
J. Gadea y F.A. García-Vázquez

MÉTODOS DE GENERACIÓN DE CERDOS TRANSGÉNICOS

Separata ITEA

INFORMACIÓN TÉCNICA ECONÓMICA AGRARIA, VOL. 106 N.º 1 (15-29), 2010



J. Gadea y F.A. García-Vázquez ITEA (2010), Vol. 106 (1), 15-29 15

Métodos de generación de cerdos transgénicos

J. Gadea1, F.A. García-Vázquez
Departamento de Fisiología. Facultad de Veterinaria. Universidad de Murcia. Campus de Espinardo.
Murcia 30.100 España. http:\\www.um.es\grupo-fisiovet

Resumen

La generación de animales transgénicos ha supuesto una gran revolución biotecnológica en los cam-
pos de ciencia y de la salud. El cerdo es un animal de gran importancia en la producción animal, pero
también lo es como animal de experimentación usado como modelo de los nuevos procesos biotecno-
lógicos y de las enfermedades humanas. En los últimos 25 años, el desarrollo de la transgénesis porci-
na ha ido asociado al desarrollo y la aplicación de nuevas tecnologías de biología molecular y de
reproducción asistida. En este documento revisamos los métodos empleados hasta el momento para la
generación de porcinos transgénicos, analizando tanto las ventajas que cada tecnología ofrece como
las limitaciones que las técnicas presentan. Describimos desde los primeros estudios realizados en la
transgénesis porcina mediante inyección pronuclear hasta los últimos avances en células madre pluri-
potenciales inducidas que acaban de ser descritas, pasando por el empleo de los virus, los espermato-
zoides como mediadores de la transferencia genética y los procesos de transferencia nuclear (clona-
ción). Igualmente aportamos la experiencia acumulada por nuestro grupo de investigación en los
últimos años en este apasionante campo de la ciencia.

Palabras clave: cerdo, microinyección, células madre, virus, espermatozoide, técnicas reproductivas.

Summary
Methodologies for generating transgenic pigs

The production of transgenic animals was a great biotechnology revolution in the fields of science and
health. Pig is a very important animal for the agriculture industry, but also it is an important lab ani-
mal used in models for biotechnological studies and human diseases. In the last 25 years, transgenic
pigs have been improved by the development and application of new molecular biology and assisted
reproductive technologies. In this manuscript we review the different methodologies used for produ-
cing transgenic pigs. We analyze the advantages and limitations that each methodology offers. We
describe from the first studies for producing transgenic pigs by pronuclear injection to the latest stu-
dies with induced pluripotent stem cells (iPSC) recently described. We also analyze the used of virus,
sperm mediated gene transfer and somatic nuclear transfer technology. Finally we contribute with our
own experience developed in this amazing field of science by our research group during recent years.

Key words: porcine, virus, microinjection, stem cells, spermatozoa, reproductive techniques.
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Introducción

Desde el descubrimiento de la doble hélice de
ADN en la década de los 50 se abrieron gran-
des posibilidades para comprender la estruc-
tura del material genético y los procesos de la
expresión génica. Posteriormente, en la déca-
da de los 80 se desarrolló la tecnología capaz
de manipular el material genético y producir
animales transgénicos. Este desarrollo ha per-
mitido la aplicación del conocimiento en
diversos aspectos de la vida, que tiene un
beneficio directo sobre toda la humanidad
como se pone de manifiesto en el diagnóstico
rápido y preciso de enfermedades de origen
infeccioso y genético, la selección de anima-
les, el desarrollo de la terapia celular o de la
medicina regenerativa, etc.

En este sentido, la posibilidad de crear anima-
les transgénicos que codifiquen un carácter
de nuestro interés o anulen algún carácter
indeseable, puede tener una gran repercu-
sión en la producción animal y en el desarro-
llo biotecnológico. La aplicación de esta tec-
nología permitiría no sólo la obtención de la
producción deseada más rápidamente que
por la clásica selección natural, sino también
trasladar genes de una especie a otra, es decir
generar un producto propio de otra especie.
Por ejemplo, ya se produce la a-1-antitripsina
humana en la leche de cabras modificadas
genéticamente que sirve para el tratamiento
de los pacientes con enfisema pulmonar y un
número importante de agentes farmacológi-
cos producidos de la misma manera están en
fase experimental preclínica o clínica (revisa-
do por Dunn et al., 2005).

