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Abstract.- Genetic tools have been of great use to describe in detail the gene function of biological systems, with a great expansion through
the last years. Specially, CRISPR-Cas9 has grown in popularity since its discovery. CRISPR-Cas9 is often described as a revolutionary tool that
unlocked the great potential of genetic edition due to the efficiency and feasibility of the method, allowing great advances in reverse genetics
studies. In this work, the current insights about the use of CRISPR-Cas9 as molecular tool to elucidate the genetic function in model and non-model
marine organisms were compiled. This gene edition tool has demonstrated its feasibility to describe in detail aspects of the biology, physiology,
and ecology of marine species. Some general considerations that must be taken into account for the success of this approach are also addressed.
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Resumen.- Las herramientas de edicion genética han transformado la manera en que se estudia la funcion de los genes y proteinas de los
sistemas biol6gicos. Especialmente CRISPR-Cas9 ha tenido un gran apogeo desde su descubrimiento, lo cual ha permitido un avance significativo
de los estudios basados en la edicién genética debido a la eficacia y relativa facilidad del procedimiento. En el presente trabajo se ha compilado
la informacién actual sobre el uso de CRISPR-Cas9 como herramienta molecular para elucidar la funcién genética en metazoarios marinos. La
eficiencia de esta herramienta demuestra su factibilidad de ser utilizada para describir a detalle aspectos de la biologia, fisiologia, y ecologia de
organismos marinos. Se abordan también algunas consideraciones técnicas generales que deben ser tomadas en cuenta para el éxito de esta
aproximacion.
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INTRODUCCION Por tanto, se presentan los avances del uso del sistema
CRISPR-Cas9 en sistemas biolégicos marinos in vivo, asi
como los retos particulares en la aplicacién del sistema en
metazoarios marinos. La mayoria de los estudios que se han
realizado ofrecen pruebas de concepto con la finalidad de
ponderar las variables que afectan la factibilidad practica
de aplicacion del sistema. Para diversas especies marinas se
han descrito las condiciones de transcripcién y evaluacién
de la eficiencia del sistema en la edicion genética, sentando
bases solidas para investigaciones futuras. Los avances se
basan en el conocimiento previo sobre la funcién de los
genes seleccionados y predominan los estudios sobre genes
asociados a fenotipos visibles, pues esto facilita en gran
medida la seleccién de especimenes de interés. Destacan
también los estudios en especies de importancia acuicola, en
donde se ha aplicado la tecnologia CRISPR para modificacion
de rasgos de interés en dicha industria, como el crecimiento,
resistencia a patégenos y reproduccion.

as bases para el desarrollo de la tecnologia CRISPR

(en la sigla inglesa- Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) son consideradas como uno
de los descubrimientos mds importantes del siglo XXI. El
sistema CRISPR (grupo de repeticiones cortas palindromicas
regularmente espaciadas), derivado de bacterias y arqueas, ha
sido adoptado como una herramienta para la edicién genética
que ha revolucionado la investigacion cientifica, pues de
manera muy precisa, permite realizar modificaciones en el
genoma de diferentes especies, incluyendo los organismos
marinos. Su aplicacion ha permitido avances sustanciales
en areas como la medicina, agricultura y biotecnologia, y de
particular interés para esta revision, en las ciencias marinas.
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BREVE HISTORIA DEL SISTEMA CRISPR-CAs9

Las secuencias CRISPR, fueron descubiertas por serendipia
en 1987 por el equipo de investigadores del profesor
Atsuo Nakata de la Universidad de Osaka, Jap6n; mientras
decodificaban el genoma de Escherichia coli detectaron una
serie de secuencias repetidas de manera organizada, separadas
por pequefios fragmentos de secuencias variables (Ishino et al.
1987). Posteriormente se descubrieron secuencias repetitivas
similares en varias cepas de E. coli, asi como en algunas
especies de enterobacterias, lo que evidencié la prevalencia
de dichas secuencias en bacterias, aunque se observé que
las unidades de repeticion podian ser muy diferentes entre
cepas relacionadas (Nakata et al. 1989). En 1993, el cientifico
espaiiol Francisco Mojica identificé las secuencias en arqueas
y acuiié el nombre CRISPR a este patron de secuencias. Al
mismo tiempo, se describieron por primera vez los genes Cas,
los cuales codifican nucleasas que se asocian a las secuencias
repetidas (CRISPR-associated), de alli el término CRISPR-
Cas (Mojica et al. 1993, Jansen et al. 2002).

Inmunizacion

Posteriormente se descubrié que el sistema CRISPR-Cas
es un tipo de sistema de defensa celular especifico, encontrado
en algunos procariotas, contra los virus (Barrangou & Doudna
2016). En términos generales, este sistema de defensa se
puede dividir en tres etapas: la primera de adquisicion o
inmunizacion, en la cual se inserta informacién genética de
virus en forma de espaciadores dentro del arreglo CRISPR,
que se encuentra en el genoma bacteriano. En la segunda
etapa, el operén CIRSPR-Cas se expresa en forma de proteinas
(Cas) y ARNs: un ARN de secuencia variable denominado
crRNA (proveniente de la informacién adquirida en la etapa
anterior) que interacttia con otra secuencia de ARN, el ARN
trans-activador (tracrRNA), ambos ARNs forman el complejo
crRNA:tractrRNA, que es requerido para la funcionalidad de
la Cas. Finalmente, ante una invasion viral, los complejos
activos crRNA:tracrRNA:Cas reconocen y destruyen el ADN
viral (Horvath & Barrangou 2010) (Fig. 1).
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Figura 1. CRISPR-Cas9 como mecanismo de defensa en procariotas. El oper6n CRISPR-Cas esta compuesto de regiones codificantes para genes
Cas, para el ARN tracrRNA y los ARN del arreglo CRISPR, cada espaciador es obtenido de exposiciones virales pasadas e insertado al genoma
bacteriano. A partir de estos se expresan y se forman los complejos funcionales crRNA:tracrRNA:Cas9 que detectan invasiones virales y catalizan
el rompimiento del ADN viral, deteniendo la infeccion | CRISPR-Cas9 as a defense mechanism in prokaryotes. The CRISPR-Cas operon includes
coding regions for Cas genes, for tracrRNA and for the crRNAs of the CRISPR array, each spacer is obtained from past viral exposures and inserted into
the bacterial genome. From these, the functional complex crRNA:tracrRNA: Cas9 are expressed and assembled, they detect and catalyze the degradation

