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Resumen

Una gran parte del ADN de los genomas de todos los vertebrados son secuencias de ADN moviles
o transposones (Tns). Aunque los Tns detectados hasta el momento en la mayoria de vertebrados
estan inactivos, en algunos peces se han descubierto Tns activos. Ademds, un Tn inactivo de
salménido se ha podido reactivar mediante manipulacion genética y se esta usando en células de
mamifero para numerosas aplicaciones, es el denominado "Sleeping Beauty" o bella durmiente
(SB). El estudio de los Tns de peces y sus aplicaciones en peces, permitira, por ejemplo, su
insercidon controlada en genomas de especies comercialmente importantes tanto en sus células
germinales para obtener peces transgénicos o identificar genes importantes para seleccion
genética convencional (crecimiento, resistencia a enfermedades, etc.) como en sus células
somaticas para mejorar la vacunacién por ADN (duracién de la inmunidad, mejores promotores,
etc.). Por tanto, las expectativas para posibles aplicaciones de los Tns de peces para la acuicultura
son altas. En este trabajo se revisa el estado actual del conocimiento de los Tns inactivos y activos
de peces y se discute brevemente sus posibles aplicaciones futuras a la acuicultura.
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Summary

Possible applications of fish transposons in Aquaculture

A great part of the DNA genomes of vertebrates are mobile sequences or transposons (Tns).
Although the majority of the detected Tns in vertebrates were inactive, active Tns have been
discovered in some fish. Furthermore an inactive salmonid Tn has been reactivated by genetic
manipulation and is being actually used for a number of applications in mammals, is the so called
"sleeping beauty" (SB). The study of the fish Tns and their possible applications in fish would allow
for instance, their controlled insertion in genomes of economically important species, in their
germinal cells to obtain transgenics or to identify important genes for traditional genetic selection
(growth, disease resistance, etc) and/or in their somatic cells to improve DNA vaccination methods
(duration of immunity, improvement of promoters, etc). Therefore the expectations for applications
of the fish Tns for aquaculture are high. In this work the actual state of knowledge has been
revised about the active and inactive fish Tns discussing briefly their possible applications in
aquaculture.
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Transposones (Tns) de peces basados en ADN-ARN-ADN y ADN-ADN

Los transposones (Tn) son secuencias de ADN presentes en los genomas que tienen la
propiedad de cambiar de un sitio a otro dentro del genoma. Al menos un 40% del
ADN de los genomas de vertebrados incluidos los de peces, estd compuesto por
numerosas copias de distintas familias de Tns. Segun la familia de Tns, el nimero de
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copias por genoma haploide puede variar desde 10 a varios miles (ver leyenda de
Tabla 1 para nomenclatura de Tns).

Seguln su estructura y su mecanismo de accion, los Tns pertenecen a: i) la familia de
los ADN-ARN-ADN, que utilizan intermediarios de ARN para transponer secuencias
ADN después de la transcripcion reversa de su ARN a ADN; vy, ii) la familia de los ADN-
ADN, que directamente transponen ADN a ADN.

Hay tres tipos de Tns en la familia de los ADN-ARN-ADN: los elementos interdispersos
cortos (SINES), los elementos interdispersos largos (LINES) y los retrovirus. Los SINEs
utilizan una copia de ARN para transponerse de un locus a otro dependiendo de la
presencia de una transcriptasa reversa codificada en un LINE paralelo. Los SINEs
identificados en peces son de pequefio tamafio (200-300 pb), estan presentes en un
namero grande de copias (10 000-100 000 copias por genoma haploide) y no tienen
repeticiones terminales (RT). Los retrovirus tienen repeticiones terminales largas de
~600 pb (RTL) y codifican una transcriptasa reversa y otros polipéptidos. En peces se
han detectado pocos retrovirus (Poulet y cols., 1994) que pertenecen tanto a los
retrovirus endogenos (Hronek y cols., 2004) como a los exdgenos (Shen y Steiner,
2004). Las caracteristicas de los Tns basados en ADN-ARN-ADN de peces se revisan
en un trabajo reciente (Tafalla y cols., 2006) y no se van a tratar en este trabajo.

