peratura de tratamiento, indica que actuard como agente preventivo de la alteracidn,

tanto en los tratamientos convencionales como en el rango UHT.
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SUMMARY

Current limits for the possible role of biotechnology in animal production seem
o be advancing further than what is ethically acceptable. In all areas of animal pro-
duction, modern molecular genetics techniques find application. This review is an
overview of the potential of modern biotechnology in animal production with special
focus in sheep and goat production traits and animal health.

RESUMEN

Los limites en la aplicacién de la biotecnologia en produccién animal, parecen
avanzar mas alld de lo ¢ticamente aceptable. Las modernas técnicas de Biologia
Molecular, estin encontrando aplicacion en todas las dreas de la produccién animal.
Esta revision es una visién global del potencial que ofrece la moderna biotecnologia
en la Produccion animal, con un énfasis especial en ganado ovino y caprino.

INTRODUCCION

El desarrollo de nuevas tecnologias de Genética Molecular a la produccién ani-
mal, se ha comenzado a aplicar en la presente década, y sin duda, serd un tema coti-
diano para un gran nimero de investigadores. Ya hoy en dia, muchos de ellos, persi-
guen el aislamiento ¢ identificacién de marcadores de ADN que puedan estar aso-
ciados, o ligados a genes de importancia en produccién o en la resistencia a enfer-
medades. Por este motivo se habla hoy de las técnicas "MAS", o seleccién asistida,

Dpto. Ecologia , Genética y Microbiologia. Universidad de Ledn.
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mediante el uso de marcadores. con el objeto de acelerar y aumentar la precision de
los programas de seleccion.

El objetivo de este articulo es describir algunas contribuciones que la tecnologia
del ADN aporta, o puede aportar, a la produccién animal. haciendo un cierto énfasis
en el ganado ovino y caprino. Se recogen dos grandes apartados:

1. Los marcadores moleculares en produccién/sanidad animal

2. Los animales transgénicos y su uso como bioreactores

MARCADORES MOLECULARES

Los cambios ocasionales que ocurren en la secuencia de los genes. pueden mani-
festarse en forma de enfermedad. Es ya cldsico, el ejemplo del gen de la ¢lobina
humana, gen muy conservado entre los mamiferos, y que presenta las caracteristicas
comunes a los genes eucariéticos, es decir, exones o secuencias codificantes e intro-
nes. Hay mutaciones en este gen que producen, por ejemplo, la B-talasemia. pero esos
cambios pueden pasar desapercibidos si no hay alteracién de la secuencia de amino-
4cidos de la proteina, o si el cambio no es relevante para su funcionalidad. Sin embar-
g0, esa mutacién genera un nuevo alelo, o si se prefiere, se genera polimorfismo en
ese gen. Aunque el polimorfismo puede generarse en regiones no codificantes del
ADN, (la mayorfa de hecho), es en todo caso heredable segtin las leyes de la genéti-
ca mendeliana. Los diferentes alelos de un gen, ofrecen distintos patrones de restric-
cién, segtin las combinaciones que se presenten en cada individuo. Los polimor-
fismos pueden usarse como marcadores \tiles si estdn ligados a una regién concreta
del genoma como, por ejemplo, un gen defectuoso, o un gen de interés en produc-
ci6n animal, y su deteccién en un individuo es indicativo de que dicho individuo tam-
bién ha heredado el gen defectuoso, 0 el alelo interesante en produccion animal.

Las técnicas mas conocidas basadas en el uso de marcadores para el andlisis de
polimorfismos, son la técnica de RFLP o polimorfismo en el tamaifio de los frag-
mentos de restriccién; la técnica de PCR o reaccién en cadena de la polimerasa, la
cual a su vez, tiene variantes como la técnica AS-PCR (amplificacion especifica de
alelo); la técnica RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar) o la PCR-RFLP,
como combinacién de las técnicas PCR y RFLP. Finalmente la técnica de Southern
es un método de transferencia de ADN a membranas, e hibridacién con sondas mar-
cadas para la deteccién de secuencias especificas.

En cualquier caso, el polimorfismo es resultado de cambios genéticos, debidos a
mutaciones que afectan a un par de bases, y a delecciones o inserciones de varios
nuclestidos en la secuencia, o bien, debido a la presencia de secuencias altamente
repetidas (microsatélites y minisatélites). Los microsatélites son repeticiones en un
nimero variable de dinucleétidos, como por ejemplo, TG o CA, flanqueados por
secuencias constantes. Estos microsatélites estdn presentes normalmente, aunque no
siempre, en intrones. Los minisatélites son regiones que poscen un nicleo ("core"),
de decenas o centenas de pares de bases, y que se repite en un ndmero variable de
veces. La Tabla 1 muestra el tipo de variacién y el método de deteccién que puede
usarse en el estudio de los polimorfismos.
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TABLA 1. TECNICAS UTILIZADAS PARA LA DETECCION DE
POLIMORFISMOS DE ADN

TIPO DE TIPO DE METODO DE
POLIMORFISMO VARIACION DETECCION
Mutacién puntual Un nucledtido RFLP-PCR,

AS-PCR, RAPD
Inserciones/ Varios nucleotidos RFLP-PCR,
Delecciones AS-PCR, RAPD
Microsatélites Dinucleétidos RFLP-PCR
o repetidos PCR
Minisatélites Decenas/Centenas RFLP/Southern
de nucledtidos blot
repetidos

_ L;i téenica RFLP consiste en la digestion del genoma con endonucleasas de res-
triccidn, que generan fragmentos de diferente tamaiio, de ahi el nombre de la técni-
ca (polimorfismo en el tamaiio de los fragmentos de restriccién). El polimorfismo
aparece por la ausencia o presencia de una diana o secuencia especifica reconocida
por la enzima. La técnica no estd exenta de problemas. La cantidad de material gené-
tico presente en diversos organismos, aumenta obviamente de acuerdo con su com-
plejidad, hasta llegar a los mamiferos, asi por ejemplo, una simple célula ovina tiene
un contenido de unas 3000 Mb (la bacteria E. coli tiene “apenas™ 4 Mb) estando
repartido ese ADN en 27 pares de cromosomas (30 en caprino). Esta complejidad,
hace llcFCSili'if) restringir el ensayo mediante el uso de sondas de ADN homélogas. a
una region concreta del genoma. Para ello, se utiliza la técnica de Southern, en la cual
se transfiere, a partir del gel de electroforesis en el que se han resuelto los fragmen-
tos resultantes de la digestién, el ADN de cada banda resultante a una membrana. El
ADN gque s¢ hace monocatenario, mediante tratamiento por calor, queda adherido a
la membrana y se hibrida con dicha sonda, con el fin de detectar solamente aquellas
bandas cuyo ADN tenga homologia con la secuencia usada como sonda. La sonda
debe estar marcada. bien radioactivamente o de forma no isotGpica, para su posterior
deteccidn por autorradiograffa. Se obtiene asi una distribucion discreta de fragmen-
tos que permite su analisis.

