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RESUMEN

La transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT) es una
técnica basada en la habilidad intrinseca de las células esper-
maticas de unir ADN exdgeno y poder ser usada para la pro-
ducciéon de embriones y animales transgénicos. El objetivo de
este estudio fue localizar mediante inmunocitoquimica, la unién
del transgén en los espermatozoides porcinos sometidos a dife-
rentes tratamientos (frescos-F, congelados/descongelados-CD y
congelacién rapida—CR) de tal modo que presentaban diferen-
tes grados de alteracion de las membranas. Las muestras de
semen fueron incubadas con el plasmido (EGFP 5,4 kb) marca-
do con digoxigenina (DIG) en medio SFM (1x1O8 espermatozoi-
des/mL + 5ug ADN/mL). Se utilizaron anticuerpos anti-DIG mar-
cados con fluoresceina (FITC) para la localizacion del ADN me-
diante el microscopio de fluorescencia. Los espermatozoides
fueron clasificados en 4 categorias segun su localizacion: 1) re-
gién acrosomal, 2) region post-acrosomal, 3) en ambas regio-
nes (acrosomal y post-acrosomal), 4) sin ADN unido. Mediante
el microscopio de fluorescencia se observaron diferencias en el
porcentaje y el patrdn de union en los espermatozoides someti-
dos a los diferentes tratamientos. Los espermatozoides someti-
dos a un proceso de CR presentaron un mayor porcentaje de
unién que el semen F (CR: 88,29 + 2,38% vs. F: 63,46 + 5,90%,
P<0,01), mientras que el grupo de espermatozoides CD presen-
t6 valores intermedios (74,00 + 3,05%). Asi, en los espermato-
zoides F el ADN se une principalmente en la region acrosomal
(F: 51,09 + 7,70%, FT: 17,77 + 4,49%, CR: 7,76 + 1,58%,
P<0,01). Por otro lado, cuando los espermatozoides CD y CR
fueron evaluados, la unién del ADN se localizaba en ambas re-
giones (F: 40,04 *+ 5,88%, CD: 54,82 + 2,55%, CR: 78,09 *
1,75%, P<0,01). En conclusién, existe un patrén de distribucion
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diferente del ADN exdgeno dependiendo del grado de altera-
cion de las membranas espermaticas.

Palabras clave: Espermatozoide, ADN exdgeno, transgéne-
sis, porcino, SMGT.

ABSTRACT

Sperm Mediated Gene Transfer (SMGT) is a technique based
on the ability of sperm cells to bind exogenous DNA and can
be used for the production of transgenic embryos and animals.
The aim of this study was the immunolocation of the transgene
bound to the spermatozoa after different sperm treatments
(fresh-F, frozen-thawed-FT and quick frozen-QF) which induce
different degrees of membrane alterations. Sperm samples
were incubated with plasmid (EGFP, 5.4 kb) labelled by digoxi-
genin (DIG) in SFM medium (1x10° sperm/mL + 5ug DNA/mL).
Anti-DIG labelled by FITC antibody was used for the localiza-
tion of the DNA and observed by epifluorescent microscopy.
Spermatozoa were classified in 4 categories according to DNA
localization in the spermatozoa head: 1) in acrosomal region,
2) in post-acrosomal region, 3) in both regions (acrosomal and
post-acrosomal regions), 4) DNA not bound. Using epifluores-
cent microscopy it was observed differences in the binding pat-
tern after different sperm treatments, so in F sperm the DNA-
binding is mainly localized in the acrosomal region (F: 51.09 +
7.70%, FT: 17.77 + 4.49%, QF: 7.76 + 1.58%, P<0.01). On the
other hand, when FT or QF spermatozoa were evaluated the
DNA-binding tends to be in both regions (F: 40.04 + 5.88%,
FT: 54.82 + 2.55%, QF: 78.09 £ 1.75%, P<0.01). In conclusion,
there is a different exogenous DNA distribution in sperm de-
pending on level of plasma membrane damage.