La mayoria de los Tns basados en ADN-ADN son de 1 000-5 000 pb, 10-10 000 copias
por genoma haploide y contienen una enzima transposasa flanqueada por dos
repeticiones terminales invertidas (RTI) en 5° y 3 de 10-200 pb. Es decir su
estructura es del tipo 5' RTI-transposasa-RTI 3'. Su movilidad depende de la presencia
de una transposasa que corte y pegue las secuencias flanqueadas por las dos RTI,
para transponerlas de un locus a otro del genoma. La secuencia completa de la
transposasa puede estar incluida (elementos auténomos) o no (elementos no
autonomos) en la secuencia del Tn. Los principales Tns basados en ADN-ADN en
peces pertenecen a las familias Tcl (SB/RTI) y Tol2 (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades de los Tns ADN-ADN de peces mejor caracterizados.

Nombre Especie *pb RTI, *pb copias/ genoma -, ctivo numero en GenBank
Tn haploide
Tipl Ictalurus punctatus 1 135 85 ? ? X52617
Tesl Eptatretis stouti 1499 66 ? ? M93037 - M93040
Ssall Salmo salar 1535 35 15 000 no L22865
Tell Esox lucius 1 009 223 ? no L41172
Tdrl Danio rerio 1205 208 1000 no L12210, L33472, L33469
Tdr2 Danio rerio 1100 100 1000 no AJ242983, L48874
Tecl Cyprinus carpio 866 209 ? no L48683
Tcchl Chionodraco hamatus 802 80 ? no AF305833, AY008266
Toml Oncorhynhus mykiss 1 689 221 ? no L12209
Tssl Tss2 Salmo salar 1619 226 ? no L12206 - L12208, L22865
Tzf Danio rerio 1600 200 700 si? U51226 - U51230
Tppl Pleuronectes platessa 1 627 200 150 si?  AJ249083, AJ249085, etc
Tsnl Salvelinus namaycush 1 643 225 ? si? AF017232-34
SB10 S. salar+ O. mykiss 1 639 225 sintético si
Tol2 Oryzias latjpes 4 700 12 10-30 sf D84375

RTI, repeticiones terminales invertidas. * pb, tamafios aproximados en pares de bases. Subrayado, las iniciales que
describen las familias de los Tns. Los Tns se nombran utilizando la T mayUscula seguida de las iniciales en mindsculas
del género y la especie correspondientes (subrayados en la tabla), seguidos de un nimero de orden en cada familia
segun se van descubriendo.
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A diferencia de mamiferos, en peces se han detectado algunas transposiciones activas
y secuencias completas de transposasas. En el presente trabajo revisamos el estado
actual del conocimiento sobre Tns activos e inactivos de la familia ADN-ADN en peces
y su posible uso en un futuro.

Tcl en peces

La mayoria de las secuencias de Tcl que se han descrito en peces estan incompletas o
tienen mutaciones que las inactivan (Tabla 1).

Sin embargo y a diferencia de otros vertebrados, se han detectado transposiciones de
Tzfl en pez cebra (Lam y cols., 1996) y secuencias Tcl completas en Salvelinus
namaycushy Pleuronectes platessa (Leaver, 2001; Reed, 1999). Todo ello sugiere que
hay transposicién activa en algunos peces y que probablemente exista transposicion
activa en otros peces comercialmente relevantes aunque todavia no se hayan
detectado.

Mediante sondas derivadas de las transposasas Tcl+Tesl, se detectaron unas
700 copias de una secuencia de 1621 pb (Tzfl) en pez cebra (Lam y cols., 1996).
Algunas de estas copias se movilizaban durante la reproduccion pues se detectaron
3,9 transposiciones por descendiente.