of invading viral DNA and halt the infection
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Se han descrito variantes de proteinas CRISPR-Cas. La
clasificacién general divide los sistemas en dos clases, que
difieren radicalmente en la arquitectura de los dominios
funcionales. Los sistemas de la clase I estdn compuestos
por multiples proteinas que tienen que ensamblarse para ser
funcionales; en cambio, los sistemas clase II se componen de
una sola proteina que tiene multiples dominios funcionales
que le confieren la capacidad de unirse con el sgRNA,
reconocer el ADN blanco, y cortar al ADN de doble hebra
(Perez et al. 2018). La proteina Cas mas comtinmente usada
en experimentos de edicién genética, la Cas9, pertenece a
la clase II.

FuncionamiEnTO DE CRISPR-CAs9

El complejo crRNA:tracrRNA brinda estabilidad y
especificidad al sistema, también se le conoce como ARN
guia (sgRNA). El sgRNA se une a la enzima Cas para
formar el complejo ribonucleoproteico (RNP) CRISPR-
Cas, que reconoce a la molécula de ADN (Nakanishi et al.
2014) (Fig. 2A). CRISPR-Cas reconoce unas pocas pares de
bases (~20 pb) en el genoma, la especificidad estd dictada
por la secuencia del sgRNA. Un elemento indispensable
es una secuencia de nucledtidos conocida como Motivo
Adyacente al Protoespaciador (PAM en inglés: Protospacer
Adjacent Motif), tres bases (con la secuencia NGG para el
sistema Cas9) que se ubican en el ADN genémico justo al
lado (extremo 5’) de la secuencia que reconoce el sgRNA,
el motivo PAM es necesario para el reconocimiento y
especificidad de corte por del sistema Cas a la doble hélice
del ADN (Fig. 2A). Este dafio stibito en el ADN celular activa
un mecanismo endégeno para su reparacion.

Todos los organismos cuentan con sistemas de
reconocimiento y reparacion de dafios en el ADN que suceden
de manera stibita o por error en el proceso de replicacion, se
trata de proteinas cuya funcion es mantener la integridad del
genoma. Existen tres sistemas generales de reparacién de
dafios stbitos en el ADN que se diferencian en las proteinas
que los conforman y el proceso general de reparacion:
recombinacién homologa, unién de extremos no homologos
y por apareamiento erréneo. El rompimiento en la doble
hélice inducido por el sistema CRISPR-Cas inicia la cascada
de reparacion que no es 100% precisa y cuya eficiencia es
menor que la de las nucleasas Cas, que ademas se mantienen
activas por tiempo indeterminado. Tipicamente, el éxito de
los experimentos de edicién genética con CRISPR-Cas se
basa en los errores de los mecanismos de reparacién que
causan mutaciones (inserciones o deleciones) alrededor del
sitio blanco, lo que, en consecuencia, interrumpe la funcién
de la proteina codificada por el gen editado (Shen et al. 2017)
(Fig. 2B).
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CRISPR-CAs9 coM0O HERRAMIENTA DE EDICION
GENETICA

Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier (Doudna &
Charpentier 2014) demostraron en cultivos de células de
humano y ratén que es posible manipular algunas secuencias
especificas de ARN y que pueden funcionar como guia
en el sistema CRISPR-Cas, resaltando su potencial como
herramienta de edicién genética, en especial usando la
variante Cas9 que reconoce el ADN blanco, y corta la
doble hebra actuando como una “tijera molecular” con
una alta especificidad (Doudna & Charpentier 2014), los
descubrimientos de estas dos cientificas fueron reconocidos
con el premio Nobel de Quimica en el 2020, aunque se
reconoce que otros cientificos como Feng Zhang y George
Church contribuyeron de manera significativa al desarrollo
de la biotecnologia CRISPR (Ran et al. 2013).

En comparacién con otras herramientas de edicién genética
como ZNFs (Zinc Finger Nucleases) y TALENs (Targeted
Activator-like Effector Nucleases), que utilizan la unién de
proteina-ADN y que requieren el disefio de una nueva proteina
para cada gen que se pretenda editar, el sistema CRISPR-Cas
es mas sencillo y rapido, ya que se basa en la hibridacién
ARN-ADN (Barrangou & Doudna 2016), siendo entonces
una molécula de ARN complementaria al ADN blanco, el
componente variable.

Dada la capacidad de realizar cortes en las cadenas
dobles de ADN de manera precisa y a la facilidad de
manipulacién, el sistema ha sido explotado para desarrollar
herramientas potentes para la manipulacién genética
(sustituciones, deleciones o inserciones) en animales, plantas
y microorganismos (Barrangou & Doudna 2016). Por otro
lado, el sistema CRISPR-Cas es una herramienta recurrida
en biotecnologia que se ha aplicado a diversos campos de
investigacion, desde la descripcién de la funcién de genes y
proteinas, hasta en investigacion clinica con perspectivas de
tratamiento de enfermedades genéticas (Demirci et al. 2019).