La producción de estos animales transgéni-
cos es una empresa tecnológicamente com-
pleja, a la par que apasionante, que requiere
un amplio equipo multidisciplinar (biología
molecular, reproducción asistida, bioseguri-
dad, etc.) y lleva implícito un alto coste eco-
nómico. Sin embargo, una vez obtenidos los
primeros animales transgénicos fundadores,

éstos pueden transmitir el transgén a la pro-
genie por mecanismos reproductivos nor-
males, generando un nuevo producto de un
gran valor añadido que puede compensar la
inversión realizada.

En lo que a la especie porcina se refiere, la
historia de los transgénicos da un gran salto
cuando dos equipos de investigación en Esta-
dos Unidos y Alemania publican en el año
1985 la generación de cerdos transgénicos
mediante el empleo de técnicas de inyección
pronuclear (Hammer et al., 1985; Brem et al.,
1985). Desde entonces hasta nuestros días se
ha producido un gran avance en la genera-
ción de animales transgénicos con el desarro-
llo de nuevas técnicas y metodologías como
el uso de vectores virales, de los espermato-
zoides como mediadores de la transferencia
genética, la clonación de las células somáti-
cas y el uso de células madre (stem cells)
(Tabla 1). Este desarrollo tecnológico ha per-
mitido superar en parte las limitaciones que
presentaba la microinyección como método
para generar transgénicos (revisado por
Nagashima et al., 2003; Bacci, 2007; Niemann
y Kues, 2007; Robl et al., 2007).

En estos dos documentos consecutivos pre-
tendemos, por una parte, describir los mé-
todos empleados más frecuentemente para
la generación de porcinos transgénicos,
planteando las ventajas y limitaciones que
cada tecnología presenta. Posteriormente,
en un segundo documento, analizaremos
las aplicaciones que tienen actualmente y
puedan tener estos animales en un futuro
próximo tanto en el ámbito de la salud co-
mo el de la producción animal.

¿Qué entendemos por cerdo transgénico
o modificado genéticamente?

Un cerdo transgénico o modificado genéti-
camente es aquel al cual se le ha introduci-
do un material genético exógeno (molécu-
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las de ADN recombinante) de forma inten-
cionada por el hombre para lograr nuevas
propiedades. Para lograr que todas las célu-
las del organismo expresen este nuevo gen,
se incorpora dicho gen en un embrión en
estadio de zigoto. Si este ADN exógeno se
integra en las células de la línea germinal,
podrá ser entonces transmitido a la descen-
dencia de acuerdo a las clásicas leyes men-
delianas de la herencia de caracteres.

Actualmente también se diseñan animales
transgénicos que tiene anulada una región
de su material genético propio y por tanto
no pueden expresar ese carácter (Knock-
out). El uso de los animales Knock-out facili-
ta el estudio de la función de un gran
número de genes y proteínas. Pero en un
sentido más amplio puede entenderse por
animal modificado genéticamente aquel al
que se le ha introducido el ADN después del
nacimiento. Esta es la base de la terapia
génica que pretende utilizar los genes como
un “medicamento” para el tratamiento de
un individuo. O bien, la denominada trans-
ferencia genética en testículo (Testis media-
ted gene transfer, TMGT), que implica la
transferencia de genes directamente al tes-
tículo y que permitirá producir animales
transgénicos mediante el uso de los esper-
matozoides generados a partir del testículo
genéticamente modificado (revisado por
Celebi et al., 2003; Coward et al., 2007).

¿Cómo se produce un cerdo transgénico?

Inyección pronuclear

Mediante esta técnica se creó el primer ani-
mal transgénico por Gordon et al. (1980),
basándose en la microinyección de genes
directamente en el pronúcleo de ovocitos
de ratón recién fecundados. Esta técnica ha
sido la más usada en la producción de rato-
nes transgénicos desde la década de los 80

(Gordon y Ruddle, 1981) y a lo largo de los
años ha sido adaptada para su uso en ani-
males de granja.

