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Abstract — Handmade cloning is a relatively simple methodology for somatic nuclear transfer and with low investment
cost. The objective of this work was to produce domestic sheep (Ovis aries) embryos by handmade cloning, using ear skin
fibroblasts cryopreserved during 14 months, corresponding to the 6th cellular passage. Oocytes were in vitro matured in
supplemented TCM-199, incubated 20 hours at 38°C, 5% CO, in air, manually enucleated and electrically fused with
fibroblasts. Fourteen morulae were transferring to seven ewes hormonally induced as recipients. Although the embryos
failed to implantation, it was possible to obtain domestic sheep embryos by handmade cloning, using somatic cells
cryopreserved for more than one year, for the very first time in Mexico.
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Resumen— La clonacion manual es una metodologia relativamente sencilla para la transferencia de nicleos somaticos
y de bajo costo de inversion. El objetivo de este trabajo fue producir embriones de oveja doméstica (Ovis aries) mediante
clonacién manual, utilizando fibroblastos de piel de oreja criopreservados durante 14 meses, correspondientes al 6° pasaje
celular. Los ovocitos fueron madurados in vitro en TCM-199 suplementado, incubados 20 horas a 38 °C, 5 % de CO, en
aire, enucleados manualmente y fusionados eléctricamente con los fibroblastos. Catorce morulas fueron transferidas a siete
ovejas inducidas hormonalmente como receptoras. Aunque los embriones no lograron implantarse, fue posible obtener
embriones de ovino doméstico mediante clonacion manual, utilizando células somaticas criopreservadas mas de un afio, por
primera vez en México.
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I. INTRODUCCION

La transferencia nuclear de células sométicas (TNCS) es un método para obtener clones (individuos
genéticamente similares entre si) y puede aplicarse en animales domésticos o en fauna silvestre, con
fines de conservacion. Para obtener clones es necesaria una célula soméatica donadora de nucleo
(carioplasto), que sera fusionada con un ovocito enucleado (citoplasto) [1].

La TNCS puede hacerse por dos métodos, el método convencional y por clonacién manual
(Handmade cloning). El primero se basa en el uso de dos micromanipuladores: uno controla una pipeta
de sujecion con la que se sujetara por presion negativa al ovocito que se va a enuclear, en tanto que el
otro micromanipulador controla el movimiento de otra micropipeta de succion con la que se va a
enuclear el ovocito, para después transferir la célula somatica (carioplasto) dentro del ovocito enucleado
(citoplasto) [2].

Con respecto al segundo método de TNCS, Vajta et al. [3] desarrollaron la clonacion manual,
caracterizada por no requerir del uso de micromanipuladores para enuclear al ovocito, ni para transferir
el carioplasto dentro de éste. El proceso de enucleacion se hace manualmente utilizando una
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micronavaja que corta y separa la porcion del ovocito que contiene la placa metafasica y el primer
cuerpo polar que contienen el material genético. El citoplasto resultante se fusiona con un carioplasto y
con un segundo citoplasto, formando un triplete de células fusionadas entre si que, activadas
quimicamente produciran y desarrollaran in vitro al embrién clonado. Este podra después ser transferido
al tracto reproductor de una hembra sincronizada hormonalmente para recibir los embriones clonados y
continuar el desarrollo embrionario in vivo [4].

Entre los mamiferos que se han clonado de manera exitosa por ambos métodos se encuentran
animales domésticos, de laboratorio y mascotas como: bovinos (Bos taurus) [4, 5, 6], ovinos (Ovis
aries) [7], murinos (Mus musculus) [8], porcinos (Sus scrofa domestica) [9], caprinos (Capra aegagrus
hircus) [10], felinos (Felis silvestris catus) [11], leporinos (Oryctolagus cuniculus) [12], equinos: mulas
(Equus mulus) [13] y caballos (Equus ferus caballus) [14] y caninos (Canis lupus familiaris) [15]. En
especies silvestres se ha clonado: gaur asiatico (Bos gaurus) [16], banteng (Bos javanicus) [17], hurdn
(Mustela putorius furo) [18], bufalo (Bubalus bubalis) [19], lobo gris (Canis lupus) [20], camello
(Camelus dromedarius) [21], muflon (Ovis orientalis musimon) y argali (Ovis ammon) [22], utilizando
los fibroblastos de estas especies como carioplastos [22, 23].