RETOS EXPERIMENTALES EN LA EDICION GENETICA POR
CRISPR-CAS9 EN ORGANISMOS MARINOS

Aunque se ha demostrado que el sistema CRISPR-Cas9 es una
herramienta de edicion genética robusta, asequible y flexible;
en la practica suelen presentarse adversidades metodologicas
que deben ser oportunamente resueltas (Gonzalez-Duarte
et al. 2021). Entre algunos factores que limitan el éxito de
CRISPR-Cas estan el método de transfeccién, la variacion
en la eficiencia del sistema, la edicién no especifica y el
mosaicismo. Ademaés, para investigaciones de metazoarios
marinos, es altamente deseable contar con las condiciones
de cultivo y mantenimiento en laboratorio de la especie

RBMO 57(2): 67-79, 2022

CRISPR-Cas9 aplicado a metazoarios marinos

( 69

<https://doi.org/10.22370/rbmo.2022.57.2.3525>



A.I.I.I.LLHAJ.IE] + !
Plasmido

l Cas9 e

sgRNA +
ARN de Cas9 Complejo RNP

Complejo
ribonucleoproteico
(RNP)

W
/mﬁmuﬁ&
. s
Corte en ambas
cadenas del DNA \l/
Sanneana < i Gl
\l/ reparacién
T T]oNA blanco e
DAL
“ mutacién .
/ PAM

Célula eucariota

sgRNA

Figura 2. Sistema CRISPR-Cas9 como herramienta para ediciéon genética. A) Ensamble del sistema CRISPR-Cas9 y reconocimiento del ADN
blanco. B) Se pueden transfectar células (por inyeccién o electroporacién) con plasmidos que contienen la informacion para que la célula exprese
la proteina Cas9 y el ARN guia (sgRNA), también puede insertarse el ARN mensajero de Cas9 y el ARN guia, asi como el complejo ribonucleico
(RNP) que esta formado por la proteina Cas9+sgRNA. Los compuestos CRISPR-Cas9 rompen la doble hebra del ADN de manera altamente
especifica, este dafio es reconocido por el mecanismo de reparacién celular que es propenso a cometer errores, lo que conlleva a mutaciones
que suelen eliminar la funcién del gen editado. Los elementos de la imagen no se encuentran a escala / CRISPR-Cas9 system as tool for gene
edition. A) CRISPR-Cas9 system assembly and recognition of target DNA. B) In eukaryotic cells this system is used as a tool for gene editing. Cells can be
transfected (by microinjection or electroporation) with plasmids that contain the information for the expression of Cas9 protein and guide RNA (sgRNA); Cas9
mRNA and guide RNA can also be inserted independently, as well as the ribonucleic complex (RNP), which is the Cas9 protein + sgRNA. The CRISPR-Cas9
compounds break the DNA double strand in a highly specific way, this damage is recognized by the cellular repair mechanism that is error prone and lead
to mutations that usually eliminate the function of the edited gene. Image elements are not at scale

de estudio, esto incluye la posibilidad de obtener desoves in vitro. Existen varias técnicas de transfeccién que se
predecibles y la fertilizacién controlada, pues los componentes dividen en dos grandes categorias, transfeccion fisica y
CRISPR-Cas9 deben ser introducidos en cigotos fertilizados, transfeccion quimica, ambas son ampliamente usadas para
de preferencia antes de la primera division celular. Otro introducir moléculas CRISPR-Cas9 (Sato et al. 2016). En la
aspecto critico a considerar es la seleccion de los genes transfeccidn fisica se irrumpe la membrana celular, entre las
a editar, se debe tener en cuenta la presencia de alelos mads empleadas estan la microinyeccién y la electroporacién,
(homocigotos o heterocigotos) y de genes pardlogos. Una en la primera se usa un capilar de calibre micrométrico para
caracterizacion detallada dependeré de la disponibilidad de inyectar directamente al citoplasma, soluciones en el rango
secuencias gendémicas de suficiente calidad y correctamente de pico litros que contienen los componentes del sistema
anotadas, lo que permitira la identificacién y seleccion CRISPR-Cas9. Aunque esta técnica es muy eficaz, tiene
de los genes a evaluar, e influird en gran medida en el la desventaja de requerir equipo especializado, debe ser
disefio apropiado de los sgRNA (Campenhout et al. 2019), realizada por un técnico experimentado y tiene una mayor
afortunadamente, la genémica de metazoarios marinos es una eficiencia en cigotos relativamente grandes y resistentes. La
disciplina en expansion y las bases de datos crecen de forma electroporacién se refiere a la aplicacién de pulsos eléctricos
exponencial (Laumer et al. 2019). alas células, con los que se crean (de manera temporal) poros

en la membrana a través de los cudles se introduce el material
genético (Zhang et al. 2021). Por otro lado, la transfeccién
quimica se refiere al uso de lipidos o polimeros que tienen
carga positiva, y al interactuar con los acidos nucleicos (de

La transfeccion es el proceso por el cual se introducen
acidos nucleicos o proteinas a células eucariotas con el
propdsito de manipular la expresiéon genética in vivo o
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carga negativa) se forman complejos o nanoparticulas que,
ademas de protegerlos de la degradacion, son capaces de
interactuar con la membrana celular e introducirse a la célula
via endocitosis (Fajrial et al. 2020), las casas comerciales han
desarrollado formulaciones eficientes como Lipofectamine™,
CalFectin™, jetPEI™ entre otros. La principal ventaja de la
electroporacion y la transfeccién quimica es la posibilidad
de manipular decenas o centenas de cigotos a la vez.
Adicionalmente, los vectores virales son también utilizados
para introducir moléculas CRISPR-Cas, esta via es conocida
como transduccién y es muy recurrida para manipular
células en cultivo y algunos organismos modelo, (Zhang et
al. 2021), la transduccion raramente es aplicada a especies
no-modelo, pues su uso esta basado en un importante cimulo
de conocimiento para determinar la eficiencia, facilidad de
produccion, toxicidad, estabilidad y bio-seguridad.

Como se menciond en parrafos anteriores, los componentes
CRISPR-Cas9 son cominmente introducidos en cigotos,
previo a la primera division celular, idealmente el sistema debe
activarse y realizar el corte en el ADN blanco en este reducido
lapso, sin embargo, rara vez sucede asi. Una vez funcional, el
sistema puede mantenerse activo por tiempo indeterminado
y permanece haciendo cortes en el ADN en las siguientes
etapas del desarrollo embrionario, lo que puede resultar en
mosaicismo, es decir, especimenes con mas de un genotipo;
algunas células tendran una mutacion causada por CRISPR-
Cas mientras que otras mantienen la secuencia original, o
una mutacion diferente, lo que resulta en especimenes FO
(la generacion manipulada) con un genotipo no homogéneo
o mosaico. El fendmeno de mosaicismo es relativamente
comun, aunque se han desarrollado algunas estrategias para
evitarlo, como la introduccién de los componentes en formato
ribonucleoproteina (ver Fig. 2B) y en etapas tempranas del
blastocisto, asi como la edicion directa en células germinativas
primordiales (Mehravar et al. 2019).