En la especie porcina el proceso comienza
con la obtención de zigotos en estado pronu-
clear o embriones de dos células procedentes
de cerdas inseminadas, aunque de forma
alternativa también pueden usarse zigotos
producidos in vitro mediante técnicas de FIV
o ICSI (Kubish et al., 1995; Koo et al., 1997).
Posteriormente y mediante el empleo de un
sistema de micromanipulación embrionaria
se inyecta en el pronúcleo pequeños volúme-
nes de una solución de ADN con agujas de
pequeño calibre (Hammer et al., 1985; Brem
et al., 1985). El equipo de microinyección
consta básicamente de un microscopio inver-
tido y dos brazos de micromanipulación. Uno
de ellos está conectado a una pipeta de suje-
ción, que por presión negativa mantiene fijo
el zigoto, por lo que habitualmente se le
denomina “holder”. Una vez que el zigoto
está firmemente sujeto, se inyecta el ADN en
el interior del núcleo con el empleo de una
microaguja adapatada al otro brazo de mi-
cromanipulación. Tras este proceso de inyec-
ción los embriones son transferidos a una
hembra receptora.

En los animales domésticos en general y en
concreto en el caso del cerdo, la obtención
de embriones en estado pronuclear supone
una mayor dificultad técnica y un coste
superior a la obtención de embriones muri-
nos. Pero además, la eficiencia de esta técni-
ca de inyección pronuclear es menor en la
especie porcina que la conseguida en rato-
nes debido a diversos factores. Primeramen-
te, porque la visualización de los pronúcleos
del zigoto se ve dificultada por la presencia
de gotas de grasa. Este hecho se puede sol-
ventar mediante la centrifugación de los
zigotos a alta velocidad (10-15.000 g x 3-5
min.), desplazando las gotas de grasa hacia
un polo del zigoto, pero esta centrifugación
implica la reducción en las tasas de desarro-
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llo embrionario (Wall et al., 1985). Pero sin
duda la limitación más importante que pre-
senta esta técnica en la especie porcina, y en
general en los animales de granja, es el bajo
rendimiento del sistema para integrar el
ADN inyectado en el genoma del embrión
receptor, la integración es al azar y los pro-
blemas en la correcta expresión de las pro-
teínas. Según una revisión de Pursel et al.
(1990) entre el 0,31 y el 1,73% de los zigotos
inyectados llegan a dar lugar a un cerdo
transgénico frente a la media del 3% de
rendimiento que se obtiene en los ratones.

Otra importante cuestión a tener en consi-
deración es el alto grado de mosaicismo que
presentan los animales transgénicos creados
mediante inyección pronuclear que puede
alcanzar hasta el 60-80% de los animales
(Koo et al., 1997). La presencia en un mismo
individuo de células que presentan el feno-
tipo modificado junto con otras células que
conservan el fenotipo original, podría estar
relacionado no sólo con una integración del
transgén de manera desigual en las diversas
células, sino también con el sistema de
regulación que controla la transcripción y
translación, que pudiera silenciar de mane-
ra selectiva la expresión de la proteína en
algunas blastómeras y no en otras.

Para mejorar el rendimiento de esta técnica
de microinyección en la especie porcina se
han estudiado diversos factores del proceso
como son las condiciones del cultivo, el lugar
de inyección, tipo de hembra donante, em-
brión producido in vitro o in vivo, tipo y
tamaño del ADN, etc. (Willians et al., 1992;
Hajdu et al., 1994; Martin et al., 1996; Koo et
al., 1997; Martin et al., 2000; Nottle et al.,
2001). Del mismo modo, se ha optimizado el
proceso de transferencia de los embriones a
las cerdas receptoras (sincronía entre donan-
tes y receptoras, número de embriones a
transferir, etc) para mejorar los resultados
(revisado por Martin y Pinkert, 2002). En
cualquier caso y a pesar de las mejoras intro-

ducidas, estudios posteriores han confirma-
do que la eficiencia de esta técnica en la
especie porcina se mantiene estable y difícil-
mente puede ser mejorada con la tecnología
disponible. Así en términos generales consi-
deramos que aproximadamente el 1-2% de
los zigotos microinyectados llega a generar
un animal transgénico (Hirabayashi et al.,
2001; Uchida et al., 2001; Nottle et al., 2001).

