes. La majoria
de liquids biologics contenen enzims litics
que poden hidrolitzar les proteines hetero-

logues de nova produccio, tret que siguin
altament resistents a la degradacid. Addici-
onalment, els animals utilitzats sén nor-
malment grans mamifers, com vaques,
ovelles o cabres, que requereixen grans ins-
tallacions i que, per tant, tenen un cost
molt elevat de manteniment. També cal te-
nir en compte que algunes malalties prio-
niques i viriques sén transferibles des d’es-
pecies de mamifers no humans a l'especie
humana i que, per tant, pot ser possible
que la produccié d’'una proteina recombi-
nant en mamifers pugui actuar com a vec-
tor de transmissié d’aquest tipus de ma-
lalties.

Per tant, 1'as de peixos transgenics per a
la produccié d’aquest tipus de macromole-
cules amb interes terapéutic o industrial és
una bona alternativa. Actualment, la utilit-
zaci6 de peixos transgenics com a biofacto-
ries esta en fase experimental. Els treballs
que s’han fet fins ara han estat experiments
a petita escala per assajar la viabilitat de
certes aplicacions. Aixi, s’ha descrit la pro-
duccid del factor vir de coagulacié huma
(hFVII) en el peix zebra, el peix gat i la tila-
pia (Hwang et al., 2004). Aquesta proteina
s'usa per al tractament de I'hemofilia. Una
altra proteina en estudi per produir-la mit-
jancant peixos transgénics és la insulina
humana. S’ha descrit la generacié de tilapi-
es transgeniques que produeixen insulina
humana en els seus corpuscles de Brock-
man per al tractament de diabetis en ma-
mifers (Alexander ef al., 2006).

Aqiiicultura

En l'ambit de l'aqiiicultura, les aporta-
cions que ofereix la transgenesi estan re-
lacionades amb la millora de diferents ca-
racters d’interés economic i productiu,
objectius que no varien dels buscats mit-
jangant la millora genetica tradicional. La
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majoria de treballs en aquest camp s’han
centrat a millorar les taxes de creixement
de diferents espécies, majoritariament de
salmonids. Aix0 s’ha aconseguit mitjangant
la integracié de copies addicionals del gen
que codifica 'hormona de creixement o
GH. Aixi, els primers peixos transgenics
per a ’hormona del creixement van ser ge-
nerats mitjangant la utilitzacié de construc-
cions geniques constituides per promotors
virics i el gen de I'hormona de creixement
procedent de mamifers. Els resultats obtin-
guts en aquests primers experiments no
van ser gaire prometedors (Zang ef al.,
1990), i no va ser fins més tard, amb la in-
troduccié de seqiiencies propies de peixos,
quan es va observar que els peixos transge-
nics per a I'hormona del creixement pre-
sentaven taxes de creixement de dues a on-
ze vegades superiors a les registrades en
els seus homolegs no transgenics (Du et al.,
1992; Devlin et al., 1994). Pero a més dels
salmonids, també s’han generat peixos
transgenics per a '’hormona del creixement
en altres espeécies. Aixi, s’han creat tilapies
(Orochromis niloticus) transgeniques per a
aquesta hormona que creixen tres vegades
més que els seus homolegs respectius no
transgenics (Rahman ef al., 1998), o el moll
japones (Misgurnus mizolepis), en que s’ha
observat que els animals transgenics creixi-
en vora cinc vegades més (Kwon-Nam et
al., 2001).

Altres esforcos s’han centrat a millorar
l'eficiéncia de conversid energetica, la resis-
tencia a malalties o bé a suportar condici-
ons ambiental adverses com les baixes
temperatures.

Com és ben sabut, tota activitat industri-
al destinada al cultiu intensiu d’animals ha
de fer front a malalties i a condicions ambi-
entals adverses que poden posar en perill
la produccio. Per tant, per a la industria
piscicola és tan important optimitzar el
creixement com assegurar la supervivencia

