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Capitulo LXXXIV

Biotecnologia aplicada a la produccion de animales
transgénicos en la especie bovina

Francisco A. Garcia-Vazquez
Aitor de Ondiz Sanchez

Actualmente la produccién de animales modificados genéticamente ha supues-
to un gran avance en el drea de la ciencia y la salud. Los avances tecnolégicos han per- -
mitido desarrollar una amplia variedad de animales transgénicos en diferentes espe-
cies. La finalidad de dichos animales es diversa; entre estas aplicaciones destacamos
los modelos de enfermedades humanas, fuente de drganos en xenotransplantes o
como bio-reactores parala produccién de determinados firmacos. Otro de los campos
donde la transgénesis presenta especial interés es la produccién animal. El hecho de
crear animales transgénicos capaces de resistir a enfermedades, de mejorar los indices
productivos o reducir el efecto contaminante de la actividad ganadera son algunas de
las aplicaciones de estos animales en el 4rea agricola. Estos ejemplos serian de gran
aplicacién sobre todo en aquellos territorios donde las condiciones econémicas o cli-
madticas no sean las més adecuadas para la produccién, creando animales mds resisten-
tes o con unas determinadas caracteristicas como mayor produccién de leche o modi-
ficacién de su composicion, al igual que la produccién cdrnica. En este Capitulo des-
cribiremos, en primer lugar, las técnicas mds utilizadas para la produccién de anima-
les transgénicos, y en segundo lugar las aplicaciones de estos animales en la produc-
cidn, especialmente en la especie bovina.

METODOLOGIAS PARA LA PRODUCCION DE ANIMALES MODI-
FICADOS GENETICAMENTE

Microinyeccion pronuclear

Mediante esta técnica se cred el primer animal transgénico (Gordonet al., 1980),
basidndose en la microinyeccidn de genes directamente en el pronticleo masculino de
cigotos de raton recién fecundados (Figura 1). Esta técnica ha sido la més usada en la
produccidén de ratones transgénicos desde la década de los 80 con una eficiencia actual
préxima al 30% (Wheeler & Walters, 2001. En 1985, Hammer et al. crearon los prime-
ros animales transgénicos de granja mediante esta metodologia.
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Figura 1. Esquema de la microinyeccién pronuclear.

Pero esta técnica es particularmente costosa y presenta una baja eficiencia cuan-
do es aplicada a animales de produccién, tales como las especies bovina (0,7-3,2%) y
porcina (0,3-0,4%). Por ejemplo, en la especie bovina, solo se pueden transferir unos
pocos embriones a cada hembra receptora, por lo que se requiere de un gran nimero
de hembras para obtener algiin animal transgénico, con lo que conlleva el manteni-
miento de estos animales durante al menos los 9 meses de gestacién.

Transferencia nuclear (Clonacion)

La transferencia nuclear (TN) consiste en la fusién o inyeccién de una célula do-
nadora (material genético) con un ovocito enucleado (o un embrién en estadios inicia-
les). La produccion de animales mediante TN requiere de miiltiples etapas (Figura 2).
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Fi'gura 2. Etapas para la produccién de animales clonados (modificado de Campbell ez al. 2007).
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La primera descendencia viva mediante TN fueron dos ovejas nacidas en 1995
usando cultivos de células embrionarias como donadores del niicleo y ovocitos enu-
cleados (ovocitos en metafase IT) como células receptoras (Campbell ez al., 1996). Pos-
teriormente, se produjo descendencia pero en esta caso utilizando células derivadas
de tejidos adultos y fetales (Wilmut ef al., 1997), en el caso de la oveja “Dolly”. Desde
entonces esta tecnologia ha sido aplicada con €xito a un gran nimero de especies ani-
males tales como la especie bovina, murina, ovina, porcina, equina, canina y otras (re-
visado por Campbell et al., 2007). '