Las células somaticas y los embriones producidos por clonacion, pueden ser resguardados en bancos
de germoplasma, los cuales son una solucion eficaz y préxima para resguardar material genético valioso
para la produccién animal y para hacer frente al panorama critico que sufre la fauna silvestre amenazada
[24].

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue producir embriones clonados de oveja domestica
mediante clonacion manual a partir de fibroblastos de piel de oreja que habian sido criopreservados
durante 14 meses. Si bien el ovino doméstico es una especie de importancia econémica, en este estudio
se utilizo principalmente como un modelo sobre del cual estandarizar la clonacion manual para aplicarla
mas adelante en especies de ovino silvestre y coadyuvar asi en los programas de conservacion de
especies endémicas.

Il. MATERIALESY METODOS

A. Quimicos
Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron suministrados por Sigma Aldrich® (St. Louis,
MO, USA) a menos que se indique lo contrario.

B. Obtencion de carioplastos

De acuerdo con la metodologia descrita por Amores et al. [25] y Kragh et al. [26] con algunas
modificaciones, se recolectd una muestra de 0.5 cm? de piel del borde inferior de la oreja de una hembra
de ovino domeéstico (Ovis aries) tipo criollo de 3 meses de edad, previa antisepsia con agua, jabon, yodo
y anestesia con xilocaina al 2%. El manejo para la colecta se apegé a las normas del Comité de Etica de
la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa. El tejido de piel se transport6 al laboratorio en un tubo Eppendorf con 1 mL de DPBS (por
sus siglas en inglés Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Microlab) suplementado con 2% de Antibac-
Antifun 10,000 unidades de penicilina, 10 mg de sulfato de estreptomicina y 25 ug de anfotericina B por
mL (In Vitro, S.A.). El tejido se desinfect6 en alcohol al 70% y después se lavo en DPBS suplementado.
Posteriormente fue sometido a disgregacion mecénica y enzimatica utilizando Colagenasa | (2 mg mL-1,
Gibco) en un oscilador dentro de una estufa a 37 °C por 45 min. La accion enzimética se detuvo
adicionando 5 mL de DMEM-suplementado (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium, por sus siglas en
inglés) (88% DMEM, In Vitro, S.A., 10% Suero Fetal Bovino (SFB, Microlab), 2% Antibac-Antifun, a
pH de 7.4). Se centrifugé 10 min a 125 x g descartando el sobrenadante. El botén celular ubicado en el
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fondo del tubo fue recuperado, sembrado en caja de Petri de 35 mm y cultivado 7 dias a 38 °C y 5% de
CO; para la deriva de fibroblastos de piel (cultivo primario), hasta alcanzar la confluencia celular y
posteriormente efectuar cinco pasajes celulares. Para obtener cada pasaje celular, los fibroblastos
derivados se sometieron a la accion de la tripsina (700 pL de tripsina-verseno a razén de 0.05/0.05%)
con la finalidad de que se desprendieran de la base de la caja de cultivo y recuperarlos, despues se
lavaron en DBPS mediante centrifugacion a 100 x g para luego resembrarlos en cajas Petri de 35 mm
que contenian DMEM-suplementado, a 38 °C por 7 dias o hasta alcanzar la confluencia, para un primer
pasaje celular. Esto se repitio las veces necesarias hasta completar 5 pasajes celulares. Los fibroblastos
del 5° pasaje celular fueron criopreservados a — 80°C. Para ello, se tripsinizaron y, una vez desprendidos
de la caja de cultivo, se colocaron en criotubos conteniendo 1 mL de medio de congelacion a base de
DMSO 7% (Dimetilsulfoxido, In Vitro, S.A.). Los criotubos fueron enfriados 1 hora a 4 °C, congelados
24 horasa -20 °Cy almacenados durante 14 meses a -80 °C.

Los fibroblastos de piel de oreja de hembra joven O. aries tipo criollo utilizados como carioplastos,
provenientes del 5° pasaje celular, fueron descongelados después de 14 meses. Para lo cual se incubaron
a 38 °C y se centrifugaron por 6 min a 100 x g en 0.5 mL de DMEM-suplementado. El sobrenadante se
descartd y el boton celular se homogeniz6 nuevamente en 0.5 mL de DMEM-suplementado y se
resembr6 en una caja de Petri de 35 mm para llevar las células al 6° pasaje celular.