Esta huella dactilar genética, puede aplicarse como método de identificacién en
especies de interés econémico, de hecho, deberia incluirse como requisito en el esta-
blecimiento de pruebas de paternidad y en los registros gencalégicos e intercambios
de material genético vivo, semen o embriones. Los métodos cldsicos, se han basado
en polimorfismos bioquimicos y grupos sanguineos, pero hoy sabemos que esto
puede ser insuficiente debido, por ejemplo, a la existencia de mutaciones silenciosas,
ademds las proteinas representan a menos del 10% del genoma. La alternativa mds
fiable, es el analisis del polimorfismo del ADN, técnica que podria llegar a ser obli-
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oatoria, en un futuro cada vez menos lejano. La tecnologia pucde aplicarse no sélo a
Ta identificacién genética y la determinacién de parentesco o consanguinidad. sino
también en el estudio y conservacion de la diversidad genética. mediante la deteccion
de individuos cuyos RFLPs sean muy diferentes del resto, y que por tanto aumenten
la variabilidad. La variabilidad adquiere una importancia enorme cuando lo que se
pretende, es incrementar la adaptabilidad o la resistencia a condiciones ambientales
diversas.

La segunda técnica bdsica para le deteccién de polimorfismos genéticos. es la tée-
nica de PCR. Esta consiste en una amplificacion, en tubo de ensayo. de un segmen-
to de ADN por accién de una polimerasa termoestable que copia la sccuencia com-
prendida entre dos primers o secuencias oligonucleotidicas, situados a ambos extre-
mos del fragmento a amplificar. Cada ciclo de PCR consiste en tres pasos:
Desnaturalizacién térmica del ADN molde, anillamiento a una temperatura inferior
de los primers y polimerizacién con la enzima. Se genera asi. una amplificacion
exponencial del nimero de copias del fragmento descado, por ejemplo. 40 ciclos de
amplificacién de una secuencia generan aproximadamente un billén de copias. Dicho
fragmento puede ahora resolverse y purificarse mediante electroforesis en geles de
agarosa o poliacrilamida. Esta técnica se estd adoptando cada dia mads. y a buen segu-
1o, serd de uso rutinario en los préximos afios en diversos campos de la produccion
animal. La Tabla 2 recoge algunos ejemplos de polimorfismos estudiados en ganado
ovino y/o caprino. Se han escogido, aquellos descritos en la literatura, que pueden
tener mayor influencia en produccién animal, como los relacionados con factores de
crecimiento, de produccién de leche y lana o de resistencia y/o susceptibilidad a
enfermedades.

TABLA 2. EIEMPLOS DE POLIMORFISMOS ESTUDIADOS EN GANADO
OVINO POR TECNICAS DE RFLP y/o PCR

Enzima de restriccién Caracteristica analizada/locus

Pyull Hormona del crecimiento™

Bglll Factor de crecimiento semejante a insulina®
EcoRI Factor miogénico™

Varias B-lactoglobulina™

Bsrl Proteina b2c¢ de la lana™.

Mspl Filamento intermedio de la queratina™
Taq1-Pyull Asociacién entre genes MHC 11 y el pedero’’
Varias Espaciador RNAr en Trichostrongilus spp”
Varias Distincién cepas de Haemonchus contortis™

La técnica PCR tiene variantes que conviene resefiar. En cuanto al objetivo de
este articulo, una de las mds interesantes es la técnica PCR-RFLP, combinacién de
las dos grandes técnicas comentadas anteriormente. En esencia, consiste en la ampli-
ficacién de un fragmento, que se digiere con enzimas, para detectar polimorfismos
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ocasionados por la ausencia o presencia de una diana o secuencia especifica recono-
cida por dichas enzimas. Otra variante. es la amplificacién especifica de alelo o AS-
RFLP en la que al menos, uno de los iniciadores discrimina el lugar donde la secuen-
cia entre los alelos es diferente, o la téenica de RAPD, en este caso se usa un solo
primer, corto y no especifico, de modo que se generan tipicamente, no uno, sino 10
6 20 fragmentos. Los polimorfismos, resultan de la diferencia de secuencia en los
sitios homélogos al iniciador en los diferentes individuos, lo que se visualiza por la
presencia o ausencia de alguna de las bandas.

GENOTIPO DE PROTEINAS LACTEAS

De especial interés y actualidad. resulta la aportacién de la Genética Molecular al
estudio de las proteinas ldcteas. Una de las caracteristicas de la leche como fluido
biolégico. es su alto contenido proteico, que determina en gran medida su valor nutri-
tivo y tecnoldgico. En la leche de rumiantes, existen al menos 6 proteinas principa-
les que representan el 909% del total y que pueden clasificarse en dos grandes grupos,
las caseinas. cn torno al 80% y las proteinas séricas, o-lactoalbtimina y B-lactoglo-
bulina. Se conoce atin muy poco sobre los variantes presentes en ovino o caprino, y
hasta el momento, se refieren fundamentalmente al estudio de la frecuencia de poli-
morfismos en el gen de la caseina caprina a:S1, asi como algunas lactoproteinas ovi-
nas. En la Tabla 3. se muestra el efecto que los distintos genotipos de las proteinas
ldcteas en bovino, tienen sobre las propiedades tecnoldgicas de la leche, como la
obtencion de una cuajada consistente en la variante C de la o:1-Cn, una mayor sensi-

bilidad a renina en la variante B de la B caseina. o una mayor termoresistencia en la
variante A de la B-lactoglobulina.

TABLA 3. EFECTO DEL TIPO DE LACTOPROTEINA SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DE LA LECHE

PROTEINA VARIANTE CARACTERISTICAS RESENABLES
Alfa 1-Cn C Cuajada consistente. Optima para queso
Dificil procesamiento.
Beta-Cn B Menor tiempo coagulacion.
Mayor rendimiento.
Kappa-Cn B Mayor cantidad K-Cn. Micelas pequenas.
Mayor termoestabilidad y rendimiento.
Beta-Lg A Mas apta para consumo. Menos grasa.

Mayor termoresistencia.