Ademads, algunas copias con secuencias completas de Tsnl (detectada por PCR) se
identificaron en el genoma de la trucha de lago Salvelinus namaycush (Izsvak y cols.,
1995; Reed, 1999). La secuencia consenso de Tsnl fue de 1643 pb (correspondiente a
una transposasa completa de 340 aminoéacidos) y estaba flanqueada por RTI de
225 pb. La secuencia de aminoacidos de Tsnl sélo se diferenciaba en 3 amino&cidos
de la transposasa activa SB (ver después), por lo que es muy probable que algunas
copias de Tsnl todavia retengan actividad. Se demostr6 que Tsnl también se
encuentra en otros salménidos y ciprinidos.

Igualmente se detectaron ~60% de copias de la secuencia completa de la transposasa
(1627 pb) Tppl (identificada como una insercion en un gen) entre las 150 copias
existentes en Pleuronectes platessa (Leaver, 2001), lo que sugiere que pueda estar
todavia activa. Secuencias similares a Tppl se han encontrado también en
Pleuronectes flexus y Limanda limanda y unas 600 copias por genoma, aunque
diferentes e incompletas, se encontraron en Salmo salary Salmo trutta.

Reactivacion y mejora de Tcl: El modelo SB

A partir de copias defectuosas de Tssl y Toml y mediante mutagénesis dirigida para
corregir las mutaciones que la inactivaban, se obtuvo una transposasa Tcl activa en
células de mamiferos. Consiste en un gen que codifica para una transposasa de
1 600 pb flanqueado por RTI de 225 pb. Se le llam6 "Sleeping Beauty" o SB (lvics y
cols., 1997).

Para controlar la insercion gendmica estable de otros genes utilizando SB, se han
desarrollado sistemas duales de transposicion (SB/RTI). Un sistema dual funciona
mediante la cotransfeccion o introduccion de dos plasmidos en la misma célula: el
plasmido donante y el de ayuda. El pldsmido donante contiene una construccion de
expresion del gen (promotor-gen-terminador) flanqueada por dos RTI (5 RTI-
promotor-gen-terminador-3' RTI) y el pldsmido de ayuda contiene la transposasa SB
bajo el control de un promotor. La cotransfeccién de ambos plasmidos (donante y de
ayuda) en una misma célula, provoca primero la expresion de la transposasa SB y
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después la transposasa SB corta el plasmido donante por las 2 RTI y pega toda la
construccién en el genoma de la célula huésped. Para poder cortar y pegar las RTI del
plasmido donante (Plasterk y cols., 1999), la transposicion mediada por SB no sélo
requiere una transposasa SB completa y activa en el plasmido de ayuda sino también
2 sitios de union para la transposasa en las 225 pb de las RTI en el pldsmido donante
(Izsvak y cols., 2000; lzsvak y cols., 2002), ademas de cofactores celulares todavia
poco conocidos (Yant y Kay, 2003; Zayed y cols., 2003). Para su uso 6ptimo en células
humanas, se realizaron unas 40 mutaciones en la transposasa SB para obtener la
primera version activa, la SB10 (Geurts y cols., 2003; lvics y cols., 1996; Plasterk y
cols., 1999; Yant y cols., 2004; Zayed y cols., 2004) y las primeras versiones de RTI1
(Cui y cols., 2002; Izsvak y cols., 2000; Yant y cols., 2004). Las versiones mutantes
SB11, SB12 y HSB3 de la transposasa mejoraron entre 2-8 veces la eficiencia de
transposicion, después de ensayar otras 200 mutaciones, la mayoria de ellas inutiles.
La combinacion de alguna de estas transposasas nuevas con las versiones mejoradas
RTI2 y RTI3 (en total unas pocas pero muy especificas mutaciones respecto a las
versiones iniciales) produjeron un aumento en la eficiencia de transposicién en células
de mamifero de unas 14 veces con respecto a las versiones originales.

La actividad de transposicion de los sistemas SB/RTI se ha mejorado también
mediante el uso de distintos promotores dependiendo de su aplicacién. Por ejemplo,
para un modelo de ratén de terapia génica /n vivo, los mejores niveles de
transposicidbn se obtuvieron utilizando un promotor 4 veces menos activo en la
transposasa SB que en el gen de la construccion RTI (Mikkelsen y cols., 2003). Sin
embargo, para aumentar la eficiencia de transposicion para mutagénesis insercional
en ratones, se utilizaron las versiones mejoradas SB11/ITR2 y un promotor pequefio y
altamente eficaz para el gen de la construccion RTI2 (Collier y cols., 2005; Dupuy y
cols., 2005).

