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Resumen

Introducciéon: Aproximadamente el 50% dela pérdida enla produccion
acuicola destinada al consumo humano se debe a enfermedades
causadas por patdgenos. Muchos tratamientos tradicionales para
estas enfermedades estin prohibidos debido a sus efectos negativos
en el medio ambiente, la salud del consumidor o el crecimiento de los
peces. La modificacién genética, en particular mediante la tecnologia
CRISPR-Cas, ofrece una soluciéon prometedora. Esta tecnologia
permite realizar modificaciones genéticas y detectar secuencias
especificas con una precision superior a otros métodos. Objetivo:
Describir las aplicaciones de la tecnologia CRISPR-Cas para el
tratamiento de enfermedades de peces en la industria de la acuicultura.
Metodologia: Se realiz6 una busqueda bibliografica implementando
los términos aguaculture, CRISPR, CRISPR-Cas, CRISPR-Cas Systews,
diseases, fish disease, treatment, treatments, control en unicamente articulos
originales publicados entre 2014 y 2024 en inglés, la busqueda se
realiz6 en ScienceDirect, Scopus y Google Scholar. Resultados: Los
resultados muestran que China y Estados Unidos son lideres en este
campo. Los patégenos mids frecuentes en los estudios son virales, y los

“Estudiantes de microbiologia industrial y peces mas estudiados son Ietalurus punctatus y Salmo salar. La aplicacion

ambiental de la Universidad de Antioquia (Escucla mas relevante es el diagnéstico de enfermedades virales y bacterianas
de Microbiologia). . . . .
mediante fluorescencia. CRISPR-Cas se estd consolidando como una
Recepeion: 24/09/2024. Aceptacion: 15/12/2024 herramienta crucial para el diagnéstico temprano de enfermedades
en peces. Su uso estd en expansion para abordar tanto enfermedades
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Abstract

Introduction: Approximately 50% of production
losses in aquaculture destined for human consump-
tion are attributed to diseases caused by pathogens.
Many traditional treatments for these diseases ate
prohibited due to their negative impacts on the en-
vironment, consumer health, or fish growth. Genetic
modification, particularly through CRISPR-Cas te-
chnology, presents a promising solution. This tech-
nology enables precise genetic modifications and the
detection of specific sequences with higher accura-
cy compared to other methods. Objective: To des-
cribe the applications of CRISPR-Cas technology in
the treatment of fish diseases within the aquaculture
industry. Methodology: A literature search was con-
ducted using the terms aquaculture, CRISPR, CRIS-
PR-Cas, CRISPR-Cas Systems, diseases, fish disease,
treatment, treatments, and control. The search was li-
mited to original articles published between 2014 and
2024 in English, and was conducted in ScienceDirect,
Scopus, and Google Scholar. Results: Results indicate
that China and the United States are leading in this
field. Viral pathogens were most frequently studied,
and Ictalurus punctatus and Salmo salar were the most
common fish species. The most significant appli-
cation of CRISPR-Cas is the diagnosis of viral and
bacterial diseases through fluorescence. CRISPR-Cas
is becoming an essential tool for the eatly diagnosis
of fish diseases. Its use is expanding to address both
bacterial and viral diseases due to the challenges asso-
ciated with their treatment and control. Conclusions:
Further research is necessary to confirm its efficacy
and sustainability as a viable alternative for treating
diseases in aquaculture.

Keywords: Aquiculture. Control.

Crispr-Cas.
Early Diagnosis. Fish Diseases. Treatment.

Introduccion

Aproximadamente el 50% de la pérdida de la produc-
cién acuicola para consumo humano es debido a en-
fermedades causadas por patégenos de peces cuyos
efectos negativos en la aptitud biolégica de los mis-
mos aumentan debido a las condiciones de estrés a las
que estan sometidos los peces en cautiveriol’. Sumado

