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INTRODUCCION

Las técnicas de edicion génica permiten realizar modificaciones especificas de uno o mas genes, lo que
puede ser una estrategia para la lucha, control y prevencion de enfermedades viricas que afectan al
sector porcino (revisado por Navarro-Serna et al., 2022). El virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV) produce inmensas perdidas en el sector. Por otra parte, el virus de gripe porcina, ade-
mas de la importancia directa de la gripe sobre la produccion, puede mutar en el cerdo y generar nue-
vos subtipos que pueden causar un gran problema de salud publica. Previamente hemos descrito la ge-
neracién de embriones knock-out para el gen CD163 que confiere resistencia a PRRS mediante técnicas
de electroporacion y lipofeccion (Pifieiro-Silva et al., 2023). Con esta tecnologia es posible la generaciéon
de animales con multiples mutaciones que permitan la resistencia simultanea a diversas enfermedades.
Describimos la utilizacién de técnicas de electroporacién de ovocitos porcinos para editar su genomay
conferir resistencia simultdaneamente a ambas enfermedades PRRS e Influenza porcina.

MATERIAL Y METODOS

Se diseflaron guias de RNA para el exdn 7 del gen CD163 que confiere resistencia a PRRS y para el exén 3
del gen TMPRSS2 que codifica la enzima Transmembrane protease serine 2 que participa en el proceso
de infeccién de diversos virus, entre ellos, el de la gripe porcina. Los ovocitos madurados in vitro
fueron electroporados en presencia de las guias de RNA y la proteina Cas9, y seguidamente fueron
fecundados in vitro y posteriormente cultivados hasta el estadio de blastocisto, para finalmente eva-
luar su genotipo por técnicas de electroforesis capilar y secuenciacion Sanger (Navarro-Serna et al.
2022; Pineiro-Silva et al. 2023).

RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto al desarrollo embrionario, la tasa de division fue del 81,3 % y la de blastocisto fue del 29,7 %.
Al analizar las tasas de mutacion de cada gen, encontramos que se produjo la mutacién para el gen
CD163 en el 71 % de los blastocistos, con una tasa de mosaicismo del 16,1 %, y esos valores fueron del
78,6 %y 35,7 % para el gen TMPRSS2. Eso supuso que la mutaciéon en ambos genes se produjo en el 63 %
de los blastocistos genotipados, con un 14,8 % de los embriones con mutacion Unica en el gen TMPRSS2,
un 7,4 % de los embriones con mutacién Unica en el gen CD163 y un 14,8 % sin mutacién alguna. En
cuanto a la tasa de mosaicismo, el 52,9 % de los embriones con doble mutacién eran mosaicos.

CONCLUSION

Aunque previamente se han generado cerdos editados resistentes a PRRS (Whitworth et al., 2016;
Burkard et al., 2018), en nuestro conocimiento es la primera vez que se describe la edicién genética
con mutacion simultanea de genes relacionados con la resistencia a PRRS e Influenza porcina. Se abre
una posibilidad de generar animales multi-editados para estas y otras enfermedades viricas, lo que
supone un cambio disruptivo en la manera de afrontar la lucha frente a las enfermedades con mul-
tiples beneficios en la salud y bienestar de los animales y con repercusiones directas (gripe) e indirectas
(alimentacion) en la salud humana.
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