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RESUMEN

En este estudio se evalta el efecto del tipo de célula en la capacidad de desarrollo in
vitro de embriones bovinos clonados. Se obtuvieron fibroblastos de piel y células de
cimulos de donantes adultos para ser usados como citoplastos; asimismo, ovocitos
fueron madurados in vitro por 21 horas. Los ovocitos madurados se incubaron 2 h en
demecolcina (2,5 pg/mL) para promover la formacion del cono con el plato metafasico
y orientar la enucleacion. La enucleacion se realizd bajo un micromanipulador y la
fusion entre la célula somatica con el citoplasto se realiz6 mediante una cdmara de
fusion. Las estructuras se cultivaron durante 7 d hasta la fase de incubacién/eclosion de
blastocito, para posteriormente ser transferidos a receptoras y evaluarlas en el dia 28, 60
y 75 de gestacion. Se evalud nimero y porcentaje de citoplastos reconstruidos a la hora
de fusién superando las células somaticas de cumulos (51.7 * 7.8) (p<0.05). A los siete
dias de cultivo in vitro se evalud porcentaje de embriones superando la produccién con
las células de fibroblastos de piel (36.1+ 8.4) en comparacion con las células de cimulos
(34.1 £ 10.0). A los 28, 60 y 75 dias post transferencia se evalué permanencia de prefiez
siendo significativamente superior (p <0.05) los embriones generados con células de
cimulos 16 (12.0%). En conclusion ambas lineas celulares son capaces de generar
embriones y dar lugar a crias vivas, sin embargo existe un mayor porcentaje de

retencion de prefiez con células de cumulus.

Palabras clave: reproduccion asistida, bovino, clonacion

XV



ABSTRACT

In this study, the effect of cell type on the capacity of in vitro development of cloned
bovine embryos is evaluated. Skin fibroblasts and cumulus cells were obtained from
adult adults to be used as cytoplasts; Likewise, oocytes were matured in vitro for 21 h.
The matured oocytes were incubated 2 hours in demecolcine (2.5ug/mL) to promote
formation of the cone with the metaphase plate and to direct the enucleation. The
enucleation was performed under a micromanipulator and the fusion between the
somatic cell and the cytoplasm was carried out by means of a fusion chamber. The
structures were cultured for 7 days until the blastocyst incubation / hatching phase, and
then transferred to recipients and evaluated on day 28, 60 and 75 of gestation. The
number and percentage of reconstructed cytoplasts were evaluated at the time of fusion,
surpassing the somatic cells of clusters (51.7 + 7.8) (p <0.05). At seven days of in vitro
culture, the percentage of embryos was evaluated, exceeding the production with the
skin fibroblast cells (36.1 = 8.4) compared to the cumulus cells (34.1 £ 10.0). At 28, 60
and 75 days after the transfer, the permanence of the pregnancy was evaluated, being
significantly better (p <0.05) the embryos generated with cumulus cells 16 (12.0%).

However, there is no higher percentage of retention of people with cumulus cells.

Key words: assisted reproductive technology, bovine, clone
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l. INTRODUCCION

Los 20 afios de historia de la transferencia nuclear de células somaticas esta lleno de
controversias, y la tasa de avance hacia la aplicacién comercial practica de la técnica ha
sido mas lenta de lo esperado. Muchos factores externos, incluidas las preocupaciones
bioéticas, barreras administrativas, aversion emocional de los laicos, falta de apoyo
financiero para la investigacién académica relacionada, y la desconfianza de los socios
comerciales potenciales desempefia un papel importante en el avance lento (Kwon, Ji,
Lee, Seo and Kang, 2017).

Sin embargo, el principal problema ha sido la baja eficiencia general del proceso
(Akagi, Matsukawa, and Takahashi, 2014). Para la mayoria de los propo6sitos practicos,
especialmente para aplicaciones agricolas, el parametro decisivo es la descendencia
sana por tasa de transferencia de embriones. EXxiste una considerable variacion entre
especies, pero esta tasa es generalmente baja, alrededor de 1% a 10%, mucho mas baja
que la lograda con contrapartes fertilizadas in vivo o in vitro. Aunque los resultados
obtenidos hoy en dia significan un pequefio avance desde el éxito inicial de hace 20
aflos (Wilmut, Schnieke, McWhir, Kind and Campbell, 1997), con mejoras muy
modestas durante la Gltima década.