Una modificacion de esta técnica es la “transgénesis por transferencia nuclear”, que
consiste en la transfeccidn de genes ex6genos en células en cultivo, obteniendo de tal
modo células modificadas genéticamente que posteriormente son fusionadas o inyec-
tadas en la célula receptora, tal y como se ha descrito anteriormente en la TN. En 1998
nacieron los primeros bovinos clonados y transgénicos (Cibelli et al., 1998). De un to-
tal de 276 embriones reconstruidos, tinicamente 33 llegaron a estadio de blastocisto
(12%), de los cuales 28 fueron transferidos a 11 hembras receptoras; obteniendo ﬁnal-
mente, un total de 4 terneros.

Inicialmente, el éxito de la TN fue realmente bajo, en el rango del 1 al 5%. En la
actualidad esta situacién ha mejorado, situdndose esta eficiencia en alrededor del
30%. Sin embargo, se requieren algunas mejoras y modificaciones en la técnica como:
1) simplificar la metodologia, 2) reducir los costos y 3) mejorar la supervivencia al na-
cimiento (Campbell et al., 2007). Algunos clones han nacido con diversas alteraciones,
algunas de ellas fatales. Diversas evidencias sugieren que estas alteraciones se deben
principalmente al cultivo in vitro de células y embriones y no a la técnica de clonacién
per se. Afortunadamente, en la segunda generacién de clones la prevalencia de dichas
alteraciones ha disminuido. Esta metodologia ofrece un amplio rango de oportunida-
des en investigacion bdsica y aplicada, tanto en agricultura como en biomedicina. En
concreto en el caso de produccién animal las aplicaciones son varias, como la clona-
cién para produccién alimentaria (cirnica y lechera) o clonacién de animales con un
valor genético excepcional.

Transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT)

Esta tecnologia de transgénesis comenz6 a desarrollarse cuando Lavitrano et al.
(1989) utilizaron esta metodologia para la produccién de animales modificados gené-
ticamente. La transgénesis mediada por espermatozoides (SMGT) consiste en la ha-
bilidad intrinseca de las c€lulas espermaticas para unir e interiorizar ADN exdgenoy
transferirlo hacia el interior del ovocito. Esta técnica fue desarrollada en primer lugar
en animales de laboratorio (ratén y rata) mostrando una gran eficiencia. Posterior-
mente, la SMGT fue adaptada a un gran niimero de especies animales, incluyendo las
especies de granja, obteniendo un gran éxito sobre todo en la especie porcina (Lavi-
tranoet al., 2002). A lo largo de los afios tras su descubrimiento se han ido incorporan-
do nuevas aplicaciones para aumentar su rendimiento como es el caso de la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (Garcia-Vazquez et al., 2009, 2010), transgé-
nesis mediada por testiculo (TMGT) y uso de recombinasas (Garcia-Vidzquez et al.,
2010). En la especie bovina se han realizado diversos estudios aplicando esta técnica
desde el afio 2000 (Rieth ez al., 2000) hasta la actualidad (Cénovas et al., 2010). She-
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mesh et al. (2000) obtuvieron 2 terneros utilizando los espermatozoides como vectores
del ADN; la incorporacion del gen exdgeno al espermatozoide se realizé con la ayuda
de enzimas de restriccion y lipofeccion.

Transgénesis mediada por virus

Otra metodologia, muy desarrollada en los dltimos afios, es €l uso de virus como
vectores de genes exégenos. Estos virus han sido modificados para que pierdan su ca-
ricter patogénico, aunque siguen siendo capaces de infectar células y de transportar
una pequefa cantidad de ADN (revisado por Gadea y Garcia-Vizquez, 2010). Para ge-
nerar animales transgénicos se han utilizado fundamentalmente los retrovirus, aun-
que su uso presenta diversas limitaciones como el hecho de que Ginicamente permiten
la transferencia de construcciones génicas de tamafo inferior a 10 kb, son virus silen-
tes durante el desarrollo embrionario; por otro lado la utilizacién de retrovirus ha
permitido la transferencia de los genes, pero estos no son expresados adecuadamente
en los animales transgénicos (revisado por Pfeifer, 2004).