El éxito de CRISPR-Cas9 depende en gran medida de la
seleccién del sitio a editar y del disefio de los sgRNA, lo que
influira en la especificidad y eficiencia del sistema, por lo
tanto, el sitio a editar debe ser meticulosamente seleccionado,
pues el complejo RNP es capaz de reconocer e hidrolizar el
ADN en regiones que no son 100% complementarias, con
diferencias entre 3-5 pb. La edicién en sitios diferentes al
deseado (en inglés Off-target effects) es uno de los principales
retos en la aplicacion de CRISPR-Cas; se sabe que el ntimero,
la posicion y la distribucion de los sitios no complementarios
son los principales parametros que influyen en ediciones no
deseadas y también en la eficacia de las mutaciones (Ren
et al. 2014). El adecuado disefio de los sgRNA influird en
gran medida en estos efectos no deseados, esto puede ser
optimizado con apoyo de herramientas bioinformaticas que
estan en constante actualizacién y que permiten optimizar
este parametro, como CRISPOR y CHOPCHOP (Haeussler
et al. 2016, Labun et al. 2016).
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Finalmente, en cada caso debe implementarse una
estrategia adecuada de validacion para cuantificar la actividad
y el éxito en edicion genética por CRISPR-Cas. La mayoria
de los métodos se basan en el anélisis de amplificaciones de
PCR de las regiones que flanquean el sitio diana, entre otros
estan, la secuenciacién directa, la clonacion y secuenciacion,
el andlisis de curvas de disociacién, y los ensayos con
endonucleasa T7E1, una enzima que detecta errores de
complementariedad en el ADN; una genotipificacién por
secuenciacién de alta resolucion es deseable para identificar
posibles ediciones fuera del sitio diana (Nussbaum et al.
2018).

Una de las principales vertientes que ha tenido el uso de
CRISPR-Cas en las ciencias marinas, es la utilizacion del
sistema en especies marinas modelo y no modelo para la
descripcion de la funcién de diversos genes (Fig. 3). Para
fines practicos, se presenta también la informacién compilada
organizada de acuerdo al Phylum en el que son clasificadas
las especies, mas una lista de las especies estudiadas, gen
editado y método de transfeccion (Tabla 1).

PayrLLuMm CNIDARIA

CLASE ANTHOZOA
Coral duro Acropora millepora (Ehrenberg, 1834)

Cleves et al. (2018) realizaron un experimento en larvas de
A. millepora usando CRISPR-Cas9 para generar mutaciones
en los genes que codifican el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF1a), la proteina verde fluorescente (GFP,
por sus siglas en inglés) y la proteina rojo fluorescente (RFP,
por sus siglas en inglés). Estos genes fueron seleccionados por
la factibilidad al seguimiento visual y debido a que, en otros
cnidarios, controlan la formacién del 6rgano apical sensorial
confiriendo sensibilidad al medio durante el asentamiento en
estadios larvarios y la metamorfosis (Rentzsch et al. 2008). Se
inyectaron cerca de 400 cigotos, de los cuales sobrevivieron
y eclosionaron entre el 50-75%. Aproximadamente la mitad
de las larvas estudiadas presentaron deficiencias en el
crecimiento o fluorescencia provocadas por las mutaciones
en los genes blanco cerca del sitio predicho para la induccion
del sistema CRISPR-Cas9, y aunque la presencia de genes
pardlogos probablemente enmascaré el verdadero efecto del
sistema en los fenotipos, en general se obtuvo una alta eficacia
en la edicién gendmica, sentando una base sélida para el uso
de esta herramienta en el estudio de la funcién de genes en
corales. Esta metodologia fue después usada para describir
la funcién de un factor de transcripcién como regulador de
la respuesta al estrés por aumento de temperaturas, dicha
respuesta estd mediada por proteinas HSPs (en la sigla
inglesa- Heat Shock Proteins), estos resultados son de
especial relevancia dada la afectacion de los arrecifes de coral
provocada por el calentamiento global (Cleves et al. 2020).
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Figura 3. llustracion esquematica del sistema CRISPR-Cas9 y algunos ejemplos de metazoarios marinos en donde ha sido utilizada como herramienta
de edicién genética. Se muestran los componentes del sistema: la proteina Cas9 interactuando con el ARN guia y la regién complementaria al
ADN genémico a editar. Se indica el motivo PAM: una secuencia de 3 nucleétidos adyacente al ADN a editar que es esencial para el correcto
reconocimiento y orientacién de la Cas9. Los elementos de la imagen no se encuentran a escala | Schematic illustration of CRISPR-Cas9 system
and some examples of genetically edited marine metazoan species. The components of the system are shown: the Cas9 protein interacting with the guide
RNA (sgRNA) and the complementary target genomic DNA. The PAM moitif is indicated: a sequence of 3 nucleotides adjacent to the target DNA, essential

for the correct recognition and orientation of Cas9. Image elements are not at scale

Crase Hiprozoa

Hidrozoo marino Hydractinia symbiolongicarpus (Buss &
Yund, 1989)

Los estudios de algunas especies de la clase Hydrozoa
han montado importantes bases para la comprension de la
regeneracion de tejidos, se reconoce el potencial de este taxén
como modelo para los estudios de biologia regenerativa,
por lo que existe una creciente demanda de desarrollo de
herramientas que permitan realizar pruebas de la funcién
genética. Antes del desarrollo de la tecnologia CRISPR-Cas,
no existian reportes de modificaciones genéticas hereditarias
para este taxon.

Sanders et al. (2018) desarrollaron un protocolo
basado en CRISPR-Cas9 para edicién del genoma de H.
symbiolongicarpus, el equipo de trabajo logré insertar
genes de las proteinas fluorescentes eGFP y tdTomato
en el locus del gen de Factor de Elongacién Eucariota 1
Alfa (Eefla). Esto fue logrado mediante la inyeccién del
complejo ribonucleoproteina Cas9:sgRNA dirigido a Eefla,
simultdneamente se introdujo un pldsmido que contiene
la sefial que, mediante reparacion dirigida por homologia,

Moran-Garay & Rojo-Arreola

logra la recombinacion homologa. Asi, se insertaron 815 pb
que contienen la informacién del gen eGFP que actué como
un marcador fluorescente indicando la presencia de cigotos
genéticamente editados.