Key words: Spermatozoa, exogenous DNA, transgenesis,
porcine, SMGT.
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INTRODUCCION

La transgénesis ha sido uno de los mas recientes e im-
portantes avances en la biotecnologia animal, existiendo apli-
caciones en diversas areas, tales como la investigacion biolo-
gica, biomédica, genética (genes implicados en el cancer, re-
gulacion del sistema inmunoldgico, control del crecimiento),
agropecuaria (mejora de la produccion, resistencia a enferme-
dades) o modelos animales como donadores de érganos [10].

Hasta el momento, la microinyeccion pronuclear del mate-
rial genético ha sido la técnica mas utilizada para la generaciéon
de animales transgénicos [16]. Esta metodologia es eficiente en
raton (Mus musculus), pero no asi en las especies domésticas
donde presenta unos bajos rendimientos junto con unos costos
muy elevados. Para solventar este problema se han desarrolla-
do otros métodos alternativos para generar animales transgéni-
cos como vectores retrovirales, células madre o transferencia
nuclear [11]. Sin embargo, su eficiencia hasta el momento es
baja. Una posible alternativa viable a dichas técnicas es la de
aprovechar la capacidad que tienen los espermatozoides de
captar y transferir ADN exdgeno [3]. Esta técnica, denominada
“Transgénesis mediada por espermatozoides” (SMGT) presenta
varias ventajas como son: la “relativa” sencillez de la técnica,
bajo costo y mayor eficiencia [21, 29].

En el desarrollo de esta metodologia existe cierta contro-
versia respecto al hecho que sean los espermatozoides muer-
tos o con alteracién de sus membranas los que se unan al
ADN, Segun algunos autores, los espermatozoides muertos de
raton [21], de cerdo (Sus scrofa) [19] y humanos [4] no tienen
capacidad de unirse al ADN. Sin embargo, Perry y cols. [29]
utilizan espermatozoides muertos debido al tratamiento de per-
meabilizacién que aplican (Tritdn X-100, congelacion/descon-
gelacion rapida, liofilizacion), y demuestran que dichas células
al co-incubarlas con el plasmido e inyectarlas mediante inyec-
cion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), son capa-
ces de fecundar y dar lugar a embriones transgénicos. Poste-
riormente, se ha publicado un gran numero de trabajos que
han confirmado el uso de espermatozoides con membranas al-
teradas [26, 27, 32].

Un punto clave en esta técnica es el proceso de unién
espermatozoide-ADN [22]. A lo largo de los afios se han utili-
zado diferentes técnicas para determinar la interaccion de las
moléculas exdgenas de ADN con los espermatozoides. Entre
éstas se encuentran la microscopia electrénica [9], recuento
por centelleo [8], autorradiografias [23, 24], microscopia confo-
cal [6, 7] y de fluorescencia [1, 5, 25]. En 1991, las primeras
evidencias que confirman el lugar de union se realizaron me-
diante analisis autorradiograficos (métodos de visualizaciéon
con el uso de radioisétopos), donde se muestra que la unién
de las células espermaticas y el ADN estan localizados prefe-
rentemente en la mitad posterior de la cabeza espermatica co-
rrespondiente al area nuclear [23, 24]. Esta distribucién ocurre
en ratén y en otras especies como bovino (Bos taurus) [9]. El

mismo patrén es observado en espermatozoides de cerdo,
pero parte de ese ADN también se distribuye en otros lugares
de la cabeza [12].

El propésito de esta experiencia fue evaluar el porcenta-
je de union y la localizacion del ADN exdgeno en espermato-
zoides sometidos a tratamientos que llevan asociados diferen-
tes grados de alteracion de sus membranas (intactos, esper-
matozoides sometidos a un proceso de congelacion rapida y
criopreservados).

