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RESUMEN

La transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT) es un método de produccion de animales trans-
génicos. Se basa en la capacidad que presentan los espermatozoides de unir ADN exdgeno y transferir el
transgén a los ovocitos. Por otro lado, la proteina recombinasa de origen bacteriano RecA protege las cadenas
simples de ADN de la degradacion, al crear una capa protectora. Este hecho da lugar a una mayor produccién
de embriones viables e integracién del transgén en animales producidos mediante microinyeccién pronuclear
e ICSI. El objetivo de este estudio fue investigar la capacidad de transferencia de los complejos RecA:ssADN
en espermatozoides de cerdo, asi como la viabilidad de los mismos mediante citometria de flujo. En primer
lugar, se recolectd el semen y se centrifugd para eliminar el plasma seminal. Se utiliz6 el pldsmido EGFP
que fue incubado con los espermatozoides a 16° C (grupo control). Para el grupo RecA, en primer lugar se
desnaturaliz6 el ADN (95°C, 5 min) y seguidamente, se incubé con la proteina RecA en hielo durante 1h,
transcurrido este tiempo estos complejos (RecA:ssADN) formados se incubaron con los espermatozoides a
16°C. La incubacién en presencia de la recombinasa RecA supuso un aumento significativo del porcentaje
de células unidas al ADN con respecto a espermatozoides intactos incubados tnicamente con el gen EGFP
(Control: 19.68+0.73% vs. RecA: 24.69+0.70%; p<0.01). Los resultados mostraron que para ambos grupos
la unién se produce principalmente a células no viables (Control: 19.21+0.71% vs. RecA: 24.11+0.69%;
p<0.01), y en una muy baja relacién a espermatozoides viables (Control: 0.47+0.09% vs. RecA: 0.58+0.09%;
p=0.40). Con este estudio hemos demostrado que los complejos RecA:ssADN interaccionan con los espe-
rmatozoides porcinos en mayor proporcién que para el caso de los espermatozoides tinicamente incubados
con el transgén, y para ambos casos esta asociacién se produce principalmente a células no viables. Por lo
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tanto se podria utilizar la SMGT combinada con técnicas de reproduccion asistida como la ICSI para la
obtencién de embriones y lechones transgénicos.
Palabras clave: RecA, recombinasa, transgén, transgénesis, espermatozoide, porcino.

ABSTRACT

Sperm mediated gene transfer (SMGT) is an interesting tool for animal transgenesis consisting on the
use of sperm cells as a vector for transmitting exogenous DNA into eggs at the moment of fertilization. On
the other hand, RecA, a bacterial recombinase, was shown to protect DNA from degradation by creating a
protective coating during its binding to it and resulted in higher embryo survival and transgenic integration
frequencies in mice produced by ICSI. The objective of this study was to investigate the capacity of transference
of RecA:ssDNA complex by pig spermatozoa by measuring the sperm DNA-binding ability and viability by
flow cytometry. Semen was recovered and centrifuged, discarding the seminal plasma. Linealized plasmid
DNA was added to sperm and incubated at 16°C (control group). In RecA group, DNA was denatured (95°C, 5
min) and incubated with RecA on ice for 1h, then mixed with sperm. RecA group sperm significantly increased
DNA-binding capacity compared to control group semen after 120 min (Control: 19.68+0.73% vs. RecA:
24.69+0.70%; p<0.01). Exogenous DNA bound mainly to spermatozoa with reduced viability in all the groups
of spermatozoa evaluated (Control: 19.21+0.71% vs. RecA: 24.11+0.69%; p<0.01). In consequence, only a low
percentage of living spermatozoa was bound to DNA (Control: 0.47+0.09% vs. RecA: 0.58+0.09%; p=0.40).
In this study we have demonstrated that the complex RecA:ssDNA bind with the pig sperm in a higher relation
than sperm incubated only with the transgene, and in both cases the binding is associated mainly with non-
viable cells. Therefore, the SMGT technique could combines with assisted reproductive techniques such as

ICSI to obtain embryos and transgenic piglets.
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INTRODUCCION