Se han realizado diversos esfuerzos para superar este problema, incluido el tratamiento
de células somaticas con agentes quimicos o biologicos para facilitar la reprogramacion
0 para aumentar la capacidad de los ovocitos enucleados para inducir el proceso; para
encontrar la etapa Optima de tiempo y ciclo celular para la enucleacion, fusion y
activacion; y para optimizar la activacion y el periodo de cultivo in vitro (Wilmut, Bai
and Taylor, 2015).

Muchos de estos esfuerzos han permitido mejorar los resultados de laboratorio, pero
ninguno de ellos ha tenido un efecto positivo confirmado y generalmente aceptado en el
desarrollo in vivo, especialmente en el avance al Gltimo periodo de la gestacién y el
nacimiento de descendencia sana. Cabe sefialar que, debido a razones financieras y
técnicas, muy pocos grupos de investigacion han tenido la posibilidad de pasar de la

fase de laboratorio a las transferencias y al seguimiento in vivo del desarrollo. En
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consecuencia, en la mayoria de los laboratorios, la transferencia nuclear de células
somaticas todavia se realiza como se describio hace 20 afios, con pequefias

modificaciones relacionadas con los requisitos especificos de cada especie.

Mientras tanto, el rapido avance en gendémica y epigendmica ha permitido revelar
diferencias considerables entre los perfiles de expresion génica de embriones clonados y
sus homologos fertilizados in vitro o producidos in vivo (Niemann, Kues, Lucas-Hahn
and Carnwath, 2011). Como los abortos tempranos suelen asociarse con anomalias en el
desarrollo de la placenta (Ogura, Inoue and Wakayama, 2013), la intervencion para
corregir los perfiles anormales de expresion génica parece ser una posibilidad viable
(Loi, luso, Czernik and Ogura, 2016). Sin embargo, puede requerir la manipulacién de
la funcion del genoma con posibles consecuencias biol6gicas, legales y bioéticas
adicionales.

Datos recientes indican que en algunas especies, una técnica alternativa de transferencia
nuclear también puede ser eficiente. Un trabajo representativo en cerdos basado en mas
de 200,000 embriones reconstruidos ha reportado alrededor del 75% de las tasas de
gestacion después de las transferencias, y 75% de las gestaciones dieron como resultado
lechones sanos, aunque la descendencia por embriones reconstruidos se mantuvo baja
(1.5%) (Liu et al., 2015).

Otro grupo, utilizando el mismo enfoque informd que transferencia de més de 5000
embriones clonados porcino resultd en alrededor del 90% de las tasas de embarazo, y el
90% de estos embarazos resultd en lechones sanos. EI nimero de lechones por el
embrion transferido fue un impresionante 15% (Callesen, Liu, Pedersen, Li and
Schmidt, 2014). Estos experimentos utilizaron un método simplificado para la
reconstruccion llamada clonaciéon de zona libre o hecha a mano (HMC) (Peura and
Vajta, 2003; Vajta, 2007) y cultivo in vitro hasta la etapa tardia de mérula / blastocito.
Un experimento comparativo reciente demostré que los embriones porcinos producidos
por HMC tienen mejores tasas de desarrollo in vitro y mayores nimeros de células que

sus contrapartes tradicionalmente clonadas (Liu et al., 2017).

