ISSN 0065-1737

ActaZoologicaMexicana (NUEVA SERIE)

33(2) 2017

e ISSN 2448-8445 aé
Q)

e’

EFECTO DEL USO DE MEDIO SECUENCIAL HUMANO EN LA PRODUCCION
DE BLASTOCISTOS DE HEMBRA OVIS CANADENSIS MEXICANA
POR CLONACION MANUAL INTERESPECIES

EFFECT OF SEQUENTIAL HUMAN MEDIUM USE IN THE PRODUCTION
OF BLASTOCYSTS OF FEMALE OVIS CANADENSIS MEXICANA
BY INTERSPECIES HANDMADE CLONING

Jost RoBERTO VAZQUEZ-AVENDANO,' SARAHi HERNANDEZ-MARTINEZ,' Jost ERNESTO
HERNANDEZ-PICHARDO,2 JuaN ARTURO RIVERA-REBOLLEDO,? DEMETRIO ALONSO
AMBRIZ-GARCIA! Yy MARiA DEL CARMEN NAVARRO-MALDONADO"*

! Departamento de Biologia de 1a Reproduccion, Division de Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Av. San Rafael Atlixco, Num. 186, Col. Vicentina, Delegacion
Iztapalapa, Ciudad de México, México C.P. 09340 <robertmizer@gmail.com>; <neverblackland@hotmail.com>;
<deme@xanum.uam.mx>.

2 Departamento de Produccion Agricola y Animal, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Calzada del Hueso Num.1100, Col. Villa Quietud, Delegacion
Coyoacan, Ciudad de México, México, C.P. 04960 <mvzjehp@yahoo.com>.

3 Direccion General de Zoologicos y Vida Silvestre, Secretaria del Medio Ambiente de la Ciudad de México.
Av. Chivatito S/N, 1* Seccion del Bosque de Chapultepec, Colonia San Miguel Chapultepec, Delegacion Miguel
Hidalgo. C.P. 11580 Ciudad de México, México <jarturorivera@yahoo.com.mx>.

* Autor de correspondencia: <carmennavarro2006@yahoo.com.mx>.

Recibido: 30/09/2016; aceptado: 09/05/2017
Editor responsable: Vinicio Sosa.

Vazquez-Avendaiio, J. R., Herniandez-Martinez, S., Herniandez-
Pichardo, J. E., Rivera-Rebolledo, J. A., Ambriz-Garcia, D. A.
y Navarro-Maldonado, M. C. (2017). Efecto del uso de medio
secuencial humano en la produccion de blastocistos de hembra
Ovis canadensis mexicana por clonaciéon manual interespecies.
Acta Zoologica Mexicana (n.s.), 33(2), 328-338.

