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Resumen General

La clonacién es una valiosa herramienta para la obtencién de animales de alto valor
genético y/o fenotipico, animales en via de extincion y transgénicos, ademas permite el
estudio de los procesos biolégicos que ocurren en el desarrollo embrionario temprano.
Sin embargo, hasta la fecha la eficiencia de esta técnica es relativamente baja; trabajos
que busquen entender y mejorar los porcentajes de embriones y nacidos vivos son
valiosos para enriquecer esta tecnologia. En el proceso de clonacion por transferencia
nuclear, el tipo, el origen y la condicién en la que se encuentre la célula donante del
ndcleo es uno de los factores que mas afecta el éxito de esta técnica. Es necesario que
exista una sincronia y compatibilidad espacial y temporal entre el citoplasma del oocito
receptor y el nucleo de la célula donante; asi, la reprogramacion nuclear y el desarrollo
embrionario temprano podran iniciarse y culminarse de la manera adecuada. En la
transferencia nuclear, la etapa ideal del ciclo celular en la que debe estar la célula
donante es GO/G1, cuando se utilizan oocitos receptores no activados en metafase I
(MII). Para ello se utilizan diversos métodos de sincronizacion entre los que se destacan
la restriccion de suero y la alta confluencia en el cultivo celular. Hasta el momento en el
medio cientifico no se ha llegado a un consenso general de cual de ellos presenta los
resultados mas favorables. Es por esto que en este trabajo se planteé realizar una
estandarizacion y caracterizacion del cultivo de fibroblastos bovinos a partir de
explantes obtenidos por biopsia de oreja, y se compararon tres métodos de
sincronizacion del ciclo celular (restriccion de suero, alta confluencia celular y la
combinacion de ambos) por 24, 48 o 72 horas en cultivo. Estos fibroblastos se utilizaron
como donantes de nucleo para la evaluacion del potencial de desarrollo in vitro y
calidad de los embriones producidos por medio de la clonacion manual (CM); ademas
se compararon todos los resultados con los embriones producidos por fertilizacion in

vitro y partenogénesis.
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General Summary

Cloning is a valuable tool for the production of animals of high genetic and phenotypic
value, endangered species and transgenic animals. Additionally, it allows the study of
biological process that occurs in the early embryo development. However, until the date,
the efficiency of the technique remains low. Therefore the importance to continue
studies that allow-to understand and improve the percentage of embryos and life births.
During the cloning process by nuclear transfer, the type, origin and condition of the
nuclear donor cell is one of the factors that affects the success of this technique.
Temporal and spatial synchrony between the receptor oocyte cytoplasm and the
nucleus of the donor cell is imperative for the nuclear reprogramming and the early
embryo development to occur successfully. During nuclear transfer, the ideal cellular
cycle stage of the donor cell is GO/G1 when using receptor oocytes not activated in MIl.
Different methods of synchronization can be used, including serum starvation and high
confluence of cell culture. To date, there is no consensus concerning the most favorable
synchronization method. In this study we performed a characterization and
standardization of bovine fibroblast culture from ear biopsy and we compared three
methods of cellular cycle synchronization (serum starvation, high confluence and the
combination) during 24, 48 or 72 hours of cell culture. The fibroblasts were used as
nuclei donors for the evaluation of the potential in vitro development and quality of
embryos produced by manual cloning method (MC) and compared all the results with
the results of embryos produced by in vitro fertilization and parthenogenesis.
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Introduccién General

La clonacion por transferencia nuclear (TN) es una herramienta que permite la
multiplicacion de animales de alto valor genético y fenotipico para fines productivos,
rescatar a los que estan en peligro de extincioén (Lewis et al., 2004; Bordignon, 2011), y
producir animales transgénicos con propositos agropecuarios o biomédicos (Paterson et
al., 2003; Zhang y Piedrahita, 2014). Esta tecnologia es también un gran instrumento
para el estudio de procesos biolégicos, tales como la reprogramacién nuclear, la
epigenética, la activacion del embrion y el desarrollo pre - postnatal, el crecimiento y la
supervivencia (Vieira et al., 2012). En la actualidad, el método mas utilizado para la
obtencion de clones es la transferencia nuclear de célula somatica (TNCS) la cual
requiere el uso de micromanipuladores, personal calificado y alta inversion en equipos y
capacitacion (Wilmut et al., 2002; Ross y Feltrin, 2014). Se han desarrollado nuevos
métodos de TN que buscan ampliar el uso de esta metodologia y disminuir los costos
asociados a ella; es asi como surgio la técnica de clonacién manual (CM) conocida en
el mundo como “Hand Made Cloning” (HMC); la enucleacién se realiza manualmente; y
la ventaja es que no es necesario un micromanipulador para la enucleacién y la
transferencia de la célula donante, haciendo el proceso de clonaje relativamente mas
sencillo y reduciendo sus costos (Vajta et al., 2001; Vajta, 2007). Tanto la CM como la
TNCS presentan buenas tasas de produccion de embriones, incluso algunas similares a
las obtenidas por fertilizacion in vitro (FIV) (Campbell, 2007; Kent-First et al., 2014),
pese a esto los porcentajes de prefiez y animales nacidos vivos son aiun muy bajos,
sumado a que existen multiples anormalidades en el desarrollo embrionario, fetal y
neonatal, lo que convierte a la clonacién soméatica en una técnica aun ineficiente (Vajta
y Gjerris, 2006). En el mundo cientifico existe un gran interés por estudiar los factores
técnicos y bioldgicos que afectan el proceso, especialmente a nivel de la célula donante
de ndcleo y los procesos de reprogramacion (Wells, 2010). Se ha hipotetizado que una

de las principales causas en las fallas de desarrollo en la clonacién es la
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reprogramacion incorrecta o incompleta del ntucleo donante. Hasta el momento poco se
entiende de los eventos celulares y moleculares que podrian estar involucrados en la
reprogramacion gendémica de una célula somatica adulta, que le permita dirigir el
desarrollo embrionario y fetal. Lo que se tiene claro es que es esencial que exista una
coordinacion de la etapa del ciclo celular de la célula donante y el citoplasma del oocito
receptor para lograr un desarrollo exitoso pos reconstruccion (Wells et al., 2003). Se
han utilizado diversos productos y protocolos con la finalidad de lograr una correcta
sincronizacion del ciclo celular de la célula donante permitiendo que se detenga en
GO0/G1, etapas ideales para la reconstruccion embrionaria, cuando el oocito receptor se
encuentra detenido en MIl. Dentro de los métodos mas utilizados se destacan la
restriccion de suero (Wilmut et al., 1997; Khammanit et al., 2008; Goto et al., 2013), que
actia sobre las células haciendo que estas se detengan en GO, suspendiendo la
transcripcion; y la alta confluencia celular que ocasiona la inhibicion del ciclo por
contacto de las células (Zetterberg y Skold, 1970; Johnson et al., 1993; Boquest et al.,
1999; Gerger et al.,, 2010). Estas dos metodologias han sido utilizadas en varias
especies con diversos resultados, por ejemplo en bovinos. Gerger et al. (2010)
encontraron que al utilizar fibroblastos en CM con aumento progresivo de la confluencia
celular, el porcentaje de blastocistos se incrementd de forma lineal. Por otro lado, la
restriccion de suero ha sido efectiva en diferentes experimentos permitiendo una buena
sincronizacion del ciclo (Wilmut et al., 1997; Katska et al., 2002). Sin embargo, otros
investigadores encontraron que su uso podria generar la activacion de procesos pro-
apoptoticos lo que desencadena fragmentaciones del ADN y por tanto-detrimento en el
desarrollo embrionario (Collas et al., 1992; Peura, 2001). En muy pocos trabajos se ha
reportado la fase del ciclo celular en la que se encuentran las células donantes de
ndcleo. Hasta el momento persisten las dudas acerca de cual es el mejor método de
sincronizacion de un cultivo primario de fibroblastos, y cual es la relacion entre ellos y el
desarrollo y la calidad embrionaria después de la clonacion. Un mejor entendimiento de

la compatibilidad entre el ciclo celular del citoplasma receptor y el nlcleo de la célula

9
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donante, permitira el perfeccionamiento del proceso de clonaje lo que se vera reflejado
en un aumento en su eficiencia. Por ello en este proyecto se evaluaron tres métodos de
sincronizacion del ciclo celular, restriccion de suero, alta confluencia celular y una
combinacion de ambos métodos en un cultivo primario de fibroblastos bovinos; y se
evaluo la capacidad de desarrollo in vitro y la calidad de los embriones obtenidos

después de la reconstruccidn con células sincronizadas.

Objetivo general
Evaluar la eficiencia de la sincronizacién del ciclo celular de fibroblastos bovinos
donantes de nucleo y la capacidad de desarrollo in vitro de embriones clonados
manualmente reconstruidos con estas células.

Objetivos especificos

e Evaluar y comparar la eficiencia de tres métodos de sincronizacién del ciclo

celular sobre el cultivo primario de fibroblastos.
e Determinar la capacidad y calidad de desarrollo in vitro de embriones clonados

manualmente, con fibroblastos sincronizados con un método que presente altos

porcentajes de células en GO/G1.

10
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Marco teérico

La fertilizacion in vitro y la produccion in vivo de embriones hacen parte del grupo de
biotecnologias que han sido utilizadas para optimizar la eficiencia reproductiva de
diferentes especies de interés pecuario, aumentando con ello el nUmero de crias por
afo, acelerando el mejoramiento genético y permitiendo un mayor aprovechamiento de
los recursos (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006). Uniéndose a estas ha surgido otra
técnica de reproduccion asistida de tipo asexual, la clonacion, la cual permite la
obtencién de uno o varios individuos a partir del nicleo de una célula somatica o
embrionaria de otro individuo, de modo que estos son genéticamente idénticos o casi

idénticos al original (Campbell et al, 1996; Ross y Feltrin, 2014)

La clonacion tiene un gran potencial en sistemas de produccion animal, ya que ademas
de permitir la multiplicacion de animales de alto valor genético y fenotipico (Laible y
Wells, 2007), evita la pérdida de genes que expresan caracteristicas de interés, como
ocurre cuando los animales son apareados por monta natural o reproducidos por
biotecnologias convencionales como la inseminacion artificial (IA), la fertilizacion in
vitro (FIV) y la superovulaciéon (SOV) (Heyman et al., 2005). Por otra parte, permite la
generacion de avances cientificos frente a animales que han sido fruto de procesos de
transformacién genética (transgénesis). En este aspecto, los principales esfuerzos se
han centrado en la produccion de clones de las lineas celulares modificadas
genéticamente para obtener productos especificos de alto valor en la leche, como
medicamentos de uso humano, proteinas de la sangre, antigenos para la produccion de
anticuerpos y en un futuro alimentos especializados o nutracéuticos (Paterson et al.,
2003; Niemann et. al, 2005; Masih et. al, 2014). La produccion de animales
transgénicos también abre la posibilidad de obtener animales con resistencia a
enfermedades como la mastitis (Wall et al., 2005; Laible, 2011), o produccién de toros
que generen descendencia solamente femenina o masculina (Faber et al., 2003). La

implementacion de la clonacion podria significar la reinsercion al sistema productivo de
11



Formato 012
Coordinacion de Posgrado
Facultad de Ciencias Agrarias

DE AN ‘; 0 )I(,Ii)t A
animales que por diversas razones quedaron fuera de este (animales castrados, fuera
de edad reproductiva, con lesiones anatomicas, muertos, etc.) o preservar e introducir
genes nuevos a una poblacion que se encuentra en riesgo de extincion (Loi et al., 2001;
Wells, 2004). Por otro lado la clonacién es una alternativa para la produccion de células
tronco embrionarias utilizadas tanto en terapia celular como en modelos de

investigaciones biomédicas y de biologia del desarrollo (Kanka, 2003; Hall et al., 2013).