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 105-119

PEIXOS TRANSGENICS 113

dels animals cultivats. En aquest camp,
hem de fer ressaltar el desenvolupament
de vacunes de DNA. Encara que el fet de
vacunar un individu no constitueix un pro-
cés de transgenia, si que ho és el procés de
sintesi de la vacuna. Les vacunes de DNA
viric sén plasmidis bacterians constituits
basicament per un promotor viric i el gen
d’interes. Aquests plasmidis sintetitzats en
bacteris son purificats i injectats intramus-
cularment en els peixos per activar la pro-
ducci6 especifica d'una proteina (gen d’in-
teres) in vivo i induir posteriorment la
produccid especifica d’anticossos per part
de l'animal. Un exemple d’aquesta aplica-
ci6 és la immunitzacié del salmé de l'atlan-
tic (Salmo salar) contra el virus causant de
la necrosi hematopoetica infecciosa (IHN)
(Traxlet et al., 1999). Exemples directes de
l'aplicacié de transgenesi a la millora de la
resistencia a patogens bacterians sén la so-
breexpressié de certes proteines antibac-
terianes d’ampli espectre com el lisozim i
les cecropines (Hew et al., 2001; Sarmasik
et al., 2002). En el primer cas, es van crear
salmons transgenics que sobreexpressaven
el lisozim de truita (Hew et al., 2001). Sor-
prenentment, avui dia els resultats d’a-
quests experiments encara no han estat pu-
blicats. Tanmateix, s’ha demostrat que
peixos zebra (Danio rerio) que sobreexpres-
saven aquest mateix gen si que presenta-
ven més resisténcia enfront a diferents
malalties bacterianes (Yazawa et al., 2006).
El segon exemple és el de les cecropines.
Les cecropines son peptids que tenen acti-
vitat bactericida enfront un gran nombre
de bacteris (Hultmark et al., 1980; Lee et al.,
1989). Aixi, es van generar peixos gat (Icta-
lurus punctatus) transgeénics mitjancant la
introduccié de la cecropina del cuc de se-
da, i es va demostrar que aquests peixos
tenien més resisténcia enfront de dife-
rents malalties bacterianes (Dunham et al.,
2002).
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Com ha estat mencionat anteriorment,
una altra aplicacid de la transferencia geni-
ca d’interés per a l'aqiiicultura ha estat la
de generar individus que puguin suportar
condicions ambientals adverses com les
baixes temperatures, amb l'objectiu d'in-
crementar geograficament la seves arees de
cultiu, com en el cas del salmo i de la carpa
vermella. Aixi, s’han creat animals transge-
nics que sobreexpressen proteines anticon-
gelants (Hew et al., 1992; Wang et al., 1995).
Les proteines anticongelants o AFP sén gli-
coproteines presents en el plasma de dife-
rents especies de peixos capagos de viure a
temperatures per sota dels 0 °C. Aquestes
proteines s'uneixen als cristalls de gel i
n’impedeixen el creixement en els liquids
de l'animal (Davies i Sykes, 1997). Els re-
sultats d’aquestes experiéncies han estat la
generacié6 d’animals de diferents especies
(salmo i carpa vermella) tolerants a aigiies
més fredes.

Finalment, cal mencionar la millora de
l'eficiencia de conversid energetica com
una altra area de gran importancia en l'a-
plicaci6 de la transferencia genica d’interes
per a laqiiicultura. En aquest camp, els
avengos s’han centrat en la introduccié de
canvis en el metabolisme de determinades
substancies per poder millorar-ne la capa-
citat d’assimilacié per part de l'organisme.
Aixi, s’ha introduit el gen del transporta-
dor de glucosa-1 humana juntament amb
el gen de I'hexocinasa de tipus 2 de rata en
la truita, i s’ha observat que aquesta in-
troduccié es traduia en una millora en la
utilitzaci6 de carbohidrats per part de I'ani-
mal (Krasnow ef al., 1999). Un altre exem-
ple és la creacié de peixos zebra transge-
nics per a l'enzim Dé-dessaturasa, un
enzim de la ruta de biosintesi de l'acid ei-
cosapentanoic (EPA) i l'acid docosahexa-
noic (DHA), acids grassos molt beneficio-
sos per a la salut humana. Els resultat
d’aquests experiments van permetre la cre-

acié d’animals amb una capacitat de sintesi
d’EPA i DHA significativament més eleva-
da que la dels seus homolegs no transge-
nics (Alimuddin et al., 2007).

Com ha quedat pales, la utilitzacié de
tecniques de modificacié genética encara
és incipient en alguns camps de possible
aplicacié d’aquesta tecnologia, com és el
cas de la produccié massiva de macromo-
lecules biologicament actives o el desenvo-
lupament del cultiu d’aliments. Aixo és de-
gut principalment a dues raons: la primera
és la falta d’informacié genica en moltes
espeécies, i la segona, i possiblement la més
determinant, el desconeixement generalit-
zat de la possible interacci6 entre aquest ti-
pus d’animals, el medi natural i la salut hu-
mana.