RESUMEN. Efecto del uso de medio secuencial humano en la pro-
duccion de blastocistos de hembra Ovis canadensis mexicana por clo-
nacion manual interespecies. Desde el evidente problema del peligro
de extincion que enfrenta un nimero significativo de especies silves-
tres a nivel mundial, se han aplicado biotecnologias encaminadas a
promover su conservacion y reproduccion. Tal es el caso de la transfe-
rencia nuclear de células somaticas (TNCS) interespecies que ha sido
aplicada y ha producido exitosamente embriones y crias nacidas vivas
en algunas de estas especies. Sin embargo, la TNCS interespecies aun
debe lidiar con otros problemas como la baja tasa de produccion de
embriones y de supervivencia de las crias nacidas (3-6%). Problemas
que, entre otros, involucran la alta incidencia de fragmentacién em-
brionaria. Los estudios son ahora dirigidos a resolver estos obstaculos,
determinando el efecto de diferentes medios o suplementos utilizados
en la produccion in vitro de embriones. El objetivo de este estudio
fue aplicar una variante de la TNCS interespecies (Clonacion Manual-
HMC) para la produccion de embriones, determinando el efecto del
uso de medios secuenciales humanos, en el borrego salvaje mexicano
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Pichardo, J. E., Rivera-Rebolledo, J. A., Ambriz-Garcia, D.
A., & Navarro-Maldonado, M. C. (2017). Effect of sequential
human medium use in the production of blastocysts of female Ovis
canadensis mexicana by interspecies handmade cloning. Acta
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ABSTRACT. Effect of sequential human medium use in the produc-
tion of blastocysts of female Ovis canadensis mexicana by interspe-
cies handmade cloning. Faced to the notable problem that a significant
number of world wild species are endangered, some biotechnologies
such as the interspecific somatic cell nuclear transfer (SCNT), have
been applied to raise their reproduction and conservation. This tech-
nology has been successfully applied by producing embryos and live
offspring in some of these species. However, the interspecific SCNT
still has to solve problems such as the low embryo production and off-
spring survival rates (3-6%). These problems, among others, involve
a high incidence of embryo fragmentation and in order to solve them,
most studies are now aimed to determine the effect of different culture
media or supplements used for in vitro embryo production. Therefore,
the aim of the present study was to use a variant of the interspecific
SCNT technique (Handmade cloning-HMC) for embryo production,
determining the effect of human sequential media in the endangered
Mexican wild sheep O. c. mexicana. Results indicate that the embryo
production increased when using human sequential media, allowing
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amenazado de extincion O. c¢. mexicana. Los resultados muestran que
la produccion de embriones incrementa con el uso de medios secuen-
ciales humanos, permitiendo al embrion desarrollarse hasta la etapa de
blastocisto (16% vs. 0%, P < 0.05). Este es el primer reporte de clona-
cion exitosa de embriones de hembra O. ¢. mexicana en México.
Palabras clave: Ovis canadensis mexicana, clonacion manual, medio
secuencial humano.

INTRODUCCION

México se localiza en el tercer lugar a nivel del continente
Americano en megabiodiversidad, albergando el mayor
nimero de mamiferos y es posible que en un contexto
mundial tenga uno de los inventarios mas altos de estas
especies. Aunque el pais esta representado por un niime-
ro considerable de 6rdenes, los mamiferos son un grupo
singular, al considerar su riqueza de especies, el numero
de endemismos y sus relaciones biogeograficas (Escalan-
te et al., 2002). Sin embargo, existe un gran nimero de
mamiferos silvestres que se encuentran amenazados o en
riesgo de extincion. Tal es el caso del borrego cimarron
(O. c. mexicana) (Shaw 1804), una especie emblematica
de nuestro pais sujeta a proteccion especial en la Norma
Oficial Mexicana 059 (NOM-059-SEMARNAT-2010),
ya que durante los ultimos afios se ha observado una
reduccion considerable de sus poblaciones como conse-
cuencia de diferentes actividades antropogénicas, como la
fragmentacion del habitat y la caza ilegal. Debido a su ac-
tual estatus de vulnerabilidad, es necesario implementar
estrategias reproductivas que puedan disminuir su riesgo
de extincion, los estudios generados hasta el momento en
el borrego cimarrén solo se limitan al monitoreo de pobla-
ciones, descripciones anatomicas y seguimiento del ciclo
estral. Sin embargo, las biotecnologias reproductivas no
han figurado dentro de estos estudios, por lo cual su im-
plementacidn podria ofrecer una alternativa de conserva-
cion de la especie (Navarro ef al., 2015).

La Transferencia Nuclear de Células Somaticas
(TNCS), es una biotecnologia reproductiva mediante la
cual se obtienen embriones genéticamente similares al
donador de la célula somatica, para llevarla a cabo es ne-
cesario la union de dos tipos celulares: la célula somatica
donadora de ntcleo (carioplasto) que es fusionada con
un ovocito enucleado (citoplasto) que sera el receptor de
la informacion genética de la célula somatica, estas cé-
lulas pueden pertenecer a una sola especie o ser interes-
pecies. Actualmente se han descrito varios métodos para
llevar a cabo la transferencia de nucleos. La innovacion
de la TNCS mediante la clonacion manual (Vajta 2001)
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the embryos to reach the blastocyst stage (16% vs. 0%, P <0.05). This
is the first study that reports the successful cloning of female O. c.
Mexicana embryos in Mexico.

Key words: Ovis candensis mexicana, handmade cloning, sequential
media.