La clonacion manual se introdujo originalmente en bovinos y posteriormente se aplicd

con éxito en otras especies, incluyendo ovejas, cerdos, cabras y bufalos de agua (Du et
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al., 2007; Khan et al., 2014; Peura and Vajta, 2003; Shah et al., 2009; Vajta, Lewis and
Tecirlioglu, 2006). Sin embargo, a pesar de la prometedora eficacia in vitro (alrededor
del 50% de blastocito por embrion reconstruidos en bovinos) (Vajta et al., 2003),
durante los ultimos 17 afios no hubo oportunidad de hacer experimentos de
transferencia con embriones clonados a gran escala. Por consiguiente, las tasas de
embarazo y parto informadas fueron esporadicas y, a menudo, se obtuvieron en
circunstancias no optimas, incluida la falta de incubadoras apropiadas o arreglos de

laboratorio.

Las mayores limitaciones bioldgicas de la clonacion es que las células somaticas son
completamente diferenciadas, con patrones de expresion génica que se
correlacionan con la funcion del tejido del cual se originaron. Por esta razon, la
mayoria de los investigadores concentraron sus trabajos en encontrar el tipo celular y
las mejores condiciones de las células donantes para que la informacion genética
pudiera ser reprogramada de forma eficiente en el citoplasto receptor, aumentando la
eficiencia de la clonacion somatica. Hasta la fecha se han utilizado muchos tipos
celulares como donante de nucleo para la produccién de animales clonados. Dolly
fue creada a partir de la reprogramacion del nicleo de una célula de glandula
mamaria (Wilmut, Schnieke, McWhir, Kind and Campbell, 1997). Sin embargo, otros
resultados exitosos incluyen la utilizacién de células de la granulosa (Wakayama,
Perry, Zuccotti, Johnson and Yanagimachi, 998), fibroblastos fetales y adultos
(Kato, Tani and Tsunoda, 1998; Rodriguez, Schellander and Lewin, 2008), células del
oviducto (Kato, Tani, Tsunoda, 2000), leucocitos (Galli, Duchi, Moor, Lazzari,
1999), células de la granulosa mural (Wells, Misica and Tervit, 1999), células
germinales (Bordignon et al., 2003), células de higado (Brem and Kuhholzer, 2002)
entre otras. A pesar de los resultados obtenidos, ain no esta claro qué tipo celular es
mas eficiente para la transferencia nuclear. Las diferencias que se producen en la
eficiencia de la transferencia nuclear con diferentes tipos celulares podrian estar mas
relacionadas con los protocolos de clonacion y de mantenimiento de las lineas

celulares que con el origen de éstas (Yang et al., 2007).

Por consiguiente, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de las células
de piel y camulos sobre el desarrollo in vitro que permita seleccionar el tipo de célula

mas eficiente como donante de nucleo en la transferencia nuclear de células somatica.
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1. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio la empresa GENESCOL S.A'y
el Laboratorio de Biotecnologia Animal Reproduccion y mejoramiento genético del
Instituto de Investigacion en Ganaderia y Biotecnologia en la Universidad Nacional

Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas y tuvo lugar el afio 2018.

2.1. Colecta de los ovocitos

Se colectaron ovarios de vacas de la raza gyr, con un rango de edades de 1 a 4 afios y
fisiologicamente sanas. Los ovarios fueron transportados del centro de beneficio al
laboratorio en un recipiente isotérmico conteniendo cloruro de sodio al 0.9% (wt/vol)
suplementado con 0.025 mg/ml de estreptomicina y temperado a 37 °C. Luego de ser
lavados en la misna solucién limpia, se aspiraron los foliculos de tamafio medio (de 3 a
6mm) usando una jeringa de 10ml y aguja de 18 G. EIl contenido de los foliculos era
depositado en tubos que contenian medio de manipulacion TCM199-HEPES
suplementado con 50 mg/ml de gentamicina y 10% (vol/vol) de suero fetal bovino
(SFB).

2.2. Maduracion in vitro de los ovocitos

Después de 20 min de sedimentacion, los ovocitos fueron localizados bajo el
estereomicroscopio y lavados en medio de retencién (TCM199 con bicarbonato 4 mM,
Hepes 18 mM y gentamicina 50 pg / ml) suplementado con suero fetal bovino al 10%
(FBS). Los ovocitos grado | y Il con citoplasma oscuro y homogéneo y cumulos
compactos, se maduraron en placas de cuatro pocillos (25-30 ovocitos por pocillo) en
medio TCM199 tamponado con bicarbonato suplementado con 0,6 mM glutamina, 0,2
mM piruvato, 0,01 Ul / ml de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH), 1 mg / ml de estradiol, 50mg / ml de gentamicina, 10 ng / ml de
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y 10% de SFB a 38.5 ° C en 5% CO2 por 21
horas (figura 1).
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Figura 1. Ovocitos post maduracion de 21 horas.