DOI: 10.17533/udea.hm.v15n1a04

32

a ello, la alta demanda obliga a que la produccién de
peces sea mas rapida, por lo tanto, la disminucién de la
calidad del agua implementada crea condiciones 6p-
timas para la rapida proliferacién de los patégenos
y que sumado al transporte masivo de los animales,
equipos implementados y malas practicas por parte
de los operarios hacen que estas enfermedades ten-
gan una mayor tasa de propagacion [2,3,4]. Debido al
aumento del estrés en los peces, la competencia por
el alimento entre individuos, los sistemas inmunes de
los peces deprimen su actividad considerablemente
siendo mas vulnerables a una infeccién [5]. Ademads,
las enfermedades en los peces se logran diagnosticar
asertivamente cuando su esparcimiento entre la po-
blacién y los efectos en la salud estin muy avanzados,
lo que disminuye las probabilidades de éxito en los
tratamientos, muchos de los cuales afectan negativa-
mente las etapas de desarrollo de los peces, entre ellos,
se encuentran los tintes basados en trifenilmetano,
el cobre, acriflavinas y formalinas, cuyos residuos
pueden resultar toxicos tanto para el medio ambiente
como para el consumidor, por lo que algunos de es-
tos tratamientos se encuentran prohibidos en algunos
paises [6]. Conforme la poblacién mundial va en au-
mento, la produccién alimenticia debe hacerlo a la par
para suplir la demanda, aumentando de manera rapida
de 69 millones de toneladas a 93 millones a lo largo de
las tres ultimas décadas hasta el 2014 [7], teniendo en
el 2020 una producciéon de 178 millones de toneladas,
donde los paises asiaticos son los responsables del
91,6% del total producido, siendo china el mayor con-
tribuyente, seguida por Vietnam, Bangladesh, Egipto,
Noruega y Chile, entre 2005 y 2020 [8]. Por parte de
los ecosistemas marinos se ha determinado que po-
seen la capacidad de sostener la demanda per capita
hasta el afio 2050 siempre y cuando se implementen
adecuadas medidas para la administracién, aumento
y estabilidad del proceso de produccién acuicola, asi
como su capacidad de nivelar los impactos del cambio
climaticol.

La modificacién genética se ha convertido en una
herramienta indispensable en el desarrollo biotec-
nolégico tanto en las industrias como la medicina,
actualmente, se implementa en el desarrollo de ali-
mentos transgénicos, medicinas, y biomateriales, en-
tre otros campos, por lo que hay un fuerte interés en
encontrar nuevas metodologias que ofrezcan mayor
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precision y accesibilidad. Dentro de estas nuevas me-
todologfas, las mas recientes implementan elementos
procedentes del sistema CRISPR-Cas bacteriano para
la modificacién genética. CRISPR-Cas (Repeticiones
Palindréomicas Cortas, Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas y Cas porque se implementan las en-
zimas de dicha familia) es un sistema de inmunidad
capaz de reconocer secuencias de fagos que son in-
yectadas en la célula y logra conferir una alta resisten-
cia a estas infecciones virales, actualmente, esta descti-
to s6lo en procariotas (Archaea y Bacteria), y consiste
principalmente en la degradaciéon de la doble cadena
del material genético viral que ingresa a la célula y un
posterior almacenamiento de una “huella genética” de
este, para que en caso de una reinfeccién la célula esté
en capacidad de combatir rapidamente esta infeccién
por parte del fago [10, 11].

La importancia del estudio del sistema CRISPR-
Cas radica en que sus enzimas Cas sirven como una
herramienta de edicién genética, que se puede imple-
mentar para cortar el DNA de doble cadena de un
gen de interés con una alta especificidad logrando
resultados precisos y efectivos para el silenciamiento
o incorporacién de una secuencia de interés en el cro-
mosoma del organismo [12,13]. El silenciamiento se
logra evitando el inicio de la transcripcién o la inte-
rrupcion temprana de la misma mediante la induccién
de mutaciones en la secuencia de tipo INDEL, tér-
mino que es una abreviatura para mutaciones de tipo
insercién y delecion, ya que el proceso de reparacion
celular de dafio en el DNA mediante recombinacién
no homologa en cadenas con un corte no adhesivo
de doble cadena genera inserciones o deleciones que
desplazan el marco de lectura, mientras que la incor-
poracién de un gen de interés se logra mediante el
mecanismo de reparaciéon del DNA de la recombina-
cién homologa en la cual a partir de una secuencia
con regiones homologas la célula repara los dafios en
su DNA e incorpora toda la informacién que se en-
cuentre entre los sitios homdlogos a ambos extremos
donde se realizo6 el corte [14]. Las técnicas derivadas
de este sistema han reportado porcentajes de éxito
en la incorporacion o silenciamiento de genes mayo-
res que los obtenidos por aproximaciones tradicio-
nales como TALENS (Transcription Activator-Like
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Effector Nuclease o Nucleasa de Actividad Similar a
Activador de Transcripcién en espafiol) y Zinc Fin-
gers (Dedos de Zinc), siendo hasta seis veces mayor
y con un porcentaje de eficacia que oscila entre el
97% y el 99%, tanto en la implementacién en ani-
males como en microorganismos [15, 16]. Ademas,
estas técnicas tradicionales son mas complejas de
implementar y tienen un mayor costo para la sintesis
de sus componentes en comparaciéon con CRISPR-
Cas que posee mucha menor complejidad y meno-
res costos econémicos y que tras su descubrimiento
fue rapidamente implementada en laboratorios alre-
dedor del mundo, para la modificaciéon genética en
plantas y peces [17].

