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INTRODUCCION

Bracket et al. (1971) fueron los primeros en demostrar que los espermatozoides de
los mamiferos tienen la habilidad intrinseca de unirse a ADN exdgeno. En 1989, Lavitrano et
al. usando el ratdbn como modelo, publican que la capacidad de los espermatozoides de
unirse a ADN podria ser usada para introducir ADN exdgeno en los ovocitos durante la
fecundacion para conseguir producir animales transgénicos. Esta publicacion gener6é un
gran interés en la comunidad cientifica porque ‘la transferencia de ADN por los
espermatozoides” era un proceso simple y de bajo coste. Sin embargo, las dificultades en la
reproducibilidad y la baja eficiencia en la integracion de los transgenes en el genoma del
animal, provoc6 una considerable controversia durante numerosos afios (Brinster et al.,
1989). No obstante, numerosos trabajos han sido publicados en los ultimos afos
confirmando que los espermatozoides de numerosas especies, incluidas las de granja, y
peces, pueden ser usados como vectores para llevar transgenes dentro del genoma del
animal (Smith y Spadafora, 2005).

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar el tratamiento espermatico mas adecuado
para la produccion in vitro de embriones porcinos transgénicos por ICSI, ademas de la
produccion de lechones obtenidos por inseminacion intrauterina profunda con semen
incubado con el transgén.

MATERIAL Y METODOS

Experiencia 1. Efecto de diferentes tratamientos espermaticos sobre el
desarrollo de embriones transgénicos fecundados por ICSI

Esta experiencia se disefid con el propoésito de conocer el tratamiento espermatico
mas adecuado para la obtencién del mayor porcentaje de embriones transgénicos y calidad
embrionaria en comparacién con embriones fecundados con semen intacto. En cada una de
las experiencias se ajustd la concentracién de la suspensién espermatica a 10® células
espermaticas/ml a los que se le afadi6 5 pyg del ADN exdgeno/ml. Los tratamientos
espermaticos llevados a cabo fueron los siguientes:

- Semen intacto: El semen fue preparado por el método descrito por Lavitrano et al.
(2003). Tras la recogida de la fraccion rica del eyaculado y la dilucién del semen 1:1 en
medio SFM sin BSA, fue trasladado al laboratorio a 37 °C. Posteriormente, se diluyd de
nuevo en medio SFM (37 °C) en una proporcion de 1:10, y se centrifugé a 800g durante 10
min a 25 °C. Se elimin6 el sobrenadante y se resuspendio de nuevo en SFM con BSA a 25
°C, de nuevo se centrifuga a 800g 10 min a 25 °C; se descartd el sobrenadante y se
resuspendié en 1 ml de SFM con BSA a 25 °C.

- Congelacion de espermatozoides: Las pajuelas de semen porcino de 0.5 ml
fueron descongeladas en un bafio a 52 °C durante 12 segundos, y resuspendidas en SFM
(atemperado a 37 °C, ratio 1:5). Se lavd la muestra dos veces mediante centrifugacion 10
min (800g y 25 °C) para eliminar el medio de congelacion y los restos celulares. Finalmente,
el pellet fue resuspendido en medio SFM.

- Rotura de las membranas por congelacion/descongelacion rapida: los
espermatozoides intactos se sometieron a un proceso de congelacion rapida sumergiendo
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las muestras en nitrégeno liquido durante 20 seg, seguido de una inmediata descongelacion
por inmersién en un bafio de agua atemperada a 37 °C. Este proceso se repiti6 3 veces.
Posteriormente se confirmé que todas las células espermaticas tenian alteraciones graves
de la estructura de su membrana mediante la observacidon microscopica de las muestras
tefiidas con ioduro de propidio.

- Transcriptasa inversa RecA: Esta experiencia fue realizada para comprobar el
efecto de la transcriptasa inversa, denominada RecA, sobre la mejora en la produccion de
embriones transgénicos en relacién con las experiencias anteriores. RecA fue incubada con
el transgén (GFP), y luego este complejo formado RecA:ADN se incub6 con los
espermatozoides. Estos se utilizaron para fecundar los ovocitos por ICSI. Los complejos
RecA:ADN fueron preparados como describe Kaneko et al. 2005.

Ovocitos madurados in vitro fueron inyectados con espermatozoides sometidos a los
diferentes tratamientos antes descritos mediante la técnica de ICSI descrita previamente por
Garcia-Rosellé et al. (2006). Las primeras 20h post-inyeccién los supuestos cigotos se
cultivaron en medio TALP, pasado este tiempo se traspasaron a medio de cultivo
embrionario NCSU-23. A los 7 dias posfecundacion se evaluaron los siguientes parametros::

- Porcentaje de division embrionaria (% Divisién): se contabilizé el numero de
embriones en estadio de 2-4 células con respecto al total de los cigotos que iniciaron
el cultivo embrionario.

- Porcentaje de blastocistos (% Blastocistos): se valor6 como el nimero de
blastocistos con respecto al total de embriones divididos.