La transgénesis es una potente herramienta
biotecnoldgica para la generacion de animales
modificados genéticamente con aplicaciones en
diferentes areas como la medicina veterinaria,
biomedicina y agricultura. La microinyeccién
pronuclear del ADN ha sido el método més uti-
lizado para la generacion de animales transgéni-
cos, en especial en el raton (Gordon 1981). Esta
técnica, aunque efectiva, es poco eficiente, re-
sultando en menos del 5% de animales transgé-
nicos (Niemann y Kues 2000; Nakanishi y cols.,
2002; Wall 2002). En 1989, Lavitrano et al. des-
criben un nuevo método para la producciéon de
animales transgénicos, denominado transgéne-
sis mediada por espermatozoides (SMGT). Este
método esta basado en la habilidad intrinseca
que presentan los espermatozoides de unir ADN
exdgeno y transferir el transgén a los ovocitos, e

integrarse en el genoma del nuevo embrién. Sin
embargo, aunque la SMGT ha sido utilizada en
diferentes especies, los resultados presentados
hasta el momento son muy dispares (revisado
por Smith y Spadafora 2005).

Desde su descubrimiento, la técnica de
SMGT se ha combinado con diferentes meto-
dologias para incrementar su eficiencia, como
por ejemplo, el uso de técnicas como la electro-
poracion o lipofeccion, o incluso la utilizacién
de anticuerpos como nexo de unién entre los es-
permatozoides y el transgén (revisado por Smith
y Spadafora, 2005). Otra reciente innovacion ha
sido el uso de la inyeccién intracitoplasmatica
del espermatozoide (ICSI) en combinacién con
la técnica de SMGT. Esta técnica se ha deno-
minado transgénesis mediada por ICSI (Perry y
cols., 1999), y que ha sido aplicada con éxito en
la especie porcina (Lai y cols., 2001; Kurome y
cols., 2006; Garcia-Vazquez 2008).
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Las técnicas descritas anteriormente se han
considerado como procesos pasivos de transgé-
nesis. Para mejorar la eficiencia de este método,
se ha propuesto la transgénesis activa (Shino-
hara y cols., 2007), la cual consiste en inyectar
recombinasas o transposasas en los ovocitos
para incrementar la eficiencia de la integracion
del transgén en el genoma. En ratén la recom-
binasa bacteriana RecA (Kaneko y cols., 2006)
y la proteina transposasa Tn5 (Suganuma y
cols., 2005) han incrementado la eficiencia de
la microinyeccién pronuclear y la transgénesis
mediada por ICSI.

La proteina recombinasa A (RecA) proce-
dente de E.Coli es una de las recombinasas me-
jor caracterizadas y juega un papel importante
en la recombinacién homoéloga y en la repara-
cién del ADN (Kowalczykowski y Egglestone
1994; Shinohara y Ogawa 1995). Este proceso
se inicia mediante la unién de cadenas simples
de ADN (ssADN) formando un filamento he-
licoidal nucleoproteinico. RecA también se ha
mostrado como protectora de las cadenas ssA-
DN de la degradaciéon (Chow y cols., 1986),
sugiriendo una estabilidad durante la microin-
yeccion pronuclear con los complejos RecA:
sSADN durante la transgénesis en porcino y
caprino (Maga 2001; Maga y cols., 2003); asi
como, una mayor supervivencia de embriones
con el gen integrado.

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar
por citometria de flujo la unién y la viabili-
dad de espermatozoides coincubados con ADN
exdgeno (control) o con los complejos RecA:
ssADN (RecA).

MATERIAL Y METODOS
Animales

El semen utilizado provino de verracos de
fertilidad comprobada pertenecientes al cen-
tro de inseminacién artificial de la granja “Lo
Navarro” S.A. (Murcia, Espana). Los animales
estuvieron alojados en habitaculos individuales

mantenidos a temperatura controlada (25°C) y
bajo condiciones naturales de luz y humedad.
Los programas sanitarios y nutricionales, apli-
cados a los verracos, fueron los utilizados siste-
maticamente en la granja.

