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Fecundación: Para que los espermatozoides de mamíferos puedan fecundar 
deben sufrir un proceso de capacitación (cambios bioquímicos de su membrana 
plasmática con remodelación de moléculas de superficie).

El espermatozoide  responde al estímulo de las moléculas ligando
de la Zona Pelúcida (ZP) y sufre la reacción acrosómica.

Importancia de los oligosacáridos (No exíste un modelo único, 
variando según la especie animal)

La ZP esta formada por un nº variable de glicoproteínas (familia de proteínas ZP
ZP1, ZP2, ZP3, y la ZP4)

Funciones principales: unión del espermatozoide, prevenir polispermia, protección 
del embríón hasta implantación y bloqueo de fecundación heteroespecífica).
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Extraído de Cánovas y Coy (2008)
Moléculas receptoras del espermatozoide 

que se unen a la ZP

Roedores: sp56 tiene afinidad a los 
Oligosacáridos de la ZP.

Adhesinas, proacrosina, 
espermadhesinas,Sp38, P47 
(unión primaria y secundaria a la ZP)
En cerdos: SED1

Una de las más estudiadas: beta-1,4 Galactosiltransferasa (GalT-I): se localiza
En la membrana plasmática y actuaría como receptor específico 
de las glicoproteínas Tipo ZP3.

Ratones “knock-out”  sin GalT-I sus espermatozoides lograban  unión a ZP 
pero en número disminuido 
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Molecular Basis of Mammalian Gamete Binding
DAVID J. MILLER, XUDONG SHI, AND HEATHER BURKIN

En animales la familia de
genes de las proteínas

ZP se encuentran subdivididas en 
6 subfamilias: 

ZPA/ZP2, ZPB/ZP4, ZPC/ZP3, ZP1, ZPAX, y ZPD

Compleja Clasificación

Se han identificado seudogenes en: 
Humanos, bovinos, perros, chimpancé, ratones.

Ej. 
En bovinos y perros la ZP presenta 3 proteínas ZP

(ZPA/ZP2, ZPB/ZP4,y ZPC/ZP3).
y en estás especies se identificó el seudogén

Zp1
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Envoltura perivitelina

Envoltura vitelina
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En la base de datos EST para la ZP1 humana no se encuentran EST en bovinos,
Cerdos, perros y conejo.
Presencia de seudogenes ZP1 en perros y bovinos.
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Alineamiento de parte la proteína ZP1 Humano/Perro

Formación de codones stop en perros

La familia de genes ZP en animales evolucionó debido a la perdida de funciones de
determinados genes integrantes de la misma (formando seudogenes)
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Representación de las moléculas implicadas en el proceso de unión y 
fusión  espermatozoide-ovocito. 

Extraído de Cánovas y Coy (2008)

A nivel del espermatozoide:
Proceso Unión: proteínas tipo ADAM´S

Proceso de fusión: proteínas tipo “Izumo”
y proteínas epididimales DE.

Ratones “knock-out” con ausencia de fertilina b, 
ADAM 3 o ambasespermatozoides de cada 
una de las líneas de ratones muestran 
importante reducción en la unión a ovocitos

Ratones con delecciones del gen “Izumo” 
1.- producen espermatozoides  aparentemente 
normales (se únen y penetran la ZP)
2.-incapaces de fusionarse con el oolema de 
ovocitos.
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En Bovinos muy poca información del Gen Izumo
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IMPRONTA GENÓMICA MASCULINA Y REPRODUCCIÓN

Impronta genómica  Modificación epigenética diferencial en secuencias reguladoras
de la expresión de genes específicos en el espermatozoide y en el oocito.

No todo el genoma esta bajo la influencia de la impronta genómica

Genes con Impronta  El Alelo que proviene del padre o madre es modificado 
epigenéticamente con la finalidad de reprimir su transcripción por lo que en el embrión
se expresara el alelo de uno u otro progenitor (paterno/materno). 

En las células espermatogónicas en división mitótica y también en los espermatocitos
se va estableciendo la metilaciónes paternas (proceso continuo y temprano)

Epigenética: “Fuera de la genética convencional”.  Metilación del DNA (no se 
altera la secuencia) y modificación de histonas.



Curso-Taller “Transducción de señales en fisiología espermática: aspectos básicos y aplicados”
2009

Comienzo
Temprano 
De la metilación

En ratones el genoma paterno es significativamente y activamente demetilado entre
las primeras 6-8 hrs post fecundación.