C. Maduracién in vitro de ovocitos

Setenta y cuatro ovarios fueron recolectados de 37 hembras O. aries adultas tipo criollo sacrificadas
en un rastro en Nezahualcdyotl, Estado de México, México. Los ovarios se disecaron con tijeras
estériles y posteriormente se transportaron al laboratorio en solucion salina (0.9% NaCl Sigma-Aldrich y
1% de Antibac-Antifun) a 35 °C. Ahi los ovarios fueron lavados dos veces isotérmicamente en solucion
salina al 0.9 %. Siguiendo la metodologia descrita por Robledo-Verduzco et al. [27] y Soberano-
Martinez et al. [28], la obtencidn de los ovocitos se realizd mediante la aspiracion de los foliculos
ovaricos, con una jeringa desechable estéril de 10 mL que contenia 1 mL de TCM-199 (Tissue Culture
Medium 199, por sus siglas en inglés) con Hepes (In Vitro, S.A.) y aguja estéril calibre 20. Los ovocitos
recuperados fueron lavados en el mismo medio y posteriormente incubados en una caja de 4 pozos
conteniendo medio de maduracion a base de TCM-199 suplementado con 15% de SFB, 1% de EGF (por
sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor), 5 ug mL-1 de FSH (por sus siglas en inglés Follicle
Stimulating Hormone, Folltropin-V, Bioniche), 5 Ul mL-1 de CG (por sus siglas en inglés Chorionic
Gonadotrophin, Loeffler) y 65 pL de Antibac-Antifun, cubierto con aceite mineral. El tiempo de
maduracion in vitro (MIV) fue de 20 horas a 38 °C y 5% de CO..

D. Preparacion de citoplastos

Los ovocitos madurados se evaluaron en un microscopio estereoscopico (Olympus SZ61 a aumento 3
X) para determinar la expansion de las células del cimulo, mismas que fueron retiradas utilizando 0.5
mg mL-1 de hialuronidasa. Los ovocitos se incubaron por 30 min en 20 pL de demecolcina (10 UG/mL-
1) y se lavaron en gotas de 10 pL de T2 (TCM-199 con Hepes y 2% de SFB). Para disgregar la zona
pellcida se colocaron en pronasa (2 mg mL-1) por 5 min, la reaccion fue detenida con T20 (TCM-199
con Hepes y 20% de SFB). En una caja Petri se colocaron microgotas de T10 (TCM-199 con Hepes y
10% de SFB), en las cuales se colocaron alineados como maximo 5 ovocitos por gota para proceder a
enuclearlos.

E. Enucleacién

Para enuclear los ovocitos se realizé una biseccion manual de acuerdo con lo descrito por Vajta et
al. [4], utilizando una micronavaja (Ultra Sharp Splitting Blade, Bioniche). Los ovocitos fueron
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orientados con el primer cuerpo polar hacia el norte de tal manera que, utilizando la micronavaja se
eliminara la placa metafasica y el primer cuerpo polar que contenian el material genético (hasta casi
una cuarta parte del volumen del ovocito). Los citoplastos (ovocitos enucleados) fueron recuperados en
una microgota de 10 pL de T20.

F. Fusion

Previo a la fusion celular, los carioplastos (fibroblastos del 5° pasaje descongelados y llevados al 6°
pasaje celular) fueron tripsinizados, colocdndolos en 0.5 mL de T20. Mientras tanto, se preparé la
camara de fusion y el electrofusionador (Cell Fusioner Instrument BLS); en la camara de fusion se
adicionaron 800 pL de medio de fusion (5.46 g de D-mannitol y 0.1 g de PVA en 98 mL de agua). En
una caja Petri se colocaron microgotas de 10 pL de: T20, fitohematoglutinina (PHA, por sus siglas en
inglés Phytohemaglutinin) (5 mg mL-1), T2, medio de fusién y T20. Alrededor de 40 carioplastos se
colocaron en la gota de T2 y los citoplastos se colocaron en la gota de T20, de ahi se pasaron dos
citoplastos a la gota de PHA, los cuales fueron colocados en la gota de T2 de modo que uno de ellos se
uniera con un solo carioplasto. Dos citoplastos con un carioplasto unidos (tripletes), se colocaron en la
gota de medio de fusién y se colocaron entre los electrodos de la cdmara de fusion conectada al
electrofusionador. Cada triplete fue fusionado mediante un pulso con una corriente eléctrica de 100
Volts durante 9 ps [4].