Este sistema ha sido foco de muchas investigacio-
nes en la tltima década, entre las que se han descrito
la existencia de 3 tipos de sistemas CRISPR-Cas en-
contrados en bacterias y arqueas, clasificados median-
te un enfoque politético y apuntando a que pueden
existir mas de 11 subtipos con diferentes isoformas
[18]. Ademis, la informacién de ellos y sus usos se
encuentran muy dispersos en la literatura, en efecto,
debido a que justamente se ha desctito como la herra-
mienta de la nueva era y ha aumentado cada vez mas
el interés sobre este sistema y por lo tanto, también las
publicaciones. Solo en el 2023 en el motor de busque-
da Google académico hay 39.700 atticulos con la pa-
labra CRISPR-Cas o su tema principal es este sistema,
que resulta en una cantidad de informacién dispersa,
segmentada, abrumadora y dificil de priorizar para un
investigador que quiera conocer sus posibles usos y
los avances realizados en el campo. En consecuen-
cia, nace una necesidad de recopilar la informacion
presente en la literatura cientifica sobre los usos de
CRISPR-Cas en la acuicultura, tanto en su forma mas
comun como de sus variantes en un mismo articulo.
Por lo tanto, esta revision sistematica busca describir
las aplicaciones de la tecnologia CRISPR-Cas para el
tratamiento de enfermedades de peces en la industria
de la acuicultura, a partir de articulos de investigacién
publicados durante el petiodo de tiempo 2014-2024,
recopilando informacién sobre el tipo de agentes cau-
sales y peces de interés a los que se les han imple-
mentado las técnicas basadas en CRISPR-Cas para su
tratamiento o diagndstico.
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Materiales y métodos

La presente revision sistematica se realizé siguiendo la
estrategia PRISMA 2020 [19]. Esta revision sistema-
tica se fundamenté en la pregunta: ;Qué aplicaciones
de la tecnologfa CRISPR-Cas se han implementado
para tratar enfermedades de peces en la acuiculturar?

Para realizar la busqueda, se utilizaron los descrip-
tores en Ciencias de la Salud (DeCs), MeSH y AGRO-
VOC definiendo los siguientes tesauros: CRISPR-Cas
system, CRISPR-Cas systems, CRISPR, fish aquacul-
ture, fish diseases, fish disease, treatment, treatments.
A partir de estos se disefid una estrategia de busqueda
con base en estos descriptores; ademas, se emplearon
los booleanos AND y OR y se determiné finalmente
la siguiente ecuacion de bisqueda: (aquaculture) AND
(CRISPR OR “CRISPR-CAS system” OR “CRISPR
CAS systems”) AND (diseases OR “fish disease”)
AND (treatment OR treatments OR control).

La busqueda se realizdé en las bases de datos
ScienceDirect, Scopus y el motor de busqueda Goo-
gle Scholar, y solo se tuvieron en cuenta los articulos
originales que fueron publicados entre los afios 2014-
2024 en inglés, como criterio de inclusién que hicieran
mencién del género taxonémico del pez implementa-
do en el estudio y como criterios de exclusiéon no se

Scopus=17 Science Directs 27

Duplicados=9

Excluidos por no estar
alineados ala

pregunta de

Examinados=35 s

tomaron los articulos que no dijeran la enfermedad
a tratar o diagnosticar y aquellos que no estuvieran
alineados a la pregunta de investigacién anteriormen-
te planteada, es decir, aquellos articulos en los que
no utilizaran la tecnologia CRISPR-Cas para el trata-
miento de enfermedades de peces en la acuicultura.
Para el sesgo de estudios solo se tuvieron en cuenta
articulos que dentro de su disefio experimental reali-
zaran réplicas y tuviesen un control, los articulos que
no cumplieran con estas dos minimas caracteristicas
fueron descartados junto a los que no se alineaban a
la pregunta de investigacién. Por dltimo, para reducir
el riesgo de sesgo de publicacion, se realiz6 una bus-
queda exhaustiva y se incluy6 la literatura gris, y se
tuvieron en cuenta articulos en los que se obtuvieron
resultados positivos con CRISPR-Cas y también en
los que se obtuvieron resultados negativos.

Resultados y Discusion

Se obtuvieron 18 resultados luego de aplicar los cri-
terios de inclusién y exclusiéon que se detallaron an-
teriormente, el numero de articulos que se eligieron
en el proceso de tamizaje y por ultimo elegibilidad se
resumen en la Figura 1.