- Porcentaje de embriones transgénicos (% Transgénicos): se evalu6 como el
numero de embriones que expresaban la proteina verde fluorescente GFP

El total de ovocitos inyectados para el grupo de espermatozoides congelados fueron
para el grupo control (intactos): 146, y para el grupo experimental: 143. Para el grupo
congelacion rapida: Control (Intactos): 105, y congelacion rapida: 101. Para el grupo RecA
se hicieron 9 replicados con un total de 244 ovocitos inyectados (Intactos: 115; RecA: 129).

Experiencia 2. Inseminacion intrauterina profunda con semen incubado con
ADN exégeno

Se inseminaron 4 cerdas mediante una sonda de inseminacion intrauterina profunda
(Fireflex®), con semen incubado con ADN exégeno. El semen fue preparado como se ha
descrito en la experiencia anterior, utilizando semen intacto (fresco). Se preparé en una
proporcidon 1000x10° espermatozoides/ 250 ul ADN (EGFP 200ng/ul) en un volumen total de
10 ml SFM/BSA. La suspension se dej6 incubando a 16 °C durante 2h, moviendo los tubos
cada cierto tiempo para evitar la sedimentacion. La muestra fue precalentada a 37 °C 10 min
antes de la inseminacion. Se realizaron dos inseminaciones espaciadas 12h para cada
cerda, con el semen del mismo eyaculado conservado a 16 °C.

A los lechones obtenidos se les valord tanto la posible expresién del transgén
(visualizacion directa de la GFP mediante lampara de fluorescencia) como la integracién del
mismo (analisis mediante PCR).

RESULTADOS Y DISCUSION

Experiencia 1. Efecto de diferentes tratamientos espermaticos sobre el
desarrollo de embriones transgénicos fecundados por ICSI

- Intacto vs. Congelacion rapida: No se encontraron diferencias significativas en
relaciéon a los porcentajes de division en ambos grupos (control 49/105 (46.7%) vs. 39/101
(38.6%), p= 0.25). Cabe destacar que la divisibn embrionaria se encuentra alrededor de un
40-45%, con unos porcentajes de blastocistos muy bajos para el grupo de los
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espermatozoides dafiados por congelacion. EI numero de blastocistos obtenidos fue de
25.5% para control y 8.2% para el grupo experimental. En relacion a la expresion de los
transgénicos, el grupo de los espermatozoides dafiados por congelacion muestran un
aumento significativo de embriones transgénicos (control 50.98 % vs. 75.51%, p=0.01), con
respecto al grupo control.

- Intacto vs. Congelado-descongelado: En los resultados obtenidos para esta
experiencia destacamos que no se encontraron diferencias significativas para las variables
estudiadas, es decir, division embrionaria por grupos (control 53% vs. 49.4%), porcentaje de
blastocistos y de embriones transgénicos (control 37.1% vs. 44.9%).

- Intacto vs. RecA: En relacion a la expresién del gen es de resefar el alto
porcentaje de embriones transgénicos obtenidos para el grupo RecA, préoximo al 90% de
expresion, destacando que en 7 de los 9 replicados el total de los embriones expresaban el
gen. No se encontraron diferencias significativas tanto para la variable division como para el
% de blastocistos obtenidos. Los porcentajes de divisién se encuentran alrededor de un 50%
con unos porcentajes de blastocistos muy bajos para ambos grupos, alrededor de un 11%.

De los resultados obtenidos, concluimos que el uso de la transcriptasa inversa
protege las cadenas de ADN de posibles degradaciones por lo que el % de embriones
transgénicos obtenidos son préximos al 90% con una calidad embrionaria similar al resto de
los grupos, resultando el tratamiento mas eficaz para la produccion in vitro de embriones
porcinos transgénicos.

Experiencia 2. Inseminacion intrauterina profunda con semen incubado con
ADN exégeno

Tres de las cuatro cerdas inseminadas fueron diagnosticadas positivas a la gestacion
a los 25-28 dias tras la fertilizacion. Una vez transcurrido el periodo de gestacion las cerdas
parieron a 4, 8 y 10 lechones respectivamente. La cerda n° 2 parié a 8 lechones, 4 de los
cuales nacieron muertos y uno murié pocas horas tras el nacimiento. Todos los lechones
mostraron unas condiciones fisioldgicas y morfoldégicas normales, se realizd una necropsia
a los lechones nacidos muertos para establecer la causa de la muerte, diagnosticando
finalmente la asfixia como causa de la misma. Las pruebas realizadas tanto para conocer la
expresion como la integracion del transgén GFP para cada uno de los lechones, tanto vivos
como muertos, nos proporcionaron unos resultados negativos, no resultando ningun animal
transgénico.

Al no obtener ningun animal transgénico por este método podemos pensar que los
espermatozoides que transportan el transgén tienen mayor dificultad en el movimiento y por
lo tanto por competencia fecundarian antes aquellos espermatozoides que no transportan el
transgén.
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