Se ha comprobado que los sistemas duales de transposicion SB/RTI funcionan en
muchas lineas celulares de mamiferos y peces (Dupuy y cols., 2002; lzsvak y cols.,
2000), ademas de en ratones transgénicos (Dupuy y cols., 2002; Horie y cols., 2003;
Masuda y cols., 2004; Yant y cols., 2000; Yusa y cols., 2004), medaka (Grabher y
cols., 2003) y pez cebra (Davidson y cols., 2003). Otras mejoras adicionales para
optimizar la eficiencia de transposicion en células de pez, podria aumentar las posibles
aplicaciones del sistema dual SB/RTI en acuicultura (Tafalla y cols., 2006).

Tol2 activos de Medaka

Los Tol2 se descubrieron al estudiar las secuencias de ADN de una inserciéon en el gen
de la tirosinasa en medaka (Oryzias latipes) que provocaba medakas albinos (Koga y
cols., 1996). La insercién Tol2 tenia 4700 pb flanqueadas por RTI de 19 pb vy
2 repeticiones invertidas internas (RI1) de ~300 pb. Existian 10-30 copias de Tol2 por
genoma haploide que tenian secuencias casi idénticas y contenian una transposasa
(Koga y Hori, 2000) (Tabla 1).

La observacion de la excision de Tol2 durante la embriogénesis (Koga y cols., 1996) y
la presencia de secuencias de transposasas completas, sugirieron que dichas
transposasas estaban activas. La transposicién activa se demostré después en células
(Kawakami y cols., 2004) y en huevos fertilizados (Tsutsumi y cols., 2003).

Trabajos posteriores mostraron que un sistema dual Tol2/ITR funcionaba en huevos
de pez cebra que no poseen Tol2 (Kawakami y cols., 2000). El sistema dual consistia
en una construccion Tol2/ITR deleccionando 1500 pb de la transposasa e insertando
en su lugar genes de resistencia a antibidticos. Esta construccion se coinyectd a
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huevos de pez cebra junto con ARNm de la transposasa Tol2 (Tsutsumi y cols., 2003).
Mejoras en la produccién /n vitro del ARNm de la transposasa y la utilizacion del gen
de la proteina verde fluorescente (GFP) junto con un promotor y terminador,
aumentaron la transposicion del gen de GFP a un ~50% de la progenie del pez cebra
(Kawakami y cols., 2004).

Los Tol2 han mostrado que existen otras posibilidades para inhibir y controlar la
transposicion, ademas de la inactivacion de Tns ampliamente utilizada por los Tcl. Se
trata de la produccion de ARNm largos y cortos de Tol2 para activar o inhibir la
transposicion, respectivamente (Tsutsumi y cols., 2003). Ademas, la localizacién
extranuclear de la transposasa Tol2 (lida y cols., 2004) podria estar siendo utilizada
como otro inactivador, a diferencia de la localizacion intranuclear de las transposasas
Tcl (lvics y cols., 1997; Yant y cols., 2004).

Como las transposasas Tol2 funcionan en células de otras especies de peces ademas
de en medaka y los Tol2 tienen capacidad para insertar genes de mayor tamafio que
los Tcl (Kawakami y cols., 2004; Kawakami y Noda, 2004), sus posibles aplicaciones a
la acuicultura ofrecen nuevas oportunidades (Koga, 2004).