Google Scholar=27

Excluidos por no estar
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regunta de
Examinados=27 = pres

investigacion=21 investigacién=18
| Excluidos | Excluidos
E Evaluadaos para R.!fbr]\ 13 nc: del Evaluados para Razén 1: no
el tamizaje=14 mencienar 82“0 0 de e tamizaje=9 mencionan génera del
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l

Ewvaluados para
elegibilidad=12

Mo encontrados =2

Excluidos
Razdn Z: no mencionan la
enfermedad= 0
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Evaluados para
elegibilidad=8
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Registros incluidos en la revisién =18

Figura 1. Diagrama PRISMA de la revision sistematica: Implementacion de la tecnologia CRISPR-Cas para el tratamiento de enfermedades

en la acuicultura de peces: Revision sistematica.
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GENEROS DE PECES TRATADOS Y DIAGNOSTICADOS CON
CRISPR-Cas

Los géneros de peces mas comunes fueron Ictalurus
punctatus con 4 articulos, Oncorbynchus con 2 articulos
y Salmo salar con 2; sin embargo; todos los géneros de
peces mostrados son muy comerciales en distintas re-
giones (Fig. 2). Ictalurus punctatus, conocido como pez
gato o bagre de canal, es muy popular y consumido en
Estados Unidos [20], por lo que su demanda es cada
vez mayor y ha aumentado su crianza en criaderos;
no obstante, es susceptible a diferentes enfermedades
como las causadas por Edwardsuella ictaluri y Flavobacte-
rinm Covae, entre otros agentes causales [21].

C. idallus
L crocea
Danio spp

I furcatus

5

Onconynchus
Lates calcariier
Epinephelus spp
Gobiocypris rarus

Trichogaster Latius

microfevus salmoldes

Figura 2. Géneros de peces que se han tratado o diagnosticado
con CRISPR-Cas reportados en los articulos de la actual revision
sistematica.

Salmo salar o salmén del atlintico pertenece a la fa-
milia de los salménidos y estd altamente distribuido a
lo largo de la costa norteamericana y de Europa, tam-
bién, es una especie muy comercial en pafses asiati-
cos y en Norteamérica, es susceptible a enfermedades
virales como la anemia infecciosa del salmoén. Omncor-
hynchus son peces marinos y de aguas dulces, también

DOI: 10.17533/udea.hm.v15n1a04

35

pertenecen a la familia de los salmoénidos, crecen en
el mar y la mayorfa de las especies de este género se
desplazan a desovar en los tios; su carne tiene un valor
comercial muy alto, por lo cual se encuentra distribui-
do en diferentes regiones, concentraindose en mayor
medida en Asia y Norteamérica, su demanda es alta
en la acuicultura | 22,23] y son altamente susceptibles
a diferentes enfermedades como la septicemia hemo-
rragica viral (VHSV), una enfermedad que genera pér-
didas econdmicas altas [24].

Los géneros de peces més frecuentes que se uti-
lizaron para tratarlos o diagnosticarlos con CRISPR-
cas coinciden en que son muy comerciales en paises
asiaticos y en Norteamérica [7,8], esto tiene relacién
porque los paises donde mas se realizaron las investi-
gaciones son China con 7 articulos, y Estados unidos
con 7 articulos (Fig. 3) y coincide en que sean los pai-
ses que mds consumen y cometcian peces.

Noruega

Corea

Austria
5%

Tailandia
5%

China
4%

BUSA @China WTallandia WAustria OCorea BMNoruega

Figura 3. Paises en los que se realizaron investigaciones donde se
trataban o diagnosticaron peces con CRISPR-cas.

AGENTES CAUSALES ENFERMEDADES QUE SE HAN TRATADO O
DIAGNOSTICADO coN CRISPR-Cas

En los articulos revisados, tres tipos de agentes pa-
tégenos se describieron; los virus, las bacterias y los
pseudohongos (Oomicetos); de los tres agentes, el
mas frecuente fueron los virus, de los 18 articulos, 11
eran sobre el tratamiento o diagnéstico de enferme-
dades virales, y correspondieron al 52.4% del total, se-
guido de las enfermedades bacterianas con 6 articulos
y por ultimo por Oomicetos con 1 articulo (Fig. 4).
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OBacteria EVirus [OOomicetos

Figura 4. Principales agentes causales de la enfermedad de peces
que se han tratado o diagnosticado con CRISPR-Cas

Dentro de los agentes causantes de enfermedades
virales (Tabla 1), hay dos que resaltan; el virus de la
necrosis nerviosa (RGNNYV) y el virus de la septice-
mia hemorragica viral (VHSV). El RGNNV es un
virus con genoma ARN que afecta y es causante de
la muerte de peces marinos, lo que resulta en pérdi-
das econdmicas significativas; entre estos los peces
del género mero. Por otro lado, en las enfermedades
bacterianas la mas frecuente es Edwardsiella ictaluri la
cual es una bacteria Gram negativa que afecta y ata-
ca principalmente al bagre del canal Ictalurus punctatus,
el otro agente causal bacteriano investigado ha sido
Flavobacterinm covae y para los Oomicetos ~Aphanomyces
invadans (Tabla 1).

Tabla 1: Resultados de las enfermedades encontradas que se han tratado o diagnosticado con CRISPR-Cas asociadas al género de pez
que afecta y el agente causal de la enfermedad.