Transgénesis mediada por virus

Una alternativa a la microinyección pronu-
clear es el uso de virus que inserten genes
exógenos en el genoma del animal a trans-
formar. El virus actúa como un sistema natu-
ral de transferencia de ADN a varios tipos de
células (Pfeifer, 2004). Esta transferencia
puede llevarse a cabo de diversas formas,
como son la exposición de las células a una
alta concentración de virus, por co-cultivo en
monocapa de células infectadas con virus, y
mediante la microinyección de los virus
directamente en el interior de los blastocis-
tos o en el espacio perivitelino de los zigotos
(Petters et al., 1997; Cabot et al., 2001; Hoff-
man et al., 2003; Whitelaw et al., 2004).

Para generar animales transgénicos se han
utilizado fundamentalmente los retrovirus.
Estos son virus con envoltura que presentan
un genoma de ARN monocatenario y se
replican a través de una forma intermedia
de ADN bicatenario mediante la enzima
transcriptasa inversa. Este ADN generado se
integra en el genoma del hospedador y se
comporta como un gen más. Estos virus han
sido modificados para que pierdan su carác-
ter patogénico, aunque siguen siendo capa-
ces de infectar células y de transportar una
pequeña cantidad de ADN, que aunque limi-
tada, es suficiente para transferir una amplia
variedad de construcciones genéticas.

Petters et al. (1987) describen por primera
vez el uso de retrovirus aviares para infectar
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embriones porcinos. Posteriormente se han
utilizado retrovirus de la leucemia murina de
Moloney para infectar ovocitos que se han
fecundado in vitro y transferido a una cerda
receptora para producir cerdos transgénicos
(Cabot et al., 2001). Entre las limitaciones o
desventajas del uso de los retrovirus se
encuentra primeramente el hecho de que
únicamente permiten la transferencia de
construcciones de tamaño inferior a 10 kb
(revisado por Wall, 2002). Otra desventaja ha
sido descrita en numerosos casos en los que
la utilización de retrovirus ha permitido la
transferencia de los genes, pero estos no son
expresados adecuadamente en los animales
transgénicos, por lo que la utilidad de estos
virus es limitada (revisado por Pfeifer, 2004).

Por último haremos mención a los lentivirus,
que se encuentran dentro de la familia de los
retrovirus, y que se han utilizado con éxito
para producir cerdos transgénicos (Hoffman
et al., 2003; Pfeifer, 2004; Whitelaw et al.,
2004 y 2008). La principal ventaja del uso de
los lentivirus como vectores de transgénesis
es la gran eficiencia de la técnica. En este
sentido, mientras que el porcentaje de naci-
dos transgénicos para el porcino se encuen-
tra próximo al 1-2% cuando se utiliza la mi-
croinyección pronuclear, con el uso de los
lentivirus en la especie porcina se han obte-
nido entre 3 y 35% según los diferentes estu-
dios (revisado por Park, 2007). Del mismo
modo mejoran sustancialmente los niveles
de expresión tanto en los fundadores como
en la progenie. Por el contrario, como des-
ventajas de esta técnica podemos destacar la
inestabilidad de los vectores, la difícil mani-
pulación y preparación de los mismos (Hou-
debine, 2005; Park, 2007). Una vez que se
superen los problemas de bioseguridad que
aun plantea el uso de virus y los de estabili-
dad, esta técnica podrá ser de gran aplicabili-
dad en el futuro próximo, debido a su relati-
va sencillez y gran eficiencia.