2.3. Preparacion de Citoplastos

Después de la maduracion se removieron las células del cimulos por medio de vortex
en una solucion de hialuronidasa de 0,3 mg / ml seguidos de una agitacion vorticial
durante 6 minutos (figura 2). Se confirmd la enucleacion mediante tincion usando
Hoechst 33342 y posterior visualizacion bajo luz UV. Para la manipulacion se utilizé
bajo un micromanipulador (Ti2 Nikon, Japdn) y luz ultravioleta (filtro bloqueador UV-
1a, con 365 nm de excitacion y 400 nm de emision) con un aumento de 60X (figura 3y
4).
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Figura 2. Ovocitos maduros libres de células del cimulo.

Figura 3. Proceso de micromanipulacion.




A

Figura 4. Proceso de transferencia nuclear.

2.4. Preparacion de células somaticas

Las células somaticas fueron obtenidas de una vaca de la raza Gyr, siguiendo los
protocolos establecidos por Tovar et al. (2008). El tejido fue lavado varias veces en
buffer fosfato salino (PBS) con antibidticos y fue sometido a digestion por 18 h en 10
ml de colagenasa (1 mg/ml en medio DMEM-F12 suplementado con antibidticos-
antimicéticos y 10% SFB) a 37 °C y con agitacion orbital. Luego, el tejido fue agitado
vigorosamente para desprender células que aun pudieran encontrarse adheridas al
mismo. Se dejo reposar por 3 min y se recupero el sobrenadante, siendo sembrado en
placas Petri de 35 mm estériles y cultivados por 12 d (pase 0). El volumen del cultivo se
completé a 2 ml con medio DMEM-F12 suplementado con 1 mM de glutamina, 0.2
mM de piruvato, 10 ng/ml de EGF (epidermal growth factor) y 30% de suero fetal
bovino (SFB). Las células del cumulus fueron extraidas de ovocitos de una sola donante
por aspiracion folicular guiada por ecografia (Ovum Pick Up — OPU) (Easote, Italia).
Las células fueron separadas por pipeteo constante y luego fueron cultivadas por 5 d
(pase 0), como lo descrito para las células de piel. Transcurrido el periodo de
incubacion, los cultivos primarios (pase 0) fueron expandidos mediante subcultivo 1:3 a
placas nuevas empleando tripsina-EDTA al 0.025% (pase 1) para ambos tipos de
células. La accién de la tripsina se detiene adicionando medio de cultivo suplementado
con 10% de SFB. Las células fueron cultivadas hasta alcanzar 100% de confluencia,
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donde fueron nuevamente sometidas a la accion de la tripsina, colectadas y congeladas
en viales Nalgene de 2 ml (Nalgene, Dinamarca), a razén de 3x106 células/ml (pase 2)
en medio de cultivo suplementado con 10% SFB y 8% de DMSO (dimetil sulfoxido).
La congelacién se llevd a cabo mediante un gradiente de -1 °C/min, empleando el
sistema Mister Frosty (Nalgene, Dinamarca) en el interior de un congelador comercial
de -80 °C. Luego de 18 h, los viales fueron introducidos a un tanque de nitrogeno
liquido (-196 °C). De este modo, se cre6 un banco maestro congelado con células en
pase 2. Para el trabajo de rutina, se descongeld un vial mediante inmersion en bafio a 37
°C por 1 min. Las células se sembraron y cultivaron como se ha descrito y se
expandieron 1:5 en pase 3, para posteriormente congelarlas en pase 4, tal como se
describi6 anteriormente, creando asi el banco de trabajo. Para el trabajo de rutina en el
laboratorio, se emplearon siempre células descongeladas del banco de trabajo. Las
células descongeladas con un total de dos a cuatro pasajes, sin privacion de suero, pero
con al menos 24 horas después de la confluencia total se utilizaron para la
reconstruccion embrionaria. Después de la digestion con tripsina al 0,025%, las células

suspendidas se mantuvieron a temperatura ambiente durante un méximo de 3 horas.