Coogan, M. et al. (2022), Wang, J.
et al. (2023), Wang, J. et al. (2024),

Ictalurus punctatus ~ Septicemia Entérica del bagre Edwarsiella ictaluri Simora, R. M. C. (2020),
[25,26,27,28]

;tenopharyngodon Enfer’medad hemorragica de la carpa GCRV Ma, J. et al. (2018), [29]

idellus herbivora

Ictalurus furcatus Flavobacterium covae Wang, J. et al. (2023), [30]

Larimichthys crocea  Iridovirus de la corvina amarilla LYCIV Zhang, C. et al. (2024), [31]

Lates calcarifer Enfermedad de la caida de escamas SDDV Sukonta, T. et al. (2021), [32]

Epinephelus spp Virus de la necrosis nerviosa RGNNV Wang, Q. et al. (2021), [33]

Trichogaster lalius Sindrome ulcerativo epizootico (EUS)  Aphanomyces invadans Majeed, M. et al. (2018), [34]

Microterus salmoides Ranavirus de la lobina negra LMBV Guang, M. et al. (2024), [35]

Danio spp Septicemia hemorragica viral VHSV [S3h6a]naka, o oL Gl (o)

.. X . Dalmo, R. A. & Okoli, A. S. (2022),

Salmo salar Anemia infecciosa del salmén AIS Kurup, A. R. (2022), [37,38]

Oncorhynchus Septicemia hemorrégica viral VHSV Kim, M. S. & Kim, K. H. (2019), [39]

Oncorhynchus Vibriosis Vibrio parahaemolyticus Cao X. et al. (2022), [40]

Gobiocypris rarus Enfer’medad HEmorEgaldel aleaTea GCRV Huang, R. et al. (2021), [41]
herbivora

Mero Virus de la necrosis nerviosa RGNNV Huang, F. et al. (2022), [42]

GCRYV: Reovirus de la carpa herbivora. LYCIV: Iridovirus de la corvina amarrilla. SDDV: Virus de la enfermedad de la caida de escamas. RGNNV:
Virus de la necrosis nerviosa. LMBV: Ranavirus de la lobina negra. VHS: Septicemia hemorragica viral. AIS: Virus anemia infecciosa del salmén.
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APLICACIONES PARA EL TRATAMIENTO O DIAGNOSTICO CON
CRISPR-Cas.

En esta revision sistematica se dividieron las aplica-
clones o aproximaciones pata el diagnéstico o trata-
miento de enfermedades de peces con CRISPR-cas
en cinco categorfas: “Determinacién de la presencia
del patégeno mediante CRISPR + Fluorescencia”,
“Knock-out de genes en el cromosoma del pez con
CRISPR”, “Knock-in de genes nuevos en el cromo-
soma del pez con CRISPR”, “Desarrollo de cepas
menos patdgenas de los agentes causales para reducir

A

paulatinamente su capacidad de generar la enferme-
dad o la gravedad de los sintomas” y “Desatrollo de
terapias basadas en inyeccidn del sistema crispr/cas
en peces para reducir los efectos de las enfermedades
virales”. De estas cinco categorias, las que se repitie-
ron con mas frecuencia en los articulos fueron “De-
terminacién de la presencia del patdégeno mediante
CRISPR + Fluorescencia” con 5 articulos y “Knock-
out de genes en el cromosoma del pez con CRISPR”

con 8§ articulos (Fig. 5).

0 Detesrninacion de la presencia del patdgeno mediante CRISPR + Fluorescencia

O Knockout de genes en el cromosoma del pez con CRISPR

0 Knocidn de genes nusvos an ol cromosoma del paz con CRISPR

H Desarrollo de cepas menos EJ:-ﬂEE'!.sSdC los agenies causales para reducir paviatinamante Su capacidad
genarar la enfarmedad o la gravedad de los sinfomas

[ Desarrollo de terapias basadas en inyeccidn del sistema crispricas en peces para reducir los efectos de las
enfermedades virales

44%

Figura 5. Aplicaciones para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades en los peces con laimplementacién de la tecnologia CRISPR-Cas.