Podemos fijarnos, a modo de ejemplo, en la k-Cn bovina que es la tinica k-Cn, cuyo
gen estd totalmente secuenciado hasta el momento. Las variantes A y B de este gen
difieren, en dos posiciones aminoacidicas debido a sustituciones nucleotidicas. Un
cambio de adenina por citosina en la posicién 148 correspondiente al aminodcido
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aspdrtico (GAT), crea ahora un codén que codifica para alanina (GCT) en la varian-
te B, generando ademds, un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restric-
cién HindIll (5’AAGCTT 3°), que no estd presente en A. Se presenta asi, un polimor-
fismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion producidos por esta enzima.
Teniendo en cuenta la existencia de variaciones simples en la secuencia. y utilizando
la técnica de PCR-RFLP, se han desarrollado métodos para identificar de forma rdpi-
da y precisa, el genotipo de cualquier individuo, a partir de células nucleadas pre-
sentes en muestras de semen, sangre e incluso leche. El mismo abordaje, puede
hacerse en ovino y caprino, pues la posibilidad de tener sondas de origen bovino
permite, con relativa facilidad, localizar y estudiar RLPFs ovinos sin necesidad de
secuenciar el gen correspondiente . Ya se sabe, que en al menos parte de los genes
ldcteos, las regiones promotoras y las que codifican para el péptido lider, se encuen-
tran muy conservadas. Conviene recordar aqui, que obtener el genotipo de moruecos
por la metodologia cldsica, mediante el analisis de muchas muestras de leche de
pares de madre-hija, puede tardar una media superior a los tres afios, lo que limita su
uso en programas de mejora, sin embargo, este problema puede resolverse, median-
te el genotipado de los machos, utilizando la técnica descrita por ejemplo, para la
K-casefna ovina, que ya se conoce, 0 aplicada para otras proteinas ldcteas.

SEXAJE

La identificaci6n del sexo, por ejemplo de embriones, es una técnica que ya estd
bien establecida por su rapidez y precision. Se ha localizado al menos un gen, can-
didato para ser usado como diana de ADN en esta determinacién. El gen ZFY (“zinc-
finger” o dedo de zinc), codifica para una proteina reguladora que une zinc, y que se
localiza en el brazo corto del cromosoma Y. Un gen homdlogo presente en el cro-
mosoma X denominado ZFX, presenta hibridacion cruzada con ZFY. Existe ya un
método que usa la técnica PCR para amplifiar fragmentos de los genes ZFX y ZFY,
a partir de ADN genémico de machos y hembras de ganado ovino y caprino para
determinar su sexo'. La técnica, consiste en el uso de iniciadores deducidos a partir
de secuencias conservadas de dichos genes, en hombre y raton. Usando esos dos ini-
ciadores, se ha podido amplificar un fragmento de unos 445 pares de bases, tanto en
machos como en hembras de ovino y caprino. Por hibridacién con una sonda apro-
piada, se ha confirmado la identidad del fragmento amplificado. La digestion de
dicho fragmento con Sacl. discrimina entre machos y hembras. En otras palabras,
ZFY no es digerido por la enzima mientras que ZFX si lo es, lo que permite el sexa-
Je con una prueba sencilla.

El sexaje de embriones presenta un gran beneficio econémico por ejemplo, en los
programas de transferencia, o en los programas de pluriovulacién y transplante de
embriones. En el primer caso, tiene especial relevancia en el sector lechero. Al obtener
gestaciones del sexo femenino, el nidmero de partos necesarios para obtener el mismo
nimero de hembras serd el 50%. Por otro lado, la transferencia es hoy, el sistema mds
seguro para importar y transferir genética. Cabe la posibilidad, si la legislacion lo per-
mite, de crear bancos de embriones sexados como método de conservacién de razas en
peligro de extinci6n y para preservar, en definitiva, la diversidad genética.
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DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES

La posibilidad de encontrar marcadores moleculares asociados con una determi-
nada enfermedad. ya sea de origen genético o bien producida por organismos infec-
ciosos o pardsitos, permite hoy, hacer diagndstico molecular por andlisis del ADN.
En no pocos casos. éste ha sido un primer paso para la caracterizacién directa del gen
responsable de la anomalia, y el estudio de su funcién. Podemos citar como ejemplo,
un gen que curiosamente siendo responsable de una hipertrofia muscular en oveja, es
sin embargo, una caracteristica deseable en produccién animal, nos referimos al gen
del “hermoso trasero™ o “callipyge” (CLPG). que afecta a la eficiencia de produccién
y calidad de la carne. Este gen tiene una herencia autosémica y dominante, de mane-
ra que los individuos homocigotos presentan una mayor masa muscular, del orden del
30%, sobre todo en el cuarto trasero, asi como un 8% menos de grasa. La caracteris-
tica tiene un gran potencial, en cuanto a poder modificar la composicién de la carne
de ovino. En este sentido, se ha identificado un marcador de tipo microsatélite, liga-
do a dicho gen, lo que permitird estudiar este cardcter y facilitar su introduccién en
otras poblaciones ovinas. Cabe mencionar aqui, que ya se conoce, que este cardcter

fenotipico, es producto de la accién de genes diferentes a los presentes en bovino o
cerdo, donde también se presenta.

La téenica de PCR se ha utilizado en el diagnéstico de diversas enfermedades de
etiologia bacteriana virica o parasitaria (Tabla 4). En todos los casos el diagnéstico
se basa en el uso de iniciadores especificos con la téenica de PCR.

TABLA 4. TECNOLOGIA DEL ADN APLICADA AL DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES OVINAS Y/O CAPRINAS

ETIOLOGIA AGENTE ENFERMEDAD
Bacteriana Dichelobacter nodosus Pedero®
Chlamydia psitacci Abortos™
Enterotoxinas de E. coli Diarreas*
M. paratuberculosis Tuberculosis®

Virica RSV Respiratorio sincitial™
Lentivirus caprino Artritis-encefalitis*
Lentivirus ovino Maedi-Visna™
Hespesvirus ovino 2 (OHV-2) Fiebre catarral maligna’
BTV Lengua azul*"”

Parasitaria Trichostrongylus colubriformis Tricostrongilosis"
Haemonchus contortus Helmintosis"
Toxoplasma gondii Aborto™
Echinococcus granulosus Helmintosis*"*
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Una parte de los iniciadores se ha disefiado tras el estudio de secuencias que se
repiten en el genoma, por ejemplo, en secuencias correspondicentes a genes que codi-
fican para ARN ribosomal. La lista incluye agentes como Dichelobacter nodosus
(antiguamente Bacteroides nodosus), responsable del pedero. enfermedad muy fre-
cuente en el ganado ovino, o como especies del género bacteriano Chlamydia. que
junto a parisitos del género Toxoplasma, suelen ser causantes de abortos. En el caso
de las enfermedades viricas, los iniciadores se basan obviamenlte, en secuencias espe-
cificas de cada virus para discriminar por ejemplo, entre los lentivirus responsables
de la artritis encefalitis caprina, y el virus Maedi-Visna que comparten entre si, un
alto grado de homologia a nivel de sus dcidos nucleicos. También. s¢ recogen algu-
nas enfermedades parasitarias producidas por nematodos (Trychostrongylus,
Haemonchus), y cestodos (Echinococcus). Una enfermedad de intercs mas reciente,
es el “scrapie” o tembladera, que pertenece al grupo de enfermedades conocidas
como encefalopatias transmisibles espongiformes, pues parece confirmada su capa-
cidad de transmisién, entre distintas especies animales, por los priones. particulas
proteindceas infecciosas, codificadas por genes que también estdn presentes en ?ndi-
viduos sanos. Una posible linea de trabajo, es amplificar por PCR este gen en d.l’\'Cl'-
sas razas ovinas', especialmente aquellas mds resistentes, y tras su secuenclacion y
andlisis, seleccionar individuos no susceptibles.