Tot i aix0, ja hi ha al mercat peixos trans-
genics. L'any 2002 I'empresa Taikong va co-
mengar a comercialitzar a la Xina un petit
peix ornamental transgenic amb una estra-
nya coloraci6 groga i verdosa amb propie-
tats fluorescents. El peix va ser batejat amb
el nom comercial de TK-1. Actualment,
I'empresa Yorktown Technologies comerci-
alitza l'anomenat GloFish, un peix zebra
transgenic que conté diferents variants
d’una proteina fluorescent, i que s’ha con-
vertit en el primer organisme modificat ge-
neticament (OMG) que ha estat comercia-
litzat als Estats Units com a mascota.

Un altre exemple, és 'anomenat salmo
AquAdvantage, un salmé transgenic per a
I'hormona del creixement dissenyat per
l'empresa nord-americana AquaBounty
Technologies. La comercialitzacié del sal-
mo6 AquAdvantage esta en procés d’apro-
vaci¢ per part de la FDA i s’espera la reso-
lucié al comengament de 'any 2010.
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RISCOS DERIVATS DE L'Us
DE PEIXOS TRANSGENICS

Com ha estat mencionat anteriorment,
tots els treballs de transgenia en peixos han
generat grans expectatives i interes, pero
parallelament han generat recel i descon-
fianca sobre les possibles conseqiiencies
del seu us. Aixo inclouria efectes sobre el
medi natural, efectes en el consumidor i
problemes étics relacionats amb el seu us.

Peixos transgenics i seguretat
mediambiental

El principal risc mediambiental derivat
de I'tis de peixos transgenics és la possibili-
tat d’escapament dels animals transgenics
dels seus llocs de cria i les conseqiiéncies
corresponents en la disseminacié del trans-
gen, és a dir, el seu pas incontrolat a altres
individus i, per tant, a la biodiversitat ictio-
logica.

Aquestes i altres consideracions han fet
necessari el desenvolupament d’estrategies
per avaluar els riscos potencials que com-
porta 1'tis de peixos transgenics en el medi
natural. Per aix0 s’han proposat una serie
de parametres que cal tenir en compte,
com son la capacitat de supervivencia, de
reproducci6 i d’adaptacié d'una especie
transgenica en un ecosistema natural. En la
figura 1 es mostra un quadre que esque-
matitza aquest tipus d’estrategia d’avalua-
ci6 proposada per Devlin et al. (2006).

A més de les consideracions generals
plantejades en l'esquema anterior, 'avalua-
cid correcta d’aquests possibles riscos eco-
logics requereix dur a terme estudis empi-
rics per a cada especie seleccionada, cada
tipus de gen manipulat i cada sistema de
cultiu intensiu escollit. Aixi, els estudis
amb animals transgenics per a 'hormona
del creixement, concretament en salmé i

Treb. Soc. Cat. Biol., 61: 105-119

PEIXOS TRANSGENICS 115

carpa (Hu et al., 2007), han demostrat que
en ecosistemes naturals rics en nutrients
els peixos transgenics per a I'hormona del
creixement constitueixen una clara amena-
¢a per als organismes salvatges de la ma-
teixa especie o especies similars, principal-
ment a causa de la seva capacitat major per
competir per l'aliment. Pero, quan aquests
animals es troben en ecosistemes pobres en
nutrients, passen a ser els organismes sal-
vatges els dominants i els transgénics els
que passen a tenir una taxa de superviven-
cia menor, basicament a causa de la inca-
pacitat d’adaptacié dels organismes trans-
genics a aquest tipus de condicions (Devlin
et al., 1999; Fu et al., 2007). Aixi mateix,
quan s’analitzava la capacitat natatoria dels
animals, caracteristica que determina la se-
va capacitat de trobar aliment, de repro-
duir-se i de fugir de possibles depreda-
dors, i que, per tant, garanteix la capacitat
de supervivencia i de reproduccié de l'ani-
mal, s'observava que els salmons adults i
juvenils transgenics per a '’hormona del
creixement presentaven una disminucid
significativa de la capacitat natatoria res-
pecte als organismes salvatges (Farell et al.,
1997; Lee et al., 2003).

Tanmateix, aquests i altres estudis que
consideren altres variables fenotipiques
han estat fets en petits sistemes experimen-
tals, espais artificials externs que intenten
simular el medi natural pero que dificil-
ment inclouen tots els factors i interaccions
que es donen a la natura.