(HMC, por sus siglas en inglés Handmade cloning), se
ha desarrollado como una nueva técnica que ha permiti-
do prescindir del uso de equipos especializados (Bosch,
2005).

La HMC difiere de los métodos tradicionales de TNCS
en que para obtener el citoplasto, el ovocito es enucleado
manualmente usando micronavajas para eliminar el pri-
mer cuerpo polar y la placa metafasica. Dos citoplastos
se fusionan con un carioplasto mediante un estimulo eléc-
trico, formando un triplete celular que dara lugar a una
nueva célula que serad activada quimicamente para su di-
vision, desarrollando un embrién clon del individuo del
que fue obtenido el carioplasto. Este puede implantarse en
una hembra receptora para que continue el desarrollo del
embrion hasta obtener crias nacidas (Vajta, 2003).

La clonaciéon manual ha permitido producir embrio-
nes de mamiferos domésticos, tales como: bovinos (Vajta
et al., 2003), porcinos (Du et al., 2008), caprinos (Aks-
hey et al., 2008), ovinos (Zhang et al., 2013), entre otros.
En cuanto a especies silvestres, existen dos estudios de
produccién de embriones por clonacién manual interes-
pecies, el antilope tibetano (Pantholops hodgsonii) (Yu
et al.,2011) y el bufalo Arnee (Bubalus arnee) (Priya et
al.,2014).

Sin embargo, el éxito de la transferencia nuclear en la
obtencion de blastocistos es bajo, ya que la mayoria de
los embriones quedan arrestados en la etapa de morula
o sufren alteracion durante la division celular (fragmen-
tacion), debido a factores como la calidad del ovocito, el
tipo de célula somatica donadora de nucleo, el nimero
de pasajes celulares, el método de clonacion empleado, la
sincronizacion entre el carioplasto y el citoplasto, el me-
dio de cultivo (simple o secuencial), el sistema de cultivo
para la produccion de embriones in vitro, etcétera (Solter,
2000; Tian et al., 2003; Fujimoto et al., 2011).

En la produccion de embriones humanos, en el caso de
los medios simples utilizados, el embrion permanece en
dicho medio durante todo el tiempo de cultivo in vitro con
un recambio al dia tres de cultivo, mientras que, en los
medios secuenciales, el embrion es cultivado en un medio
de desarrollo hasta la etapa de moérula que corresponde
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con el dia tres de cultivo. Posteriormente es cambiado a
otro medio para que alcance la etapa de blastocisto hasta
el dia cinco de cultivo (Sfontouris et al., 2017).

Existen controversias en cuanto a los resultados, ya
que algunos autores al utilizar medios simples como es
el KSOMaa (Por sus siglas en inglés Potassium Simplex
Optimized Medium with aminoacids), mejoran la tasa de
blastocistos producidos por ICSI (por sus siglas en in-
glés Intracytoplasmic Sperm Injection) (Sfontouris et al.,
2017), otros estudios en humanos sugieren que el uso de
un solo tipo de medio de cultivo en embriones en estado
de preimplantacion disminuye la eficiencia global de la
produccion de embriones y que, utilizar medios de cultivo
secuenciales permite mejorar el desarrollo en blastocitos,
la viabilidad, implantacion y gestacion del embrion (Fin-
dikli et al., 2004).

En rumiantes, se reporta el uso de SOFm (por sus si-
glas en inglés Synthetic Oviductal Fluid modified) como
medio unico para el desarrollo de embriones producidos
por fertilizacion in vitro (FIV) en ovinos (Robledo-Ver-
duzco et al., 2009) y caprinos (Soberano et al., 2011), o
producidos por clonaciéon manual en ovinos (Navarro-
Maldonado et al., 2016). Sin embargo, en ninguno de es-
tos estudios los embriones producidos alcanzaron la etapa
de blastocisto.

Otros autores han comparado el uso de medios secuen-
ciales SOF1 y SOF2 vs. medios secuenciales G1.2/G2.2
en la clonacion de embriones de caprino, con tasas de de-
sarrollo en blastocistos de 21 y 30-35%, respectivamen-
te (Hosseini et al., 2015). Mientras que Garcia-Garcia et
al., (2007) utilizaron medios secuenciales G1.3/G2.3 en
FIV en ovinos obteniendo 24% de blastocistos vs. 21%
en SOF.