El espermatozoide como vector
de la transgénesis

La capacidad de los espermatozoides para
capturar ADN exógeno fue descrita por pri-
mera vez por Brackett et al. (1971) en el
conejo. Este descubrimiento y sus importan-
tes implicaciones fueron ignoradas durante
casi 20 años, y no es hasta 1989 cuando se
demuestra la capacidad que tenían los es-
permatozoides de ratón de transportar ADN
exógeno y transferir estas moléculas al inte-
rior del ovocito en el proceso de la fe-
cundación dando lugar a animales modifica-
dos genéticamente (Lavitrano et al., 1989).
Desde entonces esta técnica, denominada
transgénesis mediada por espermatozoides
(Sperm mediated gene transfer, SMGT), fue
objeto del interés de toda la comunidad
científica, ya que podría ser considerada, por
su relativa sencillez y bajo coste, como la téc-
nica de elección para la producción de ani-
males de granja modificados genéticamen-
te. Sin embargo, las dificultades para repetir
los experimentos en otros laboratorios y la
baja eficiencia en la integración de los trans-
genes en el genoma del animal, llevó asocia-
da una considerable controversia durante
numerosos años (Brinster et al., 1989; Birns-
tiel y Busslinger, 1989: Spadafora, 1998). En
cualquier caso, usando esta técnica se han
descrito porcentajes que se encuentran en-
tre el 5 y el 80% de animales transgénicos
del total de nacidos y su eficiencia varía se-
gún las especies de aplicación (revisado por
Smith y Spadafora, 2005).

En la especie porcina Sperandio et al. (1996)
describen por primera vez la generación de
lechones transgénicos producidos mediante
el uso espermatozoides incubados en pre-
sencia de ADN exógeno y la aplicación de la
dosis de inseminación artificial mediante un
procedimiento convencional. Poco tiempo
después, el mismo equipo confirmó la gene-
ración de animales transgénicos usando
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esta misma metodología que expresaban un
gen humano (human decay aceleration fac-
tor) relacionado con los estudios de xeno-
trasplantes (Lavitrano et al., 1997, 1999,
2002 y 2003). Posteriormente se utilizó para
generar animales poli-transgénicos utilizan-
do en este caso la inseminación laparoscópi-
ca (Webster et al., 2005). En cualquier caso,
los resultados no son concluyentes ya que la
repetitividad de la técnica es muy reducida
por factores no bien definidos (Gandolfi et
al., 1996; Kang et al., 2008; Wu et al., 2008).

Nuestra aportación en este campo se ha
centrado en analizar los factores que deter-
minan la unión del espermatozoide al ADN
exógeno y la eficiencia de la técnica (García-
Vázquez, 2007). Entre estos factores se
encuentra la presencia de plasma seminal,
el tipo de ADN, el origen del espermatozoi-
de, el medio de incubación, los tratamien-
tos espermáticos, etc. (García-Vázquez et
al., 2007-2009). Una de las conclusiones más
determinantes a las que hemos llegado es el
hecho de que en nuestras condiciones expe-
rimentales la unión del ADN exógeno se
produce a espermatozoides con membrana
alterada (García-Vázquez et al., 2009). Este
hecho determina que la probabilidad de
obtener animales transgénicos haciendo
uso de la inseminación o la fecundación in
vitro es limitada (García-Vázquez et al.,
2009). Como alternativa cabe la posibilidad
de utilizar la inyección intracitoplasmática
de espermatozoides (ICSI) que permiten el
uso de espermatozoides independiente-
mente de la alteración de membrana que
presenten, como se puso de manifiesto en
la especie murina (Perry et al., 1999, Moreira
et al., 2004 y 2007). Posteriormente se ha
aplicado la ICSI en la especie porcina para
generar embriones y animales transgénicos
con una mayor eficiencia y repetitividad (Lai
et al., 2001; Naruse et al., 2005; Kurome et
al., 2007, García-Vázquez et al., 2007-2009,
Wu et al., 2009). Mediante la combinación

de la ICSI y SMGT hemos logrado obtener
animales transgénicos procedentes de di-
versas camadas.