ANIMALES TRANSGENICOS Y SU USO COMO BIOREACTORES

Un animal transgénico es aquel que se le ha introducido un gen cxdgcno.‘ (o trans-
gen), a fin de mejorar o cambiar caracteristicas existentes, o bien introducir nuevos
caracteres. Lo que se pretende, mediante ingenieria genética. es aislar ¥ clonar un gen
determinado de origen diverso, e introducirlo en el genoma de la misma, o de 0_[[::1
especie, durante las primeras etapas del desarrollo. para que pueda asi ser transmiti-
do a la descendencia. Posteriormente, se analiza la expresion de ese gen en el desa-
rrollo de los individuos, y los efectos que comporta tal manipulacion y con ello, las
posibilidades de aplicacién. La potencialidad de la aplicacién de los animales trans-
g€nicos, abarca muchos campos, aunque se podria hablar de dos grandes dreas: El? ’In
primera se trata de aplicaciones bdsicas, como el estudio del mecanismo de cxprcsm’n
Y regulacion génica, la produccién de modelos para el estudio de en I'c:rmcdadc_s gene-
ticas, o el estudio de mutaciones causadas por insercién. En estos casos. cl animal de
eleccién es el ratén, debido a su coste econémico y el tiempo necesario para obtener
resultados. La segunda drea tendria un efecto sobre la produccion animal. en este
caso, puede incluirse el incremento de la productividad, potenciando genes enddge-
nos, bien por un incremento cuantitativo, bien por una mejora cualitativa del pro-
_ducto animal. También se incluye en esta drea, la produccion de nuevas funciones,
introduciendo genes exdgenos que produzcan proteinas de interés, o gue confieran
resistencia a enfermedades. Antes de comentar algunos ejemplos. conviene recordar,
que para la obtencién de un animal transgénico son necesarias varias etapas:

I. Eleccion y aislamiento del gen deseado
2. Clonacion en un vector apropiado
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. Introduccidn en el animal
. Expresion correcta del gen
. Transmision del gen a la descendencia

o

La eleccidn del gen supone conocer éste, tanto en su parte estructural como en su
parte reguladora, pues esta dltima va a determinar cudnto, cémo y dénde se va a
expresar. En numerosas ocasiones, ambas partes estin formando lo que se denomina
genes de fusidn, es decir. la parte reguladora y el gen estructural, tienen diferentes
origenes, incluso pueden provenir de diferentes especies. Conviene resaltar el hecho,
de que el lugar donde se va a expresar una determinada proteina, depende esencial-
mente, aunque con matices importantes, de la secuencia(s) situada(s) corriente arri-
ba f]el gen estructural para dicha proteina. Por esta razdén, la mayoria de los genes de
fusién interesantes, utilizan una secuencia reguladora correspondiente a una lacto-
proteina, asegurando asi su expresién en glindula mamaria. Ejemplos de genes de
fusion, (en los que no necesariamente alguna de las partes es de origen ovino), intro-
ducidos como transgenes en oveja. se recogen en la Tabla 5.

TABLA 5. TRANSGENES DE FUSION INTRODUCIDOS EN OVEJA

FROMOTOR GEN ESTRUCTURAL
Metalotioneina de ratén Hormona humana del crecimiento™
) Hormona bovina del crecimiento y
factor liberador de la hormona®
Hormona ovina del crecimiento®
Hormona bovina del crecimiento”
Hormona humana del crecimiento”
Superéxido dismutasa humano
Factor VIII de coagulacién humano™ ™
Factor IX de coagulacién humano®®
Alfa-1 antitripsina humana®®
Activador del plasmindgeno tisular”
Superéxido dismutasa humano™

Metalotionefna ovina
Transferrina de ratén
Seroalbimina de ratén

Proteina acidica del suero de ratén
B-lactoglobulina ovina

Desde ¢l momento, en el que en 1982 se presentd la imagen del primer raton
transgénico, se ha intentado desarrollar diversas técnicas, para la introduccién de
genes en células de distintas especies animales. Estas técnicas, hacen uso de herra-
mientas como los vectores, (plasmidos, virus, transposones, espermatozoides), 1as
células totipotentes, la transferencia biolistica (o método del bombardeo con particu-
las de ADN), o la microinyeccién de ADN en pronticleos o nticleos embrionarios. Sin
embargo. y a pesar de este despliegue técnico, el método que hasta ahora ha mostra-
do alguna utilidad en animales vivos, en produccién animal, es la microinyeccion. Lla
técnica fue descubierta ya hace 20 afios, y aplicada poco mds tarde con éxito en 0ocl-
tos de rana. En embriones de mamifero se utilizé por primera vez en 1980, y en 1985
se consiguieron las primeras ovejas transgénicas. El método consiste, en inyectar dia-
riamente, unas pocas copias de ADN que contenga el gen fordneo (1-200 copias). S¢
fija el embrién con una micropipeta de vacio por un extremo, mientras que por el
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extremo contrario, se perfora la membrana pelicida y el citoplasma (con ayuda de
una micropipeta), en cada niicleo de las células de un embrion temprano. o mds nor-
malmente en uno de los nicleos haploides (pronticleos), antes de su fusion, o en una
etapa temprana de desarrollo del cigoto, ya que si se hace en estadios mds avanza-
dos, aumentarfa la probabilidad de aparicién de individuos mosaico (constituidos por
células con gen integrado y otros sin €l), ademds, ese método nos aseguraria que
dicho gen va a formar parte del genoma de las células sexuales y por lo tanto, se
transmitiria a la descendencia, algo que por razones élicas, obvias. no estd permitido
en humano.