La clonacion involucra técnicas de manipulacion celular que permiten la reprogramacion
nuclear y la adquisicién de totipotencia de una célula diferenciada, con el objetivo de
desencadenar el desarrollo embrionario temprano hasta llegar a obtener crias vivas
saludables (Vajta et al., 2006). En 1914 Hans Spemann cuestiond la capacidad de una
célula de revertir su estado de diferenciacion; usé un cabello humano para separar de
forma transitoria un embrion de salamandra, aislando el ndcleo hacia un lado del
embrion y dejando la otra mitad del citoplasma sin nucleo; la parte del citoplasma que
contenia el nacleo se dividi6 normalmente hasta llegar a 16 células, posteriormente
solt6 el cabello permitiendo que uno de los nucleos migrara hacia la parte enucleada del
citoplasma para luego separarlo de nuevo y dividir el embribn en 2 y producir un
embribn gemelo, asi demostr6 por primera vez la totipotencialidad de un nucleo
trasplantado (Spemann, 1914). Después Briggs y King en 1952 realizaron los primeros
intentos de transferencia nuclear de acuerdo con el experimento de Spemann, aislando
y transfiriendo el nucleo de una célula somatica adulta de rana a un oocito que por su
tamafio y ausencia de zona pelUcida permitian realizar el procedimiento con pipetas
hechas manualmente; sin embargo no lograron desarrollo a término de los cigotos
obtenidos (Briggs y King, 1952). Posteriormente, se hicieron ensayos de clonacion en
mamiferos y se logro el nacimiento de una oveja a partir de células embrionarias
gracias el desarrollo de la enucleacion y reconstruccion de oocitos (Willadsen, 1986). La
primera clonaciéon exitosa en mamiferos utilizando una célula somética totalmente

diferenciada la lograron Wilmut y colaboradores en 1996, lo que permitié superar un

12
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dogma biolégico “las células diferenciadas no pueden revertirse a un estado toti o
pluripotente para dar origen a un nuevo individuo”, lo contrario qued6 demostrado con el
nacimiento de la oveja Dolly a partir de células de glandula mamaria de un animal
adulto por transferencia nuclear de célula somatica (TNCS) (Wilmut et al., 1997),
convirtiéendose esta en la técnica de clonacion mas utilizada en el mundo hasta el
momento. Basicamente la TNCS consiste en remover el nacleo de un oocito que no ha
sido fertilizado y reemplazarlo con el nacleo de una célula somatica del donante que va
a ser clonado; posteriormente se realiza activacion ya sea eléctrica o quimica, y se
procede al cultivo in vitro de los embriones. Esta técnica ha sido utilizada en mas de 16
especies de mamiferos, entre los cuales se tienen ratones (Ono et al., 2001; Mizutani et
al., 2014) conejos (Chesné et al., 2002; Meng et al., 2014) ovejas (Wilmut et al., 1997;
Akagi et al., 2014), terneros (Kato et al.,, 1998; Lanza et al., 2000; Kent-First et al.,
2014), cabras (Keefer et al., 2001; Pereira et al., 2013a), y cerdos; (Polejaeva et al.,
2000; Lee y Prather, 2014) y esté establecida en mas de 130 laboratorios en el mundo
(Green et al., 2007).

En la TNCS la zona pellcida (ZP) se conserva, ésta cubierta flexible, transparente
acelular del oocito es considerada como un importante apoyo en la mayor parte del
desarrollo hasta el dia 6-8 (dependiendo de la especie), cuando los embriones
normalmente eclosionan y salen de ella (Vanroose et al., 2000). Para eliminar el nucleo
original y transferir el nuevo es necesario realizar manipulaciones delicadas dentro de la
ZP y para ello son esenciales instrumentos especiales y costosos como los
micromanipuladores; el uso de estos y la preparacion de micropipetas utilizadas durante
el proceso son tareas dificiles y requieren un entrenamiento especial, mano de obra
altamente calificada y una inversion considerable (Vajta et al., 2006). En los ultimos
afnos algunos grupos de investigacion se han dedicado a desarrollar nuevos métodos
de transferencia nuclear que permitan ampliar el uso de esta metodologia y disminuir

los costos asociados a ella; es asi como a partir del trabajo de Peura et al. (1998)

13
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comparando el efecto del volumen citoplasmatico en el desarrollo embrionario temprano
fusionando citoplastos con blastémeras, surgio la técnica de Hand Made Cloning (HMC)
o clonacion manual (CM) que posteriormente fue perfeccionada y adaptada para células
somaticas por Vajta et al., 2001; 2003. Esta metodologia consiste esencialmente en la
fusidn de oocitos madurados in vitro enucleados (citoplastos) con una célula somatica
(fibroblasto, célula epitelial, muscular, granulosa, entre otras) del animal a clonar; por
medio de un choque eléctrico y posterior activacion quimica para inducir la division
celular y asi obtener un clon embrionario, el cual si es transferido a una hembra
receptora y si se tiene un nacimiento exitoso la cria debe tener similitud genética y
fenotipica con el donante de la célula somatica fusionada (Vajta et al., 2001, 2003,
2005). El cultivo in vitro de embriones sin zona pelUcida puede parecer peligroso en
principio, pero con modificaciones en el cultivo como el sistema pozo a pozo (WOW-
Well-of-the-Well) desarrollado por Vajta y colaboradores, el cual consiste en la creacion
de pequefios pozos con una punta de acero en la parte inferior de platos de cultivo de
cuatro pocillos, se ha logrado crear un microambiente 6ptimo para el embrién y este se
desarrolla de la forma adecuada; con este sistema se han logrado de aceptables a

excelentes tasas de desarrollo (Vajta et al., 2000; 2005).

Existen diferencias en la reconstruccion y cultivo de los embriones clonados por CM y
por TNCS, a pesar de ello las tasas de blastocitos para CM oscilan entre 18 y 36%,
porcentajes similares a los obtenidos por la técnica convencional de clonaje (Tecirlioglu
et al., 2005). El numero de células y los analisis microscépicos indican que los

embriones clonados obtenidos por ambas técnicas son de calidad equivalente.

La CM ofrece ventajas frente a la TNCS en cuanto a que se tiene la posibilidad de
acrecentar el volumen del citoplasma a través de la fusion de tres citoplastos lo que
aumenta el numero de células de los blastocitos (Delaney et al.,, 2007), ademas se
puede realizar agregaciéon de embriones aumentando con ello los factores de

reprogramacion, lo que podria significar una mejor calidad embrionaria y un buen

14
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desarrollo temprano (Vajta et al., 2003; Ribeiro et al., 2009; Mezzalira et al., 2011). A
pesar de los datos que se tienen hasta la fecha todavia es demasiado pronto para
saber si la CM serd capaz de reemplazar la forma tradicional de clonaje, pero la
tecnologia parece tener un potencial considerable de ser estandarizada y automatizada
(Vajta et al., 2005). Entre tanto, en las técnicas de clonaje TNCS y CM persisten
problemas asociados con anormalidades, mortalidad embrionaria y neonatal, lo que
reduce su eficiencia y estabilidad (Cibelli et al., 2002; Constant et al., 2006; Bertolini et
al., 2007). En el caso de los bovinos, el porcentaje de nacimientos de terneros clonados
por embrion transferido varia entre 5-10% (Wilmut et al., 2000; Cheng et al., 2011),
valores muy inferiores al promedio que se obtiene por FIV 35-45% (Kruip y Den Daas,
1997; Isobe et al., 2014). Se cree que estas posibles fallas puedan deberse a la

reprogramacion del genoma donante, a la técnica utilizada o a ambas.

En la actualidad existe un gran interés por estudiar y esclarecer las diversas variables
que estan involucradas en el proceso de clonacion como son la especie, edad y
condicion corporal del animal, calidad de los oocitos, metodologias, sistemas de cultivo,
el origen y el estado de la célula donante de nucleo (Wells, 2010). En estos ultimos
aspectos aun no se tiene claro cudl es origen o tipo de célula ideal para la transferencia
nuclear; sin embargo, se sabe que tienen una gran influencia sobre el éxito o fracaso
del proceso de clonacién (Galli et al., 2003; Powell et al., 2004; Batchelder et al., 2005).

Las células somaticas donantes son derivadas de diversos tejidos de animales en
diferentes estadios de desarrollo (fetos, animales recién nacidos, jovenes o adultos, e
incluso de animales fallecidos en un periodo relativamente corto después de la muerte)
(Vajta et al., 2006). Gran parte de los investigadores utilizan las células fetales como
donantes de nucleo para obtener animales clonados, debido a que al parecer estas
células presentan menos dafios genéticos y una mayor habilidad proliferativa en
comparacion con las células adultas (Miyoshi et al., 2004); sin embargo, existen datos

gue demuestran que las células adultas pueden producir embriones clonados con igual

15
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o mayor eficiencia que las células fetales utilizando la técnica convencional TNCS
(Chesné et al., 2002; M. C. GOmez et al., 2004; B. C. Lee et al., 2005). Sumado a esto,
el uso de las células fetales como donantes de nucleo no permite conocer el verdadero
genotipo y fenotipo de éstas y solo se le puede comparar con el de los progenitores de

forma independiente.

Se han logrado animales nacidos vivos a partir de varios de tejidos diferenciados para
adultos. (Oback y Wells, 2002, Daniel et al., 2008). Células sométicas se han obtenido
de varios tipos celulares como cumulus, fibroblastos, células de Sertoli entre otras
(Campbell et al., 2007). Los diversos tipos de tejidos parecen presentar diferencias en
la generacion de descendencia. Los fibroblastos son las células mas comunmente
utilizadas en la clonacion de mamiferos pues son células mesenquimales no
especializadas, capaces de una extensa proliferacion, reparacion de tejidos y la
diferenciacion en una variedad de otros tejidos conectivos tales como hueso, cartilago y
musculo (Oback y Wells, 2007); ademas, su uso se ha extendido debido a la facilidad
de recoleccién y propagacion en el cultivo. Sin embargo, la eficiencia de estas células o
de cualquier otra en el proceso de clonacion depende en gran parte del animal donante
(edad y estado corporal), de las técnicas de cultivo y los métodos de sincronizacién del
ciclo celular. Es de suma importancia que cada laboratorio que pretenda estandarizar y
establecer protocolos de clonacion por TN, tenga pleno conocimiento de todas las
caracteristicas del cultivo primario o linea celular establecida para los procedimientos,
con el fin de minimizar la variabilidad y poder garantizar resultados constantes en

cuanto a la calidad y estado de la célula donante de nucleo.

