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Resumen

El objetivo de nuestro trabajo fue incrementar la cantidad de embriones y animales de granja adul-
tos reproductivamente viables y genéticamente modificados que se logran por “transferencia de
genes mediada por espermatozoides” (TGME). Actualmente resultan escasos los avances en este
ambito, pues las técnicas vigentes son muy costosas y de bajo rendimiento.

A partir de los resultados logrados con la técnica Fecundacion In Vitro (FIV) de ovocitos obte-
nidos a partir de ovarios de frigorifico, se desarrolld un protocolo que aplica la técnica SMGT por
medio de Inseminacion Artificial Laparoscopica (IAUL) con semen tratado en ovejas sincronizadas
y superovuladas.

Con este fin, 4 ovejas frisonas adultas fueron sometidas a tratamientos hormonales para lograr
celos multiovulatorios en fechas predisefiadas. De las cuatro ovejas, todas fueron inseminadas por
IAUL, una con semen sin tratamiento (testigo) y tres con semen tratado. Siete dias més tarde una
de las ovejas inseminadas con semen tratado produjo 9 6vulos, tres de ellos fecundados con dife-
rente estatus de multiplicacion celular. Los tres embriones expresaron en todas sus blastdmeras los
plasmidos incorporados por el esperma tratado. Ninguno de los ovocitos no fecundados evidencié
fluorescencia roja o verde. Se utilizaron dos plasmidos, uno que incorpora un gen que expresa una
proteina de fluorescencia color rojo (Cy3) y otra que expresa color verde (GFP). Cinco meses mas
tarde las cuatro ovejas parieron seis corderos (dos con mellizos). Los cuatro corderos de las ovejas
inseminadas con espermatozoides tratados resultaron genéticamente modificados, y evidenciaron
fluorescencia verde al ser iluminados con luz UV. Los dos corderos de la oveja testigo resultaron
negativos bajo la misma iluminacion.

Se concluyo6 que los espermatozoides, apropiadamente tratados con ambos plasmidos, resulta-
ron vectores eficaces para incorporar e integrar el transgen en el genoma resultante de los embrio-
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nes y de los individuos nacidos viables. Este trabajo fue presentado en las jornadas conjuntas de la
Asociacion Europea de Transferencia de Embriones y de la Sociedad Brasilera de Tecnologia de
Embriones en agosto-septiembre de 2016.
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Abstract

The aim was to increase the number of reproductively viable and genetically modified embryos
and adult farm animals accomplished by “sperm-mediated gene transfer” (SMGT). Currently, there
are few advances in this area because of the low performance of the existing techniques and their
excessive cost.

Based on the positive results obtained by In-Vitro Fertilization (IVF) of oocytes obtained
from ovaries from abattoir, a protocol was developed that applies the SMGT technique through
Laparoscopic Artificial Insemination (IAUL) with semen treated in synchronized and superovulated
sheep.

To this aim, 4 adult Friesian sheep were subjected to hormonal treatments to achieve multi-
ovulatory oestrus on pre-designed dates. Of the four sheep, all inseminated by IAUL, one (control)
was served with semen without treatment and three, with treated semen. Seven days later, one of
the sheep inseminated with treated semen produced 9 eggs, three of them fertilized with different
cell multiplication status. The three embryos expressed the plasmids incorporated by treated sperm
in all their blastomeres. None of the unfertilized oocytes showed red or green fluorescence. Two
plasmids were used; one which incorporates a gene that expresses red fluorescence (Cy3) and
another that expresses green (GFP) fluorescence protein. Five months later, the four sheep gave
birth to six lambs (two with sets of twins). The four ewes that where inseminated with treated
spermatozoa gave birth to GM lambs that showed green fluorescence under UV light exposure. The
two lambs of the control sheep were negative under the same illumination.

It was concluded that spermatozoa, properly treated with both plasmids, were effective vectors
for incorporating and integrating the transgene into the resulting genome of embryos and viable born
individuals. This work was presented at the international joint conference of the European Embryo
Transfer Association and the Brazilian Society of Embryo Technology in August-September 2016.
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