El nuevo imprinting en las PGC
Machos ratones comienza al 
Día 14.5 dpc.
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Metilaciones del ADN ocurren en:

DMR
Regiones diferencialmente metiladas

ICR
Regiones de Control de la Impronta

Metilaciones del ADN ocurren en:

DMR
Regiones diferencialmente metiladas

ICR
Regiones de Control de la Impronta

Regulación epigenética

Se metilan en las copias activas Se metilan en el alelo silencioso

Enzimas encargadas del proceso: familia de las ADN Citosina metil
transferasa (Dnmt)
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DMR más estudiada en los últimos años en distintas especies es las de los genes
Igf2 y H19 (humanos, ratón, ovinos, suinos)

Igf2  se transcribe el alelo  de origen paterno

Humano Cromosoma 11, Ratón Cromosoma 7, Suinos Cromosoma 2, Ovino Cromosoma 21
Bovino Cromosoma 29

H19  se transcribe el alelo  de origen materno

Ambos genes comparten el ICR

En el cromosoma paterno el ICR esta metilado
impidiendo la únion de la proteína factor CTCF (dedos de Zn) activándose el gen Igf2 y
Reprimiendo la expresión de H19.

Factores de regulación de la impronta espermática Factor BORIS (se expresa en 
Testículo), estaría involucrado en establecer las marcas de CH3 durante la diferenciación
de la célula germinal masculina.

Durante la espermatogénesis la metilación “de novo” podría estar asociada a la activación de 
BORIS y y silenciamiento de CTCF. 
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Técnica de secuenciación con bisulfito de sodio permite medir el estado de
Metilación de las islas CpG

El bisulfito actua sobre las Citocinas no metiladas
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La Metilación en células primordiales de la línea germinal (PGC)
en suinos

Aspecto de las PGC

Precursoras de los gametos

Sometidas a fuerte reprogramación epigenética
(borrado y posterior etiquetado mediante metilaciones) para
restaurar el estado totipotente.

Existe interés para la utilización de las PGC como 
donantes de núcleos en clonación

El gene Igf2 de suinos tiene una alta homología 
con humano y ratón (secuencia y organización, 10 exones)

El objetivo principal de estos investigadores
era conocer el estado de metilación/demetilación
De las PGC después de arribar a la cresta genital.
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Diseño
1.-Cerdas Preñadas
(24,26,28,30 y 31 días)

2.-Sacrificio y colecta embriones

3.- Sexaje embriones PCR

4.-Aislamiento de las PGC

5.-Aislamiento ADN y
Técnica de bisulfito
Con primers para 2 DMR
De Igf2-H19
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Metilaciones en gametas (Igf2-H19)

En Cerdos al igual que en ratones los cambios en el estado de metilación
de las células PGC ocurrirían al arribar a la cresta genital. 
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En bovinos no existe al momento 
una completa descripción de la secuencia 
del  gen Igf2
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Oocitos bovinos
madurados in vitro

Espermatozoides bovinos

DMR
Intragénica

En bovinos a nivel del exón 10 se encontró una DMR homologa a la DMR2 del ratón y a la DMR del humano

Mediante secuenciación del ADN y técnica del bisulfito se identificó en espermatozoides bovinos una DMR en el exón 10
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EN LA CLONACIÓN POR TRANSFERENCIA DE NUCLEAR 
DE CÉLULAS SOMÁTICAS EN BOVINOS HAY REPORTES 
SOBRE ERRORES EN LA EXPRESIÓN DEL GEN Igf2

LA IDENTIFICACIÓN DE DMR EN ESTE GEN SE CONVIERTE 
ES UNA POTENCIAL  HERRAMIENTA PARA EVALUAR 
PATRONES DE METILACIÓN EN OTRAS ETAPAS DEL 
DESARROLLO EMBRIONARIO
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PROFUNDIZACIÓN EN EL ESTUDIO DE FRAGILIDAD DEL CROMOSOMA SEXUAL BTAX Y ANÁLISIS DE SECUENCIAS DEL GEN TRO 
(TROFININA) EN BOVINOS HOLANDO. Proyecto de Investigación D.T Área Genética, Facultad de Veterinaria-UdelaR. Dra. Silvia Llambí.2009-2011

Gen TRO
Codifica para la proteína trofinina
que integra un complejo grupo
de proteinas de adhesión del 
blastocisto al epitelio endometrial
(Implantación embrionaria)