Los autores Sanders et al. (2018) dejaron claro el reto
metodoldgico que representd este logro, inyectaron un niimero
indeterminado de cigotos, de los cuales sobrevivieron 321, y
unicamente 14 embriones (4,4%) fueron eGFP+ (positivos
para la proteina verde fluorescente), y aunque algunas larvas
se lograron fijar y desarrollar a pélipos primarios eGFP+,
conforme avanzé el desarrollo a colonias la sefial fluorescente
fue perdiéndose dado que la mayoria de cigotos editados
resultaron en larvas con mosaicismo y las células con el
gen editado fueron perdiéndose durante la maduraciéon. No
obstante, los adultos de una colonia lograron mantener la
sefial fluorescente, estos fueron entrecruzados con organismos
silvestres obteniendo algunas larvas eGFP+, de esta
manera los autores lograron establecer una linea germinal
genéticamente modificada usando CRISPR-Cas9, sentando
asi las bases para la edicién genética en corales como una
herramienta para enriquecer el entendimiento de los procesos
regenerativos de H. symbiolongicarpus y otros cnidarios
(Sanders et al. 2018).
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Tabla 1. CRISPR-Cas en metazoarios marinos /| CRISPR-Cas9 in marine metazoans

Phylum Especie Gen editado Mectodo de Referencias
transfeccion
Cnidaria Acropora millepora FGFla Microinyeccion (Cleves et al. 2018)
GFP
RFP
HSF1 Microinyeccion (Cleves et al. 2020)
Hydractinia symbiolongicarpus Eefla Microinyeccion (Sanders et al. 2018)
Clytia hemisphaerica GFP CheRfx123 Microinyeccion (Momose et al. 2018)
Mollusca Crassostrea gigas Twist myostatin Microinyeccion (Yu et al. 2019)
CgMELC Microinyeccion (Liet al 2021)
Doryteuthis pealeii DO Microinyeccion (Crawford et al. 2020)
Rotifera Brachionus koreanus Bk-CYP3045C1 Electroporacion en  (Kim ef al. 2019a)
adultos
Arthropoda Exopalaemon carinicauda EcChi4 Microinyeccion (Gui et al. 2016)
EcEy Microinyeccion (Gao et al. 2020)
EcNinaB-X1 Microinyeccion (Sun et al. 2020)
Parhyale hawaiensis Hox: Ubx, Antp, Microinyeccion (Martin et al. 2016)
Scr, DFd
abdominal-A
abdominal-B
Eriocheir sinensis Scarlet Microinyeccion (Liet al. 2022)
Echinodermata  Strongylocentrotus purpuratus Nodal Microinyeccion (Lin & Su2016)
Pksl Microinyeccion (Oulhen & Wessel 2016)
Sp-Delta Microinyeccion (Mellott et al. 2017)
SpAlx1, Microinyeccion (Shevidi et al. 2017)
SpDsh,
SpPks
Hemicentrotus pulcherrimus Pks1 Microinyeccion (Liu et al. 2019)
FMO3 Microinyeccion (Wessel et al. 2020)
GCM
Chordata Ciona intestinalis Ebf Electroporacion (Stolfi et al. 2014)
Hox3 Microinyeccion y (Sasaki et al. 2014)
Hox5 Electroporacion
Ciona robusta Tef Electroporacion (Kaplan ez al. 2019)
Neurog Electroporacion (Kim et al. 2020)
Efcab6-related Electroporacion (Gibboney et al. 2020)
Netrinl
Salmo salar Tyrosinase slc45a2  Microinyeccion (Edvardsen ef al. 2014)
Dnd Microinyeccion (Wargelius et al. 2016)
(Giiralp et al. 2020)
Paralichthys olivaceus Mstn Microinyeccion (Kim et al. 2019b)
Myomaker Electroporacion (Wang et al. 2021)
Pagrus major Mstn Microinyeccion (Kishimoto ez al. 2018)
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Medusa Clytia hemisphaerica (Linnaeus, 1767)

Momose et al. (2018) inyectaron el complejo
ribonucleoproteico Cas9-sgRNA en huevos de C.
hemisphaerica observando que este método causa deleciones
muy especificas (cinco bases) en los genes blanco, gen de
la Proteina Verde Fluorescente (GFP) y el gen CheRfx123,
observando también los fenotipos correspondientes.
Los autores resaltan haber encontrado las condiciones
metodolégicas para eliminar el fendmeno de mosaicismo.

PuyLLum MoLLuscA

CLASE BivaLvia
Ostion del Pacifico Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

C. gigas es una especie de gran importancia para la
acuicultura. Yu et al. (2019) realizaron pruebas de concepto
para el uso de CRISPR-Cas9 como herramienta de edicién
genética, los genes Twist y myostatin fueron seleccionados
como blanco. Probaron tres concentraciones de cada sgRNA
a tres diferentes proporciones respecto a la proteina Cas9,
los constructos fueron insertados en embriones por medio de
microinyeccion, ademds de pruebas control de transfeccion
que contenia Unicamente material genético para sintesis
de la Proteina Verde Fluorescente. Los autores evaluaron
por secuenciacion las ediciones alrededor del sitio blanco
encontrando que s6lo una de las 9 condiciones probadas fue
efectiva. La tasa de mutacién result6 entre el 18,2 al 26,7%
(Yu et al. 2019). Por otro lado, la funcién de una proteina
involucrada en la contraccién muscular y por lo tanto en la
movilidad, la miosina de cadena ligera, fue comprobada al
editar el gen CgMELC. Las larvas con disrupcién de dicho
gen mostraron musculatura con defectos y movilidad reducida
(Li et al. 2021).