Medio utilizado para el procesado esperma-
tico

Todos los reactivos quimicos utilizados fue-
ron de Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid,
Spain). El medio utilizado para la dilucién y
lavado de los espermatozoides fue el Swine Fer-
tilisation Medium (SFM) descrito previamente
por Lavitrano y cols. (2003). Este medio estd
compuesto por glucosa (11,25 gr/l), citrato s6-
dico (10 gr/l), EDTA (4,7 gr/l), acido citrico
(3,25 gr/l), Trizma (6,5 gr/l). Posteriormente
fue suplementado con 6 mg/ml de Albimina
Sérica Bovina (BSA) para inducir el proceso de
capacitacién temprano ya que segin Lavitrano
y cols. (2003), es el momento 6ptimo donde se
produce la unién entre el espermatozoide y el
ADN exdgeno. El pH final del medio fue ajus-
tado a 6,8 (Lavitrano, comunicacién personal).

Plasmido EGFP

La proteina verde fluorescente GFP es una
proteina que proviene de Aequorea Victoria que
da lugar a fluorescencia verde cuando es expues-
ta a luz azul (395-470 nm). La variante mutada
verde EGFP (Enhanced Green Fluorescent Pro-
tein) es la forma mutada mas utilizada (Furtado
y Henry 2002, Nakanishi y cols., 2002, Kuser y
Randall 2003). Esta variante tiene una intensi-
dad de fluorescencia de 20 a 35 veces superior
respecto del tipo salvaje de GFP (Hadjantonakis
y cols., 2001), y es la que hemos utilizado en
nuestro experimento.

El plasmido EGFP, que hemos utilizado
en este trabajo, contiene el promotor tem-
prano CMV (citomegalovirus) humano y fue
obtenido de Clontech (pEGFP-N1, 5.7 Kpb,
Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA,
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EE.UU). El plasmido se hizo lineal mediante
el uso de Aflll. Finalmente el plasmido li-
neal fue marcado con fluoresceina-12-dUTP
(Roche®, Alemania). La incorporacién del nu-
cleétido marcado en el ADN sintetizado dis-
minuye su movilidad electroforética con res-
pecto al ADN no marcado (Gutiérrez-Adan y
Pintado 2000).

Recogida del semen y procesado de esperma-
tozoides

La obtencién del semen se realizé mediante
el método manual (King y Macpherson 1973).
La primera fraccién del eyaculado (concentra-
cion baja de espermatozoides) fue eliminada, y
la fraccidn rica en espermatozoides fue recogi-
da en un termo estéril precalentado a 37°C (para
evitar el choque térmico) y filtrada mediante
gasas estériles para descartar las secreciones de
la glandula de Cowper. Inmediatamente tras la
recoleccién del eyaculado, el semen fue dilui-
do 1:1 en medio SFM sin BSA, precalentado
a 37°C.

El semen fue preparado por el método
descrito por Lavitrano y cols. (2003). Tras la
recogida de la fraccién rica del eyaculado y
la dilucién del semen 1:1 en medio SFM sin
BSA, fue trasladado al laboratorio en un termo
eléctrico a 37°C. El tiempo transcurrido desde
su recoleccidon hasta la llegada al laboratorio
no superd, en ningun caso, los 30 min. Una
vez en el laboratorio, se diluyé de nuevo en
medio SFM (37°C) en una proporcién de 5
ml semen (1:1) en 45 ml de medio en tubos
Falcon®, y se centrifugé a 800xg durante 10
min a 25°C.

Seguidamente, se elimind el sobrenadante
y se resuspendié de nuevo en SFM (en este
caso con BSA) a 25°C, de nuevo se centrifugd
a 800xg durante 10 min a 25°C; se descart6 el
sobrenadante y se afiadi6 1 ml del medio con
BSA a 25°C. Una vez acabado el procesado
de los espermatozoides se valoré la motilidad
mediante la observacién en microscopio 6ptico

a 100 aumentos. Para ello, se depositaron 10 pl
de la muestra sobre un portaobjetos precalen-
tado en una placa térmica a 38°C. Se valor¢ el
porcentaje de espermatozoides con movimiento
(0-100) y el tipo de movimiento rectilineo, pro-
gresivo y rapido en una escala de 0 a 5 (Gadea
y cols., 1998). Las muestras que no presentaban
una motilidad superior al 65%, y una motilidad
progresiva no inferior a 2,5 fueron descartadas
del estudio. Se calcul6 la concentracion final
mediante un sistema espectrofotométrico (Sper-
maCue®, Minitub).