Per tant, és clar que els organismes gene-
ticament modificats poden comportar ris-
cos per al medi ambient i que és justifica-
ble la necessitat d'una avaluacié objectiva
completa.
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Peixos transgeénics i salut humana

Un dels principals objectius de l'aplica-
cié de la transgenesi és la millora en 1'ob-
tencid de productes alimentaris. L'any 1994
va arribar al mercat dels EUA el primer
producte modificat geneticament (un to-
maquet). De llavors enca n’hi ha hagut
molts més (soja, blat de moro i patates, en-
tre d’altres), i menjar aliments modificats
genéticament ha esdevingut una cosa bas-
tant normal, encara que molta gent no n’és
conscient. L'Organitzacié de les Nacions
Unides per l’Agricultura i 1’Alimentacié
(FAO), I'Organitzacié6 Mundial de la Salut
(OMS) i I'Organitzacio per a la Cooperacio
i el Desenvolupament Economic (OCDE)
han constatat que els aliments obtinguts

mitjangant eines biotecnologiques sén
igual de saludables que els mateixos ali-
ments obtinguts mitjangant tecniques tra-
dicionals (OECD Symposium, 1992;
Berkowitz i Sorensen, 1994).

Encara que actualment no esta aprovat
I'is de peixos transgenics com a aliment
apte per al consum huma, hi ha algunes
qliestions importants per tal d’avaluar-ne
la seguretat. Aixi, la innocuitat del DNA
fora introduit, el producte d’aquest DNA i
la seguretat que aquest DNA fora no s’inte-
gri en l'organisme que s’alimenta del pro-
ducte transgenic son algunes de les consi-
deracions que s’han d’analitzar. Quan
mengem estem ingerint DNA d’especies
animals o vegetals, el qual és hidrolitzat
per nucleases durant la digestio; per tant,
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Esquema general simplificat del principals parametres que cal tenir en compte per a una avaluacio de

possibles riscos originats per 1’escapament de peixos transgénics en un ecosistema natural. Els punts d’interseccio
avaluen la conseqiiéncia o probabilitat que una acci6 tingui lloc: S (I’accid es produeix), N (I’accié no es produeix).
Adaptat de Devlin et al., 2006.
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el DNA fora present en els aliments trans-
genics sofreix el mateix procés. Una altra
qiiestio seria si el DNA fora fos de tipus in-
feccidés, amb capacitat de replicar-se i afec-
tar I'organisme hoste o altres organismes.
Actualment, la majoria dels DNA forans
emprats en processos de generacid de
transgenesi no tenen segments infecciosos.
Quan es té en compte la seguretat del pro-
ducte que s’origina en expressar-se el DNA
fora inserit, s’apliquen els mateixos princi-
pis que per al consum de qualsevol tipus
de proteina, sempre que s’ingereixi per via
oral. Pero a més, la proteina que expressa
I'animal transgenic no ha d’afectar el seu
estat de salut. Potser seria a escala allerge-
nica on podria sorgir un possible problema
amb la proteina obtinguda per transgenesi.
En el cas de peixos transgenics per a 'hor-
mona del creixement (GH), hi ha un estudi
fet en primats no humans en que els van
injectar hormona obtinguda a partir de ti-
lapies (Oreochromis mossambicus) transgeni-
ques. Després de l'analisi d'un ampli rang
de parametres fisiologics, bioquimics i de
conducta, no es van detectar anomalies
de cap tipus (Guillen et al., 1999). Aquests
mateixos autors van fer un segon estudi,
pero en aquest cas amb vint i dues perso-
nes voluntaries, que es van alimentar du-
rant cinc dies amb tilapies transgeniques.
Cap parametre clinic no es va veure afectat
en finalitzar I'experiment. Una altra possi-
bilitat que cal tenir en compte a '’hora de
valorar la seguretat d’'un aliment d’origen
transgenic és la capacitat mateixa de l'in-
sert de DNA fora d’activar algun gen de
l'organisme hoste que codifiqui alguna to-
xina. Tanmateix, aquesta possibilitat és in-
fima.

Cal dir que dins la Unié Europea no es
poden comercialitzar organismes modifi-
cats geneticament sense que hagin rebut
préviament una autoritzacié que es conce-
deix després que s’hagi fet una avaluacié
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cientifica dels riscos potencials per a la sa-
lut o el medi ambient.
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