Otro de los topicos que se menciond anteriormente que también es de gran interés en
las investigaciones actuales y que se cree es una de las causas en la falla del
desarrollo de los embriones clonados es la reprogramacioén incompleta o erronea del
ndcleo donante. Aunque muchos grupos de investigacion han logrado clonar animales

exitosamente, aun se tiene informacion limitada acerca de los mecanismos de
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reprogramacion nuclear en los embriones clonados (Vajta et al., 2006). Para que ocurra
una embriogénesis normal en la transferencia nuclear es esencial que el patron de
expresion génica del nucleo donante se reprograme a un estado comparable al de un
cigoto pos fertilizacion (Reik et al.,, 2003); esto implica un proceso de “borrado-
reescritura” (Gao et al., 2007), donde debe haber modificaciones epigenéticas y una
organizacion de la cromatina que permita la inactivacion de genes especificos para la
diferenciacion del tipo celular y reactive los genes involucrados con el desarrollo
embrionario, los cuales deben ser activados en los tejidos, en la cantidad y en los
tiempos correctos (Wells, 2010). Existen diversas estrategias que permiten preparar la
célula donante de nudcleo antes de la NT con el fin de lograr una reprogramacion
nuclear como someter dichas células a agentes modificadores de la cromatina por
ejemplo la tricostatina (Saini et al., 2014); o el uso de células previamente

reprogramadas conocidas como IPS (Ensenat-waser, Ph, Pellicer, & Simon, 2009).

Para que la reprogramacion suceda de forma correcta es necesario que exista una
coordinacion entre la célula donante del nucleo y el citoplasma del oocito receptor
(Wells et al., 2003); de hecho, la asincronia funcional y molecular entre el nucleo
donador y los componentes ooplasmaticos conducen a una reprogramacion inadecuada
después de la clonacion por TNCS. Esto ha sido demostrado por varios grupos, al
estudiar embriones mamiferos clonados que presentaron una configuracion epigenética
anormal asociada a alteraciones fenotipicas y fisiolégicas durante el desarrollo (Xue et
al., 2002; Reik, et al., 2003; Beaujean et al., 2004). Esto confirma la hipétesis de que las
fallas a nivel de expresion génica y desarrollo embrionario son causadas por una
reprogramacion inadecuada del genoma donador. Se considera que esto es causado
por una transicion errénea del perfil de expresion génica manteniéndose la “memoria”
del estado epigenético previo (Ng and Gurdon, 2005). Una medida funcional de que la
reprogramacion se llevo a cabo de forma correcta es que los embriones reconstruidos

sobreviven y generan una descendencia de animales sanos (Wells, 2010).

17



Formato 012
Coordinacion de Posgrado
Facultad de Ciencias Agrarias

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

La fase del ciclo celular en la que se encuentre la célula donante de ndcleo, al parecer
es uno de los sucesos que tiene una gran relevancia en el proceso de reprogramacion
genomica. La mayoria de investigadores utilizan las células en la fase GO o en la G1
(Gibbons et al., 2002), ya que estas fases del ciclo son consideradas mas apropiadas
para una adecuada reprogramacion del genoma, sin duda debido a las diferencias en el
contenido de ADN de los nucleos donantes, que varia en funcion de la fase del ciclo
celular (Campbell et al., 1996; Kubota et al., 2000; Liu et al., 2004); ademas porque se
transfiere a oocitos frescos con niveles altos del factor de promocién de la maduracion
(MPF), con el fin de condensar normalmente los cromosomas y mantener la ploidia
correcta de los embriones posteriores al final del primer ciclo celular. El uso de células
donantes en otras fases del ciclo generalmente altera o impide el desarrollo
embrionario, por ejemplo en la fase S ocurre una condensacion prematura de los
cromosomas lo que ocasiona la “destruccion” del ADN (Collas et al., 1992), y las fases
G2/M causan problemas con el nimero cromosomico (aneuplodias) (Campbell et al.,
1996). Uno de los aspectos donde se tiene un gran interés de estudio son los métodos
para la sincronizacién del ciclo celular de la célula donante de ndcleo. Hasta la fecha se
han utilizado diversos protocolos como la restriccion de suero (Wilmut et al., 1997; Goto
et al., 2013) y la alta confluencia celular que ocasiona la inhibicién del ciclo por contacto
de las células (Zetterberg y Skold, 1970; Johnson et al., 1993; Boquest et al., 1999;
Gerger et al.,, 2010). Sin embargo; estas dos metodologias presentan una gran
variacion en el tiempo de sincronizacion del ciclo celular y adn son un poco
impredecibles, ademas que se requiere de un cierto grado de experiencia y
conocimiento del linaje celular o el tipo de célula donante que se estd usando
(Choresca et al.,, 2009) y numero de pasajes Optimos. Por otra parte, se ha
implementado el uso de sustancias quimicas como alternativa para la sincronizacién de
ciclo celular que pueden bloquearlo de forma directa o indirecta como la roscovitina

(Gibbons et al., 2002), el dimetilsulféxido (DMSO) (Hashem et al., 2006), la
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cicloheximida (Goissis et al., 2007), 2- metoxiestradiol (Urakawa et al., 2004), entre
otros. Estos agentes sincronizadores son efectivos pero parecen tener una interferencia
con otros procesos celulares ya que tiene potenciales efectos toxicos, lo que puede
inducir la muerte celular (Koo et al., 2009), ademas tienen consecuencias inesperadas

para el desarrollo posterior (Gibbons et al., 2002).

Los procedimientos para la seleccion de células en GO/G1 presentan ventajas y
limitaciones y a pesar de las condiciones un poco desfavorables, los métodos de
restriccion de suero y alta confluencia actualmente son muy utilizados (Campbell et al.,
2007; Sun et al., 2008). La restriccion de suero se utiliza con el fin de inducir el estado
quiescente (GO) en las células en cultivo disminuyendo la tasa de transcripcion lo que
facilita la reprogramacion y por tanto el desarrollo; sin embargo la relaciéon entre la
restriccion de suero, la reprogramacion y el aumento en la eficiencia de clonaje todavia
estd bajo estudio (Wells, 2010). Algunos investigadores han planteado que su uso
puede ir en detrimento del desarrollo embrionario temprano por causar dafios a nivel
nuclear de la célula donante (Collas et al., 1992; Peura, 2001); sin embargo en otras
investigaciones se han reportado buenos resultados (Wilmut et al., 1997; Katska et al.,
2002).

En cuanto al método de alta confluencia celular en cultivo, cambios en las condiciones
de cultivo pueden atrasar o acelerar el crecimiento celular lo que resulta en una
poblacion celular subdptima para el clonaje, especialmente cuando los cultivos pueden
estar sub-confluentes (Campbell et al., 1996; Cho et al., 2005; Choresca et al., 2009).
Sun et al. (2008) demostraron que una elevada proporcién de células en GO/G1 (91,4%)
estaban presentes en cultivos celulares con alta confluencia en la fase estacionaria de
la curva de crecimiento celular (>95% confluencia), y esta proporcion cae
significativamente (59,3%) cuando los cultivos estaban en la fase logaritmica de
crecimiento (50-60% confluencia). Todavia, la relacion entre el nivel de confluencia

celular en una placa de cultivo proximo a la fase estacionaria de la curva de crecimiento
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celular y el desarrollo embrionario después de la clonacion debe ser mejor

caracterizada.

Hasta la fecha son pocos los estudios que muestran la relacién entre el estado del ciclo
celular de la célula donante y el porcentaje y calidad de embriones producidos por CM a
partir de dichas células. La citometria de flujo proporciona cuantificacion automatica de
una serie de parametros con altisima calidad, la medicion de un solo parametro como el
contenido de ADN suministra informacion relativa a la distribucion de las células en las
fases GO/G1, S, y G2/M, lo que permite conocer en qué estado del ciclo celular se
encuentra la mayoria de la poblacion celular.

Una comprension mas completa del ciclo celular de las células donantes de nudcleo
podria conducir a mejoras en la eficiencia de los procedimientos de transferencia

nuclear

Capitulo 1

Articulo 1. Comparacion de las técnicas de clonacién manual, partenogénesis y
FIV en la produccion y calidad de embriones bovinos

El objetivo de este primer articulo es mostrar de una forma clara y sencilla como se
lleva a cabo la técnica de clonacibn manual y todo lo que implica esta, desde el
establecimiento del cultivo primario de fibroblastos hasta la evaluacion de la calidad de
los clones embrionarios. Se explica como se estandarizaron todos los procedimientos
en el laboratorio de reproduccién de la Facultad de Ciencias Agrarias, permitiendo
sentar un precedente de estandarizacién y aplicacion de este tipo de tecnologias en el
pais. Ademas, se realizé un estudio comparativo de la produccién de clonacion manual
con la de embriones por fertilizacién in vitro y por partenogénesis donde se obtuvieron
resultados muy interesantes y alentadores que permiten pensar en la creacion de

nuevas lineas de investigacion. (Articulo en proceso de ser sometido)
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HAND MADE CLONING BOVINE EMBRYOS, PARTHENOGENESIS AND IN VTRO
FERTILIZATION: A COMPARISON

Gomez NA, Ramirez MM, Ruiz-Cortés ZT.

Biogenesis Research Group, School of Agricultural Sciences, University of Antioquia.
Carrera 77 N° 65-87, Bloque 46-202, AA 1226, Medellin — Colombia.

E-mail: biogenesis1995@gmail.com

Abstract

Handmade cloning (HMC) is a tool that allows for the multiplication of animals with
outstanding genetics and phenotypes. This technique permits the creation of transgenic
animals for agricultural and biomedical purposes. Moreover, the process of HMC and
oocyte activation through parthenogenesis as a control leads to the possibility of
studying biological processes such as cell reprogramming, epigenetics, embryo genome
activation and pre- and post-natal development. Objective: The objective of this study
was to standardize the process of bovine HMC in Colombia and to compare the
resultant embryo production with parthenogenesis and in vitro fertilization (IVF).
Results: An in vitro culture of fibroblast cells was established with optimal
characteristics, allowing the genetic material to be used in the process of cloning. The
parthenote group without zona pellucida (PNZ) exhibited a higher cleavage rate
compared with the other groups (p<0.05). The number of blastomeres was greater in the
IVF group (109.81+11.70) compared with the parthenote with zona pellucida (PZ;
73.73+7.09), PNZ (78.16+7.65) and clone (CL; 77.5+£8.23) groups (p>0.05). Embryo
production in the CL, PZ, PNZ and IVF groups was not significantly different (29.7, 37.6,
33.8 and 35.2% respectively). Conclusions: The HCM technique was successfully
standardized in the laboratory. The resultant embryo production was similar between
groups. The findings of this work give rise to different routes for studying embryology
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and contribute to the optimization of this technique for commercial purposes in
Colombia.