Preparacion de los complejos RecA:ssADN

Los complejos RecA:ssADN fueron prepa-
rados tal y como describieron Kaneko y cols.,
(2006). La preparacion de la mezcla de ADN +
RecA se inicié mediante la retirada del 50% del
glicerol, en el cual RecA (Epicentro, Madison,
WI, EE.UU) fue transportado, por la filtracién
de gel a través de una columna de Microspin
G-25 (Amersham, Poco Chalfong, Reino Uni-
do) siguiendo las instrucciones indicadas por
el fabricante. Seguidamente, la columna fue la-
vada colocando 70 ul de 1x TKM tampén (25
mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de KCl, 2 mM
MgCl,) en el centro de la columna y centri-
fugada a 735xg x 1 min a 4°C. Este paso de
la centrifugacién fue repetido dos o mas veces
desechando el 95% del flujo creado. A conti-
nuacién, 35 ul de RecA se mezclaron con 35
pl de 2x TKM buffer, colocado en el centro
de la columna y centrifugado durante 2 min a
4°C. RecA diluido al 50%, libre del glicerol, fue
agregado a la mezcla de ADN en un volumen
total de 20 pl. Para desnaturalizar el ADN y as{
cubrir la cadena simple de ADN con RecA, el
ADN fue incubado a 95°C durante 5 min en
el tampén 1x TKM. La concentracién final de
ADN fue 10 ng/pl, manteniendo la proporcién
1:40 (ADN:proteina) para cubrir el total de las
cadenas de ADN. La muestra fue enfriada en
hielo durante 1 h y posteriormente incubada
con el semen fresco.
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Evaluacion de la unién espermatozoide—~ADN
y viabilidad espermatica mediante citometria
de flujo

El andlisis de la unién espermatozoide—ADN
y viabilidad espermatica fue realizado mediante
un citémetro Coulter Epics XL (Beckman Coul-
ter Inc., Miami, Florida. USA). Los datos medi-
dos por el citémetro fueron analizados usando el
programa Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.).

Inicialmente se hizo una seleccién primaria
basada en el tamafio y complejidad de la super-
ficie celular para excluir particulas contaminan-
tes, aglutinaciones, células somaticas, etc. De
manera que se seleccionaron sélo las particulas
con un tamafio y complejidad de la superficie
compatible con las células espermaticas. La in-
tensidad de fluorescencia que presentaban los
espermatozoides fue analizada mediante el re-
gistro de fluorescencia verde (FL1), recogido a
través de un filtro de 525 nm, mientras que el
registro de fluorescencia roja (FL3) se realizé a
través de un filtro de 575 nm.

Para realizar diversos estudios de la unién al
ADN vy simultdneamente evaluar la viabilidad
celular fue necesario el empleo de dos fluoro-
cromos. Los espermatozoides fueron incubados
con EGFP marcado con fluoresceina y al mis-
mo tiempo con loduro de Propidio (9.6 ul IP
de la solucién stock 500 pg/ml, por cada ml de
muestra). Posteriormente, fueron medidos me-
diante el citémetro de flujo. Al utilizar conjun-
tamente dos fluorocromos es posible distinguir
4 subpoblaciones: 1) Espermatozoides vivos sin
ADN unido (ningtn signo de fluorescencia), 2)
Espermatozoides vivos con ADN unido (fluo-
rescencia verde), 3) Espermatozoides muertos
con ADN unido (fluorescencia verde y roja) y
4) Espermatozoides muertos sin ADN unido
(fluorescencia roja).

Disefio experimental

Para ésta experiencia se utilizaron esperma-
tozoides frescos (control) incubados con ADN

exdgeno y espermatozoides frescos incubados
con los complejos RecA:ssADN exégeno. El
plasmido utilizado fue el transgén EGFP mar-
cado con fluoresceina en la relacion 10® células
espermaticas/ml y 5 pg de ADN exdgeno/ml
(solucion stock del plasmido EGFP 200 ng/ul)
mantenidos a 16° C durante la incubacién y el
andlisis posterior. A su vez se valor6 la viabi-
lidad espermadtica mediante la tincién con IP.
Se analizaron, mediante el citémetro de flujo,
10.000 células espermdticas por grupo y 3 me-
diciones por muestra a lo largo del tiempo de
incubacioén (0, 15, 30, 60, 90 y 120 min), a una
velocidad de 500 células/segundo. Para cada
medicion se tomaron 100 pl de muestra a los
que se le afiadieron 3 ml de PBS (Phosphate
Buffer Saline). Se realizaron un total de 5 re-
plicados para esta experiencia y un total de 5
machos diferentes.