CrASE CEPHALOPODA
Calamar de aleta larga Doryteuthis pealeii (Lesueur, 1821)

D. pealeii llega a su madurez sexual a los 6 meses, sus
embriones son transparentes y es posible fertilizar in vitro a
los ovocitos, lo que ha permitido el estudio de su biologia del
desarrollo. En esta especie se utiliz6 la tecnologia CRISPR-
Cas9 para demostrar la funcién de la enzima tript6fano
2-3 dioxigenasa (TDO), que cataliza el primer paso en la
biosintesis del pigmento de los cromat6foros y los ojos de
los calamares (Figon & Casas 2018). Embriones de esta
especie fueron inyectados con el sistema CRISPR-Cas9 en
diferentes etapas de division embrionaria. Se obtuvieron
embriones que carecieron de cromat6foros, mostrando una
coloracién corporal blanca y los ojos de color rojo claro,
demostrando asi, la funcién en la pigmentacion de la TDO.
Aproximadamente en un 90% de los embriones se logr6
la disrupcion de la TDO, resultando en casi una completa
carencia de la pigmentacion, la eficiencia fue mayor en los
embriones inyectados 2 h después de la fertilizacién. Los
autores remarcan que la habilidad de eliminar genes en
calamares abre la posibilidad a explorar nuevas preguntas, por
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ejemplo, ¢como es el camuflaje producido estructuralmente
y controlado por el cerebro?, o ¢qué controla el desarrollo
del arquetipo en cefalépodos? Este estudio marcé el camino
para la aplicacién en especies con importancia ecolégica o
econémica en las que su desarrollo embrionario est4 todavia
poco estudiado (Crawford et al. 2020).

PayrLLuM ROTIFERA

Rotifero marino Brachionus koreanus (Hwang, Dahms, Park
& Lee, 2013)

Un estudio de concepto fue realizado en B. koreanus
en el cual se probo la eficacia del sistema CRISPR-Cas9
en la edicion del gen Bk-CYP3045C1. Kim et al. (2019a)
utilizaron rotiferos adultos, insertaron por electroporacion la
proteina Cas9 modificada para dar sefial fluorescente, lo que
permiti6 un seguimiento visual de la eficiencia del sistema,
la fluorescencia fue visible por un periodo de 24 h, después
del cual se perdi6. Probaron cinco sgRNA, encontrando que
tres provocaron deleciones en el sitio blanco. Este estudio
demuestra que CRISPR-Cas9 puede aplicarse en estudios de
genética funcional de rotiferos (Kim et al. 2019a).

PHYLLUM ARTHROPODA

ORDEN DECAPODA
Camaron Palaemon carinicauda (Holthuis, 1950)

P. carinicauda es un decépodo carideo de gran importancia
comercial en China para la cual se ha logrado la edicién
genética de diversos genes usando CRISPR-Ca9. Gui et al.
(2016) editaron la quitinasa-4 (EcChi4); se inyectaron 247
cigotos, el 35,62% eclosionaron a la larva zoea y tinicamente
el 14,17% se desarroll6 a post-larva, de las cudles en el 7,29%
se detectaron mutaciones y sobrevivieron la etapa adulta. Los
promedios de peso y talla no difirieron significativamente
con los adultos normales, los autores especulan que el gen
EcChi4 no tienen una influencia significativa en el desarrollo
y crecimiento de esta especie, aunque este estudio no
aporta informacién sobre la funcion del gen EcChi4, resulta
metodolégicamente valioso para la introduccion del sistema
en decapodos, pues por primera vez se probd una eficiencia
alta en induccién de mutaciones por CRISPR-Cas9 (Gui et
al. 2016).

El protocolo ha sido replicado para describir la funcién
genética de otros genes. La formacion del ojo compuesto en
artrépodos es atribuida al gen de la familia Pax6, esta funcion
fue confirmada en P. carinicauda editando y eliminando la
funcién del gen EcEy. Los especimenes mutantes (8,7%)
mostraron fenotipos con los ojos deformes y la mayoria no
sobrevivié mas alla del estadio mysis (Gao et al. 2020). En
otro trabajo, se identificé por primera vez una relacion con la
respuesta inmune del gen de la enzima carotenoide isémero
oxigenasa (EcNinaB-X1), pues los individuos mutantes
mostraron mayor sobrevivencia ante una infeccién bacteriana
inducida (Sun et al. 2020).
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Cangrejo Eriocheir sinensis (Milne Edwards, 1853)

El gen Scarlet est4d involucrado en el transporte de
precursores de pigmentos derivados del triptéfano hacia
los cromatd6foros, la eliminacién de la funcién de este gen
en el decdpodo E. sinensis por CRISPR-Cas9 result6 en
individuos cuya coloracion de los ojos se redujo notablemente
(Li et al. 2022). Los autores hacen un especial hincapié
en las dificultades metodolégicas encontradas durante la
microinyeccion para la transfeccién de los componentes del
sistema CRISPR-Cas en este crustaceo y en otro decapodo
de agua dulce (Neocaridina heteropoda), asi como en la
alta mortalidad observada. Esto indica que atin es necesario
adecuar las estrategias para la aplicacion exitosa de la técnica
en decapodos, un grupo muy importante en acuacultura.

ORDEN AMPHIPODA
Anfipodo marino Parhyale hawaiensis (Dana, 1853)

Martin et al. (2016) utilizaron metodologia CRISPR-
Cas9 y RNAIi (ARN de interferencia) para identificar la
participacion de seis genes Hox en el desarrollo, morfologia
y funcionalidad de cada extremidad del anfipodo Parhyale
hawaiensis. Los autores remarcan la diversificacion funcional
de los apéndices en los crustaceos, siendo un modelo adecuado
para estudiar los genes Hox, un grupo de genes relacionados
entre si, que determinan el desarrollo del plan corporal
de un embrién en su eje anteroposterior. Con una serie de
minuciosos experimentos, los autores lograron descifrar la
intrincada participacién de cada uno de los genes Hox (tanto
de manera individual como colectiva) en el desarrollo de
cada segmento, en el eje antero-posterior y préximo-distal.
Con esta tecnologia lograron definir que los genes abd-A 'y
Abd-B estan encargados de la especializacion de los apéndices
abdominales y toracicos. Ubx es necesario para el desarrollo
de las branquias. Antp dicta la morfologia de las quelas de
manera individual; y de manera modular con Scr confieren la
identidad hibrida de los maxilipedos (una parte mandibular y
otra toracica). Finalmente, el gen Scr se expresa de manera
secuencial con Dfd, ambos contribuyen a la heteronomia
de los segmentos de la boca. Con los resultados anteriores,
los investigadores resaltan el uso de CRISPR-Cas9 como
herramienta para la mutagénesis somatica en organismos
modelos emergentes y como el conocer las funciones de los
genes Hox nos puede llevar a un mejor entendimiento en la
evolucion de los apéndices en crusticeos.