Discusion

Ademas de la pérdida de produccién por enfermeda-
des, la industria de la crianza y pesca de peces debe
adaptarse constantemente a los retos que supone el
calentamiento global, la creciente demanda de alimen-
tos por el aumento en la densidad demografica y las
eventualidades climdticas imprevistas [43]. Una posi-
ble respuesta hacia estos retos ha surgido con el de-
sarrollo y avance de los métodos para la modificacién
genética basados en CRISPR-Cas como los reporta-
dos en la literatura, sin embargo, con los métodos de
modificacion genética ha surgido la preocupacion por
los posibles problemas que la crianza y comercializa-
ci6én de peces transgénicos con mayor resistencia a en-
fermedades puedan acarrear para la integridad genéti-
ca de la biodiversidad presente en el medio ambiente,
por lo cual, se requiere el desarrollo de regulaciones
para una correcta contencién y manejo de los mismos
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[44, 45]. En el caso de la acuicultura, se requeritia un
costo adicional a nivel de inversién para el disefio y
construccién de lugares idéneos para la crianza, es-
pecialmente en respuesta al aumento de riesgos que
un escalado a nivel industrial de una especie modifi-
cada podria conllevar. Las alternativas quimicas tradi-
cionales para el tratamiento pueden conllevar riesgos
para la propia salud de los peces, como sucedia con
la formalina y el verde de malaquita, donde la forma-
lina a elevadas temperaturas aumenta su toxicidad y
cuya concentracion se calcula segin una temperatura
especifica esperada, mientras que ademds en algunos
paises se prohibi6 el verde de malaquita debido a la
larga presencia residual en los peces tratados y que
eventualmente serfa ingerida por el consumidor final
[46, 47]. Siendo estos ejemplos de como el manejo
quimico tradicional puede conllevar un riesgo consi-
derable teniendo en cuenta el calentamiento global y
los cambios bruscos de temperatura asociados para
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aquellos que requieran una formulacién especifica
para una condicién fisica esperada.

Cerca de la mitad del total de produccién en la
industria de la acuicultura corresponde a los peces (45
millones de toneladas y en ascenso cada afio a una
tasa de 6.13%), que equivale a un mercado valuado
en mas de 140 mil millones de délates y cuyos paises
lideres en produccién constituyen aquellos en via de
desarrollo de la regién asidtica acaparando el 91.9%
del mercado, y que son liderados principalmente por
China, Indonesia, India y Vietnam, siendo China el
lider en la produccién con un 57% del total en el pla-
neta [48], valores que ayudan a comprender por qué
la mayoria de las investigaciones recuperadas median-
te la estrategia de busqueda corresponden a produc-
ciones académicas asiaticas (Fig. 3). Por otra parte, la
segunda region que lidera la investigacién en el tema
se encuentra Estados Unidos con un 34% del total de
articulos reportados, ademas de ser no solo uno de los
paises con mayor produccién cientifica en las ciencias
naturales sino el que generalmente encabeza la lista de
acuerdo con los datos presentados por Nature Index
en el 2020 [49]. USA posee una economia acuicola de
mas de 59 mil millones de délares y cuya zona de ma-
yor produccion se encuentra en las costas de Alaska;
sin embargo, la prictica tradicional de pesca en mar
abierto a gran escala acarrea el riesgo de pescar de
mas y desestabilizar el ecosistema marino al remover
una especie relevante en la cadena alimenticia y, que
por su lenta o incluso nula recuperacién en sus niveles
poblacionales podria conllevar a un colapso del abas-
tecimiento en los mercados de algunas especies y ge-
nerando pérdidas econémicas para los productores de
mas de 150 millones de délares [50]. Como respuesta,
el interés por la crianza de peces en vez de su captura
ha aumentado en las dltimas décadas, lo cual a su vez
impulsa nuevos esfuerzos de los pafses para buscar
eliminar o por lo menos controlar eficazmente aque-
llos factores que puedan ocasionar pérdidas parciales
o totales en los lotes como lo son enfermedades tanto
genéticas como causadas por agentes infecciosos pre-
sentes en los estanques de crianza.