Analisis estadistico

Se muestran los valores medios y el error es-
tandar de la media de los pardmetros estudiados.
Se realiz6 un estudio de ANOVA considerando
como efectos fijos el tipo de espermatozoide
empleado y el tiempo de incubacién (0, 15, 30,
60, 90 y 120 min). Se consideraron diferencias
significativas cuando P<0.05. Se utiliz6 el pro-
grama Systat vl (Systat Software Inc., 2004.
Richmond, CA 94804. USA).

RESULTADOS

La incubacién en presencia de la recombi-
nasa RecA supuso, en valores medios (media
de los diferentes tiempos de incubacién), un
aumento significativo del porcentaje de células
unidas al ADN con respecto a espermatozoides
frescos incubados tinicamente con el plasmido
EGFP (24.69+0.70% vs. 19.68+0.73%, respec-
tivamente; p<0.01). Los resultados se muestran
en la tabla 1. Al evaluar las diferencias de unién
total entre los grupos en los diferentes tiempos
de incubacion, observamos que para todos los
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Tabla 1. Datos medios de unién y viabilidad a lo largo de 120 min de incubacién para esperma-
tozoides incubados a su vez con los complejos RecA:ssADN [% Espz no viables: % espz IP+;
%Uniodn total: % espz fluoresceina+ (F+); % Unidn espz muertos: % espz F+, IP+; % Unién espz
vivos: % espz F+, IP-]

% Espz unidos
Tratamiento % Espz no viables

Total Muertos Vivos
Control 22.48+0.63° 19.68+0.73% 19.21+0.712 0.47+0.09
RecA 26.60+0.46° 24.69+0.70° 24.11+0.69° 0.58+0.09

“ben la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 1. Cinética de union entre el ADN exdgeno y espermatozoides frescos incubados con ADN
exdgeno (control) o con los complejos RecA:ssADN (RecA) medidos a diferentes tiempos a lo lar-
go de 120 min de incubacién evaluados mediante citometria de flujo. Observamos que para ambos
grupos en los primeros 15 min de incubacién se produce el mayor % de union.
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Figura 2. Porcentaje de espermatozoides no viables (tefiidos con ioduro de propidio) procedentes
del grupo control (espermatozoides frescos incubados con ADN exdgeno) y del grupo RecA (es-
permatozoides incubados con los complejos RecA:ssADN) medidos mediante citometria de flujo
en diferentes tiempos de incubacién (0, 15, 30, 60, 90 y 120 min).

tiempos excepto para 30 min, el grupo RecA in-
crement6 significativamente la unién esperma-
tozoide-ADN (Control: 22.48+1.23% vs. RecA:
26.08+1.35%; p=0.057) (Tabla 2) (Figura 1).
Para cada uno de los grupos observamos que
tanto para el grupo control como para el grupo
RecA la unién fue significativamente menor en
el tiempo 0 en relacién a los demads tiempos de
incubacién (p<0.01) (Tabla 2), y dicha unién se
produjo principalmente a células no viables en
ambos grupos (Control: 19.21£0.71% vs. RecA:
24.11+0.69%; p<0.01), y en una muy baja rela-
cioén a espermatozoides viables del total de los
espermatozoides unidos (Control: 0.47+0.09%
vs. RecA: 0.58+0.09%; p=0.40) (Tabla 1 y 2).

Por otro lado, al evaluar la viabilidad esper-
madtica a lo largo del tiempo observamos que
no existieron diferencias significativas entre los
distintos tiempos de incubacién para un mis-
mo grupo (Control: p=0.48; RecA: p=0.98), y
unicamente se observaron diferencias entre los
grupos experimentales para los tiempos 0 y 120
min, donde el grupo RecA presentaba un mayor
nimero de espermatozoides no viables que el
grupo control (tiempo 0: p=0.02; tiempo 120:
p<0.01) (Tabla 2). Evaluando los datos medios
de viabilidad (media de los diferentes tiempos de
incubacién), los resultados indican que la incu-
bacién de los espermatozoides con los complejos
RecA:ssADN supuso un aumento significativo
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del porcentaje de células muertas (22.48+0.63%
vs. 26.60+£0.46%; p<0.01) (Tabla 1) (Figura 2).