Un nuevo abordaje es el que se plantea con
la transgénesis activa con el uso de recombi-
nasas o transposasas que puedan mejorar la
eficiencia de la transgénesis (Shinohara et
al., 2007). En el ratón, el uso de la proteína
de origen bacteriano recombinasa A y la
proteína Tn5 transposasa incrementan no-
tablemente las tasas de transgénesis tanto
usando microinyección como ICSI-SMGT (Ka-
neko et al., 2005; Suganuma et al, 2005;
Moreira et al. 2007). En la especie porcina, se
ha demostrado la mejora de la eficiencia al
usar la proteína recombinasa A procedente
de E. colli al usar en un sistema de microin-
yección (Maga et al., 2003) y nuestras expe-
riencias usando la técnica de ICSI-SMGT han
puesto de manifiesto que las tasas de
embriones que expresan el transgén está
próxima al 90% y es posible obtener lecho-
nes transgénicos por transferencia de estos
embriones (García-Vázquez et al., 2009).

Por otra parte, se han usado adenovirus de-
ficientes en la replicación recombinante
para transferir ADN exógeno a células de
diferentes tejidos Un equipo de la Universi-
dad Autónoma de Barcelona (Farre et al.,
1999) ha utilizado esta técnica para introdu-
cir ADN exógeno a espermatozoides porci-
nos que utilizados en fecundación in vitro e
inseminación artificial dieron lugar a em-
briones y lechones transgénicos.

Células madre

Mediante el empleo de la inyección pronucle-
ar es posible generar grandes animales trans-
génicos pero con esta tecnología no es posible
realizar modificaciones genéticas dirigidas
(Gene targeting), lo que aportaría la ventaja
de poder elegir el locus que se desea modifi-
car y tener un buen control de la modulación
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de ese locus. El uso de la tecnología de las
células madre embrionarias (Embryonic stem
cells ES) permite hacer modificaciones genéti-
cas dirigidas (Gene targeting).

Las células madre (o stem cells) son células
que tienen la habilidad de dividirse y dife-
renciarse en varios tipos de células o tejidos.
Existen diferentes tipos de células madre:
las células madre embrionarias (CME), indu-
cidas (CMI) o adultas (CMA). Las CME y CMI
tienen la característica de ser pluripotentes,
es decir, pueden derivar a cualquier tipo
celular. Sin embargo las CMA son multipo-
tentes, lo que significa que únicamente
puede dar lugar a células de su propia línea
germinal (ej.: las células hematopoyéticas).

Las CME se aíslan de la masa celular interna
(ICM) de los blastocistos y tienen la capaci-
dad para formar quimeras y contribuir a la
formación de la línea germinal (Capecchi,
2005). Tras la obtención se procede al culti-
vo in vitro de estas células madre embriona-
rias y finalmente se transfieren con la ayuda
de un micromanipulador al interior de un
blastocisto receptor, para dar lugar final-
mente a animales quiméricos, es decir célu-
las originarias de 2 zigotos, que tras la
fecundación se combinan formando uno
solo, por lo tanto el nuevo animal posee dos
tipos de células diferentes, cada una con
distinta constitución genética.

Las células embrionarias se han desarrollado
en ratones desde la década de los ochenta
(Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981) y más
recientemente en ratas (Li et al., 2008),
perros (Hatoya et al., 2006) y gatos (Yu et al.,
2008). En la especie porcina en la década de
los noventa aparecieron las primeras refe-
rencias de la derivación de células similares a
las embrionarias (ESC-like cells) (Notariani et
al., 1990; Piedrahita et al., 1990), pero esas
células como otras derivadas de embriones
bovinos, caprinos o/y ovinos no cumplen
todos los criterios que definen a las verdade-

ras células embrionarias (Ezashi et al., 2009)
y a pesar de múltiples esfuerzos, no ha sido
posible todavía conseguir estas células em-
brionarias en estas especies domésticas (revi-
sado por Muñoz et al., 2009). Por lo que al-
gunas de las alternativas que se barajan en
los animales de granja son el uso de células
germinales embrionarias, células madre
espermatogónicas o células madre germina-
les multipotentes.

Recientemente se ha descrito la generación
de células madres pluripotentes inducidas
(ipSC) porcinas a partir de células somáticas
(Ezashi et al., 2009; Esteban et al., 2009).
Estas células presentan características simi-
lares a las células madres embrionarias y
pueden ser una pieza fundamental para el
desarrollo biotecnológico en los próximos
tiempos (Roberts et al., 2009).