MATERIALES Y METODOS

Animales

El semen utilizado provino de verracos (Landrace-Large
White) entre 2 y 5 afios de edad, de fertilidad comprobada per-
tenecientes al centro de inseminacion artificial de la granja Lo
Navarro S.A. (Murcia, Espafa). La frecuencia de recogida de
semen era de 1-2 veces por semana. Los animales estuvieron
alojados en habitaculos individuales mantenidos a temperatura
controlada (25°C) y bajo condiciones naturales de luz y hume-
dad. En total se utilizaron 10 eyaculados diferentes.

Medio utilizado para el procesado espermatico

El medio utilizado para la dilucién y lavado de los esper-
matozoides fue el Swine Fertilisation Medium (SFM) descrito
previamente por Lavitrano y col. [22]. Este medio esta com-
puesto por glucosa (11,25 gr/L), citrato sédico (10 gr/L), EDTA
(4,7 gr/L), acido citrico (3,25 gr/L) y Trizma (6,5 gr/L). Poste-
riormente fue suplementado con 6 mg/mL de albumina sérica
bovina (BSA). El pH final del medio fue ajustado a 6,8. Los
reactivos empleados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Ma-
drid, Espafia).

Construccion y marcado del ADN

El plasmido EGFP utilizado en este trabajo, contiene el
promotor temprano citomegalovirus (CMV) humano y fue obte-
nido de Clontech (pEGFP-N1 5,4 Kpb, Clontech Laboratories,
Inc., Palo Alto, CA, EUA). El plasmido se hizo lineal mediante
el uso de endonucleasas de restriccion (Afl Il). Finalmente, el
plasmido lineal fue marcado con la molécula digoxigenina
(DIG). La incorporacién del nucleétido marcado en el ADN sin-
tetizado disminuyd su movilidad electroforética con respecto al
ADN no marcado [17].

Recogida del semen y procesado de espermatozoides

La recogida de semen se realizd6 mediante el método
manual [20]. La primera fraccion del eyaculado (concentracion
baja de espermatozoides) fue eliminada, y la fraccién rica en
espermatozoides fue recogida en un termo (Inoxterm 0,7 L,
Valira® S.A., Reus, Espafia) previamente esterilizado en auto-
clave (Nive OT-032, Niive® Basic Laboratory Equipment, An-
kara, Turquia), precalentado a 37°C (para evitar el choque tér-
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mico) (Incubador Heraeus 3111, Heraeus Instruments, Pharma
Scientific, Inc. EUA) vy filtrada mediante gasas estériles para
descartar las secreciones de la glandula de Cowper. Inmedia-
tamente tras la recoleccion del eyaculado, el semen fue diluido
1:1 en medio SFM sin BSA, precalentado a 37°C.

El semen fue preparado por el método descrito por Lavi-
trano y cols. [22]. Tras la recogida de la fraccion rica del eya-
culado y la diluciéon del semen 1:1 en medio SFM sin BSA, fue
trasladado al laboratorio en un termo eléctrico (AMS, Modelo
FH15, China) a 37°C. Una vez en el laboratorio, se diluy6é de
nuevo en medio SFM (37°C) en una proporcion de 1:10 (5 mL
semen 1:1 + 45 mL medio) en tubos Falcon®, y se centrifugo a
800g durante 10 min a 25°C (Centrifuga Eppendorf 5810R,
Eppendorf Ibérica S.L. Madrid, Espafia).

Seguidamente se elimind el sobrenadante y se resus-
pendi6 de nuevo en SFM (en este caso con BSA) a 25°C, pos-
teriormente se centrifugé a 800g durante 10 min a 25°C; se
descart6 el sobrenadante y se afiadié 1 mL del medio con BSA
a 25°C. Finalmente, se calcul6 la concentracion final mediante
un sistema fotométrico (SpermaCue®, Minitub Ibérica S.L., Ta-
rragona, Espafia) y se ajusté la concentracion de la suspen-
sion espermatica a 102 células espermaticas/mL a los que se
le afadié 5 pyg de ADN exdgeno/mL (solucion stock de ADN
200 pg/mL).