PayrLLuM ECHINODERMATA

CrAse EcHINOIDEA

Erizo morado Strongylocentrotus purpuratus (Stimpson,
1857)

Los erizos son quiza los organismos marinos mejor
estudiados con base en técnicas de edicién genética.
Ademas, la vasta informacion de genémica y transcriptomica
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disponible para este taxén, ha contribuido a la comprensién
de redes regulatorias de expresion genética en los procesos
del desarrollo embrionario, incluyendo la especificacion y
morfogénesis. La especie més estudiada es Strongylocentrotus
purpuratus y se considera especie modelo en estudios de
biologia del desarrollo embrionario, pues las larvas presentan
patrones de pigmentacion que son utiles para entender las
bases moleculares de los mecanismos de especificacién de
cada tipo celular.

Lin & Su (2016) marcaron un hito probando por primera
vez la eficiencia de CRISPR-Cas9 en la edicién de cigotos
de S. purpuratus, estos autores lograron editar el gen nodal,
que determina el patrén de organizacion de estructuras en el
eje dorso-ventral, encontrando que, en 5 de 6 tratamientos,
las larvas no mostraron un desarrollo normal de algunas
estructuras; por ejemplo, no ocurrié la inclinacién del
archenteron, la cavidad alimentaria rudimentaria de los
embriones en etapa gastrula. Como fue previsto por los
autores, los métodos descritos catalizaron el uso de CRISPR-
Cas9 para la edicion genética de erizos marinos. Mas tarde
en el mismo afio, Oulhen & Wessel (2016) eliminaron los
genes Pks1 de S. purpuratus, un gen que codifica para la
enzima policétido sintasa-1, involucrada en la sintesis de un
pigmento embrionario, la disrupcién de este gen result6 en
larvas albinas, generando asi una aproximacién que permite
evaluar el éxito de edicién genética con una lectura simple
de cambios en la coloracién en las larvas. Mellott et al.
(2017) usaron CRISPR-Cas9 para editar el gen Sp-Delta, y
en combinacién con otros métodos lograron identificar los
precursores embrionarios de las células neuronales. En esta
misma especie, Shevidi et al. (2017) utilizaron una variante
de la Cas9, Cas9-DA un sistema fusionado con una citidina-
deaminasa que tiene la ventaja de inducir cambios de una sola
base en lugar de indels (inserciones y deleciones) largos que la
Cas9 tipica suele causar. Los autores lograron editar los genes
SpAlx1, SpDsh, y SpPks involucrados en la formacién del
exoesqueleto, la orientacion del eje embrionario y la sintesis
de pigmentos, respectivamente, obteniendo larvas con los
fenotipos correspondientes (Shevidi et al. 2017).

Erizo de mar Hemicentrotus pulcherrimus (A. Agassiz, 1864)

CRISPR-Cas9 también ha sido utilizado para editar
genes asociados a la pigmentacion del erizo marino japonés
H. pulcherrimus. Liu et al. (2019) editaron el gen Pks1
obteniendo erizos albinos que sobrevivieron hasta adultos.
Wessel et al. (2020) editaron ademas los genes FMO3 (mono-
oxidasa dependiente de flavina) y GCM (Glial cell missing),
encontrando que FMO3 es esencial para la pigmentacion en
larvas, pero en etapas juveniles y adultos pierde participacién
en esta funcién. Los autores encontraron también que los
adultos albinos que carecian de estos genes fueron menos
resistentes a condiciones ambientales estresantes como
cambios en la intensidad de la luz, proponiendo que estos
genes de pigmentacién tienen un papel importante en la
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defensa inmune y otros mecanismos de sobrevivencia de
los adultos. De esta manera, se comprueba la eficiencia
del sistema para este tax6n y se abren posibilidades para
los estudios de procesos tardios en el desarrollo, como
la formacion del rudimento adulto, el mecanismo de la
metamorfosis, entre otros.

PHYLLUM CHORDATA

CLASE ASCIDIACEA
Ascidia Ciona intestinalis (Linnaeus, 1767)

Sasaki et al. (2014) y Stolfi et al. (2014) reportaron de
manera independiente la viabilidad de edicién genética
mediada por CRISPR-Cas9 en la ascidia Ciona intestinalis,
una especie considerada como modelo para estudios de
biologia del desarrollo, ambos reportes representan las
primeras pruebas de concepto a partir de las cuales se ha
definido la funcién de varios genes de Ciona (Kaplan et al.
2019, Gibboney et al. 2020, Kim et al. 2020).

Sasaki et al. (2014) seleccionaron los genes Hox3, Hox
y Hox12 probando un total de 8 ARN guia y dos métodos
de transfeccion: electroporacién y microinyeccion. Aunque
no se detecté ningun fenotipo asociado con la edicién de
estos genes, las pruebas de concepto y las condiciones
metodolégicas descritas (concentracién de componentes,
método de transfeccién y eficiencia), sentaron las bases
para investigaciones subsecuentes. Por otra parte, Stolfi
et al. (2014), usando electroporacién en embriones de C.
intestinalis lograron la edicién del gen Ebf, los fenotipos
observados sugieren que la funcién de Ebf es el desarrollo de
tejidos durante la embriogénesis como las neuronas motoras
ganglionares y los musculos del sifén atrial.

CLASE TELEOSTEI
Salmoén del Atlantico Salmo salar (Linnaeus, 1758)

S. salar es un pez de gran relevancia para la acuacultura,
en numerosos reportes se han presentado grandes avances
en su edicion genética mediante el uso de CRISPR-Cas9.
Uno de los aspectos mds relevantes es que en ésta y otras
especies de peces, se ha logrado la transmisién de las
modificaciones genéticas hacia la linea germinal, es decir, a
las células sexuales, encargadas de heredar la informacién a la
siguiente generacion, abriendo grandes posibilidades hacia el
aseguramiento alimentario sostenible. Se mencionan algunos
ejemplos seleccionados.