Keywords: Assisted Reproduction techniques, cellular biology, parthenote, cloning

1. INTRODUCTION

In Colombia, the in vitro production of embryos (IVPE) has recently become a prominent
basis for the development of research activities and commercial processes. Additionally,
IVPE is fundamental for the study and understanding of various biological phenomena
and mechanisms, from oocyte maturation, sperm cell capacitation and fertilization, to the
initial steps in embryonic development. As such, it is critical for developing new

perspectives in various commercial applications and biotechnologies, including cloning.

Cloning by nuclear transfer (NT) is a tool that allows the production of multiple animals
of high genetic and phenotypic stock, the rescue of animals on the verge of extinction
(Lewis et al., 2004) and the production transgenic animals for agricultural or biomedical
purposes (Paterson et al., 2003). This technology is also instrumental in the study of
biological processes such as nuclear reprogramming and epigenetics, embryo activation
and development, and pre-and postnatal development, growth and survival (Vieira et al.,
2012). Currently, the most popular method used to create clones is somatic cell nuclear
transfer (SCNT), which requires the use of micromanipulators, qualified personnel, and
large investments in equipment and capacitation (Wilmut et al., 2002). New methods for
NT have been developed with the aim of increasing the use of this methodology and
decreasing the costs associated with it, leading to a technique known as handmade
cloning (HMC). The advantage of this kind of manual cloning (MC) is that it can be
performed without the use of micromanipulators for the enucleation and transfer of
donor cells, making the process simpler and reducing associated costs (Vajta et al.,
2001). In manual cloning using higher number of oocytes is required than in
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conventional cloning technique, besides the fusion of multiple ooplasm introduces a new

problem, mitochondrial heteroplasmy (Imsoonthornruksa et al., 2012; Justin, 2014)

Both MC and SCNT result in acceptable raes of embryonic production, similar to those
obtained through in vitro fertilization (IVF) (Campbell, 2007). Nevertheless, the
percentages of bovine pregnancy and live births achieved using these techniques are
still very low (resulting in a percentage of viable offspring between 5 and 15%)
(Rodriguez-Osorio et al., 2012), and multiple abnormalities in embryonic, fetal, and
neonatal development make somatic cloning an inefficient technique (Vajta and Gjerris,
2006). As a result, the scientific community has stressed the need to understand the
diverse factors that affect these processes, resulting in wide ranging efforts to simplify
and standardize cloning techniques to obtain more significant data.

One of the factors that most significantly affects the success of cloning is the type,
lineage, and condition of the nuclear donor cell (of the animal to be cloned) (Galli et al.,
2003; Hoffert et al., 2005; Powell et al., 2004). Various cell types have been used as
nuclear donors; however, fibroblasts are most often used in mammalian cloning due to
the ease of their collection and propagation in cellular cultures (Oback and Wells, 2007).
It is of the utmost importance that each laboratory that seeks to standardize and
establish NT cloning protocols has a clear understanding of all of the characteristics of
the primary culture or cell lineage established through the applied procedures, with the
goal of minimizing variability and guaranteeing consistent results regarding the quality
and condition of nuclear donor cells. Another important aspect that must be considered
in manual cloning is that oocytes are highly manipulated and subjected to processes
that can affect counter to their cellular viability. It is therefore critical to apply parallel
techniques, such as the production of parthenogenetic embryos, ultimately resulting in
control over the quality of the selected oocytes and their capacity to be chemically
activated and to allow early embryonic development to occur. Parthenogenesis is a

phenomenon of unquestionable biological interest, where the growth and development
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of embryos occurs without spermatic fertilization. Parthenogenesis is not a natural
method of reproduction in mammals; rather, it is artificially induced by chemically or
electrically activating oocytes (Kharche and Birade, 2013). The use of a control group of
parthenotes without a zona pellucida can help elucidate whether the degradation of the
zona negatively influences clone development, while use of a group that does possess
an intact zona pellucida can allow for control over chemical activation and provide

information on whether this step interferes with cloning.

Due to the relative ease of execution and low cost of the MC, this technique has been
proposed as a desirable alternative to research cloning in Colombia, and its future
implementation at the commercial level has been suggested. However, only one
informal report from Colombia discusses the production of water buffalo clones using
MC (Ganadero, 2014), and no birthing data exist for bovine clones created for
investigative or commercial purposes using either SCNT or MC. Thus, the objectives of
this study were to establish the conditions (infrastructure, equipment, reagents, and
other materials) and standardize the protocols necessary for performing manual cloning
in Colombia and to compare production rates and embryonic quality between embryos
produced through MC against those obtained via in vitro fertilization and through
parthenogenesis.

2. MATERIALS AND METHODS

Generation of primary cultures of fibroblasts

Fifteen ears from heifers were recovered from a local slaughter house. The tissues were
transported in PBS with a 20mg/ml of streptomycin and 12,52mg/ml of penicillin (SP).
After washing and plucking each ear, the tissue was cut into slices (=3 mm thick),
transferred to a 6-well plate (4-5 slices per well) containing 1 mL of DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS,
Gibco) an (SP). The slices were incubated at 38.8°C under 5% CO2 and 90% relative

humidity. When plates reached >90% confluence, which occurred approximately 2
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weeks after culturing, the explants were removed, and the cells were detached using
0.25% trypsin and 5 mM EDTA for 2-3 minutes. The cells were then transferred to a T25
culture flask and were rozen in medium composed of DMEM suplemented with 20%
SBF and 10% DMSO in 0.25 mL straws at a concentration of 30,000 cells/straw for later
reconstruction via MC. The straws were then stored in liquid nitrogen (-196°C) (see
Figure 1).

Cellular viability. During the transfer and freezing-unfreezing process, cellular viability
was determined using 0.4% trypan blue in a 1:1 solution. The number of living

(unstained) and dead (stained) cells was evaluated (Hall et al., 2006; Freshney, 2000).
Standardizing manual cloning

In vitro maturation (IVM). Oocytes were aspirated from the ovaries of cows sacrificed
at a local animal processing plant. The ovaries were transported in sterile 0.9% saline
solution at 30°C. Follicles between 2 and 7 mm in diameter were aspirated with an 18
gauge needle. The follicular liquid was placed in 15 mL conical tubes and was allowed
to decant for 20 minutes. Cumulus-oocyte complexes (COCs) with homogenous
ooplasm, a round morphology and a minimum of three layers of flattened granulosa cells
were selected for in IVM (Leibfried and First, 1979). Maturity was carried out in 70 pL of
TCM-199 maturation medium supplemented with 10% FBS, 24.9 mM pyruvate, 1 pg/mL
LH and 20 pg/mL FSH. Twelve oocytes were placed in each drop and were incubated
under 5% CO2 at 38.8°C and 90% humidity for 20 hours.

After the 20th hour, cumulus expansion was evaluated visually, and two groups of cells
were retrieved to initiate parthenogenesis and cloning. The remaining oocytes were

inseminated as stated below.

In vitro fertilization (IVF). Cryopreserved semen from a single bull (BON sire) was used
for all replicates, it was thawed in water at 35°C for one minute, then placed in sperm-

TALP medium and centrifuged to remove the excess diluent used in the freezing
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process. The sample was resuspended in fertilization medium (fert-TALP) supplemented
with 12 pL/mL heparin, 45 pyL/mL PHE (penicillamine-hypotaurine-epinephrine), and
24.9mM pyruvate and then centrifuged a second time. After adjusting the final
concentration to 1-2 x 10° spermatozoa/mL, a 10 pL aliquot was deposited in each 50

pL drop of fert-talp medium containing oocytes.

Parthenogenesis. A portion of the mature oocytes (20-50/per replicate) possessing
polar bodies but lacking cumulus cells were selected. The oocytes were divided into two
groups. The first was deposited in drops of base medium (TCM199 Sigma M-2520 plus
2.62mM mg/MlI NaHCOs plus 24.9mM pyruvate plus 10% FBS plus 1X
Penicillin/streptomycin) (BM) for six hours. The second group was placed in drops of BM
plus 0.5% pronase-E (protease) in serum-less BM plus 0.01% PVA (Polyvinyl alcohol);
to degrade the ZP, the oocytes were removed from this medium when 20 to 30%
showed thinning or deformation at the zona. Both groups were chemically activated in
drops of BM containing 5 mM ionomycin for 5 min, then incubated in CR2 medium
(Feugang et al., 2009) with 2% FBS, 0.3% BSA and 2 mM 6-dimethylaminopurine (6-
DMAP) under oil for 4 hours and transferred to culture in vitro. The parthenotes lacking a
zona pellucida were cultivated under the “well of the well” (WOW) system and were
prepared with a 4-well plaque containing 400 pL of CR2 medium and 200 pL of mineral
oil in each well; small punctures were made at the bottom of each well to create the
microwells. The parthenotes with a zona pellucida were cultivated in a well containing

only CR2 medium.

Obtaining cytoplasts. The COCs were stripped using a soft pipette. Oocytes in which
the first polar body (PB) had already divided out were selected and washed in drops of
BM. The oocytes were then incubated for one hour in drops of BM plus 10 pg/mL
demecolcine to induce nuclear protrusion and perform enucleation. The ZP was
removed by exposing the oocytes to 0.5% pronase in serum-less BM and 0.01% PVA. A

total of 1 to 2 oocytes lacking the ZP were placed in microdrops of 5 uL of BM plus 5
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mg/ML cytochasalin B (CCB) covered in mineral oil (60-80 drops/plaque). The oocytes
were divided based on the visualization of protrusion, attempting to remove as little
cytoplasm as possible. Division was performed with an Ultra Splitting Sharp blade

(Bioniche, Montréal,QC, Canada) (see Figure 2).

Embryonic reconstruction. A 100 mm Petri dish was prepared with 4-5 drops of BM
and 3 drops of serum-less BM and 500 pg/mL PHA (phytohemagglutinin). One drop of
BM received approximately 10 cytoplasts, while another received the fibroblast
suspension previously subjected to treatment with 0.25% trypsin and washed with BM. A
total of 4-6 cytoplasts were transferred to a drop of PHA, 2-3 of which were later
transferred to the cellular suspension, where a sealed capillary tube was used to
carefully guide each cell toward a single round cell (fibroblast) until they merged. The
cells were subsequently returned to the drop of PHA, where each duet (cytoplast-cell)
was deposited close to a single cytoplast until a triplet was formed (cytoplast-cell-

cytoplast) (see Figure 2).

Electrofusion and activation. Each triplet (cytoplast-cell-cytoplast) was horizontally
oriented in a BLS fusion chamber (GSS-250, 250 um distance between electrodes)
covered in ME (fusion medium). Two 1kV/cm square-wave pulses were administered at
20 ps/pulse to fuse the membranes using a BLS CF.150B electrofusor. The presumed
zygotes were removed from the chamber, then washed in drops of BM and individually
incubated in ~5 pL drops of BM under mineral oil for 30 to 45 minutes; the fusion rates
were evaluated visually by verifying the formation of a single structure. Within 26-30
hours of the initiation of IVM, the presumed zygotes were activated chemically in the

same way as in the parthenogenesis procedure (see Figure 2).