Tratamientos espermaticos

Congelacién de espermatozoides. Los espermatozoi-
des fueron congelados de acuerdo al protocolo descrito por
Westendorf y col. [35] y preservados en nitrégeno liquido en
pajuelas de 0,5 mL hasta el momento de su uso. Las pajuelas
fueron descongeladas en un bafo (BM 402, Nivc, Ankara,
Turquia) a 52°C durante 12 seg [30] y resuspendidas en SFM
(atemperado a 37°C, ratio 1:5). Se lavé la muestra dos veces
mediante centrifugacion (Centrifuga Eppendorf 5810R,
Eppendorf Ibérica S.L. Madrid, Espafia) durante 10 min a
800g y 25°C para eliminar el medio de congelacién y los res-
tos celulares. Finalmente, el pellet fue resuspendido en medio
SFM hasta alcanzar la concentracion de trabajo (10® esper-
matozoides/mL).

Ruptura de las membranas por congelacién/desconge-
lacion rapida. Para provocar la alteracion estructural de las
membranas espermaticas, los espermatozoides fueron some-
tidos a un proceso rapido y repetido de congelacién/descon-
gelacion. Para ello, se introdujo una suspension de esperma-
tozoides en un bafio de nitrdgeno liquido durante 20 seg, se-
guido de la inmediata descongelacién por inmersién en un
bafio de agua atemperada (BM 402, Nive, Ankara, Turquia)
a 37°C. Este proceso se repitid 3 veces. Tras el proceso se
confirmod, mediante la observacién microscopica de las mues-
tras tefiidas con loduro de Propidio, que todas las células es-
permaticas tenian alteraciones graves de la estructura de su
membrana.
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Inmunolocalizacion

Se utilizé un anticuerpo (Ab) antiDIG marcado con el fluo-
rocromo fluoresceina (FITC) (Antidigoxigenin-Fluorescein, Ro-
che Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania) que permitié po-
ner de manifiesto el anticuerpo mediante el uso de un microsco-
pio de fluorescencia (Leica® DMLS, Leica Microsistemas, Bar-
celona, Espafia). En primer lugar, los espermatozoides fueron
incubados con el plasmido marcado con DIG. Transcurrido el
periodo de incubacion (24h), los espermatozoides fueron centri-
fugados a 300g x 5 min para eliminar el exceso de plasmido no
unido y el precipitado se resuspendi6é para su fijacion en para-
formaldehido al 1% y se conservo en la nevera (4°C) (Matek®
AFI1-882/2C, SCLAB-Sistemas de clima para laboratorio S.L.,
Barcelona, Espafa) hasta el momento del marcaje. Para el en-
sayo, los espermatozoides fueron lavados previamente median-
te centrifugacion a 300g durante 5 min y el precipitado se resus-
pendi6é en PBS. A partir de las suspensiones resultantes se rea-
lizaron las extensiones espermaticas en sus portaobjetos co-
rrespondientes, y una vez secadas al aire se lavaron 3 veces
durante 5 min en PBS. Para evitar uniones inespecificas del an-
ticuerpo se realizd un bloqueo previo con PBS al 1% de BSA
durante 15 min. Se incub6é en camara humeda (para evitar el
secado del medio con anticuerpo) y a temperatura ambiente
con el anticuerpo antiDIG-FITC (diluido 1:10 en PBS-1% BSA:
495 pL de PBS-BSA 1% y 5 yL de Ab) durante 1 h. Se realizé
un nuevo lavado de las muestras (3 veces durante 5 min). Sin
dejar secar, se montaron los cubreobjetos con las muestras em-
pleando cubres redondos y medio de montaje para fluorescen-
cia (Dako, Fluorescent Mounting Medium, Dako Diagnésticos,
S.A., Barcelona, Espaiia).

Los espermatozoides se analizaron haciendo uso de mi-
croscopia de fluorescencia (Leica® DMLS, Leica Microsiste-
mas, Barcelona, Espafa), mediante filtro de excitacion a 580
nm y bajo objetivo de inmersién (100X).