El primer reporte fue en el 2014 por Edvardsen et al.
(2014) lograron la eliminacion de la funcién de los genes
Tyrosinase (tyr)y slc45a2, ambos con un rol importante en la
pigmentacién del pez. Los componentes del sistema CRISPR-
Cas9 fueron inyectados en embriones dos semanas posteriores
a la fertilizacién. En el 22% de las larvas inyectadas para
edicion del gen tyr, y en el 40% de las inyectadas para el gen
slc45a2 se observé algin defecto en la pigmentacion. Al paso
del tiempo s6lo el 8,7 y 5,1% de los juveniles mantenian estos
defectos de la pigmentacion. Cabe sefialar que la edicion de
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ambos genes result6 en varios fenotipos con diferentes grados
de pérdida de pigmentacion, los analisis de las secuencias
genéticas alrededor de los sitios blancos demostraron la
presencia de un alto grado de mosaicismo. Los autores
resaltan el uso de CRISPR-Cas9 como una herramienta con
un gran potencial tecnolégico para especies con importancia
comercial con el fin de comprender mejor su salud, tasa de
crecimiento, inmunologia, entre otras.

S. salar suele mantenerse para engorda en jaulas flotantes
en aguas costeras, esta practica representa un riesgo de escape
de ejemplares lo cual a su vez puede impactar negativamente
en las poblaciones silvestres. Bajo este precepto el grupo
de Anna Wargelius del Institute of Marine Research en
Noruega (Wargelius et al. 2016, Giiralp et al. 2020) realizaron
experimentos de pérdida y recuperacion de la funcion del gen
Dnd, un factor de transcripcion requerido en la estabilidad
de las células de los ovarios, al eliminar este gen mediante
tecnologia CRISPR-Cas9 se produjeron salmones estériles,
que pueden ser revertidos temporalmente a fértiles mediante
otras técnicas de manipulacién genética como ARN de
interferencia, ofreciendo asi una posible solucién a el riesgo
de entrecruzamiento entre especimenes cultivados y silvestres.

Lenguado Paralichthys olivaceus (Temminck & Schlegel,
1846)

En cigotos de P. olivaceus se han probado dos métodos
de transfeccion del sistema CRISPR-Cas9, la microinyeccién
obteniendo un 9,1% de sobrevivencia al primer estadio
larvario (Kim et al. 2019b) y la electroporacién, con un 7-12%
de sobrevivencia (Wang et al. 2021). En ambos trabajos se
editaron genes involucrados en el correcto desarrollo muscular,
como una primera aproximacion para el mejoramiento de la
productividad en el cultivo de esta especie. El gen Mstn un
gen regulador negativo del desarrollo del musculo esquelético
cuya edicion result6 en peces con mayor masa muscular (Kim
et al. 2019b) y el gen myomaker involucrado en la fusion de
células musculares y por lo tanto la formacioén del misculo
(Wang et al. 2021). Se destaca que, aunque la sobrevivencia
de los cigotos a ambos métodos de transfeccion es similar (7
vs. 12%), la eficiencia en la edicién es mucho mayor cuando
se usa la microinyeccion, obteniendo un 40-75% de individuos
editados a diferencia del 5-10% cuando se inserta el sistema
por electroporacion. Los resultados de ambos estudios aportan
informacién para comprender el mecanismo que causa la
asimetria en la distribucién del musculo esquelético en esta
especie de lenguado.

Pargo Pagrus major (Temminck & Schlegel, 1843)

P. major es un pez de importancia econémica en Japén,
donde se cultiva y se ha generado por medio de CRISPR-
Cas9 una variante de P. major mutada en el gen Mstn, gen
regulador negativo del desarrollo del musculo esquelético
que, al eliminarse acelera el crecimiento del musculo
esquelético en peces. Ademas de comprobar la funcién de
este gen en P. major, Kishimoto et al. (2018) obtuvieron como
resultado final 39 adultos de la generacion F1 (hijos de los
especimenes manipulados en etapa cigoto) que resultaron
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homocigotos (alelos iguales) editados en ambos alelos del
gen Mstn, estableciendo asi la primera variante de P. major
que muestra un incremento del 16% respecto al control en
la masa muscular comestible (Kishimoto et al. 2018). El
estudio demostré que la ediciéon genética puede acelerar
el mejoramiento genético de especies de importancia en la
acuicultura.

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Comparado con organismos modelos tradicionales
de investigacién en biologia, tales como el nematodo
Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) o la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster (Meigen, 1839), el uso de
CRISPR-Cas9 como herramienta de genética funcional ha
sido escasamente utilizada en organismos marinos, aun asi se
ha comprobado la viabilidad técnica que posee, lo que vaticina
su enorme potencial para aplicaciones futuras. La informacion
biolégica generada por CRISPR-Cas9 estaria considerada
como base para el manejo, protecciéon y conservacion de
especies marinas. El sistema de edicién genética CRISPR-
Cas9 ya tiene una categoria de herramienta viable ante la
posibilidad de mejoramiento de especies de importancia para
la acuicultura (e.g., en C. gigas, S. salar 'y P. major), con el
resultado de aumento de la produccién y, en consecuencia, la
disponibilidad estable, suficiente y sustentable de alimentos
de origen marino; asi como para el desarrollo de métodos
especificos para el tratamiento de enfermedades causadas por
infecciones virales o bacterianas.

Cada avance en la aplicacién de ediciones genéticas puede
ser utilizado incluso en estudios de respuestas adaptativas de
los metazoarios marinos ante presiones ambientales de origen
antropogénico (e.g., cambio o crisis climatica). Aunque la
aplicaciéon de CRISPR-Cas en metazoarios marinos crece
a ritmo menos acelerado que en especies terrestres, se han
establecido en el medio cientifico las bases técnicas para
su desarrollo en taxa marinos, por lo que en un futuro esta
metodologia podra ser complemento a investigar y resolver
preguntas, problematicas ambientales y multiples aplicaciones
biotecnolégicas.
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