In vitro culture (IVC). After activation, the presumed zygotes were washed a number of
times in CR2 culture medium containing 0.374mM pyruvate, 5% FBS and 50 mg/mL
BSA and cultured using the WOW system. An embryo was deposited in each well and

cultured at 38.8°C under 5% CO2 and 90% relative humidity for 7 days (see Figure 2).
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Evaluating development rates. After 72 hours of culture, the rate of cellular division
(cleavage) was visually evaluated, taking into account zygotes showing as little as one
division (2 cells). On day 7, the embryo production rates of all four groups (clones,
parthenotes with and without a zona pellucida and IVF embryos) were evaluated, taking
into account the states of development from the morula to the expanded blastocyst. The
states of development and the quality of embryo morphology were evaluated according
to the guidelines of the IETS (Stringfellow and Seidel, 1998) (see Figure 3).

Staining to determine number of blastomeres. Embryos from all groups were fixed in
70% alcohol and subjected to staining with 10 pg/mL Hoechst stain for 5 min to
determine the total number of blastomeres. Counting was performed under a Zeiss
fluorescent microscope. To minimize error, two researchers performed the procedure
twice each, and their values were averaged to provide a blastomere count for each

embryo (see Figure 4).

Unless otherwise specified, all of the reagents listed above were from SIGMA Aldrich,
St. Louis, MO, USA.

Statistics

The Saphiro-Wilk and Levene tests were used to check for normality and homogeneity
of variance, respectively. Post hoc ANOVA was performed to determine differences in
the average percentages of cleavage, number of embryos, and number of cells among
the clones, parthenotes, and IVF embryos. The data were analyzed with IBM SPSS

Statistics version 22.0.
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Primary fibroblast culture

Figure 1. A. Explant culture of bovine ear cartilage, sliced at a thickness of ~3 mm. B. 40X
magnification of a bovine fibroblast culture. C-D. Freezing the fibroblasts using 0.25 mL straws.
F. Visual evaluation using trypan blue (the white arrow indicates a living cell and the black arrow

a dead cell).

Standardizing the manual cloning process

Figure 2.A. Oocytes 20 h after the initiation of IVM. B. Stripped oocytes. C. Oocytes with no zona
pellucida. D-E. Enucleation. F. Nuclear donor fibroblasts. G-H. Reconstruction. H: Triplet
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(cytoplast-cell-cytoplast). I-J. Electrofusion. K. Triplet Fusion. The bracket indicates the
transition to culture.

Cleavage and production of parthenogenetic and cloned embryos

Figure 3. A. Clone cleavage. B. Cleavage of parthenotes with a ZP. C. Cleavage of parthenotes
lacking a ZP. D. Cloned embryos outside of microwells. E. Parthenogenetic embryos with a ZP.
F. Parthenogenetic embryos lacking a ZP.

Evaluation of cell numbers via fluorescent Hoechst staining

Figure 4. A. Cloned embryo. B. Parthenogenetic embryo with a ZP. C. Parthenogenetic embryo
lacking a ZP. D. Embryo produced through IVF. All panels are at 10X magnification.
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3. RESULTS
Primary cell culture

After creating 15 sets of heifer ear cartilage explants over six months, a culture of viable
fibroblasts to be used as nuclear donors for the MC procedure was produced. The cells
were able to be stored by freezing with DMSO in liquid nitrogen until they were needed

for the cloning procedure.
In vitro embryo production

Table 1 provides a summary of the in vitro embryo development observed over 7 days.
Cleavage in the group of parthenotes with no zona pellucida was significantly different
from that in the other groups (cloned embryos, parthenotes with a zona pellucida, and
IVF embryos). There was no significant difference in the percentages of embryos

produced among the groups.

N. Oocytes / :
Product f
Groups Cleavage (%) rob ue |o; ©
Oocytes reconstructed embryos(%)
CLONES 165 76.73 + 4.58° 29,72 £3.14
PARTHENOTES
WITH ZONE 201 75.23 £ 3.32° 37.64+2.76
PARTHENOTES
WITHOUT ZONE 187 89.37 £ 2,642 33.88 £ 3.04
IVF 898 75.32 £ 2.41° 35,22 +£2.79

(a,b) Different letters between the rows indicate statistically significant difference p<0.05
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Table 1. Development of bovine embryos produced through manual cloning,

parthenogenesis, and in vitro fertilization
Embryo quality

A total of 56 embryos were processed and analyzed to determine the total number of
blastomeres. The average number of cells per embryo in each group is shown in Table
2. The number of blastomeres in the IVF group was statistically significantly different

with respect to the other groups (see Table 2).

Table 2. Embryo quality. Number of cells per embryo produced through manual

cloning, parthenogenesis, and in vitro fertilization

N°  promedio
Groups de
blastomeras

CLONES 77.5%£8.232
PARTHENOTES WITH ZONE 73.73+£7,092
PARTHENOTES WITHOUT ZONE 78.16+7.65%

IVF 109.81+11.70°

(a,b) Different letters between the rows indicate
statistically significant difference p<0.05

4. DISCUSSION

Individual laboratory conditions and in vitro production systems can influence
parameters such as morphology, physiology, and development in both clones and IVF

embryos (Farin et al., 2004). According to the results of the present study, we achieved
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standardization in the production of clones through manual cloning, or “handmade
cloning”, under specific local conditions, from the creation and storage of primary

fibroblast cultures to obtaining viable transferable blastocysts.

The first phase of this standardization process consisted in obtaining cultures of somatic
cell nucleus donors. Fibroblasts were chosen for this purpose due to the ease of
obtaining them and their high in vitro proliferation. To date, viable offspring have be
produced from differentiated tissues. (Oback and Wells, 2002, Daniel et al., 2008).
(Campbell et al., 2007). These various types of tissue appear to present differences in
offspring generation. Fibroblasts are the most commonly used cells in mammalian
cloning, as they are unspecialized mesenchymal cells capable of extensive proliferation,
tissue repair, and differentiation into a variety of other connective tissues, such as bone,
cartilage, and muscle (Oback and Wells, 2007). The use of these cells has also become

widespread due to the ease of their collection and propagation in culture.

Parthenogenetically activated embryos serve as a good control for the in vitro system of
production, emphasizing the use of suitable media to satisfy their nutritional needs
during the different stages of the development of presumed zygotes and future embryos.
In this study, the parthenogenetic embryos whose zona pellucida was removed before
activation showed a significant increase in their percentage of cleavage relative to
embryos that retained the zona, cloned embryos, and in vitro fertilized embryos
(p<0.05), though this did not have an effect on subsequent blastocytic development.
These results are not consistent with other studies, in which there were no significant
differences in the kinetics of development observed during the first rounds of cleavage
(Myauchi, 2012; Paffoni et al., 2008). However, it has been suggested that the first
divisions after activation of the oocyte depend specifically on the content inherited by the
oocyte, with little participation from the spermatozoon. In another study (Gémez et al.,
2009), contrary to what was reported here, a significant difference was found in the rate

of initial development in embryos produced using IVF, suggesting that many biological
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aspects of parthenogenetic embryos are still unknown, constituting a potential subject

for future research.

One of the more interesting results of the present study was the observed percentage of
bovine clone embryo production, as a higher percentage of blastocytes was obtained
compared with other studies (29% vs. 19%) (Forell, 2008), and this percentage was not
statistically significantly different from that in the group of embryos generated through in
vitro fertilization, which was between 30 and 35%, typical of commercial levels (Almeida,
2008).

Determining the number of cells that make up the embryo (blastomere) is usually
considered indicative of the quality and viability of the embryo. Human studies suggest
that the cellular mass that forms the blastocyst is indicative of its implantation potential
(Dumoulin et al.,, 1999). In the present study, the number of blastomeres in the
blastocytes formed following IVF was significantly greater than in the embryos activated
parthenogenetically and in the cloned embryos (109.8 vs. 73.7, 78,1 and 77,5). The
observed values are equivalent to or greater than those obtained in other studies in both
in vitro fertilized embryos and cloned bovine embryos (Moraes et al., 2002; Totey et al.,
1996). This indicates that the applied system of production is efficient in both the
production of blastocytes and the obtained embryo quality, defined based on the number
of blastomeres (Im et al., 2006). The smaller number of blastomeres found in
parthenogenetic embryos and clones could be due to their requiring a greater number of
or additional nutrients in the developmental media. Another possibility is that the greater
amount of manipulation the oocytes undergo during the procedure, as they are exposed
to high stress conditions (protein degradation, cytoplasm removal, exposure to different
chemical components and electrical shock), could be detrimental to their development
and might be reflected in the lower number of blastomeres in these embryos.

Although the primary objective of this study was to use parthenogenetic embryos as the

control for measuring the quality of cloning, the results produced in the group of
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embryos generated using parthenotes lacking the zona pellucida paves the way for
future research on embryo quality, such as that reported by Hirayama et al. (2014). This
study demonstrated that the transfer of embryos fertilized in vitro, along with
parthenogenetic embryos, could aid in maternal recognition, with increased INT-tau
production being observed until day 40 of gestation, in addition to generating
investigations into MC transgenesis, such as that conducted in goats by Pereira et al.
(2013).

The in vitro production of bovine embryos in Colombia has become a pioneering
biotechnology for genetic improvement. However, due to pressure from various public
and private institutions, there are few published reports with statistical validation, and
research on this subject in Colombia is scarce compared with other countries (Restrepo,
2008). As of this writing, there is only one available report on the cloning of buffalo using
SCNT for commercial ends, which was performed in a different Colombian department
(Santander). The authors reported a 23% pregnancy rate (3/13 clones transferred) for
over sixty days with a perfect developmental state in April 2014 (Ganadero, 2014).

5. CONCLUSIONS AND FUTURE DIRECTIONS

Manual cloning is an efficient and relatively simple alternative to traditional
embryogenetic techniques that require the use of micromanipulators. This particular
biotechnology provides promising prospects for molecular research on genetic
reprogramming and for studying genetic expression, epigenetics, and optimization
techniques for commercial and research goals (Gomez et. al, 2014 in preparation;
Taylor-Robinson et al., 2014).

This study contributes to the development of innovation, differentiation, and

improvement processes at the level of assisted bovine reproductive biotechnologies in
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Colombia, providing scientific support for increasing knowledge nationwide under local
conditions. Additionally, these results demonstrate an efficient system, establishing the
minimal conditions for performing MC and opening the door to future research into

cloning.