Analisis estadistico

Los resultados de las variables estudiadas se expresaron
como medias * error estandar de la media (SEM). Se aplicd un
analisis de varianza (ANOVA) incluyendo el tratamiento esper-
matico como factor principal. Cuando el ANOVA revel6 un efec-
to significativo, los valores fueron comparados por el Test de
Tukey. Se consideraron diferencias estadisticamente significati-
vas aquellas que alcanzaron niveles de probabilidad de P<0,05.
Para todo el estudio estadistico se utilizd el programa Systat
v11 (Systat Software Inc., 2004. Richmond, CA, EUA).

Disefo experimental

El propdsito de esta experiencia fue localizar en qué lu-
gar especifico del espermatozoide se unia el transgén. Para
ello, el ADN utilizado habia sido marcado previamente con di-
goxigenina (DIG). Se estudiaron, tanto espermatozoides intac-
tos como espermatozoides sometidos a un proceso de conge-
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lacion rapida o bien congelados segun el protocolo habitual
empleado en el laboratorio. Para dicha localizaciéon se empled
la inmunocitoquimica, empleando anticuerpos anti-DIG con la
intencion de poder evidenciar la presencia del material génico
ligado o no a los espermatozoides a través de microscopia de
fluorescencia (ensayo ab-FITC). Una vez marcados los esper-
matozoides, estos se clasificaron segun la localizacién del
ADN: 1) ADN en region acrosomal, 2) ADN en regiéon post-a-
crosomal, 3) ADN en regién acrosomal y post-acrosomal,
4) espermatozoides sin ADN unido.

Se evaluaron un total de 400 espermatozoides por ensa-
yo. Se realizaron 3 replicados de espermatozoides intactos, un
total de 7 replicados para espermatozoides congelados-des-
congelados y 3 para congelacién rapida, ademas del control
(espermatozoides no incubados con ADN).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los espermatozoides frescos (intactos) se unen en me-
nor proporcion al ADN que los espermatozoides sometidos a
un proceso de congelacion y descongelacion y a su vez me-
nos que los espermatozoides con alteraciones de sus mem-
branas por congelacion rapida (FIG. 1; P<0,01). Se analizaron
por separado, cada una de ellas, expresando en la TABLA |, el
porcentaje de unién al ADN en cada una de las zonas. De este
modo, el porcentaje de unién a los acrosomas, sumado a la
unién en la region post-acrosomal y al de union a toda la cabe-
za espermatica suma el 100%.

En estudios previos realizados en el laboratorio [14, 15]
se evalué mediante el citometro de flujo (Coulter Epics XL,
Beckman Coulter Inc., Miami, Florida, EUA), la unién del plasmi-
do EGFP a los espermatozoides sometidos a diferentes grados
de alteracion de las membranas espermaticas mediante trata-
mientos fisicos (congelacién-descongelacion y congelacion rapi-
da) o quimicos mediante el uso del detergente Triton X-100
(TX-100). Al igual que en el presente trabajo, los resultados ob-
tenidos mostraron que, los tratamientos mas agresivos y que
producen una alteracion mas severa de la membrana del esper-
matozoide, como la congelacion rapida y TX-100 arrojaron los
mayores porcentajes de union con el transgén (90 y 97%, res-
pectivamente). Ademas, la aplicacion de los diferentes trata-
mientos espermaticos dieron lugar a diferentes porcentajes de
embriones “transgénicos” mediante ICSI, obteniendo resultados
con el uso de espermatozoides CR de un 80% de embriones
que expresaban la proteina verde fluorescente.

La union entre el plasmido y los espermatozoides no
solo puede estar modulada por los diferentes tratamientos es-
permaticos como ha sido analizado, sino que también puede
depender de otros factores, como son entre otros: el verraco
donante utilizado, proteinas del plasma seminal, medios vy
tiempos de incubacion [13, 22].