La microinyecci6n, junto al desarrollo de la técnica de transferencia de embrio-
nes, constituyen la tecnologia clave, que permite a los ganaderos multiplicar las
caracteristicas genéticas de los animales de granja, especialmente destacados, bien
por su productividad, por su resistencia a las enfermedades o por su rusticidad. Puede
provocarse la superovulacién en hembras, mediante la inyeccion de hormonas, los
6vulos producidos son entonces, suceptibles de ser fecundados fuera del ttero y
microinyectados con ADN exdgeno, produciéndose embriones transgénicos que son
reimplantados en “madres de alquiler”. Si el embrién alcanza el estadio de morula,
se puede mezclar o fusionar con la mérula de otro animal, para obtener una quimera
(ser que comparte tejidos de dos especies diferentes). Esto se ha conseguido, entre
oveja y cabra, generando una “ovicabra”, que comparte caracteristicas de ambas
especies. Pero la mérula, puede también diseccionarse con un utensilio adecuado,
para dar lugar a varios animales clénicos idénticos. Es ya cldsica, la imagen de algu-
nos propietarios americanos de explotaciones agropecuarias, que son especialistas en
transferencia de embriones, sosteniendo la foto de la madre de alquiler que gest6 a
varios terneros, fecundados “in vitro” e hijos genéticos de campeones.

“in vitro” de oocitos y embriones son atin

Las condiciones usadas para el cultivo :
presente en oviducto y utero, sin embar-

pobres, aproximaciones al ambiente natural '
£0, lo cierto es que en estos tltimos afios, se ha sofisticado la técnica hasta el punto

de permitir su cultivo el tiempo suficiente, unos dias, como para que sc formen blas-
tocitos (de 64-128 células). En esta etapa, puede mediante microdiseccion, hacerse
una biopsia embrionaria (bastan aproximadamente 20 células). para determinar el
sexo e identificar aquellos embriones que sean transgénicos, lo que reduce de forma
muy considerable el esfuerzo posterior.

La ventaja del método de microinyeccion, es que no existen limitaciones en el
tamafio del fragmento de ADN a introducir, y que los animales transgénicos se obtie-
nen en la primera generacién. La desventaja, es que la integracién de tales fragmen-
tos en el genoma, es preferentemente al azar, si ademds, consideramos gue no sélo se
lgtegra una copia del gen, sino un nimero variable, puede producirse una inactiva-
cién insercional de algiin gen, un mecanismo bien conocido en procariotas. Otra
posibilidad, aunque remota, es que se activen funciones perjudiciales, por ejemplo,
oncogenes. Por lo demds, la eficacia del método es, segun la bibliografia, del orden
del 1% en ovejas. Hasta el momento, es la tnica técnica usada con €xito para la
obtencién de animales transgénicos, en especies ganaderas. Para evitar la insercion
al azar, se estd desarrollando una técnica, que consiste en que el gen exdgeno reco-
nozca uno enddgeno, y por un fenémeno de recombinacién homaologa sea sustituido
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por €l. Queda no obstante. mucho por hacer para conseguir una técnica infalible de
“gene targeting” o direccidn asistida del gen. Sin embargo, con esta técnica puede
guiarse la expresion de un transgen, si se tienen las construcciones genéticas ade-
cuadas, en tejidos especificos. Tenemos asi un biorreactor. Los fluidos biol6gicos
co.mo sangre o leche. y posiblemente los drganos de animales transgénicos, son a
priori las mejores fuentes de proteinas recombinantes. La sangre es abundante y es
un §ubpr0ducm del matadero, sin embargo, su composicién es relativamente com-
pleja y las proteinas recombinantes pueden alterar la salud de los animales. La leche
es muy abundante y su composicion es relativamente simple, es pobre en enzimas
proteoliticas y ademds, puede colectarse ficilmente. Los drganos, serfan adecuados
Sf)lamcmc. cuando lo que se requiere es un tipo particular de célula, para la biosinte-
sis de protefnas recombinantes. En resumen, la leche es hoy por hoy, la mejor fuen-
te de proteinas recombinantes a partir de animales transgénicos. El método no obs-
tante, tiene dos limitaciones tedricas: En primer lugar, algunas de las proteinas secre-
tadas en leche pueden no haber sido procesadas correctamente, de igual modo que
ocurre de forma natural. Hasta ahora. los experimentos realizados, indican que la
célula mamaria es capaz de glicosilar de modo correcto las proteinas. En segundo
lugar, una proporcién significativa de las protefnas recombinantes, migran desde el
compartimento alveolar de la glindula mamaria a circulacién sanguinea, con los
posibles riesgos que esto conlleva. Como se ha comentado anteriormente, los trans-
genes deben contener las regiones regulatorias (promotor, péptido lider), de uno de
los genes para proteinas de la leche. y la parte codificante del gen que se pretende
expresar, de modo que se secreten por la glandula mamaria®. Ello es de gran interés.
s1 consideramos que ovejas y cabras pueden llegar a los 250 y 800 litros, respectiva-

mente. de leche al afo, y que las nuevas proteinas pueden producirse a niveles de gra-
mos por litro de leche.

Hasta ’Cl_ momento, y a pesar de todas las dificultades que presenta la obtencién
de lranfsgemco:;. podemos recordar el primer ejemplo practico. La Compaiiia Bayer.
compré hace algin tiempo, los derechos exclusivos de la leche de una oveja llama-
da Tracy. por unos 1800 millones de pesetas. Esta oveja transgénica, proporciona en
su leche, una notable cantidad de o-antitripsina® (usada en el tratamiento del enfise-
ma .pulmon.ar, contra la fibrosis quistica y en determinados fallos hepdticos). Una
oveja semejante ha sido capaz de producir factor IX de coagulacién, factor necesario
en el tratamiento de ciertos casos de hemofilia. También, se ha obtenido una cabra
transgénica en la Universidad de Massachusetts, que produce en su leche un activa-
dor del plasminégeno tisular (1PA), que es capaz de diluir los codgulos presentes de
las arterias coronarias que causan el infarto. Si bien, en el tiltimo caso, los resultados
no han sido tan espectaculares como en el anterior, en cuanto a rendimiento, sin
embargo, ya hay compaiifas biotecnolégicas que ofrecen, entre sus servicios, la posi-
bilidad de expresar una proteina de interés en estos animales. Por otra lado, existen
proyectos, uno de los cuales ha sido financiado por la CEE, que intentan cambiar la
composicion de lipidos de los animales de consumo, introduciendo en su genoma el
gen de una enzima como la A-12 desaturasa, procedente de levaduras, asf se podria
tedricamente, esperar un nivel mayor de grasas poliinsaturadas (que no tienen el
mismo efecto negativo sobre el sistema cardiovascular que las grasas saturadas),
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abundantes en la carne y en la mantequilla, que son responsables de la arterioescle-
rosis y de su consecuencia, el infarto de miocardio. En la actualidad. existe ya una
base de datos llamada TBASE®, que proporciona informacion sobre los animales
transgénicos, utilizando recursos de los laboratorios nacionales de Oak Ridge y de la
Universidad John Hopkins.