In this regard, efforts to conduct new research into assisted reproductive
biotechnologies in this country should be directed toward optimizing existing procedures,
for example, establishing somatic cell cultures from donor animals from whom biopsies
are obtained in the field, perfecting oocyte maturation and enucleation processes for
cloning and parthenogenesis, and improving fusion, activation, and culture temperature
parameters for the embryos. Future research directions could include studying why the
presence of the zona pellucida or lack thereof influences embryo development in vitro,
or why there are differences in gene expression that could influence the development of
in vitro fertilized, parthenogenetically created (with or without zona pellucida), and

cloned embryos.
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Capitulo 2

Articulo 2: Evaluacion de la sincronizacion del ciclo celular de cultivos primarios
de fibroblastos para la obtencion de clones embrionarios bovinos por la técnica
de clonacion manual (CM)

El objetivo de este segundo articulo fue mostrar los resultados de la evaluacion de tres
tratamientos de sincronizacion del ciclo celular del cultivo primario de fibroblastos
(restriccion de suero, alta confluencia y la combinacion de ambos en tres tiempos: 24,
48 y 72h) y su efecto sobre la produccién de clones embrionarios. Igualmente,
comparar la produccion de embriones con aquella obtenida por fertilizacion in vitro y por

partenogénesis. (Articulo en proceso de ser sometido)
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EVALUACION DE LA SINCRONIZACION DEL CICLO CELULAR DE CULTIVOS
PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS PARA LA OBTENCION DE CLONES
EMBRIONARIOS BOVINOS POR LA TECNICA DE CLONACION MANUAL
(CM)

Gomez NA, Ramirez MM, Ruiz-Cortés ZT

Grupo de Investigacion Biogénesis, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de
Antioquia. Carrera 77 N° 65-87, Bloque 46-202, AA 1226, Medellin — Colombia.

E-mail: biogénesis1995@gmail.com

1. INTRODUCCION

La técnica de transferencia nuclear de célula somética (TNCS) es considerada, hasta el
momento, el instrumento mas efectivo no solo para estudiar los fenémenos de
reprogramacion celular sino también como herramienta para la creacion de animales
clonados y transgénicos de varias especies de interés productivo logrando avances en
las areas biomédicas y agropecuarias (Vajta et al 2007, Whitworth and Prather 2010,
Zhao et al- 2010b). Sin embargo, la eficiencia de estas biotecnologias en cuanto a
produccion de embriones y nacimientos de animales completamente sanos aun es baja
e inestable. Estas limitaciones han sido atribuidas a variedad de factores donde uno de
los mas importantes es la reprogramacién de la célula donante (Mohana K, et al 2013).
Hasta el momento poco se entiende de los eventos celulares y moleculares que podrian
estar involucrados en la reprogramacion gendémica de una célula somatica adulta, que
le permita dirigir el desarrollo embrionario y fetal; lo que se tiene claro es que es
esencial que exista una coordinacion de la etapa del ciclo celular de la célula donante y
el citoplasma del oocito receptor para lograr un desarrollo exitoso pos reconstruccion
(Wells et al., 2003).

En la transferencia nuclear las etapas ideales del ciclo celular en las que debe estar la

célula donante son GO/G1, cuando se utilizan oocitos receptores no activados en
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metafase Il (MIl). Para ello se utilizan diversos métodos de sincronizacion entre los que
se destacan la restriccion de suero (Wilmut et al, 1997; Goto et al., 2013), y la alta
confluencia en el cultivo celular (Zetterberg y Skold, 1970; Johnson et al., 1993;
Boquest et al., 1999; Mezzalira et al.,, 2011)), pero hasta el momento en el medio
cientifico no se ha llegado a un consenso general de cuél de ellos presenta los
resultados mas favorables. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue evaluar la
eficiencia de la sincronizacion del ciclo celular de fibroblastos bovinos donantes de
nacleo y la capacidad de desarrollo in vitro de embriones clonados manualmente
reconstruidos con estas células y comparar esta produccion con la de embriones

bovinos obtenidos por fertilizacion in vitro y partenogénesis.

2. MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del cultivo primario de fibroblastos

En la planta de beneficio local se recolecté una sola oreja completa de una novilla, se
transporté en PBS con 20 mg/ml de estreptomicina y 12,53mg/ml de penicilina (EP).
Después de lavar y depilar la oreja, se diseccioné en partes de ~3 mm de grosor, las
cuales fueron transferidas a un plato de 6 pozos (4-5 explantes por pozo) con 1 mL de
medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10%
suero bovino fetal (SBF, Gibco) y (EP). Se incubaron a 38.8°C, con 5% de CO2y 90%
de humedad relativa hasta alcanzar >90% de confluencia lo que ocurrio
aproximadamente a las 2 semanas de cultivo (ver fotografia 1, A). Se retiraron los
explantes y se desprendieron las células con 0,25% tripsina y 5mM EDTA de 2 a 3 min.
Se realiz6 un pasaje en un frasco de cultivo T25, cuando se obtuvo aproximadamente
100% de confluencia se congelaron las células con medio DMEM suplementado con
20% SBF y 10% DMSO en pajillas de 0,25 mL con 200.000 cels/pajilla para los
tratamientos de sincronizacion celular y 30.000 cels/pajilla para el proceso de

reconstruccién en CM. Las pajillas fueron almacenadas en nitrégeno liquido (-196°C).
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Viabilidad celular. Durante el pasaje y el proceso de congelacién y descongelacion se
determind la viabilidad celular por medio de la tincién con azul de tripano 0,4% relacion
1:1, donde se evaluaba la cantidad de células vivas (células no tefiidas) y las células
muertas (células tefidas)(Hall et al., 2006)(Freshney, 2000) (ver figura 1, B).

Cultivo de fibroblastos y evaluacion de viabilidad celular por medio de la tincién azul de

tripano

Figura 1. A. Cultivo primario de fibroblastos con 100% de confluencia. B. Evaluacion de la
viabilidad celular con azul de tripano (flecha blanca indica célula viva, flecha negra célula

muerta).

Amplificacién del gen de la vimentina

Con el fin de corroborar que el tipo de células que se aislaron y cultivaron eran
fibroblastos se realizé extracciéon y analisis del ADN para determinar si expresaban el
gen de la vimentina proteina de filamentos intermedios caracteristica de este tipo de
células. Para el aislamiento del ADN las células fueron lavadas 2 veces con PBS para
eliminar restos de medio de cultivo que pudieran interferir con la PCR, el pellet fue
resuspendido en 200 ul de PBS y la extraccion del ADN total se realiz6 empleando el kit
DNeasy Blood and Tissue kit (QUIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Para la amplificacién del gen vimentina en Bos tauros se disefiaron primers a partir de
la secuencia del cDNA del gen vimentina bubalus bubalis (nimero de acceso XM
006052364.1). La reaccion de PCR fue realizada empleando 2.5 mM de MgCI2, 1X de
buffer 10X con Tris-HCI, triton X-100 y KCI (pH 8.8) (Fermentas, CA, USA), 0.15 mM de
cada primer, 0.5 mM de cada dNTP , 1.5 U de Tag ADN polimerasa (5 Ul/ul, Fermentas
Taq ADN polimerasa recombinante, CA, USA ), 5 ul de ADN y se ajust6é con agua libre

de nucleasas hasta un volumen final de 25 pl.

La amplificacion fue llevada a cabo en un termociclador PTC 200 (Perkin-Elmer Inc.,
San Jose, CA, USA); las condiciones térmicas consistieron de una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 95°c por 7 minutos seguido de 30 ciclos de desnaturacién a
95°C por 30 segundos, una temperatura de annealing de 54°C annealing 1 min y
extension a 72°C por un minuto. Los productos de PCR fueron analizados en geles de
agarosa al 1% conteniendo 0.5 ug/ml de bromuro de etidio y fueron detectados bajo luz
UV empleando un fotodocumentador (Modelo M-10E, UVP, Upland, CA, USA) (ver
figura 2).

690bp

Figura 2. Amplificacion del gen de vimentina. 1. Marcador de peso molecular 50pb (MWM). 3, 5

y 6 gen del vimentina. 7. Control negativo
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Tratamientos de sincronizacion celular y evaluacién por citometria de flujo

Una vez establecido el cultivo pos-descongelacion se realizd un pasaje en un frasco
T25 y al alcanzar un ~ 90-100% de confluencia se procedi6é a tripsinizar, evaluar
viabilidad celular y sembrar 10 pozos con 1,5ml de medio a una concentracion de
40.000cel/ml en platos de 6 pozos. EI mismo dia del establecimiento de este cultivo se

tripsinizd un primer pozo para evaluacion del ciclo celular en un tiempo de 0 horas.

Restriccion de suero (RS): Cuando en tres de los pozos se alcanzé ~ 50-60% de
confluencia se sustituyé el medio (DMEM con 20% SBF) por uno suplementado con
0,5% de SBF, a las 24h se tripsinizé uno de los pozos y las células se fijaron y tifieron
para ser evaluadas por citometria de flujo, se repitié el mismo procedimiento a las 48 y
72 horas.

Alta confluencia en el cultivo (AC): Cuando en tres de los pozos se alcanz6 >95% de
confluencia se tripsinizé6 uno de los pozos y las células se fijaron y tifleron para ser

evaluadas por citometria de flujo, se repitié el mismo procedimiento a las 48 y 72 horas.

Restriccion de suero + alta confluencia en el cultivo (RS+AC): En un solo cultivo se
llevaron a cabo de forma simultanea los procedimientos de restriccion de suero + alta

confluencia (80-90%) y se realiz6 la preparacion de las células en los mismos tiempos.

Citometria de flujo: Después de tripsinizar las células se fijaron con etanol al 90%;
luego se resuspendieron con una solucién 0,01% ioduro de propidio (Sigma) y 2 mg/ml
de RNasa Ay se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad
(Taylor y Milthorpe, 1980). Se llevaron al citometro de flujo y se analizaron las salidas
de este por medio del software Flow Jo. Se hizo la discriminacién de los dobletes
haciendo el andlisis de FSC-H vs FSC-A sobre el diodo. Los eventos con el doble de
seflal en FSC-A la misma en FSC-H, fueron considerados como agregados. Se

realizaron cinco repeticiones del experimento total.
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Figura 3. Fibroblastos endoreplicantes tefiidos con loduro de propidio, los circulos blancos

sefalan los las células con doble nucleo.
Producciéon de embriones in vitro

Se realizaron en total 12 rutinas de produccién de embriones por clonacion manual,

fertilizacion in vitro y partenogénesis.

Maduracién in vitro (MIV). Los oocitos se obtuvieron a partir de ovarios de hembras
bovinas sacrificadas en la planta de beneficio local. Los ovarios fueron transportados en
solucion salina estéril al 0.9% a 30°C. Se aspiraron los foliculos entre 2 y 7 mm de
diametro con una aguja calibre 18G; el liquido folicular se depositdé en un tubo cénico de
15 mL y se dej6 decantar por 20 min. Los complejos cumulus-oocito (CCQO’s) ooplasma
homogéneo, morfologia redonda y minimo tres capas de células de granulosa
compactas fueron seleccionados para el proceso de MIV (Leibfried y First, 1979). La
maduracion se realiz6 en gotas de 70 pL de medio de maduracién TCM-199
suplementado con 10% SFB, 0,24mM piruvato, 1 pg/mL LH y 20 pg/mL FSH; se
colocaron aproximadamente 12 oocitos por gota y se incubaron a 5% de COz2, 38.8°C y
90% humedad por 20 horas.
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Después de 20h de MIV se evalué visualmente la expansiéon del cimulus y se tomaron
dos grupos para iniciar el proceso de partenogénesis y clonacion. Los oocitos restantes

fueron fertilizados como se explica a continuacion.