Los géneros de peces mas destacados en las in-
vestigaciones fueron Ictalurus punctatus y Salmo salar
(Fig. 2); segun lo reportado por la FAO [51], el cul-
tivo del bagre del canal (Ictalurus punctatus) empezd a
incrementar entre 1960 y 1970 y los principales pafses
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productores fueron Estados Unidos, China y algunas
partes de Latinoamérica; y, ademas de ser peces de
consumo, también se utilizan en la pesca recreativa.
Salmo salar o salmoén del atlantico en su estado silvestre
se encuentra a ambos lados del atlintico norte, sus
principales productores son Canada y USA y varias
zonas europeas, mientras que la produccién mundial
actual de salmén del Atlantico cultivado excede a 1
000 000 de toneladas, el salmoén del Atlantico cultiva-
do constituye el 90 por ciento del mercado de salmén
cultivado y el 50 por ciento del mercado global total
de salmén. Los principales mercados para el salmén
del Atlantico cultivado son Japén, la Unién Europea
y Norte América [52]. La enfermedad mas investigada
en este pez, es la Anemia infecciosa del salmén (AIS),
la cual es causada por un virus (que lleva el mismo
nombre que la enfermedad) y, como consecuencia, las
agallas del salmén toman un color pélido y el pez tie-
ne hemorragias internas en diferentes 6rganos. Has-
ta el momento no hay tratamiento con algin tipo de
medicamento, y los productores intentan realizar un
control a sus cultivos para evitar la aparicién o proli-
feracién de la enfermedad; sin embargo, estos contro-
les no son suficientes para evitar las grandes pérdidas.
Para su control, se ha utilizado el sistema CRISPR-
Cas [37], el cual reduce la tasa de infeccién y le otorga
resistencia al virus. CRISPR ofrece una nueva visiéon
como un tratamiento y control mas eficaz y rapido.
El bagre de canal es criado principalmente en es-
tanques de tlerra, jaulas y tanques circulares, lo que
aumenta las posibilidades de que una enfermedad se
esparza rapidamente. Este pez es susceptible a dife-
rentes enfermedades, pero la mas comuin es la sep-
ticemia entérica causada por Edwardsiella ictaluri que
produce hemorragias externas sobre la superficie de
la boca del pez, lesiones en dorso y la cabeza. Esta
enfermedad se puede tratar con diferentes antibioti-
cos como oxitetraciclina, pero se propaga muy rapi-
do en los peces y tiende a hacer dificil de controlar,
es por esto que se buscan alternativas rapidas para el
diagnéstico temprano y control de la enfermedad vy,
CRISPR ofrece esta nueva perspectiva con la edicién
genética. En uno de los estudios publicados [20], se
emplearon dos sistemas de administraciéon de CRIS-
PR/Cas9 (HA y KI mediado por ssODN) para el
Knock-in del gen de la catelicidina del cocodrilo en
el locus lh para crear peces estériles pero resistentes
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a E. ictaluri, donde los peces modificados mostraron
mayor resistencia a las infecciones y los signos clini-
cos de infeccién fueron mas leves; ademas, la segunda
generacion de peces modificados mostré ser mas re-
sistente que la primera. Los productores del bagre del
canal estan preocupados por el impacto de especies
foraneas no emparentadas, que ponen en peligro su
economia, dado que el precio pagado a los produc-
tores del bagre del canal doméstico es cada vez mas
bajo y no compensan los costos de produccién y las
pérdidas econémicas por las enfermedades, aunque la
industria del bagre del canal es bastante madura y su
tendencia en los ultimos afios ha sido incrementar, la
verdad es que su futuro es incierto hasta resolver el
control de las nuevas enfermedades, por esto se invita
a realizar mas investigaciones que respalden el uso de
estas nuevas tecnologias de edicién genética para el
control de las enfermedades [55].

Por otra parte, en cuanto a los agentes causales
de estas enfermedades, el mayor numero de articulos
se enfocaron en los virus y es que como lo desctiben
en uno de los estudios [56], en el cual describen que
los virus de ARN son mortales para los peces, debido
a sus cortos tiempos de generacién y sus altas tasas
de mutacién. Por ejemplo, el VHSV es un virus que
afecta tanto a peces marinos como de agua dulce, y en
algunas especies los sintomas no se manifiestan y pue-
de que no represente grandes pérdidas, pero, en otros
géneros como Danio spp. tiene altos indices de mot-
talidad [57]. El virus causante de la anemia infecciosa
en salmones (AIS) no tiene un indice de mortalidad
muy alto en las primeras fases de la infeccién, pero
se extiende rapido y su tasa de mortalidad se dispara
infectar una gran parte de la poblacién y cuya supervi-
vencia a altos niveles de infeccién en largos periodos
de tiempo esta influenciada por los posibles niveles
de inflamacién [58]. Como respuesta, se han desarro-
llado varias investigaciones que respaldan el uso de
CRISPR-cas como una alternativa eficaz, en especial
CRISPR/CasRx, dado que este nuevo subtipo de la
proteina Cas13, es mas eficiente y se activa de for-
ma mas robusta en las células cuando se produce una
escision del ARN, comparado con otros sistemas de
CRISPR, esto explica por qué en esta revision siste-
matica se encontraron tantas investigaciones de virus
de ARN, y entre estos el mas destacado fue el RGN-
NV, que hace parte de la clasificacién del virus de la
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necrosis nerviosa (NNV) que afecta a peces como el
Mero, que son peces comunes para el consumo huma-
no. En diferentes investigaciones utilizan CRISPR/
cas13a para una deteccién facil y temprana del virus
para reducir la tasa de mortalidad [42]; y desde otro
enfoque se ha utilizado el sistema CRISPR/casRx
para intervenir el virus RGNNV vy reducir significati-
vamente la infectividad tanto in vivo como in vitro en
Epinephelus spp. [33].