Figura 5. Fibroblastos de piel y células de cimulo en cultivo in vitro: A) Células de piel
en confluencia, B) Células del cimulo en crecimiento.

24



2.5. Emparejamiento y electrofusion

Se emparejo una célula somatica con un citoplasto. Después de la unién, el par se
transfirio6 a una camara de fusién (Modelo 450, 01-000209-01; BTX Corp, San
Francisco, CA), cubierta con una solucion de manitol a 0,3 M, 0,05 mM CaCl2, 0,1 mM
MgCI2 y alcohol polivinilo (PVA) a 1 mg / ml. El par se hizo flotar a uno de los cables
con la célula somatica utilizando una corriente alterna generada por una maquina de
electrofusion (BLS, Budapest, Hungria). La fusion fue inducida por un Unico pulso de
corriente continua de 2 kV/cm por 9 ps. Luego se retiraron cuidadosamente de la
camara y se incubaron en el medio de retencion con 20% de FBS durante 30 minutos

para completar la fusion (figura 6).

Figura 6. Citoplastos fusionados post fusion celular.



Figura 7. Embriones en estadio de blastocisto expandido.

2.6. Activacion y cultivo in vitro

Después de los 30 min de incubacion en el medio de retencion, los embriones
recontruidos fueron inubados por 2 horas en medio TCM- bicarbonato con 10% de SFB
en 5% de CO2 a 38.5 ° C. Posteriormente los embriones reconstruidos fueron activados
mediante incubacién durante 5 minutos a temperatura ambiente en 7% de etanol en
medio de mantenimiento suplementado con 20% de SFB, seguido de una incubacién de
5 horas en el mismo medio suplementado con 5 pg / ml de citocalasina B 'y 10 pg / ml
de cicloheximida a 38.5 ° C en atmosfera de COz2 al 5%. Posteriormente, los embriones
se cultivaron en placas de cuatro pozos (Vajta et al., 2000) en medio SOFaaci (Holm,
Booth, Schmidt, Greve and Callesen, 1999) suplementado con albumina bovina (BSA)
al 0,3% en 5% de CO2, 5% de O2y 90% N2 a 38.5 ° C durante 7 dias. Para evitar
cualquier inconsistencia en el contenido de gas y la temperatura, la incubacion se realiz6
en bolsas selladas (Vajta, Holm, Greve, and Callesen, 1997) no se determind la tasa de

escision, y el medio no se renovo durante este periodo.
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2.7. Transferencia de embriones y control de la prefiez

Todas las transferencias fueron realizadas en haciendas en el departamento de Santander
- Colombia, en un clima tropical propio de la raza chino santanderiano de las receptoras.
Se seleccionaron vacas receptoras sincronizadas con cuerpo luteo de méas de 16 mm de
didmetro. Las transferencias de embriones al cuerno uterino ipsolateral se realizaron
utilizando una pistola de transferencia de embriones de 21 pulgados con mangas con
punta de acero (Agtech, Manhattan, KS). La tasa de gestacion se evalué al dia 28, 60 y

75 mediante ultrasonografia.

Anélisis estadistico

Los dos tipos de células somaticas fueron comparadas en funcion a la proporcién de
dobletes fusionados, produccion de embriones clonados y permanencia de prefiez para
ello se aplicé una prueba «t» de Student para muestras o grupos de observaciones
independientes con un nivel de significancia de 0.05. Previamente se realiz6 una prueba
de homogeneidad de varianza, ademas de haberse determinado el comportamiento

normal de las observaciones.
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I11.  RESULTADOS

La sincronia del ciclo celular entre el nucleo de la célula donante y el ovocito receptor
es un requisito previo esencial para la reprogramacion nuclear exitosa y el desarrollo a
largo plazo en TNCS (Wilmut et al., 1997). Un total de 3243 ovocitos de grados | y |l
fueron seleccionados para el desarrollo de la investigacion, de los cuales 2887 (89%)

presentaron el primer cuerpo polar después de la maduracion in vitro.