Fertilizacion in vitro (FIV). El semen criopreservado de un solo toro de raza BON fue
utilizado para todas las réplicas. Una pajuela por proceso se descongel6 en agua a
35°C por un minuto, se deposité en medio sperm-talp y se centrifugd con el fin de retirar
excesos del diluyente empleado para su congelacién. La muestra fue resuspendida en
medio de fertilizacion (fert-talp) suplementado con heparina 12 pL/mL, PHE
(pencilamina. hipotaruina, epinefrina) 45 uL/mL, piruvato 24,4mM vy centrifugada por
segunda vez; después de ajustar la concentracion final a 1-2 x 10°® espermatozoides/mL
se depositaron 10 uL en cada microgota de 50 puL de medio fert-talp que contenian a los

oocitos.

Partenogénesis. Se tomaron parte de los oocitos madurados (20-50/por replica), sin
células del cumulus y con cuerpo polar. Se dividieron en dos grupos iguales; el primero
de ellos se dispuso en gotas de medio base (MB: TCM199 Sigma M-2520 con 2,62mM
mg/MI NaHCOs, 0,24mM piruvato, 10% SBF y 1X penicilina/streptomicina) hasta cumplir
las 26 h de maduracién, mientras el segundo se le someti6 a gotas de MB con 0,5% de
pronasa-E (proteasa) en MB sin suero y 0,01% PVA (Polivinilalcohol); con el fin de
degradar la ZP; se retiraron los oocitos de este medio cuando 20 al 30% presentaron
zonas de adelgazamiento o deformacion. Completado el tiempo (~26 h de MIV) ambos
grupos se activaron quimicamente en gotas de MB + 5 mM de lonomicina por 5 min,
luego se incubaron en medio CR2 con 2% SBF, 0,3% BSA y 2 mM de 6-
Dimetilaminopurina (6-DMAP) bajo aceite durante 4h y se llevaron a cultivo in vitro. Los
partenotes sin zona se cultivaron bajo el sistema pozo a pozo -WOW, para el cual se
prepar6 una placa de 4 pozos con 400 pL de medio CR2 y 200 uL de aceite mineral en
cada uno y se realizaron punciones sobre el fondo de cada pozo para generar los

micropozos, y los partenotes con zona pellcida se cultivaron en un pozo en medio CR2.
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Clonacién manual

Obtencion de citoplastos. Se desnudaron los CCO’s por medio de pipeteo suave, se
seleccionaron los que habian expulsado el primer cuerpo polar (CP) y se lavaron en
varias gotas de MB. Se incubaron por 1h en gotas de MB y 10ug/ml de Demecolcina
para la formacion de protrusion nuclear y realizaciéon de enucleacion. Se retir6 la ZP
exponiendo los oocitos a 0,5% de pronasa en MB sin suero con 0,01% PVA
(Polivinilalcohol). Se dispusieron de 1 a 2 oocitos libres de ZP en microgotas de 5 L de
MB con 5 mg/MI Citocalasina (CCB) cubiertas con aceite mineral (60-80 gotas/placa);
los oocitos se dividieron con base a la visualizacidon de la protrusion intentando eliminar
la menor cantidad de citoplasma posible. La division se realizé6 de manera manual con

una cuchilla Ultra Splitting Sharp (Bioniche).

Reconstruccién embrionaria. Se prepar6 una placa de Petri de 100 mm con 4-5 gotas
de MB, 3 gotas de MB sin suero con 500 pg/Ml de PHA (Fitohematoglutinina). En una
gota de MB se depositaron aproximadamente 10 citoplastos y en otra la suspensiéon de
fibroblastos previamente sometida a 0,25% tripsina y lavada con medio MB. Se
transfirieron 4-6 citoplastos a una gota de PHA, luego se pasaron de 2-3 de ellos a la
gota de suspension celular; con un capilar sellado se hizo rodar cada citoplasto muy
cerca de una sola célula redonda (fibroblasto) hasta que se unieran. Luego, se regreso
a la gota de PHA y cada duo (citoplasto-célula) se dispuso cerca de un solo citoplasto

hasta que se unieran formando un trio (citoplasto-célula-citoplasto).

Electrofusion y activacion. En la camara de fusiéon BLS modelo GSS-250 (250um de
distancia entre los electrodos) cubierta con medio ME (medio de fusion), se oriento cada
trio de forma horizontal (citoplasto-célula-citoplasto); se realizaron dos pulsos de onda
cuadratica de 1kV/cm, 20 ps/pulso para la fusion de membranas, por medio del
eletrofusor BLS CF.150B. Se retiraron los presuntos cigotos de la camara y se lavaron
en gotas de MB y se incubaron individualmente en gotas ~5 pL de MB bajo aceite

mineral durante 30 a 45 min, se evalud visualmente la tasa de fusion verificando la
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formacién de una sola estructura. Luego se activaron quimicamente entre las 26 — 30 h
pos inicio de la MIV de la misma forma como se explicO en el proceso de

partenogénesis.

Cultivo in vitro (CIV). Después de la activacion, los presuntos cigotos se lavaron varias
veces en medio de cultivo CR2 con 33ug/mL piruvato, 5% SBF y 50mg/mL BSA; se
procedio al cultivo de estos bajo el sistema WOW donde se deposité un embrién en
cada uno y se cultivaron a 38.8°C, con 5% CO:2 y 90% de humedad relativa por 7 dias

(ver figura 4.A).

Evaluacion de tasas de desarrollo. A las 72h de cultivo se evalu6 visualmente la tasa
de division celular (clivaje) teniendo en cuenta los cigotos a partir de 2 células; al dia 7
se evaluo la tasa de produccion de embriones tanto para clones, partenotes con y sin
zona pelucida y embriones de FIV, teniendo en cuenta los estadios de desarrollo desde
morula hasta blastocisto expandido. Los estadios de desarrollo y la calidad morfolégica
embrionaria se evaluaron de acuerdo con las directrices de la IETS (Stringfellow y
Seidel, 1998).

Coloraciéon para determinacion del numero de blastomeras. Los embriones
obtenidos en todos los grupos se fijaron en alcohol al 70%, fueron sometidos a
coloracion con 10 pug/mL de Hoechst por 5 min para la determinacion del niumero total
de blastbmeras. El conteo se realizd bajo microscopio de fluorescencia; para minimizar
el error de lectura dos observadores hicieron el procedimiento dos veces, Yy
posteriormente se promediaron los valores para asignar el numero de blastomeras a

cada embrion (ver figura 4.B).

A menos de que se especificara una procedencia distinta, los reactivos proceden de
SIGMA Aldrich, St. Louis, MO, USA.
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Produccion de embriones y evaluacion del nimero de células por tincion fluorescente

Hoechst

Figura 4. A. Embriones partenogenéticos con ZP. B. Embriones producidos por FIV. C. Clon
producido por CM. Tincién con Hoechst para evaluacién de la celularidad: D Embrién
partenogenético con ZP. E. Embrién por FIV y F. Clon. Fotos representativas.

Estadistica

Se realizaron las pruebas de Saphiro Wilk y de Levene para probar los supuestos de
normalidad y de homogeneidad de varianzas respectivamente; posteriormente se
realiz6 un ANOVA de una via, seguido de un test de Tukey para determinar diferencias

entre los porcentajes promedio de fibroblastos en fases GO0/G1, clivaje, nimero de
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embriones y nimero de blastébmeras entre los clones, partenotes y embriones de FIV.
Los datos se analizaron con el programa estadistico IBM SPSS Statistics version 22.0.

3. RESULTADOS

Evaluacion de la sincronizacion del ciclo celular de fibroblastos por medio de

citometria de flujo.

Al analizar los datos de citometria de flujo se encontraron tres poblaciones: unas con
menor contenido de ADN, hipodilploides (Bajos), otras que, conservando la linealidad,
daban sefales en picos de mayor de 4N, que se consideraron endoreplicantes (Altos),
lo cual se verificO mediante microscopia de fluorescencia con la tincion con loduro de
Propidio (figura 3). Excluyendo las regiones de los endoreplicantes y de las células
hipodiploides, se consideran Unicamente aquellas que tenian 2 N y 4 N, sobre las que
se hizo la integracién del modelo de ciclo celular (Medios) (Grafico 1). Después de
comparar los porcentajes de células en las fases GO/G1 en los diferentes tratamientos y
tiempos (Oh, RS24h, RS48h, RS72h, AC24h, AC48h, AC72h, RS+AC24h, RS+AC48h,
RS+AC72h) no se encontré diferencia estadisticamente significativa (P>0,05) (Tabla 1).
Sin embargo el grupo de inicio Oh fue donde se present6 el mayor nimero de células en
GO/G1 (Grafico 1).

Tabla 1. Porcentaje de fibroblastos en diferentes fases del ciclo celular sometidos
a tres diferentes métodos de cultivo: RS restriccion de suero, AC alta confluencia,

RS+AC combinacién de los dos métodos.

Fase del ciclo

celular (%) Tiempo G0/G1 S G2/M
INICIO 0 50,47 18,62 30,90

RS 24 30,25 8,74 61,02

48 31,53 12,63 55,83

72 41,93 16,75 41,32
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AC 24 26,02 26,99 46,99

48 33,10 23,55 43,33

72 28,69 34,04 37,26

RS+AC 24 34,49 19,57 45,94

48 41,01 19,26 39,73

72 40,37 13,66 45,98
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Grafico 1. A. Distribucién de las poblaciones celulares bajos, medios y altos, segun tipo

de cultivo. B. Histogramas del ciclo celular segun el tipo de cultivo

Produccién de embriones bovinos clonados con fibroblastos sometidos a

diferentes tratamientos de sincronizacién del ciclo celular

Debido a que no se encontrd diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje

de células en GO/G1 entre los diferentes tratamientos, la produccion de los clones se

realizé con fibroblastos de los grupos de 0 horas, RS, AC y RS+AC a las 24 horas. Los

resultados de clivaje y de porcentaje de clones se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Produccion de clones segun el método de sincronizacion del fibroblasto

donante de nucleo.

Método de o »
) L % de clivaje de % de produccion de
sincronizacion i i P
embriones clonados | embriones clonados
(Horas)

0 80,3 37,9 0,575
RS 24 66,5 29,5 0,363
AC 24 75,6 19,3* 0,024
RS+AC 24 60,1 30,9 0,264

*dentro de la misma columna indica diferencia estadisticamente significativa comparado con los

otros 3 tratamientos, P<0,05.

Calidad embrionaria de los clones

Se procesaron los clones obtenidos a partir de los fibroblastos donantes de nucleo
sometidos a los diferentes tratamientos de sincronizacion del ciclo celular para
determinar el numero total de blastémeras, el promedio de células por clon en cada
grupo se muestra en la tabla 3. No se encontré diferencia estadisticamente significativa

en ninguno de los grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Calidad embrionaria segun namero de células por clon producidos con

fibroblastos sometidos a diferentes tratamientos de sincronizacién celular.