G. Activacion

La activaciéon se inici6 28 horas después de la MIV, para lo cual los embriones reconstruidos
(tripletes fusionados) se incubaron en T2 con 8 UL de ion6foro de calcio (1 mg mL-1) durante 5 min.
Después se lavaron 2 veces en T20 y se incubaron individualmente (para evitar que se aglutinaran) en
gotas de 2 pL de medio de cultivo SOF-1 [(Synthetic Oviductal Fluid, por sus siglas en inglés) (In Vitro,
S.A)) suplementado con 5% de SFB] con 2 mM DMAP (6-dimethylaminopurina) a 38 °C y 5% de CO,
durante 10 h [4].

H. Cultivo

Posterior a la activacion, los embriones producidos se retiraron del DMAP y se lavaron dos veces en
medio de cultivo. Luego se transfirieron al sistema de micropozos o WOW (por sus siglas en inglés
Well of the Well) con medio de cultivo SOF-1 cubierto bajo aceite mineral, donde se incubaron 6 d a 38
°Cy 5 % de CO; [4]. El desarrollo de los embriones clonados de O. aries se evalué al dia 7 de cultivo,
determinandose la etapa de segmentacion embrionaria.

I. Transferencia embrionaria

Segun lo descrito por Killen y Caffery [29] y Li et al. [30], siete ovejas criollas de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACh), fueron utilizadas como receptoras de los embriones de oveja producidos
por clonacion manual. Para ello, fueron tratadas para sincronizar sus estros utilizando esponjas
intravaginales con 20 mg de acetato de fluorogestona (FGA, Chronogest Intervet) insertadas por 12 dias.
Al retirar las esponjas se aplicaron 333 Ul de Gonadotropina Coridnica Equina (eCG, Folligon Intervet)
por via intramuscular y la incidencia de estros se determin6 del dia 13 al 15.

Los estros fueron detectados cada 6 horas iniciando a las 24 horas posteriores a la remocion de las
esponjas y hasta las 72 horas, con un macho ovino doméstico marcador, provisto de un mandil
entintado, para evitar la copula y para tefiir la grupa de aquellas hembras que hubieran permitido la
monta. En estas hembras se transfirieron los embriones clonados por via intrauterina mediante
laparoscopia, a los 6 dias despues de detectar el estro (dia O = dia del estro) [29, 30].

48 Vol. 3 No. 4



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

Cada hembra recibi6 dos embriones clones de O. aries en etapa de mérula. El diagndstico de
gestacion se realizo 45 dias después de la transferencia embrionaria, utilizando un ultrasonido de tiempo
real (Sonovet 600, Madison, WI USA) equipado con un transductor sectorial de 3.5 MHz.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

Los fibroblastos de piel de oreja de hembra joven O. aries tipo criollo utilizados como carioplastos,
fueron descongelados después de 14 meses de haber sido derivados en cultivo primario y correspondian
al 5° pasaje celular. Después de 7 dias mas de cultivo (6° pasaje) alcanzaron una confluencia del 70%.
En cuanto a la obtencion de los citoplastos, se recolectaron 74 ovarios de los cuales se recuperaron 225
ovocitos (3 ovocitos por ovario) que se sometieron a MIV por 20 horas. Posteriormente se evaluaron
considerando el criterio de expansion de las células del cimulo y la extrusion del primer cuerpo polar. El
84.4% (190/225) de los ovocitos alcanzaron la Metafase 11 (maduraron in vitro) y fueron enucleados. De
éstos, 140 (73.6%) fueron utilizados para ser fusionados con los fibroblastos. Después de la fusion, 35
tripletes (50%) fueron reconstruidos, de los cuales 24 (68.5%) lograron activarse quimicamente
produciendo embriones clonados y 14 (58.3%) alcanzaron la etapa de morula (Figura 1). Estos ultimos
fueron transferidos al tracto reproductor de siete hembras O. aries criollas estimuladas hormonalmente
para utilizarlas como receptoras de los embriones clonados (2 embriones por hembra) (Tabla 1).

Figura 1. Embriones clonados de Ovis aries cultivados en sistema de micropozos (WOW) (40x).

Vol. 3 No. 4 49



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

Tabla 1. Resultados de la obtencion de embriones clonados de Ovis aries

Pasos de la clonacién manual N (%)
Ovocitos recuperados 225
Ovocitos madurados 190/225 (84.4)
Citoplastos 140/190 (73.6)
Tripletes fusionados 70/140 (50)
Embriones reconstruidos 35/70 (50)
Activacion 24/35 (68.5)
Embriones de 2-6 blastomeros 10/24 (41.7)
Morulas 14/24 (58.3)
Morulas transferidas 14
Gestacion 0

Dada la importancia que cada paso involucrado en la clonacion manual de embriones de mamifero,
tiene sobre la produccion in vitro de embriones, es que en este trabajo se discuten: la utilizacion de
fibroblastos de piel criopreservados por 14 meses y posteriormente descongelados, la MIV y la fusién
celular.