Posibilidades de obtencion de peces transgénicos utilizando Tns

El sistema SB/RTI, el primer ejemplo en vertebrados de transposon reactivado, se ha
desarrollado principalmente para generacion de ratones transgénicos (Dupuy Yy cols.,
2005; Dupuy y cols., 2002; lvics y cols., 2004; Miskey y cols., 2005), para
mutagénesis insercional en ratones (Clark y cols., 2004) y para vector de terapia
génica en humanos (transformacién de células soméaticas) (Essner y cols., 2005;
Izsvak y lvics, 2003; Liu y cols., 2004; Miskey y cols., 2005) (Tabla 2). Para generar
ratones transgénicos estables, se necesita evitar las transposiciones masivas
(Davidson y cols., 2003; Grabher y cols., 2003), mientras que para mutagénesis
insercional se necesita aumentar la eficiencia de transposicién y el nimero de copias
(Collier y cols., 2005; Dupuy Yy cols., 2005).

Tabla 2. Algunas de las posibles aplicaciones de los Tns de peces.

Funcion Propodsito Resultados Referencias

- e Marcado de genes Clark y cols., 2004;
Pérdida de ldentificacién de genes e . ’ !
9 mutantes deficientes Gollin y cols., 2002

Vectores transgénicos Transgénicos Davidson y cols., 2003

Trampas de amplificadores Identificacion de Balciunas y cols., 2004;

P P amplificadores Grabher y cols., 2003
Trampas de promotores |dentificacion de Westerfield y cols., 1992
promotores
Ganancia de

Identificacion de

Trampas de terminadores sefiales Poly(A)

Inmunizacién* Vacunas ADN

Identificacion de

Yoshida y cols., 1995;
Zambrowicz y cols., 1998

Coll, 2001

Collier y cols., 2005;

Induccién de oncogenes

oncogenes marcados Dupuy y cols., 2005

Tabualdo y modificado de Wadman (Wadman y cols., 2005), Hackett (Hackett y Alvarez, 2000), Coll (Coll, 2001) y
Tafalla y cols., 2006).
*evidencia preliminar

Sin embargo, mientras que el uso /7 vivo de los Tns en mamiferos resulta favorecido
por la ausencia de copias activas de transposasas (evita la excision y aumenta la
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estabilidad de los genes insertados), la posible existencia de copias activas de algunos
Tns en peces, complica la situacion aunque también podria ofrecer algunas ventajas.
En otras palabras, la presencia de transposasas activas en peces podria ser tanto una
ventaja (sélo el plasmido donante seria necesario para activar la transposicion o la
eficiencia de transposicion ser4d méas alta) como una desventaja (los insertos serian
muy inestables).

El sistema SB/RTI ya se ha usado para expresar la proteina verde fluorescente (GFP)
en pez cebra (Davidson y cols., 2003) y medaka (Grabher y cols., 2003). Al secuenciar
las inserciones de construcciones RTI inducidas por SB se demostré que 10 de
10 lineas de peces cebra transgénicos eran el resultado de transposiciones inducidas
por SB (Liu y cols., 2004). Sin embargo, s6lo 1 de 10 de lineas de medaka
transgénicos eran inducidas por la SB, siendo las otras 9 el resultado de
recombinaciones inespecificas (Davidson y cols., 2003; Grabher y cols., 2003). La
concentracion de las construcciones RTI, la proporcion molecular entre transposasas
exogenas y RTI, la posible influencia de factores especificos de las especies del pez
huésped, la interferencia de posibles secuencias de Tns relacionadas endogenas y/o
otros mecanismos de control todavia desconocidos, podrian ser algunos de los
factores que explicaran las importantes diferencias obtenidas entre pez cebra y
medaka transgénicos. Esas mismas variables se deberan estudiar para poder aplicar
los Tns a la transgénesis de especies de peces comercialmente importantes.

Las probabilidades de poder encontrar un caracter deseable entre nuevos peces
transgénicos es mayor cuantos méas transgénicos distintos podamos producir, es decir
del porcentaje (eficiencia) de transgénicos obtenido por cada método (Kawakami y
cols., 2004). Los métodos utilizados hasta ahora muestran los siguientes resultados en
pez cebra: con la inyeccién de plasmido se obtuvo ~5% de eficiencia (Stuart y cols.,
1990), con un Tn de gusano se obtuvo ~37% de eficiencia (Raz y cols., 1997), con
retrovirus se obtuvo ~10% de eficiencia (Linney y cols., 1999) y con meganucleasa
Scel se obtuvo ~30,5% de eficiencia (Thermes y cols., 2002). Por otro lado, utilizando
SB se obtuvo un maximo de 31% de eficiencia (Davidson y cols., 2003) y con Tol2 se
obtuvo ~ 50% de eficiencia (Kawakami y cols., 2004).