Se generaron lineas celulares a partir de los dos tipos de células somaticas (fibroblastos
de piel adulto y células de cimulos) para ser usados como carioplastos (nucleo). El
namero de dobletes fusionados y el porcentaje por tipo de célula somatica puede ser
apreciado en la Tabla 1. Hubo diferencia significativa (p<0.05) en la proporcion de

dobletes de citoplastos fusionados entre los tipos celulares.

Se obtuvo una diferencia del 2% en la tasa de clivaje para los embriones reconstruidos
con células del cimulo en comparacién con los fibroblastos de piel, sin embargo esta no
es significativa (p<0.05). En la tasa de embriones no hubo diferencia significativa
(p<0.05) pero se encontr6 un mejor resultado en un 2% superior con células del
cimulos (Tabla 2). En total, se reconstruyeron 1285 citoplastos por transferencia
nuclear de las dos células somaticas, produciendo un total de 246 blastocitos al dia 7
(35.1%).

Tabla 1. Citoplastos reconstruidos (%) con fibroblastos de piel y células del cimulo a una hora

de su fusién
, ?omplejo Reconstruidos Reconstruidos
Células célula/ovulo
(n) (%)
(n)

FIjilslroblastos de 1487 556 374 + 6.8°
Celulas del 1400 724 51.7 +7.8°
cumulus

ab Syperindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)
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Tabla 2. Desarrollo de los embriones mediante transferencia nuclear de células somaticas
(SCNT) tras su reconstruccion con dos lineas celulares en bovinos

Reconstruidos . Blastocistos
. Clivaje ; -
cultivados (%) Embriones  Reconstruidos
(n) (%) (%)
Ei'slr‘)b'asms de 427 711+51° 361+84°  37.4+68
Celulas del 549 73.1+542 341+100°  51.7+7.9
cumulus

ab Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Se transfirieron 246 blastocistos dia 7 a 246 receptoras sincronizadas en el dia 7 después
de la ovulacién, 113 embriones producidos a partir de fibroblastos de piel y 133
embriones producidos a partir de células de cumulus, calidad de los embriones segun la
(IETS, 2010) (Tabla 3). En el dia 28 de la gestacion, se encontré 46.0% de gestacion
para los embriones producidos con células de fibroblastos de piel y 47.4% con células
de cumulos sin diferencias significativas (p<0.05). El dia 60 de la gestacion, se encontr6
24.8% con fibroblastos de piel y 25.6% con células de cumulus sin diferencias
significativas (p<0.05). Al dia 75 se pudo observar las vesiculas embrionarias en las
receptoras con embriones reconstruidos a partir de fibroblastos de piel (7.1%), mientras
que en receptoras que fueron transferidas con embriones reconstruidos con células del
cumulus se obtuvieron el (12.0%) encontrandose diferencias significativas (p<0.05)
(Tabla 3).

Tabla 3. Gestaciones establecidas tras la transferencia de blastocistos clonados obtenidos
mediante transferencia nuclear de células soméaticas (SCNT) utilizando dos tipos de
lineas celulares en bovinos

Células usadas Embriones Permanencia

. Receptoras - - -
para la 3 transferidos (n) Dia 28 Dia 60 Dia 75
reconstruccion (n) (n) (%) (n)(%) (n)(%)
Ei'glmb'asms de 113 113 52(46.0) 28(248)  8(7.1)
Células del 133 133 63(47.4)  33(25.6) 16(12.0)°
cumulus

ab Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)
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IV. DISCUSION