CRISPR-Cas también se ha implementado como
prueba diagndstica para la deteccion, por fluorescen-
cia, de la presencia de bacterias y virus en muestras
de procedencia ambiental, y ofrece resultados confia-
bles gracias a su elevada precisién y sensibilidad. Este
método se fundamenta en la capacidad de las enzi-
mas Cas12a y Cas13a de reconocer y acoplarse a una
secuencia especifica de nucleétidos de tipo DNA y
RNA, respectivamente, mediante una secuencia ctR-
NA para ambos casos; sin embargo, la principal dife-
rencia entre ambas enzimas es que la Cas13a es una
RNasa no especifica que una vez se une a su secuencia
RNA blanco, corta de manera aleatoria aquellas se-
cuencias de RNA de cadena simple que se encuentren
adyacentes a su sitio activo, mientras que la Cas12a es
una enzima cuyo blanco son secuencias de DNA de
doble cadena y, que tras su clivaje inicial, corta de ma-
nera colateral aquellas secuencias de DNA de cadena
simple adyacentes al sitio activo. Asi pues, el método
se complementa con sondas fluorescentes adaptadas
al tipo de enzima Cas que al sufrir un corte, indicaran
a través de la emision de fluorescencia, que la enzima
Cas encontré la secuencia blanco [61]. Alternativa-
mente, el uso de esta herramienta para la determina-
ci6n sistematica de posibles factores de patogenicidad
a través del silenciamiento de genes predeterminados
o aleatorios en los agentes causales es ampliamente uti-
lizado en las ciencias de la salud humana y animal [34],
y cuyos hallazgos podrian implementarse para generar
cepas de peces con una menor capacidad infecciosa
o gravedad en la presentaciéon de los sintomas, para
posteriormente ser liberadas en zonas de crianza con
altas tasas de incidencia de infecciones con la finali-
dad de que se genere un desplazamiento paulatino de
las caracteristicas genotipicas no deseadas de las cepas
silvestres al intercambiar material genético con las de-
sarrolladas in vitro sin que comprometa otras posibles
interacciones ecosistémicas; sin embargo, esta aplica-
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ci6én hipotética requiere una evaluacién en su efecti-
vidad y acarrea algunos dilemas bioéticos similares a
los que poseen la comercializacién y distribucion de
plantas, frutos y animales transgénicos [17]. Segun la
EFSA [63], uno de los principales riesgos a considerar
al desarrollar organismos modificados genéticamen-
te MMG) es la posible amenaza de invasién de dichas
especies en el ecosistema, y que puedan incrementar
particularmente debido a los procesos de flujo gené-
tico, lo que a su vez podria conferir caracteristicas no
deseadas a otra especies desequilibrando las interac-
ciones ecosistémicas al otorgatle una aptitud biolégica
“artificial” 2 uno o varios miembros de la comunidad,
un riesgo que debe ser firmemente evaluado a la luz
de las posibles ventajas. Asi pues, la aprobacién y efec-
tividad de una estrategia para controlar enfermedades
causadas por virus, bacterias y hongos en los peces,
basada en el desarrollo y liberacién de agentes cau-
sales con capacidad patogénica disminuida es poco
probable, mientras que el desarrollo de peces MG con
mayor resistencia a dichos agentes causales si podtia
garantizar su correcto manejo y aprehension, lo cual
serfa una alternativa viable que no comprometeria la
integridad de la biodiversidad de los ecosistemas ale-
dafios a las zonas de crianza.

Conclusiones

La tecnologfa CRISPR-cas es una herramienta de
edicién genética que estd tomando fuerza en la acui-
cultura, especialmente al ser implementada para el
diagnéstico temprano de enfermedades a través de la
deteccién temprana, por fluorescencia, de la presen-
cia de los agentes causales en matrices ambientales.
Asf mismo, otros potenciales usos se investigan cada
vez mas en relacién al otorgamiento de resistencia a
los peces de interés mediante modificacion genética,
especialmente a aquellas patologias causadas por vi-
rus y bacterias pues su tratamiento y control supone
un esfuerzo de mayor dificultad que puede poner en
riesgo la viabilidad econémica de un lote de peces;
ademds, es importante resaltar que su uso no supo-
ne un riesgo para la biodiversidad si se implementa
de manera sistematica, documentada y con responsa-
bilidad. Aun asi, son necesarios mayotres avances en
el proceso, pues casi en todos los casos se presenta
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como efecto secundatio la esterilidad de los indivi-
duos modificados genéticamente, lo cual impide la
transferencia vertical de la resistencia al agente causal
de las enfermedades, lo que a su vez puede conllevar
a mayores costos de operacion en comparacion con la
implementacién de métodos quimicos tradicionales.
Finalmente, esta revisién sistematica presenta como
limitacién la barrera del idioma, puesto que al encon-
trarse el epicentro comercial en la regién asiatica es
posible que haya una mayor produccién cientifica so-
bre el tema en los idiomas propios de aquellos paises.
Finalmente, son necesarias mayores investigaciones
que resaltan y respalden el uso de CRISPR-Cas mas
alla de ensayos a nivel de laboratorio.
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