La maduracion in vitro de los ovocitos de O. aries se realizd por un periodo de 20 horas como se
describid para bovinos [31], demostrando que el proceso de MIV de los ovocitos de ovinos y bovinos es
similar. En este estudio, el primer criterio para determinar la MIV de los ovocitos fue la expansion de las
células del cumulo. La maduracion nuclear del ovocito se logra cuando alcanza la Metafase Il
observandose la placa metafésica y la extrusién del primer cuerpo polar [32]. De esta forma, solo los
ovocitos que presentaron primer cuerpo polar se consideraron como efectivamente madurados y fueron
los que se enuclearon. La enucleacion se realizd biseccionando los ovocitos. De esta manera, los
ovocitos no fueron sometidos a tinciones con Hoechst ni expuestos a rayos UV, como ocurre en la
transferencia nuclear tradicional que utiliza micromanipuladores [33].

En la transferencia nuclear tradicional, la tincién con Hoechst se utiliza para visualizar el material
genético del ovocito y asi poder retirarlo. En la clonacion manual, los ovocitos se exponen a
demecolcina, un inhibidor del huso mitético que provoca que el material genético se mantenga préximo
al primer cuerpo polar [34]. De tal forma que, al realizar la biseccion manual retirando
aproximadamente una cuarta parte del citoplasma del ovocito que esta proximo al primer cuerpo polar,
también se retira el material genético, obteniendo asi un citoplasto [35].

La fusidn de dos citoplastos con el carioplasto, se realizé sometiendo a las células a un pulso con una
corriente eléctrica de 100 Volts durante 9 ps. Adicionalmente, para favorecer la fusion celular, las
células fueron expuestas a PHA, proteina que presenta actividad mitogénica y con capacidad de
aglutinar distintos tipos de celulas [36].

Los resultados de MIV (84.4%) son superiores a lo encontrado por Mukherjee et al. [37] quienes
lograron 72.6% de maduracion in vitro en ovocitos de cabra. Por otro lado, si consideramos los 70
tripletes fusionados, en este estudio se obtuvieron 14 mdrulas (20%), similar a lo reportado por
Mukherjee et al. [37] quienes obtuvieron un 22.3% de morulas, y a lo reportado por Lee et al. [38]
quienes obtuvieron de 11 a 24% de embriones en etapa de mas de 9 blastomeros, en un antilope.
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Los resultados demostraron que los fibroblastos derivados de una hembra joven de oveja doméstica y
congelados por mas de un afio, tienen la capacidad para ser células donadoras de nucleos, lo que es de
gran importancia ya que, como sefialan Ledn-Quinto et al. [39], ofrece la posibilidad de crear bancos de
germoplasma con material bioldgico para producir clones de especies de importancia econémica o
ecologica. Aun cuando ninguno de los embriones transferidos a hembras receptoras en este estudio logro
continuar su desarrollo in vivo, fue factible obtener por vez primera en México, embriones producidos
por clonacion manual en un modelo experimental (O. aries) hembra.

Dada la intensa manipulacion a que son sometidas las células (ovocitos y fibroblastos) utilizadas en
estos sistemas de produccion de embriones, las eficiencias son bajas (3-6%). Sin embargo, comparado
con el inicio de la clonacion de mamiferos, la oveja doméstica “Dolly” cuya eficiencia fue de 0.3 %
[40], es evidente que aumenta cada vez, lo cual se asocia con la introduccion de alternativas innovadoras
como la clonacion manual. Con todo ello, la posibilidad de recuperacion del material nuclear de células
somaticas, la obtencion de embriones y la posibilidad de transferirlos a hembras receptoras, abre
caminos prometedores para numerosos campos del conocimiento.

En este estudio se documentan los resultados preliminares sobre la que es la primer clonacion de
embriones lograda en México en ovino doméstico (O. aries) como un modelo experimental, a partir del
cual producir embriones de especies silvestres endémicas como el borrego cimarron mexicano (Ovis
canadensis), una especie sujeta a proteccion especial. Con ello se coadyuvara con los programas
Nacionales de reproduccion y conservacion de mamiferos silvestres en algin nivel de riesgo.
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