La introduccion de promotores especificos de tejido o de genes concretos podria
permitir obtener un mayor niumero de peces transgénicos con algunas caracteristicas
predefinidas (aumento del crecimiento, resistencia a enfermedades, produccion de
biofarmacéuticos o deteccidon de sustancias téxicas) (Rocha y cols., 2005; Rocha y
cols., 2004; Rocha y cols., 2003).

Posible uso de los Tns para identificar genes de importancia para la
acuicultura

La identificacion de genes importantes para la acuicultura (por ejemplo, aquellos
implicados en el crecimiento, conversion de alimento, resistencia a enfermedades,
etc), se podria conseguir "etiquetando" con RTIs la linea germinal de las especies
objetivo mediante mutagénesis insercional inducida por la transposasa
correspondiente. Es decir utilizando un método similar a la inactivacion natural con la
que el Tol2 provoca el albinismo en medaka (Koga y cols., 1996) e idéntico a la
estrategia usada en ratones para detectar oncogenes (Dupuy y cols., 2005) y/o para
introducir mutagénesis masiva (Keng y cols., 2005). La mutagénesis insercional se ha
aplicado al pez cebra para investigacion basica (Davidson y cols., 2003; Kawakami y
cols., 2000; Wadman y cols., 2005)
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Para aumentar el nimero de inactivaciones insercionales, las primeras construcciones
RTI insertadas en el genoma en una primera generacibn se pueden activar
masivamente mediante la introduccion de transposasas exégenas. La inactivacién de
genes por mutagénesis insercional con RTI resultaria en la obtencién de algunos
mutantes con la alteracion del fenotipo deseado. En este proceso, los genes
inactivados estdn ademas marcados con las RTI y sus secuencias pueden entonces
recuperarse y los genes identificarse (Collier y cols., 2005; Dupuy y cols., 2005). Una
vez que los genes implicados se han identificado se podrian utilizar métodos
tradicionales de seleccidn genética para obtener lineas con el caracter deseado.

Posible uso de los Tns para mejorar la vacunacion ADN

Los Tns de peces podrian también utilizarse para mejorar los vectores utilizados en las
vacunas ADN para peces (disminucién de la dosis de vacuna, incremento de la
duracién de la inmunizacion, etc.) (Coll, 2001; Fernandez-Alonso y cols., 2001;
Lorenzen y LaPatra, 2005; Lorenzen y cols., 1998; Purcell y cols., 2004; Takano y
cols., 2004; Traxler y cols., 1999). Tal y como hemos resumido recientemente, la
disminucion de las cantidades de ADN necesarias para inmunizar y el aumento de la
duracion de la inmunizacion estan entre los temas mas importantes que mejorarian la
aplicacion préactica de las vacunas ADN en Acuicultura (Jiménez y cols., 2005).

La existencia en peces de secuencias enddgenas relacionadas con los Tns podria
influenciar los intentos de inmunizacion ADN usando Tns para inducir transposicion
somatica. Por ejemplo, en presencia de transposasas activas enddgenas, sélo se
requeriria la construccion plasmidica RTI para obtener la transposicion del ADN
exdgeno (del gen antigénico). Por otro lado, en presencia de secuencias RTI intactas,
la adicién de transposasas exdgenas podria inducir su excesiva movilizacion causando
algunas inserciones de genes pero también muerte celular. La muerte celular
estimularia la inflamacion local de los tejidos afectados lo que incrementaria las
aparicion de defensas celulares locales y aumento de la inmunizacion de las células
(Garver y cols., 2005).

Para mejorar la vacunacion ADN en peces con el uso de Tns se necesita una mayor
investigacion tal y como se viene realizando en nuestros respectivos laboratorios
actualmente.