En los tltimos anos se estan utilizando los lentivirus (dentro de 1a familia de los
retrovirus) principalmente por su alta eficiencia para la produccion de mamiferos
transgénicos (Whitelaw et al.,, 2004). Los vectores lentivirales pueden ser introduci-
dos por microinyeccion directa en el espacio perivitelino del cigoto, por cultivo con
cigotos sin zona peliicida o en el blastocele de embriones. En ratones, se ha demostra-
do una eficiencia entre el 10-30% de cigotos infectados, de los cuales entre 60-90% ex-
presaban el transgén. Dicha eficacia también ha sido demostrada en la especie porcina
y bovina, donde en 2004 se produjo el nacimiento del primer ternero transgénico me-
diante esta tecnologia (Hofmann et al., 2003, 2004).

Células madre (“Stem cells”)

Las células madre se definen como aquellas que son capaces de dividirse indefi-
nidamente y diferenciarse en varios tipos celulares o tejidos. Las células madre em-
brionarias (CME) son células pluripotentes que derivan de la masa celular interna
(MCI) del embridn en estadio de blastocisto y pueden dar lugar a cualquier tipo celu-
lar de las 3 capas germinales. En la actualidad, existe un gran interés en el cultivo de
este tipo de células debido a las ventajas que presenta la creacién de animales genéti-
camente modificados utilizando células transformadas previamente in vitro, ya que se
les pueden introducir genes exégenos manteniendo sus caracteristicas de pluripoten-
cialidad; ademais el sitio de la integracion del transgén en el genoma, también puede
ser controlado reemplazando los genes existentes. Estas células pluripotentes se in-
troducen mediante microinyeccién en el blastocele de los embriones, para dar lugar a
animales quiméricos, es decir, que provienen de lineas celulares de dos individuos di-
ferentes.

Los ratones fueron los primeros mamiferos donde se aislaron y cultivaron las
CME (Evans & Kaufman, 1981). Una de las limitaciones de esta técnica para producir
animales transgénicos de granja consiste en que los animales, al ser quiméricos, deben
ser cruzados para llevar el transgén a todos los tejidos, lo que puede tardar mucho
tiempo en caso de especies como el ganado vacuno. Ademds, el aislamiento y la crea-



842 | Francisco A. Garcia-Vizquez y Aitor de Ondiz Sdnchez

cién de lineas de CME in vitro son todavia técnicas incipientes en determinadas espe-
cies como la porcina y bovina, y se necesitan m4s estudios para establecer completa-
mente la correcta manipulacién in vitro de células CME de dichas especies (revisado
por Melo et al., 2007). En la actualidad el futuro de las CM se encuentra en las CM in-
ducidas (o iPS por sus siglas en inglés) que son células pluripotentes que no derivan
de un embridn, sino que proceden de células somaticas. A éstas se les induce un estado
de pluripotencialidad mediante el tratamiento con determinados factores de trans-
cripeién que dan lugar a la reprogramacién celular (Takahashi & Yamanaka, 2006).

APLICACIONES DE LA TRANSGENESIS EN PRODUCCION ANI-
MAL

Produccion de leche

La modificacién de la composicién de la leche mediante ingenieria genética ha
sido frecuentemente planteada. Las proteinas de la leche son producidas exclusiva-
mente en la glindula mamaria y solo durante el periodo de lactacién. Mediante el uso
de promotores y componentes reguladores que codifican los genes de la proteina de la
leche, es posible dirigir la expresién de un transgén a la glandula mamaria. Trabajos
de este tipo han sido realizados inicialmente en el rat6n, donde varios estudios de-
mostraron que la composicién y funcionalidad de la leche podrian cambiar mediante
la expresion de un gen especifico en la glindula mamaria (Maga et al., 1998). Tras es-
tos trabajos iniciales, se ha avanzado progresivamente en animales de granja, como es
el caso de la vaca.