Mapeo por FISH:
humanos     HSAXp11.21-p11.2
Bovino BTAXq25-33

Este Gen esta localizado en región de
Fragilidad cromosómica del BTAX.
Esta región se asocia con alteraciones
De la fertilidad en bovinos (mortalidad
embrionaria)



Curso-Taller “Transducción de señales en fisiología espermática: aspectos básicos y aplicados”
2009

PROFUNDIZACIÓN EN EL ESTUDIO DE FRAGILIDAD DEL CROMOSOMA SEXUAL BTAX Y ANÁLISIS DE SECUENCIAS DEL GEN TRO (TROFININA) EN BOVINOS HOLANDO. 
Proyecto de Investigación D.T Área Genética, Facultad de Veterinaria-UdelaR. Dra. Silvia Llambí.2009-2011

Gen TRO en Humanos ha sido secuenciado (1 Kb aprox)

Presenta múltiples variantes de transcriptos (corte y empalmes alternativos)
Locus complejo.

En Bovinos existe un reporte de secuencia parcial del gen TRO (GenBank
AY444495)

Nuestro objetivo es comenzar a estudiar “in silico” al gen TRO en bovinos.
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Bovinos Criollos de Uruguay
(Reserva de San Miguel, Rocha)



0,070,61p2t/p1

0,060,45p2c/p1

0,182,27q1

0,030,32p2c

0,040,43p2t

0,050,72p1

SDMeanFragments

Fragments are identified as follows: p1=short arm; p2t= 
fragment next to the telomere; p2c= fragment next to the 
centromere; q=large arm (see Fig 3).

Aphidicolin induced break points in heterozygous Robertsonian
translocation (rob1;29) in Creole cattle. 

Artigas R, Iriarte A, Tellechea B, Llambí S, De Bethencourt M, Postiglioni A.

Journal of Basic & Applied Genetics 19 (1): 1-10. 2008



Heterocromatin decondensation in Creole cattle carrier of

Robertsonian translocation (rob1;29). Action of 5-azacytidine-C

Artigas R, Iriarte W, de Soto L, Iriarte A, Llambí S, de Bethencourt M, Postiglioni A.2008
Acta Agron. (PALMIRA) 57(1): 65-69

Cariotipo de hembras bovinas normales.
Se muestra la estandardización del efecto 

de la 5-aza-C.
Next:
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EFFECTS OF 5-AZACYTIDINE-C IN LYMPHOCYTES-METAPHASES OF 
CREOLE COWS CARRYING THE ROB(1;29).

Rody Artigas, Wanda Iriarte, Andrés Iriarte, Miguel de Bethencourt, Silvia Llambí, Alicia Postiglioni (in revision) 

Centrómero 0,75
Brazos     3,29

0,54
1,07

0,75
4,11

5-aza-C (1x10-3M, 2hrs).

Rob(1;29)        X activo              X inactivo

Cuantificación del efecto de la 5-aza-C sobre los cromosomas X`s y la rob(1;29).
Se demuestra la demetilación de la rob(1;29) con un comportamiento similar a la heterocromatina

facultativa del cromosoma X inactivo de las hembras. 



Genome imprinting en rob(1;29)

IGF2 (gen improntado)

islas CpG
COL6A2     

COL8A1
COL8A2

Hembras portadoras de rob(1;29)
36% embriones no balanceados

Machos portadores de rob(1;29)     
19% embriones no balanceados.

Bonnet-Garnier et al., 2008

Metodología de trabajo:

Bovinos con cariotipo normal 
versus bovinos portadores de 

rob(1;29)

bisulfito/MSP o Real-Time.
Postiglioni y colaboradores, 

2009 (en preparación)

Hipótesis: La rob(1;29) es 
portadora de genes improntados
asociados con mortalidad 
embrionaria diferencial

ENSBTAG00000011802 
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En 1694, Nicolas Hartsoeker descubrió 
«animalúnculos» en el esperma de 
humanos y otros animales. La escasa 
resolución de aquellos primeros 
microscopios hizo parecer que la cabeza 
del espermatozoide era un hombre 
completo en miniatura. A raíz de ahí se 
desataron las teorías que afirmaban que el 
esperma era de hecho un «hombre 
pequeño» (homúnculo) que se ponía 
dentro de una mujer para que creciese 
hasta ser un niño  (Fuente Wikipedia)
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