La transferencia nuclear de celulas somaticas, originalmente propuesto a principios de
1900 como una forma de probar la retencion de la potencia gendmica durante la
especializacién celular, ahora se lleva a cabo en una amplia gama de especies,
utilizando una amplia gama de combinaciones de células ndcleo donante-receptor y una
amplia gama de metodologias (Dasari Amarnath and Keith E. Latham, 2014). Las
celulas donantes de nucleos (carioplastos) son uno de los principales factores que
afectan la eficiencia de la clonacién somatica. La capacidad de las células de fundirse
con el citoplasto receptor y luego ser reprogramadas depende de la linea celular
utilizada como donante de nucleo y, esto a su vez influye en la eficiencia de produccién
de embriones (Miyoshi, Rzucidlo, Pratt and Stice, 2003). La razén maés factible es la
reprogramacion insuficiente de los nucleos donantes en los ovocitos receptores. A
diferencia de los nucleos embrionarios, la reprogramacion de los ndcleos de células
somaticas se produce en el citoplasma de los ovocitos no activados, pero no en los
ovocitos activados (Tani et al., 2001). Nuestro estudio demostro diferencias
significativas en los porcentajes de fusion de las dos lineas celulares. Asi mismo,
indirectamente se demostré que la membrana de las células donantes no fue afectada
por el aislamiento de la linea celular durante las rutinas de trabajo con las células
(cultivo in vitro, congelacion y descongelacion), ni por el pulso eléctrico durante la
fusion. Estos resultados coinciden con el trabajo de Hayes et al. (2005). Los porcentajes
de fusion obtenidos (37.4 vs. 51.7%) de las dos lineas celulares fueron similares a los
reportados para la técnica de clonacién con micromanipuladores, independientemente
de las células donantes (Hayes et al., 2005). Los porcentajes de blastocistos obtenidos
(36.1 vs 34.1%) fueron similiares a los obtenidos por Kato et al. 2000, donde evaluo que
la produccion de baltocistos con diversos tejidos provenientes de donantes no fueron
muy diferentes, y tampoco hubo diferencias en los porcentajes de blastocistos que se
desarrollaron a partir de ovocitos que contenian células adultas (42%), recién nacidos
(37%) o fetales. nucleos de pantorrilla (40%), o entre nucleos femeninos (39%) y

masculinos (40%).

Los dos grupos de transferencia nuclear produjeron blastocistos al dia 7 con una alta

eficiencia, aunque con una ligera mayor proporcion con el empleo de fibroblastos de

30



piel. En la literatura, los resultados mas eficientes de produccion de blastocistos bovinos
mediante transferencianuclear somatica con micromanipuladores, se encuentran
alrededor del 30% (First et al., 2002). Cuando se utilizaron células cimulos y células
oviducto establecidas a partir de la primera vaca (linea 1), la tasa de prefiez fue alta (50
vs 83%). Sin embargo, la tasa de embarazo fue baja (19 vs 13 %) cuando se uso (linea
2). Cuando se usaron las células del cimulo y oviducto establecidas a partir de la (linea
3), ninguno de los ocho receptores quedé embarazada (Yoko Kato and Yukio Tsunoda,
2014); resultados similares a los que obtuvimos con celulas de cumulos y donde
evidencian que la linea celular de una misma donadora puede generar resultados

diferentes.

Nuestros resultados de nacimientos con celulas de fribrablastos y cumulus (7.1 vs
12.0%), y los obtenidos por Yoko Kato and Yukio Tsunoda, 2014, en vacas con celulas
del cumulos y oviducto (35 vs 56%) indican que la técnica utilizada es competitiva en
términos de eficiencia general. Nuestros estudios demostraron que las lineas celulares
de piel y cimulos son células que pueden ser utilizadas como donante de nucleos para la
clonacién de terneros. Se desconocen las razones de las diferencias en el potencial de
desarrollo entre el origen celular o las lineas celulares, manipulaciones rapidas y
eficientes que disminuyen el estrés ambiental de los ovocitos y embriones (Gerger et al.,
2017; Vajta et al., 2006) y el dafio del ADN por radiacién ultravioleta podria ser otro
posibilidad. Las células del oido y el tejido de la piel son especialmente propensas a
sufrir dafio solar por la radiacion ultravioleta (Bernstein et al., 1996). Existen varias
razones posibles para la alta tasa de abortos, la muerte perinatal y posnatal de los

jévenes y las anormalidades de los jovenes.
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V. CONCLUSIONES

Los citoplasmas recontruidos con células del cumulus presentaron mejores

porcentajes de fusion, con respecto a los fundidos con células de piel.