En la actualidad, la leche representa una importante fuente de alimentacién no
solo en su forma natural, sino en todos sus productos derivados. La proteina lactea,
80% de la cual es caseina, es uno de los componentes més importantes debido a su va-
lor nutricional. La fraccidn de caseina de la leche de vaca comprende cuatro proteinas
(alya2,Byx). De especial importancia es la k-caseina la cual da lugar a una disminu-
cion del tamaiio de las micelas lo que conlleva una mejora en la estabilidad térmica y
en la produccién de queso. Por otro lado, la -caseina estd implicada en el control de
los niveles de calcio. En 2003, Brophy et al. obtuvieron 11 terneros transgénicos me-
diante transferencia nuclear, de los cuales 9 producian leche con altos niveles de § y
k-caseina.

La modificacién de las propiedades de la leche también podria ser beneficiosa en
la salud humana. Un ejemplo es la expresion de la lactoferrina humana en la leche para
consumo. Se han demostrado las propiedades antibacterianas, antifiingicas y antivira-
les que posee la lactoferrina humana. Ademds, esta proteina estimula el crecimiento in-
testinal de los recién nacidos alimentados con leche materna. La produccién de la lacto-
ferrina humana recombinante en la leche de cuatro vacas transgénicas en una alta con-
centracion, es un paso prometedor para mejorar la defensa de los recién nacidos (van
Berkel ez al., 2002). Ademas de la mejora del valor nutricional de la leche (menos grasa,
sin lactosa, etc.), existen otros aspectos como la mejora del crecimiento y la superviven-
cia de los animales de granja en sus fases iniciales que puede conseguirse a través de la
modificacion de las caracteristicas de la leche mediante la tecnologia de transgénesis.
Esto requiere la produccién de animales transgénicos que produzcan leche: en mayor
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cantidad, con alto contenido de nutrientes y/o que contenga proteinas con un efecto
beneficioso (revisado por Gadea y Garcia-Vizquez, 2010).

Produccién de carne

La mejora de la composicién de la carne asi como el aumento de la producciéon
de la misma o el indice de conversién alimentaria son importantes aplicaciones de la
transgénesis en animales de granja. Uno de los primeros intentos en este aspecto fue la
produccién de ratones que expresaban la hormona del crecimiento de la rata. Estos ra-
tones mostraron un incremento en la relacién entre crecimiento y peso corporal (Pal-
miter et al., 1982). Sin embargo, la expresién de la hormona del crecimiento en cerdos
transgénicos mostré solo un ligero aumento en el crecimiento de estos animales y una
gran incidencia de enfermedades (Pursel et al., 1989). En afios sucesivos se crearon
cerdos que incorporaban el plismido portador del gen de la hormona del crecimiento
regulado por el promotor de la metalotioneina (Nottle et al., 1999), mostrando impor-
tantes mejoras econdmicas traducidas en un aumento en la relacién de crecimiento,
indice de conversion alimentaria y grasa corporal, ademds de no presentar efectos ad-
versos en la salud de estos animales.

Estudios realizados en razas bovinas mostraron que la mutacién en el gen de la
miostatina se relaciona con un aumento de la masa muscular (Grobet et al., 1997). La
miostatina es un regulador negativo del misculo esquelético en los mamiferos, y su
deficiencia provoca un crecimiento muscular. Estos estudios ofrecen nuevas perspec-
tivas en la aplicacidn de la transgénesis animal en produccién animal.