También se han utilizado medios secuenciales KSO-
Maa 1 y 2 (Por sus siglas en inglés Potassium Simplex
Optimized Medium with aminoacids 1 y 2) en la clona-
cion de embriones de ovino (Aghaz et al., 2016). Estos
estudios permitieron el desarrollo embrionario a la eta-
pa de blastocisto en un 42%. Mientras que Arias et al.,
(2013), combinando medios secuenciales SOF y KSOM,
y variando el tipo de fuente de proteina con la cual su-
plementarlos, encontraron que la combinacion de KSOM
con 0.4% BSA (por sus siglas en inglés Bovine Serum
Albumin) y KSOM con 5% de SFB (Suero Fetal Bovino)
permitieron las mejores tasas de desarrollo a blastocistos
en embriones de bovino (28%).

Se ha comparado el uso de RVCL (Por sus siglas en
inglés Research Vitro Cleave Medium) vs. G1/G2 en clo-
nacién manual interespecies (caprino-ovino), encontran-

do mejores tasas de produccion de moérulas y blastocistos
(65% vs. 42%, respectivamente) (Khan et al., 2014).

Existe un trabajo de FIV en bovinos que reporta el uso
de medios secuenciales humanos para el desarrollo em-
brionario, pero sus resultados no mostraron diferencias
significativas entre el SOF y estos medios (24% vs. 23%,
respectivamente) (Cevik et al., 2014).

A la fecha, no existen reportes de produccion in vitro
de embriones de ovino silvestre por clonaciéon manual uti-
lizando medios secuenciales humanos (Cleavage y Blas-
tocyst). Por lo que el presente estudio se llevo a cabo con
la finalidad de producir embriones de hembra cimarrona
Ovis canadensis mexicana mediante clonacion manual
interespecies, utilizando medios secuenciales humanos,
como una alternativa para la produccion de embriones y
la conservacion de esta especie endémica en riesgo.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron su-
ministrados por Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA) a
menos que se indique lo contrario. Todas las incubaciones
se realizaron a 38 °C y 5% de CO, en aire y humedad a
saturacion.

Obtencion de Carioplastos. De acuerdo al protocolo
de Navarro ef al., (2016) con algunas modificaciones, se
obtuvo una muestra de 0.5 cm? de piel de oreja de una
hembra de O. c. mexicana perteneciente a la Direccion
General de Zooldgicos y Vida Silvestre (DGZVS) de la
Secretaria del Medio Ambiente, de la Ciudad de México.
El muestreo se llevo a cabo por el personal capacitado de
la DGZVS durante el manejo de rutina efectuado a los
animales y la obtencion del tejido fue debidamente auto-
rizada por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT), permiso de colecta cientifica
SGPA/DGVS/07250/15.