Se generaron embriones clonados con las dos lineas celulares empleadas, no
obstante con la linea celular de cimulus se pueden generar de modo mas eficiente

embriones clonados.

Los embriones clonados producidos con ambas lineas celulares son capaces de
continuar su desarrollo una vez transferidos a hembras receptoras y dar lugar a crias
vivas, sin embargo los embriones formados con células de cumulus tuvieron mayor

porcentaje de permanencia en la gestacion.
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VII.  ANEXOS

ANEXO A: PROTOCOLOS PARA LA PRODUCCION DE EMBRIONES
CLONES

TABLA 1: Preparacion de la solucion salina.

SOLUCION SALINA 0.9% PARA 1L

NaCl 9g
AGUA DESTILADA 1L
GENTAMICINA iml

* Luego de la preparacion llevar a la autoclave para después agregarle el antibiético.

TABLA 2: Preparacion del medio de manipulacion.

MEDIO DE MANIPULACION PARA 100ml

TCM-HEPES 90ml
SFB 10ml
GENTAMICINA 100ul

TABLA 3: Preparacion del medio de maduracion.

MEDIO DE MADURACION PARA 10ml

TCM-199 9ml
SFB Iml
PIRUVATO 20ul
FSH-LH 50ul
GLUTAMINA 60ul
EGF 10ul
ESTRADIOL 10ul
GENTAMICINA 10ul

39



TABLA 4: Preparacion del medio de fusion

Componente Stock Concentra W Cantidad 100 mL
MgCl2 6 H20 0,023 g/10mL 0,5mM 500 pL
(10mM)
CaCl2 2 H20 0,00735 g/10mL 0,25 mM 500 pL
(5mM)
Manitol 0,3M 5,465 ¢
PVA 01g

TABLA 5: Preparacion del medio de cultivo base

COMPONENTES MW () DEW 200ml 250ml
NaCl 58.44 1258.2mg(100mM)  1572.75mg
KCI 74.55 106.8mg(7mM) 133.5mg
KH2PO4 136.1 32.4mg(1.2mM) 40.5mg
CaCl2 + 2H20 147 49.6mg 62mg
MgCI2 + 6H20 203.31 19.2mg 24mg
NaHCO3 84.01 421.2mg 526.5mg
ROJO FENOL 0.28mg 0.35mg
LACTATO DE Na //1.3g/ml 94.12ul (60%) 117.65ul

*Filtrar y almacenar a 4°C hasta afadir aditivos (3 tubos de 50ml).

ADITIVOS SOF (medio de cultivo)

250ml 100ml 10mi
PIRUVATO Iml 400ul 40ul
GLUTAMINA 500ul 200ul 20ul
AAE 5ml 2ml 200ul
AANE 2.5ml iml 100ul
EGF 250ul 100ul 10ul
AC. CITRICO 250ul 100ul 10ul

40



MYOINOSITOL  2.5ml iml 100ul

SFB 5mi 2ml 200ul
GENTAMICINA  250ul 100ul 10ul
BSA FAF 750mg 0.39 0.03
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ANEXO B: FOTOS DEL PROCESO DE PRODUCCION DE EMBRIONES
CLONES.

Enucleacion de évulos maduros
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Inyeccién del nuevo nacleo (célula)
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Proceso de electrofusion entre el citoplasma del ovulo y la
membrana del nuevo nucleo
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Embriones clones
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Los terneros clonados mediante la técnica de transferencia nuclear de células
somaticas (SCNT). A: Tenera Gyr Ofelia-C1, en el dia del nacimiento. B) Ternera
Gyr Ofelia-C2
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