DISCUSION

En diversos estudios realizados sobre el uso
de la recombinasa RecA demuestran un aumen-
to considerable en la producciéon de embriones
transgénicos (Maga 2001; Maga y cols., 2003;
Kaneko y cols., 2006). En nuestro estudio la
incubacién de los complejos RecA:ssADN con
los espermatozoides supuso un aumento del
porcentaje de células muertas y un aumento del
porcentaje de células unidas al ADN, con res-
pecto al grupo control. En estudios similares
realizados por Moreira y cols., (2007), al incu-
bar espermatozoides congelados-descongelados
de ratén con complejos RecA:ssADN, encuen-
tran que la mayoria de las células eran positivas
con sefal fluorescente en sus acrosomas, region
post-acrosomal y estructuras en la pieza media.
Mientras que cuando incuban espermatozoides
de semen fresco unicamente con ADN, sola-
mente encuentran la sefial en los espermatozoi-
des inmoéviles, y cuando se incuban frescos y
el complejo RecA:ssADN se marcan tanto los
motiles como los inméviles.

La citometria de flujo es una herramienta
muy valiosa para evaluar la unién del ADN
a los espermatozoides y la viabilidad de los
mismos, a la vez que nos permite determinar
la cinética del proceso de unién. Esta meto-
dologia ha sido validada con el microscopio
de fluorescencia mediante observacion directa
(Garcia-Vazquez 2008) y con el uso de ima-
genes multiespectrales de citometria de Flujo
(IMAGESTREAM ®, Amnis) que es la com-
binacién de andlisis cuantitativos de imagenes
y citometria de flujo (Gadea et al. datos no
publicados).

En términos generales, se confirma el hecho
de que la mayor parte de la unién de las molé-
culas de ADN y espermatozoides, se produce en
células muertas o con alteraciones graves de la
membrana. La hipdtesis mds verosimil es que la

alteracion o fractura de la membrana esperma-
tica favorezca la interacciéon con el ADN y éste
se una a la regién perinuclear. No obstante, tam-
bién es posible que la unién al ADN induzca
la alteraciéon y muerte del espermatozoide por
la activacion de las endonucleasas (Maione y
cols., 1997). La muerte de la célula espermatica
podria ser un fendmeno natural para prevenir la
transmision de ADN exdgeno a la siguiente ge-
neracién (Anzar y Buhr 2006). Cuando las nu-
cleasas son activadas por la presencia del ADN
exdgeno, catalizan la degradacion localizada
del ADN cromosémico del espermatozoide. La
degradacion del ADN y la modulacién de la
actividad de las nucleasas nos recuerdan a la
muerte celular asociada al ADN descrita en las
células somaticas (Spadafora 1998). Esa degra-
dacion del ADN podria disminuir la posibilidad
de que los espermatozoides transporten el ADN
exdgeno en los procesos de fecundacién (Kang
y cols., 2008). En resultados previos obtenidos
en nuestro laboratorio hemos producido em-
briones porcinos viables mediante ICSI (datos
no publicados) utilizando espermatozoides con
graves alteraciones de membrana (sometidos
a procesos de congelacién-descongelacion sin
crioprotectores). Con estos datos, el siguiente
paso es llevar a cabo la produccién de embrio-
nes transgénicos usando la recombinasa RecA
con el fin de evitar la degradacién del ADN
exdgeno, aumentar la supervivencia embriona-
ria asi como las tasas de transgénesis, tal y
como han demostrado otros autores con la mi-
croinyeccién pronuclear (Maga 2001; Maga y
cols., 2003).

En conclusién, hemos demostrado que los
complejos RecA:ssADN interaccionan con los
espermatozoides porcinos en mayor proporcion
que los espermatozoides tinicamente incubados
con el transgén, y para ambos casos esta aso-
ciacién se produce principalmente a células no
viables. Por lo tanto se podria utilizar la SMGT
combinada con técnicas de reproduccion asisti-
da como la ICSI para la obtencién de embriones
y lechones transgénicos.
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