Por otro lado, en este estudio se observé que el semen
fresco, ademas de presentar el menor porcentaje de unién al
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FIGURA 1. UNION DEL ADN EXOGENO A ESPERMATOZOI-
DES SOMETIDOS A DIFERENTES GRADOS DE PERMEABI-
LIZACION DE SUS MEMBRANAS (FRESCOS-F, CONGELA-
DOS/DESCONGELADOS: CD, CONGELACION RAPIDA: CR)
TRAS 24H DE INCUBACION.

TABLA |
LOCALIZACION DEL ADN EXOGENO MEDIANTE FITC,
EN ESPERMATOZOIDES SOMETIDOS A DIFERENTES
GRADOS DE PERMEABILIZACION DE SUS MEMBRANAS
(INTACTOS, CONGELACION-DESCONGELACION,
CONGELACION RAPIDA). SE CLASIFICARON LOS
ESPERMATOZOIDES SEGUN EL PATRON DE
DISTRIBUCION DEL ADN EXOGENO EN REGION
ACROSOMAL, POST-ACROSOMAL O AMBAS.

Tratamiento Acrosoma  Post-acrosomal Ambas
espermatico
Frescos 51,09+7,70° 8,87 +3,50° 40,04 +5,88°
Congelacion-
descongelacion 17,77 +4,49° 27,41 +4,38° 54,82 + 2,55
Congelacién
rapida 7,76 +1,58° 14,15+1,68° 78,09 + 1,75°
P <0,01 <0,01 <0,01
a,b,c

en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

ADN, las células se unen el plasmido mayoritariamente en la
region acrosomal (TABLA |y FIG. 2a; P<0,01). Cuando los es-
permatozoides son sometidos a un proceso de congelaciéon
(congelacion-descongelacion y congelacion rapida), aumenta
la proporcion de espermatozoides unidos, pero ademas varia
el patrén de unién, ya que tiende a unirse en toda la cabeza
espermatica (TABLA |y FIGS. 2b y c). Ademas, en la mayoria
de los espermatozoides que tenian los acrosomas dafados
(sobre todo por procesos de congelacion), el ADN se encon-
traba localizado concretamente en el contenido acrosomal.

El ADN exdégeno en la célula espermatica puede ser
transferido a los ovocitos y ser capaz de fecundarlos. Como ya
se ha evidenciado, este fenémeno ocurre en diferentes espe-
cies y ha sido explotado en los ultimos afios para la genera-
cién de embriones y animales modificados genéticamente [33].
La membrana plasmatica de los espermatozoides juega un pa-
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FIGURA 2. IMAGENES DE MICROSCOPIA DE FLUORES-
CENCIA (1000X) DE ESPERMATOZOIDES INCUBADOS
CON ANTICUERPOS ANTI-DIG MARCADOS CON FITC.
LAS IMAGENES MUESTRAN LAS DISTINTAS LOCALIZA-
CIONES DEL PLASMIDO EN LAS CELULAS ESPERMATI-
CAS: A) UNION EN REGION ACROSOMAL; B) UNION EN
REGION POST-ACROSOMAL; C) UNION EN REGION
ACROSOMAL Y POST-ACROSOMAL.
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pel crucial: cuando la membrana esta intacta, como ocurre en
la interaccion directa espermatozoide-ADN, la unién de las
moléculas de ADN a la superficie de la célula desencadena el
mecanismo de interiorizacion y como consecuencia ocurre una
transcripcion inversa o reversa, formando mayoritariamente la
generacion de moléculas episomales de ADN (es decir, que el
ADN exo6geno no se encuentra integrado en el genoma del es-
permatozoide) [34]. Por el contrario, la destruccion de la mem-
brana facilitaria la interaccién directa con la cromatina de los
espermatozoides incrementando la posibilidad de integracion.
También es posible que se favorezca la unién a regiones ac-
cesibles en el ADN espermatico (ADN fragmentado) que me-
diante los mecanismos de reparacion del ADN que presenta el
ovocito favorezcan los procesos de integracion, como sugieren
Moreira y col. [28].