Transferencia nuclear

Como alternativa a la microinyección se
encuentra la técnica de transferencia nucle-
ar de una célula somática a un ovocito enu-
cleado que se le conoce por el término de
clonación y que ha tenido un gran desarro-
llo desde la generación de la oveja Dolly
(Willmut et al., 1997). El avance de esta tec-
nología ha permitido un gran impulso en la
generación de cerdos transgénicos (revisado
por Lai y Prather, 2003). Los primeros cerdos
clonados fueron descritos por Polejaeva et
al. (2000) y rápidamente esta tecnología fue
aplicada para generar los primeros cerdos
transgénicos que expresaban el marcador
GFP (Park et al., 2001) y posteriormente los
primeros cerdos knock-out (Lai et al., 2002).

Para llevar a cabo esta técnica, primeramen-
te se aíslan células somáticas (habitualmen-
te fibroblastos fetales porcinos) que son
sometidas a un proceso de transformación,
de modo que se puede incluir nuevo mate-
rial genético o anular la expresión de algún
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gen. Este proceso de transformación es
complejo y poco eficiente; comienza con la
obtención de fibroblastos procedentes de
fetos porcinos de unos 30-35 días de edad
como células donantes del núcleo (revisado
por Yanagimachi, 2002). Estas células fetales
son sometidas a diversos procesos de trans-
fección como la electroporación o la trans-
fección mediada por lípidos, para conseguir
la recombinación homóloga. En la mayoría
de los casos la recombinación se produce al
azar con integraciones no homólogas. Pos-
teriormente se selecciona la población de
células que se han transfectado adecuada-
mente para finalmente transferir el núcleo
de estas células a un ovocito enucleado
mediante la ayuda de un micromanipulador
e inducir pulsos eléctricos para el inicio del
desarrollo embrionario (Kragh et al., 2004).

Las utilidades de la clonación son enormes,
desde la clonación de animales en peligro de
extinción hasta la generaciaón de animales
transgénicos. Esta tecnología es fundamen-
tal en el diseño de animales knock out como
los que se han empleado para la producción
de cerdos destinados al xenotrasplante
donde se anula la expresión de la enzima α-
1,3-galactosil transferasa (Lai et al., 2002;
Kolber-Simonds et al., 2004) que reduce el
rechazo híper agudo, o para producir cerdos
transgénicos como modelos de la enferme-
dad de la fibrosis quística (Roger et al., 2008).

A pesar de la utilidad de esta técnica, la efi-
ciencia es sensiblemente baja con valores
entre el 1-2% de los ovocitos empleados
(revisado por Yanagimachi, 2002; Lai y Pra-
ther, 2003). Los problemas están asociados
principalmente a fallos en la reprograma-
ción del núcleo transferido, gran mortalidad
perinatal y a ciertas anomalías anatómicas y
fisiológicas (Ej.: rápido envejecimiento por
acortamiento de los telómeros).

Conclusiones y perspectivas de futuro

En los 25 años transcurridos desde la gene-
ración de los primeros cerdos transgénicos
hasta nuestros días, se ha producido un
gran avance en las técnicas y métodos. Sin
embargo, este campo de la ciencia aun se
encuentra en una fase inicial de desarrollo.
Probablemente se verá potenciado en el
futuro próximo por la demanda de nuevos
modelos que permitan estudiar enfermeda-
des humanas. Es de esperar que para ello se
haga uso principalmente de la técnica de
transferencia nuclear por las grandes venta-
jas que aporta en la generación de animales
knock-out (Tabla 2). Pero igualmente se
potenciará el uso de lentivirus para aprove-
char su alto grado de eficiencia, o el uso de
los espermatozoides como vectores, una vez
que puedan ser resueltos los problemas de
repetitividad que ahora adolece. Por otra
parte, si se consigue desarrollar el aislamien-
to y mantenimiento de las células madre
embrionarias ayudara a desarrollar nuevos
modelos transgénicos. En último término, la
inyección pronuclear seguirá disponible
para resolver algunos modelos aun cuando
su eficiencia sea reducida.
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