Grupos Nimero de blastomeras
O horas 68,15+ 9,8
RS 24 horas 62,33 +12,7
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AC 24 horas 79,91 +12,7

RS+AC 24 horas 61,31+ 11,06

Comparacion de la produccion global de clones con embriones partenogenéticos

y fertilizados in vitro

En la evaluacion del desarrollo temprano de clones, embriones partenogenéticos con y
sin zona pelucida y fertilizados in vitro, fue comparado el porcentaje de clivaje sin
encontrar diferencias significativas entre los grupos (Clones, PCZP, PSZP y FIV). En
cuanto al porcentaje de produccién de embriones fue encontrada diferencia estadistica
significativa entre el grupo de clones y el de partenotos con zona peltucida (P=0,036)
siendo mayor para partenotos. Entre los otros grupos (Clone vs. PSZP y FIV) la

produccién de embriones fue similar (Tabla 4).
Calidad embrionaria de todos los grupos

Fue comparado el numero total de células (blastomeras) de embriones
partenogenéticos con y sin zona pellcida, clones y fertilizados in vitro, encontrando
diferencia estadistica significativa siendo mayor el numero total de células que
conforman los embriones fertilizados in vitro en comparacion con partenogenéticos y
clones (p<0,01) (Tabla 4).

Tabla 4. Desarrollo embrionario de clones bovinos, partenotos con zona pellcida
PCZP, partenotos sin zona pellucida PSZP y embriones fertilizados in vitro FIV y

numero total de blastomeras que conforman un embrion.

Grupo Clivaje (%) Produccion NUmero total de
embriones (%) células
Clones 69,2+ 3,4 30,2 £ 2,1 dbe 67,1+6,9°
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PCzP 74,2 + 3,3 38,6 +2,12 80,0 + 4,8°
PSZP 81,3+3,3 350+2,12ab 75,9 +5,2°
FIV 73,9+ 3,7 33,3+ 2,3abc 117,0 + 5,02

Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa

p<0,05 entre grupos

4. DISCUSION

En el proceso de clonacion por transferencia nuclear, el tipo, el origen y la condicion en
la que se encuentre la célula donante del nucleo, es uno de los factores que mas afecta
el éxito de esta técnica. Es necesario que exista una sincronia y compatibilidad espacial
y temporal entre el citoplasma del oocito receptor y el nicleo de la célula donante, para
gue la reprogramacion nuclear y el desarrollo embrionario temprano pueda iniciarse y
culminarse de la manera adecuada. En este estudio se cultivaron fibroblastos bajo tres
sistemas de cultivo con el fin de sincronizar la mayor cantidad de células en las fases
GO/G1 del ciclo celular, las cuales se consideran mas apropiadas para una adecuada
reprogramacion del genoma, sin duda, debido a las diferencias en el contenido de ADN
de los nucleos donantes que varia en funcién de la fase del ciclo celular (Campbell et
al., 1996; Kubota et al., 2000; Liu et al., 2004). Es importante mencionar que en el
analisis de citometria se hallaron tres poblaciones diferentes de células: hipodiploides
las cuales tienen menor cantidad de ADN y es posible que estén sufriendo un proceso
de muerte celular. Otra poblacién de endoreplicantes lo cual fue verificado con
microscopia de fluorescencia, dichas células tienen mayor cantidad de material
genético, es posible que esto se de por las condiciones de cultivo, es por ello que el
analisis del ciclo celular solo se efectudé en la poblacién con cantidad de ADN normal
entre 2N y 4N.
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Se probo restriccién de suero, alta confluencia y una combinacion de ambos en tres
tiempos diferentes (24, 48 y 72h), no fue encontrada ninguna diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos, al contrario de lo reportado en anteriores estudios
como el de Sun et al. (2008) donde mostraron una elevada proporcion de células en
GO0/G1 (91.4%) presentes en cultivos celulares con alta confluencia, nosotros no
hallamos efecto sincronizante importante en GO/G1 con los tipos de cultivo (RS, AC y
RS+AC), aunque los resultados muestran mayor porcentaje de células GO/G1 a las cero
horas y un leve aumento en los grupos de RS y RS+AC a las 48 y 72 horas. En el grupo
de alta confluencia fue hallada menor cantidad de células en la fase GO/G1 y mayor
cantidad en la fase S de sintesis, la cual es la menos indicada para el proceso de
clonaje ya que ocurre una condensacion prematura de los cromosomas lo que ocasiona
la “destruccién” parcial del ADN (Collas et al., 1992). En todos los grupos y tiempos
excepto en el inicio se encontraron altos porcentajes de células en las fases G2/M lo
que causa problemas con el ndmero cromosomico (aneuplodias) lo que va en
detrimento del desarrollo embrionario (Campbell et al., 1996). Una de las posibles
razones de la no sincronizacion celular en las fases GO/G1 es el hecho que el cultivo
primario de fibroblastos usado proviene de un Unico genotipo el cual podria no

responder a los tratamientos de sincronizacion evaluados en este estudio.

Al no encontrar diferencias entre los tratamientos para sincronizacion celular se decidio
realizar el proceso de clonacién manual con los cultivos de fibroblastos méas sencillos a
nivel metodoldgico: Inicio (0 horas), RS, AC y RS+AC 24 horas. Los porcentajes de
clivaje obtenidos en este estudio fueron 80.3% 66.5% 75.6% y 60.1% para Oh, RS, ACy
RS+AC 24h respectivamente sin diferencias estadisticas significativas entre los grupos
dentro los reportados por otros autores (biblio); en cuanto a la produccién de embriones
se obtuvieron porcentajes altos en los grupos Oh, RS24h y RS+AC24h (37.9%, 29.5% vy
30.9%) respectivamente, excepto en el grupo AC24h (19.3%) con diferencia estadistica
significativa. En este tipo de cultivo en particular (AC24h) se present6 gran cantidad de

fibroblastos en la fase S, puede que esta sea una de las razones del porque el
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porcentaje inferior de embriones obtenido. En contraste en el grupo inicio (Oh) se
presentd el mayor porcentaje de embriones (37.9%) lo que llama la atencién ya que en
este tipo de cultivo se encontré la mas alta cantidad de células en las fases G0/G1
(50.47%), lo que concuerda con los resultados reportados en otros estudios, donde a
mayor cantidad de células donantes de nucleo en la fase GO/G1 mayores porcentajes
de produccion embrionaria (Gerger et al.,, 2010); aunque en este estudio no se
obtuvieron altos niveles de fibroblastos en dichas fases si coincide que a medida que
aumentaba la poblacion de células en GO/G1 aumento el porcentaje de embriones.
Cabe anotar que en los procesos de produccion de clones de este estudio, debido al
bajo porcentaje de células en fase GO/G1 existid una alta probabilidad de usar una
célula donante de nucleo en otra fase del ciclo celular (S o G2/M), lo cual no afecto el
porcentaje de produccion de clones y estd de acuerdo con otros estudios donde se

obtuvieron clones viables con células en dichas fases.

La determinacién del nimero de células que conforman un embrién (blastomera)
usualmente es considerada como indicativo de calidad y viabilidad de los mismos
(Dumoulin et al., 1999). Los clones de este estudio presentaron un niumero de células
sin diferencias estadisticas significativas entre los grupos, lo que al parecer indica que
el tipo del método de sincronizacion utilizado en la célula donante de nucleo no influye
en la calidad embrionaria. Este parametro se ha considerado como predictor del

posterior desarrollo embrionario y éxito en la prefiez.

En el presente estudio fueron incluidos dos grupos control de partenotes con y sin zona
peltcida debido a que en la clonacién manual los oocitos son altamente manipulados y
sometidos a procesos que pueden ir en detrimento de su viabilidad celular, por ello es
clave utilizar procesos paralelos como la produccion de embriones partenogenéticos
con la finalidad de tener un control sobre la calidad de los oocitos seleccionados, su
capacidad de activarse quimicamente y permitir un desarrollo embrionario temprano

(Kharche y Birade, 2013). Se comparé la produccién de embriones por CM,
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partenogénesis y FIV evaluando los parametros de clivaje, porcentaje de embriones y
numero de blastémeras. No se encontrd diferencia estadistica significativa en el clivaje
entre ninguna de las técnicas, en cuanto al porcentaje de embriones solo hay diferencia
entre los clones y los embriones partenogenéticos con zona pelucida, en general los

porcentajes de embriones son muy buenos y no distan mucho entre un grupo y otro.

El nimero de blastomeras de los blastocistos producidos por FIV son significativamente
mayores comparadas con  aquellas que conforman los embriones activados
partenogenéticamente y los clones (117.0 vs 80.0 vs 75.9 vs 67.1), los valores
observados equiparan y superan los resultados de otros estudios, tanto en embriones
fertilizados in vitro como de clones embrionarios bovinos (Moraes et al., 2002; Totey et
al., 1996), indicando que el sistema de produccion usado es eficiente tanto en
produccion de blastocistos como en calidad embrionaria definida por namero de

blastomeras (Im et al., 2006).

Uno de los resultados mas interesantes de esta investigacion es el porcentaje de
produccion total de clones embrionarios bovinos, que comparado con otros trabajos
supera el porcentaje de produccion de blastocistos 30.2% vs 19% (Forell, 2008) y no
presenta diferencia estadisticamente significativa con el grupo de embriones fertilizados
in vitro, el cual esta dentro de un rango de 30 a 35%, a nivel comercial (Almeida, 2008).
Esta comparacion es un aporte valioso ya que son pocos los estudios de clonacion que
realizan comparativos con la técnica de FIV, utilizada a nivel comercial desde hace

varios afnos con éxito.
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Conclusiones generales

Se lograron estandarizar todos los procedimientos requeridos para la obtencion de
clones embrionarios bovinos a partir de la técnica de clonacion manual, desde el
establecimiento de cultivos celulares primarios como células somaticas donantes en
este caso fibroblastos, diseccion de oocitos, procesos de electrofusion y activacion
celular entre otros, en nuestras condiciones locales logrando asi el establecimiento de
protocolos claros, confiables y con alta repetitividad. La estandarizacion de métodos de
clonacion traza los primeros pasos en la replicacion de los animales de alto valor
genético; lo cual genera un avance cientifico y tecnoldgico significativo en la linea de

reproduccion del grupo de investigacion Biogénesis de la Universidad de Antioquia.

En cuanto a las evaluaciones de los métodos de sincronizacion del ciclo celular de los
fibroblastos no se encontré evidencia suficiente para optar por el cultivo con restriccion
de suero, alta confluencia o la combinacion de ambos en ninguno de los tiempos
estudiados; se obtuvieron o6ptimos porcentajes de clivaje y embriones clonados.
Ademas al comparar con otros sistemas de produccion de embriones como

partenogénesis y FIV la técnica de CM presento excelentes resultados.

Con este trabajo se contribuye a la generacibn de procesos de innovacion,
diferenciacion y mejoramiento a nivel de biotecnologias reproductivas asistidas en
bovinos en el pais con validez cientifica aportando al crecimiento del conocimiento a

nivel nacional e internacional.
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