Conclusiones

Ha sido una tarea dificil encontrar secuencias de RTI y transposasas completas en
cualquiera de las numerosas copias existentes en vertebrados, debido a que el
namero de copias incompletas o defectuosas prevalece en los genomas actuales. Sin
embargo, se han detectados copias hipotéticamente activas de Tcl en el pez plano
(Tppl, Pleuronectes platessa) (Leaver, 2001) y en la trucha (Tsnl, Salvelinus
namaycush) (Reed, 1999) y se ha demostrado transposicion activa durante la
gametogénesis de pez cebra (TE familia Tcl: Tzf, pez cebra) (Lam y cols., 1996) y
medaka (TE: Tol2 familia hAT, Oryzias latipes) (Koga y cols., 1996). Es decir que
existen Tns activos en los peces y parece probable que otros Tns activos se podrian
descubrir en el futuro en los genomas de los peces importantes en Acuicultura (lvics y
Izsvak, 2002).

Como un ejemplo de otra estrategia, se ha recuperado un Tns activo de salménidos
mediante reconstruccion sintética. Aunque el SB se ha disefiado para vectores de
terapia génica en humanos (transformacion de células somaéticas) o para transgénesis
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en ratones (transformacion de células germinales) se podria también aplicar a los
peces (Tabla 2).

Los Tns de peces ofrecen nuevas posibilidades para aumentar el rendimiento en
Acuicultura por manipulacion de las lineas germinales de las especies comercialmente
importantes mediante la generacién de un gran namero de transgénicos (Davidson y
cols., 2003), bien para seleccionar entre estos los que aumenten la produccion,
resistencia a enfermedades o la obtencion de productos biofarmacéuticos (Rocha y
cols., 2003) o bien para identificar genes importantes por etiquetacion con Tn para
después aplicar los métodos de seleccion genética tradicional. Los Tns también se
podrian usar para transposicion somatica en peces para mejorar la vacunacion ADN
(Fernandez-Alonso y cols., 2001; Lorenzen y cols., 1998; Purcell y cols., 2004; Takano
y cols., 2004; Traxler y cols., 1999). Tanto la disminucién de las dosis de vectores
necesaria para la inmunizacion como el aumento de la duracion de la respuesta
inmune (Coll, 2001; Lorenzen y LaPatra, 2005) se podrian conseguir (Tabla 2).

Por otro lado, ademas de las secuencias completas de la transposasa e RTI, para que
exista transposicion son necesarias, la presencia de un promotor en el extremo 5" y
una sefial terminadora poly(A) en el extremo 3”. La posibilidad de que las secuencias
RTI pudieran contener promotores activos en peces, tal y como sucede en los
retrovirus de peces con sus RTL (Hronek y cols., 2004) o en Tol2 con sus RII
(Tsutsumi y cols., 2003), no se ha estudiado aun.

El tamafio del Tn y el numero enddgeno o exdgeno de copias existentes o inducidas
por genoma haploide parece estar controlado de alguna manera todavia desconocida,
ya que existe una correlacién inversa entre el tamafio del Tn y el nimero de copias
presente en el genoma (Tabla 1). Es decir, a mayor tamafio de la secuencia entre las
RTI, menor nimero de copias enddgenas en el genoma (por ejemplo, hay 10 000 -
100 000 copias de Tns de ~200 pb, 1 000-1 500 copias de Tcl de ~1500 pb y
10 copias de Tol2 de 4 700 pb) (Tafalla y cols., 2006).

Ademas se desconoce cuales serian los efectos de introducir Tns activos exdgenos en
especies de peces que tengan Tns activos enddgenos. Por ejemplo, ¢la introduccién
de transposasas exdgenas en los genomas de peces estimularia la transposicion de los
Tns enddgenos? ¢causarian dafios excesivos en el genoma del pez? Se necesita
contestar a estas y a otras muchas preguntas antes de que un sistema dual Tn se
pueda aplicar a células germinales (peces transgénicos, identificacibn de genes) o
somaticas (vacunacion ADN) de peces importantes en Acuicultura.
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