A pesar, de que los avances mads relevantes se han concentrado en la utilizacién
de la glandula mamaria como bioreactor, no hay que olvidar la gran complejidad bio-
l6gica, la mayor de la naturaleza, que tiene un mamifero como sujeto de modifica-
cién genética. Este hecho, conlleva una gran dificultad a nivel genético para caracte-
rizar y manipular los genes implicados en la produccién animal (carne, leche, lana),
que suelen ser cuantitativos, es decir multiples o de naturaleza poligénica. Sin embar-
g0, se pueden anticipar avances, en el campo de la produccién animal ovina y capri-
na en relacién con diversas caracteristicas de interés. Algunos posibles usos de ove-
jas y cabras transgénicas se recogen en la Tabla 6.

TABLA 6. POSIBLES USOS DE OVEJAS Y CABRAS TRANSGENICAS EN
PRODUCCION Y SANIDAD ANIMAL*

TRANSGEN CARACTERISTICA
Boroola (Feb B) Prolificidad
Celulasa Transgénesis de la (lora ruminal

Sintesis de amino4cidos esenciales
Reconduccién del flujo de hidrégeno
Citoquinas diversas

Diversas protefnas viricas

Menor formacion de metano
Resistencia a enfermedades

ARNm antisentido del ARNm virico "

Quitinasa Digestion cuticula de insectos
B-galactosidasa Leche sin lactosa

ARNm antisentido de la ilactoalbimina "

Queratina Incremento de lana

Cys E/Cys M (serina/cisteina)

* Datos extraidos en su mayoria del trabajo de Robinson y McEvoy~

Uno de los factores que influyen decisivamente en la productividad del ganado
OvIno, es el nimero de corderos nacidos vivos Se han descrito varios genes, que
influyen sobre la prolificidad ovina. El gen Boroola (Fec B) en ganado merino. es el
mis estudiado. Este gen puede considerarse como “transgen natural™ y por lo tanto,
cabe esperar que sea el objetivo de un programa de transgénesis. para aumentar la
tasa de ovulacién. Puede interesar, no modificar el animal en si, sino la flora de su
rumen, en este sentido, ya se estdn realizando experimentos de introduccién de
genes, con actividad celulasa, en diversas especies del género Bacteroides, que for-
man parte de la flora presente en ¢l intestino, de modo que, es cuestion de tiempo,
que una transferencia similar se consiga con microorganimos del rumen. Un objeti-
vo especifico de los bidlogos moleculares del rumen, es la creacion de una cepa de
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Prevotella ruminicola, que sea celulolitica y dcido tolerante, como medio para com-
batir los efectos inhibidores de 1a administracién de concentrados, sobre la digestién
de la fibra y la incorporacion de forraje. Otros objetivos, se dirigen hacia el incre-
mento en la produccion de aminodcidos esenciales, asi como en la reconduccién del
flujo de hidrégeno para reducir la formacién de metano. Hay algunas evidencias de
que la poblacién de bacterias transgénicas en el rumen permanece estable, es decir,
compite con el resto de bacterias.

Una dimensién importante en la produccién animal, es la resistencia a enferme-
dades. Durante los tltimos afios. se han clonado diversas citoquinas ovinas, como
varias interleucinas™, interferén, factor o de la necrosis tumoral y el factor estimula-
dor del crecimiento de granulocitos/macréfagos®, entre otros, lo que ha abierto el
camino para ¢l uso de los ADNs correspondientes, y de las proteinas codificadas por
ellos, como sondas de diagnéstico v agentes profildcticos/terapetiticos, respectiva-
mente. Una aplicacion mds sutil de la transferencia genética en relacién con la pre-
vencion de enfermedades. tiene que ver con el hecho, de que la expresion de genes
que codifican para proteinas de la envoltura o de la cdpsida de virus daninos, puede
reducir, por un mecanismo de competitividad, la unién de los viriones a las proteinas
receptoras del animal susceptible. Este abordaje, se ha usado para producir ovejas
trans)r__vcmcus resistentes al lentivirus Visna. agente responsable de encefalitis, neu-
monia y artritis en la poblacién ovina’. Con el mismo objetivo, pueden fabricarse
transgénicos que expresen genes para ARNm antisentido del ARNm virico, 0 genes
para quitinasa. con el fin de que el animal exprese en su piel esta actividad y ataque
la cuticula de larvas de insectos daiiinos. Conseguir leche sin lactosa, es posible s1 S€
logra expresar la B-galactosidasa de origen baczerinno. o un gen ARNm antisentido
del ARNm de la o-lactoalbimina. También, ser posible, incrementar la cantidad de
lana. insertando genes de queratina, o dos genes que convierten serina en cisteind.
aminodcido limitante de la produccién®. Ya se ha conseguido la expresion de €508
genes, procedentes de Salmonella, en células animales ovinas. Es cuestion de tiemm-
PO que se consiga en el animal entero.
as

El uso de animales transgénicos puede tener riesgos*®. Uno de los casos s
= as

11uslraliv.os. es ¢l de la insercidon de genes reguladores del crecimiento en C"Ve!
transgénicas, que eran genes de fusién, conteniendo por un lado, promotores disee”
dos para la expresién en diversos tejidos como rifién, higado o intestino, ¥ POF ORe:
los genes de la hormona del crecimiento ovina, o el I'ncl():' de liberacién de dicha h(:e];

mona. La expresion de dichos genes, produjo una canal con menor contenido ]
a

grasa, pero con aparicién de diabetes, produciéndose la muerte de los animales 4
edad de un afio. Otras publicaciones, resaltaron efectos positivos de increment? de
masa muscular y crecimiento acelerado, en contradiccién con los resultados previos:
sin embargo. los resultados resaltan la necesidad de regular adecuadamente 12 expre-
sion de los genes insertados mediante. por ejemplo, el uso de genes marcadorc§ 0
“reporter”, como el gen de la B-galactosidasa, cuya expresién confiere un fenotipo
azul caracteristico en los tejidos donde se expresa.