OTRAS APLICACIONES

Resistencia a enfermedades

Otra importante aplicacién de la transgénesis en la agricultura es la creaciéon de
animales resistentes a enfermedades. La mastitis es una enfermedad de la glindula
mamaria causada por patégenos que encuentran su via de infeccién a través del canal
del pezon. Esta enfermedad causa a la industria liactea grandes pérdidas econémicas
en todo el mundo. Hasta la actualidad, no existe un tratamiento efectivo o estrategias
reproductivas que aumenten la resistencia a la mastitis. Una alternativa es la produc-
cién de vacas transgénicas que incorporen el gen de la lisostafina. Staphylococcus au-
reus es el patdgeno que causa la mastitis, y tiene especial sensibilidad a la lisostafina.
En el afio 2005, Wall ez al. crearon las primeras vacas transgénicas con el gen de la li-
sostafina. Estos animales expresaban dicha proteina en el epitelio mamario secretin-
dola en la leche y eliminando la bacteria de una manera dosis-dependiente.

Animales ecolégicos

Otra de las aplicaciones de la transgénesis en produccion animal es la cria de
animales no contaminantes, como es el caso de la produccién de cerdos transgénicos
expresando fitasa en la saliva, lo que conlleva a una digestion del fosforo de la dieta y
una disminucion de la excrecién del mismo en los purines reduciendo la contamina-
cion (Golovan et al., 2001).
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Ademds, existen otras aplicaciones no relacionadas con la produccién animal
como son la generacion de animales transgénicos como modelos de enfermedades hu-
manas, animales transgénicos que reduzcan/eliminen el rechazo de érganos utiliza-
dos en xenotransplantes o como fibrica de proteinas farmacéuticas en los diferentes
fluidos corporales (leche, orina, plasma seminal, sangre, etc.).

PROBLEMAS Y PERSPECTIVAS

La metodologia de la transgénesis ha sido aplicada con relativo éxito en la ma-
yoria de las especies de granja. Sin embargo, esta aplicacién en la especie bovina ha
sido relativamente baja debido a problemas técnicos, logisticos y financieros (Eyes-
ton, 1999). Técnicamente hablando, 1a especie bovina es una de las especies mas com-
pleja para la produccién de organismos modificados genéticamente debido a diferen-
tes razones:

* Laobtencién de cigotos de una simple ovulacién o incluso de hembras supero-
vuladas es tediosa y muy costosa.

* Esuna especie monotoca, lo que limita el nimero de embriones que pueden ser
transferidos a una hembra receptora.

* Laintegracién del transgén en esta especie es menor que en otras especies agri-
colas.

¢ El intervalo generacional es largo.

El tiempo estimado para generar animales transgénicos, por ejemplo en el gana-
do vacuno, es de unos 5-7 afios. Teniendo esto en cuenta, el beneficio econémico in-
troducido por la nueva caracteristica debe ser significativo para compensar la pérdida
de productividad provocada por la exclusién del programa de seleccién artificial. Por
otra parte, ¢l alto costo en el proceso de creacién de transgénicos nos permite obtener
s6lo unos pocos animales modificados genéticamente. Por esta razén, se requiere un
proceso laborioso de reintroduccion de los animales en el rebafio por cruzamiento.
Con el fin de que estos procesos sea econémicamente factibles, es esencial poseer un
profundo conocimiento acerca de los avances en la asistencia técnica de reproduc-
cion, tales como la inseminacién artificial asociada a la transferencia de embriones, o
la produccion in vitrro de embriones.

CONCLUSIONES

Diaa diayafio tras afio, la biotecnologia genética y reproductiva, entre las cua-
les encontramos la transgénesis, se desarrolla de una manera vertiginosa, permitien-
do crear practicamente “animales a la carta”. Sin embargo, cercano a la realidad en-
contramos los problemas sociales del uso y consumo de aquello que lleva por nom-
bre “transgénesis animal”. Es muy probable que hasta cuando esta biotecnologia no
supere la barrera de la sociedad, y se demuestre fehacientemente el beneficio de la
agricultura transgénica tanto para la salud de los animales como para los consumi-
dores, no encontraremos en los mercados productos animales transgénicos para
consumo humano.
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