Esta integracion puede ocurrir rapidamente en el nucleo
espermatico (“espermatozoides transgénicos”) o mas tarde en
los ovocitos, cuando el nucleo espermatico se convierte en el
pronucleo masculino [33]. Spadafora [34] sugiere que el paso
de integracioén del transgén en el ADN cromosdmico del esper-
matozoide no es necesariamente un prerrequisito para obtener
animales transformados genéticamente. De hecho, no hay nin-
guna evidencia directa contra la posibilidad que el plasmido
sea transferido como tal al ovocito e integrado en el cigoto o
en nucleos embrionarios en fases posteriores.

En los resultados obtenidos se han encontrado 3 patro-
nes diferentes de union: region acrosomal, post-acrosomal o
en ambas regiones a la vez. Del mismo modo, Anzar y Buhr
[1], mediante el andlisis con el microscopio de fluorescencia,
encuentran similares localizaciones del plasmido en esperma-
tozoides de toro (Bos taurus) descongelados. Mientras que
Gandolfi y col. [12], utilizando espermatozoides porcinos y una
técnica de evaluacién con digoxigenina, observaron una distri-
bucion analoga.

En el proceso de congelacion rapida de los espermato-
zoides se produce una mayor unién, tanto en regiéon acrosomal
como post-acrosomal. Perry y col. [29] analizaron mediante
microscopia electrénica, los espermatozoides de ratéon con las
membranas alteradas en diferentes grados (Tritén X-100, con-
gelacioén rapida, congelacion-secado), observando que con es-
tos tratamientos el lugar donde se producia mayor alteraciéon
en el espermatozoide era la region acrosomal, por lo que se
deduce que los lugares donde las membranas estan permea-
bilizadas se produce en mayor medida la unién. Ademas, se
observd que, cuando se realizaron los tratamientos de conge-
lacién-descongelacion y congelacion rapida, la mayoria de los
espermatozoides presentaron los acrosomas alterados o reac-
cionados, estando el transgén localizado propiamente en el
contenido acrosomal, por lo que la reaccién acrosémica no tie-
ne una influencia negativa en la habilidad de las moléculas de
ADN para unirse a los espermatozoides de porcino [19].

Igualmente, el plasmido se encuentra localizado en la re-
gion post-acrosomal, siendo mayoritaria esta union en los pro-
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cesos de congelacién rapida al tener sus membranas un ma-
yor grado de alteracion. En otras investigaciones llevadas a
cabo mediante autorradiografias de células espermaticas de
raton incubadas con el plasmido marcado con °H, se mostro
que la radioactividad asociada al ADN con los espermatozoi-
des se encuentra principalmente en el segmento subecuatorial
de la cabeza [23].

Es conocida la presencia de distintos dominios en los
espermatozoides con diferente composicién y funciones [18].
La membrana plasmatica en la regiéon post-acrosomal esta im-
plicada en el proceso de la fusién de los gametos en los pasos
finales de la fecundacion [2, 9, 31, 36]. También es sabido
que, la regién apical y el segmento ecuatorial del acrosoma no
se incorporan a la membrana plasmatica del ovocito en el pro-
ceso de fecundacién pero son interiorizados por el ovocito en
forma de vesiculas creadas por las membranas espermaticas
y ovocitarias [4]. La funcion de estas vesiculas no es bien co-
nocida pero puede transportar el ADN dentro del ovocito [4].

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

El grado de union del ADN ex6geno al espermatozoide
es mayor cuando éstos han sufrido procesos de congelacion.
Ademas, dependiendo del grado de alteracion de las membra-
nas espermaticas existe un patron de distribucion diferente del
ADN exoégeno estando el ADN localizado principalmente en la
region acrosomal y post-acrosomal cuando las células esper-
maticas fueron sometidas a procesos de congelacion.

Mediante la técnica de transgénesis SMGT, diversos
grupos de investigacion han obtenido lechones transgénicos
con diferentes grados de eficiencia y mediante el uso de dife-
rentes alternativas como la inseminacion artificial (tradicional o
quirurgica), o la ICSI mediante métodos pasivos o activos (uso
de recombinasas o trasposasas).
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