Los genes pueden dirigirse para su expresion en tejidos especificos, pero ¢ I].CCS—
sita conocer mejor los genes a transferir, asi como, el control por el hombre del tiem-
po y del tejido donde ese gen debe expresarse.
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Hay un conocimiento escaso de los genes que tienen influencia en el crecimien-
to animal, la adaptacién ambiental, la composicion de la carne o la leche, o la resis-
tencia a enfermedades". Su identificacién se facilitard debido al creciente esfuerzo
por mapear el genoma de los animales domésticos. Segun datos extruidos de la base
de datos GeneBank/EMBL, se han detectado hasta ahora cerca de 200 marcadores
ovinos o caprinos, de modo que la densidad de conocimientos sobre el mapa genéti-
co ovino, es unas 100 veces menor que la que se posee del mapa humano o de ratén,
0 3 veces menor que los mapas porcino o bovino. Sin embargo, sc estd confirmando
que muchos genes se encuentran relativamente conservados, como cabia esperar, en
su secuencia de nucleétidos entre especies, y en su disposicion en ¢l genoma, hecho
que simplifica enormemente el trabajo. Una novedad resefiable de interés en produc-
cién animal, se basa en el al aislamiento del gen “obeso™*, uno de los genes que regu-
la el balance energético. Mutaciones en este gen, producen en ratén obesidad y dia-
betes de tipo II. El producto del gen, puede ser un factor de saciedad que permita al
tejido adiposo regular el depdsito de grasa en el cuerpo. El gen parece estar conser-
vado e hibrida entre otros con el ADN de oveja. También, es cuestion de tiempo, que
este estudio se aplique en varias especies de interés. La dltima novedad, se acaba de
publicar en la revista Nature*, sobre la transferencia de nicleos derivados de células
de epitelio mamario, fibroblasto fetal y células embrionarias en ovocitos enucleados
y no fertilizados, en un trabajo dirigido por el Dr. Ian Wilmut en el Instituto Roslin
de Edimburgo. El hecho de que la ya mundialmente famosa oveja Dolly sea “hija”
de una célula adulta, confirma que la diferenciacion de esa c€lula no implica, segtin
los autores, una modificacién irreversible del material genético requerido para que
ocurra el desarrollo.

Las consecuencias de todo tipo que los dltimos hallazgos conllevan, prometen ser
objeto de discusiones acaloradas en los préximos afios. En conclusion. nadie duda ya,
que estas nuevas tecnologias prometen cambiar drdsticamente la produccién animal
en las préximas décadas.

BIBLIOGRAFIA

- AASEN, E.; MEDRANO, F. Amplification of the zfy and zfx genes for sex iden-
tification in humans, cattle, sheep and goats. (1990). Biotechnology. 8:1279-
1281,

AKITA, G.Y.; GLENN, J.; CASTRO; A.E.; OSBURN, B.L. (1993). Detection of
bluetongue virus in clinical samples by polymerase chain reaction. J. Vet. Diag.
Invest..5:2, 154-158.

- BAXTER, S.L.E; POW, Y.: BRIDGEN, A.; REID, H.W. (1993). PCR detection of
the sheep associated agent of malignant catarrhal fever. Arch. Virol. 133: 1/2, 145-
159.

4. BOWLES, J.; MCMANUS, D.P. (1993). Rapid discrimination of Echinococcus

species and strains using a polymerase chain reaction-based RFLP method. Maol.

Biochem. Parasitol. 57:2, 231-239.

- 94 -

5. CARVER. A.S.; DALRYMPLE, M.A:; WRIGHT. G.; COTTOM, D.S.; REEVES,
D.B.: GIBSON, Y.H.; KEENAN. J.L.; BARRASS; J.D.; SCOTT. A.R.; COL-
MAN. A.; GARNER, Y. (1993). Transgenic livestock as bioreactors: stable
expresion of human alpha-l-antitrypsin by a flock of sheep. Biotechnology.
11:1263-1271,

6. CLARK. A:J. Transgenic animals and the manipulation of milk composition.
Anim. Gen. 20:3, 327-328.

7. CLEMENTS. J.E.: WALL, R.J.; NARAYAN, O.; HAUER,D.; SCHOBORG, R.:
SHEFFER, D.; POWELL, A.; CARRUTH, L.M.; ZINK, M.C.; REXROAD, C.E.
(1994). Development of transgenic sheep that express the visna virus envelope
gene. Virology. 200 (2): 370-380.

8. COLLINS, D.M.; HILBINK, F.: WEST, D.M.; HOSIE, B.D.; COOKE, M.M.;
LISLE. G.W.; De-LISLE, G.W. (1993). Investigation of Mycobacterium paratu-
berculosis in sheep by faecal culture, DNA characrterization and the polymerase
chain reaction. Ver. Rec.133: 24, 599-600.

9. FIRST. N.L. (1990). New animal breeding techniques and their application. J.
Reprod. fertil. Suppl. 41: 3-14.

10. FONTAINE, S. LA: EGERTON. J.R.; ROOD, J.1; LA-FONTAINE, S. (1993).
Detection of Dichelobacter nodosus using species specific oligonucleotides as
PCR primers. Ver. Microbiol. 35:1/2, 101-117.

I1. GASSER, R.B.; CHILTON, N.B.: HOSTE, H.; STEVENSON, L.A. (1994).
Species identification of trichostrongyle nematodes by PCR-linked RFLP. Inf. J.
Parasitol. 24:2, 291-293,

12. GRAHAM. N.M.; MARGAN, D.E. (1988). Energy and nitrogen utilization in
growth hormone transgenic sheep. Pro. Nutr: Soc. Australia. 13. 151.

13. GROENEN, M.A.M.;VAN DER POEL. I. (1994). Regulation of expression of
milk protein: a review. En: Livestock Production Science 38:61-78.

14. HANSSON, L.; EDLUND, M.; EDLUND,A.: JOHANSSON, T.; MAR-
KLUND.S.L.; FROMM, S.; STROMQVIST, M.; TORNELL, J. (1994).
Expression and characterization of biologically active human extracellular supe-
roxido dismutase in milk of transgenic mice. J. Biol. Chem. 269 (7): 5358-5363.

15. HOPE, M.; BOWLES, J.; MCMANUS, D.P. (1991). A reconsideration Of_ the
Echinococcus granulosus strain situation in Australia following RFLP analysis of
cystic material. Inr. J. Parasitol. 21:4,471-475.

16. LAPLANCHE, J.L.; CHATELAIN, J.; WESTWAY, D.: THOMAS, S.; DUS-
SAUCY, M.; BRUGERE-PICOUX, J.; LAUNAY, J.M. (1993). PrP polymorp-
hisms associated with natural scrapie discovered by denaturing gradient gel elec-
trophoresis. Genomics. 15: 1, 30-37.

17. LITCHFIELD, A.M.; RAADSMA, H.W.; HULME, A.D.; BROWN, S.C.
NICHOLAS, EW.: EGERTON, J.R. (1993). Disease resistance in Merino sheep.

II. RFLP in class I MHC and (heir association with resistance to footrot. J. An.
Breeding Gen. 110:5, 321-334.,



18. LOWELL-BADGE, R.H. (1985). Transgenic animals. New advances in the field.
Nature, 315: 6021, 628.

19. MACLACHLAN, N.J.; NUNAMAKER, R.A.: KATZ. J.B.: SAWYER. M.M..
AKITA, G.Y.; OSBURN, B.I.; TABACHNICK. W.J. (1994). Detection of hlu?—
tongue virus in the blood of inoculated calves:virus isolation. PCR assay and in

2
Q.

vitro feeding of Culicoides variipennis. Arch. Virol. 136: '/:.1-8

20. MONTGOMERY, G.W.: SISE. J.A.; PENTY, J.M.; TOU. HM.: HILL, D.F.
(1992). Sheep linkage mapping: restriction fragment length polymorphism detec-
tion with heterologous cDNA probes. Animal Gen. 23: 5. 411-416.

21. MURRAY, ].D.; NANCARROW, C.D.; MARSHALL, J.T.; HAZEL_TQN.. I.G.:-
WARD, K.A. (1989). Production of transgenic merino sheep by micmm__]ccfmn of
ovine metallothionein-ovine growth hormone fusion genes. Reprod. Fertil. dev.
1(2): 147-155.

22. NIEMANN, H.; PAUL, HALTER,R.; CARNWATH. J.; ESPANION. G.: HERR-
MANN, D.;‘LEMME. E.. D. (1993). Strategies to express factor VIII gene cons-
tructs in the ovine mammary gland. Proc, Ann. Conf. Int. Embrvo Transfer Soc..
Ed. por Neemann, H. Theriogenology. 39: 137-149.

23. OBERST, R.D.; HAYS, M.P; EVERMANN, J.F.: KELLING. C.L. .(1993).
Characteristic defferences in reverse transcription-polymerase chain reaction ]?ro—
ducts of ovine, bovine, and human respiratory syncytial viruses. J. Ver. Diag.
Invest. 5:3, 322-328.

24, OHLSEN, S:M:: DEAN. D.M.; WONG, E.A. (1993). Craracterization of mulu-
ple transcription initiation sites of the ovine insulin growth l‘acm‘r-Y gcnc and
expression profiles of three alternatively spliced transcripts. DNA Cell Biol. 12:3.
243.25].

25. PHUA, S.H.; WOOD, N.J. (1993). The myogenic factor 5 (MYF3) locus in sheep
carries a rare EcoRI RFLP. Animal Gen. 24: 3, 220.

26. PURSEL, V.G.: REXROAD, C.E. Ir; BOLT, D.J.; MILLER, K.F.: WALL, R.J.;
HAMMER, R E.: PINKERT, C.A.; PALMITER, R.D.; BRINSTER. R.L. (1987).
Progress on gene transfer in fram animals. Vet. Immunol. Immunoopathol. 17
(1-4): 303-312,

27. REXROAD, C.E. Ir. (1991). Production of sheep transgenic for growth hormo-
ne genes. Biotechnology. 16: 259-263.

28. REXROAD, C.E. JR.; HAMMER, R.E.; BEHRINGER. R.R. PALMITER.
R.D.; BRINSTER, R.L. (1990). Insertion, expresion and physiology of growth-
regulating genes in ruminants. J. Reprod. Fertil. Suppl. 41: 119-124.

29. ROBINSON, J.J.: McEVOY, T.G. (1993). Biotechnology-the possibilities. Anim.
Prod. 57: 335-352.

30. ROGERS, G.R.: HICKFORD, J.G.; BICKERSTAFFE, R.: WOODS. J.L.
(1993a). Bsrl RELP in the gene for the ovine B2C high-sulphur wool protein.
Animal Gen. 24:1, 69.

- 96 -

31. ROGERS. G.R.: HICKFORD. J.G.: BICKERSTAFFE, R. (1993b). Mspl RFLP
in the gene foratype Y intermediate filament wool keratin. Anim. Gen. 24:3, 218.

32. ROOS. M.H.: GRANT. W.N. (1993). Species-specific PCR for the parasitic
nematodes Haemonchus contortus and Trichostrongyius colubriformis. Int. J.
Parasitol. 23:3, 419-421.

33. SCHLEE. P.. ROTTMANN. O. Sheep beta-lactoglobulin: determination of
alleles A and B by PCR and RFLP analysis using plucked hair as a source of
DNA. En: Genetic conservation of domestic livestock. Vol. 2. Ed. by Alderson,
L.: Bodo.l. 243-246.

34. SEOW. H.F.; ROTHEL. J.S.: WOOD, PR. (1993). Cloning and sequencing an

ovine interleukin-4-encoding cDNA. Gene. 124: 2, 291-293.
- SIMONS. I.P.: WILMUT, L.: CLARK, A.J.; ARCHIVALD, A.L.; BISHOP, J.O.;
LATHE.R. (1988). Gene transfer into sheep. Biotechnology. 6: 2, 179-183.

36. SIVAPRASAD., A.V.: KUCZEK. E.S.; BAWDEN, C.S.: ROGERS, G.E. (1992).
Coexpresion of the cysE and cysM genes of Salmonella ivphimurium in mam-
malian cells: a step towards establishing cysteine biosynthesis in sheep by trans-
genesis. Transgenic-Res. 1(2): 79-92.

W
h

37. THERRE, H. (1991). Mamary gland with added value. Biofitur. 107, 55-58.

38. THIELE. D.. WITTENBRINK. M.M.; FISCHER, D.; KRAUSS, H. (1992).
Evaluation of the polymerase chain reaction (PCR) for detection of Chlamydia
psittaci in abortion material from ewes. Zentral. Bakt. 277:4, 446-453.

39. VALINSKY. A.; SHANI, M.; GOOTWINE, E. (1990). Restriction fragment
length polymorphism in sheep at the growth hormone locus is the result of varia-
tion in gene number. Animal Biotechnol. 1:2, 135-144,

40. WASTLING. J.M.; NICOLL, S.; BUXTON. D. (1993). Comparison of two gene
amplification methods for the detection of Toxoplasma gondii in experimentally
infected sheep. J. Med. Microbiol. 38: 5. 360-365.

41. WILMUT. L; SCHNIEKE, A.E.; McWHIR, J.: KIND, A.J.. CAMPBELL.
K.H.S. (1997). Viable offspring derived from fetal and adult mammalian cells.
Nature. 385: 810-813,

42. WOODWARD. M.J.; CARROLL, P.J.: WRAY. C. (1992). Detection of enteroto-
and verocyto-toxin genes in E. coli from diarrhoeal disease in animals using the
polymerase chain reaction. Ver Microbiol. 31:2-3, 251-261.

43. WOYCHIK. R.P.; WASSOM, J.S..:KINGSBURY. D. (1993). TBASE: a compu-
terized database for transgenic animals and targeted mutations. Nature, 363:375-
376.

44. ZANONI R.G.: NAUTA, 1.M.; KUHNERT.P.; PAULLU.; POHL, B.; PETER-
HANS, E. (1992). Genomic heterogeneity of small ruminant lentiviruses detected
by PCR. Ver. Microbiol. 33:1-4, 341-351.

45. ZHANG, Y.: PROENCA, R.; MAFFEL, M.; BARONE, M.; LEOPOLD. L
FRIEDMAN, 1.M. (1994). Positional cloning of the mouse obese gene and its
human homologue. Nature, 372:425-431.

e