El tejido de piel se transport6 al laboratorio en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL conteniendo 1 mL de DPBS (por
sus siglas en inglés Dulbecco’s Phosphated Buffered Sali-
ne, In Vitro S.A. de C.V.) suplementado (2% de Antibac-
Antifun 100X, Microlab; conteniendo 10,000 unidades de
Penicilina, 10 mg de Sulfato de Estreptomicinay 25 ug de
Anfotericina B por mL). En el laboratorio, se retir6 el ex-
cedente de pelo al tejido, se desinfectd con alcohol al 70%
y se lavd con DPBS suplementado. Posteriormente el te-
jido fue sometido a disgregacion mecanica y enzimatica
utilizando colagenasa tipo 1 y tipo II (2 mg/mL. Gibco) y
se coloco en un oscilador dentro de una estufa precalen-
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tada a 37 °C durante 3 horas. La accion de la colagenasa
se detuvo adicionando 5 mL de DMEM-suplementado
(Por sus siglas en inglés Dulbecco Minnimal Essential
Medium) (88% DMEM, In Vitro, S.A. de C.V.; 10% de
Suero Fetal Bovino-SFB, Microlab; 2% Antibac-Antifun,
ajustando pH a 7.4 con Bicarbonato de Sodio). La solu-
cion se centrifugd a 500 x g por 10 minutos descartando el
sobrenadante. El boton celular se sembro en una caja Petri
y se cultivo durante 7 dias hasta la confluencia celular,
para posteriormente efectuar un pasaje celular. Para ello,
las células se sometieron a una reaccion enzimadtica afna-
diéndoles 700 pL de Tripsina-Verseno (0.05%-0.05%,
In Vitro, S.A. de C.V.) para desprenderlas de la base de
la caja de cultivo. Posteriormente se agregaron 2 mL de
DMEM suplementado y se centrifugaron a 150 x g du-
rante 6 minutos. Se descarto el sobrenadante y el boton
celular se homogeniz6 nuevamente en 0.5 mL de DMEM
suplementado, la mitad de la poblacion celular se crio-
preservo en Dimetilsulféxido (DMSO, In Vitro, S.A. de
C.V.) y la otra se resembr6 en una caja de Petri para pro-
seguir los cultivos (Navarro ef al. 2016). En la clonacion
se utilizaron fibroblastos del 1° al 14° pasaje celular.
Maduracion in vitro de ovocitos. Se obtuvieron ovarios
de ovejas domésticas adultas (Ovis aries) sacrificadas en
un rastro en Nezahualcoyotl, Estado de México, Méxi-
co, los cuales se transportaron en solucion salina al 0.9%
a una temperatura de 25-30 °C en un lapso no mayor a
una hora.

Siguiendo el método descrito por Navarro-Maldonado
et al., (2016) con algunas modificaciones, los complejos
ovocito-cumulo (COC) se obtuvieron por aspiracion de
foliculos ovaricos (2 a 8§ mm) con una aguja hipodérmica
calibre 18; el medio de aspiracion empleado fue TCM-
199 con Hepes (Tissue Culture Medium-Hepes, por sus
siglas en inglés, In Vitro, S.A. de C.V.), suplementado
con 100 UI/mL de heparina. Se seleccionaron los COC
con base en la morfologia citoplasmatica y el nimero de
capas de células de la granulosa (Ward et al., 2000). Los
COC seleccionados se lavaron dos veces en medio de ma-
duracion in vitro (MIV) que contenia 8.3 mL de TCM-
199 (In Vitro, S.A. de C.V.), 10% de SFB (Microlab), 5
Ul/mL de hCG (Ferring Pharmaceuticals), 5 pg/mL de
FSH (Merck Serono), 10 ng/mL de EGF y 0.65 % (v:v)
de Antibac-Antifun (In Vitro, S.A. de C.V.). En una caja
de cuatro pozos (Nunc) previamente equilibrada con 500
pL de medio MIV y cubiertos con aceite mineral, se co-
locaron 50 COC en cada pozo y se dejaron incubar de 20
a 24 horas.

Clonacion manual interespecies. Para la clonaciéon ma-
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nual interespecies se sigui6 el método descrito por Va-
jta et al. (2001, 2006) y Peura & Vajta (2003). Una vez
completado el tiempo de maduracion in vitro, los ovocitos
con células del cimulo expandidas se denudaron y fueron
colocadas en un tubo cénico con 500 pL. de hialuroni-
dasa (0.5 mg/mL en TCM-199, In Vitro, S.A. de C.V.)
resuspendiéndolas varias veces con una micropipeta auto-
matica.

Los ovocitos denudados se lavaron dos veces en T2
(TCM-199 suplementado con SFB al 2%) para inactivar
la accion enzimatica y retirar el excedente de células de
la granulosa. De los ovocitos denudados se seleccionaron
aquellos que presentaron extrusion del primer cuerpo po-
lar, los cuales se encontraban en Metafase II (MII). Estos
se colocaron en medio MIV con demecolcina a una con-
centracion de 0.5 pg/mL y se incubaron 1 hora.
Preparacion de los citoplastos. Se colocaron 4 gotas de
30 pL correspondientes a las siguientes soluciones: T2,
pronasa (2 mg/mL en T10), T10 (TCM-199 suplemen-
tado con 10% de SFB) y T20 (TCM-199 suplementado
con 20% de SFB), sobre una caja Petri de 60 x 15 mm.
Las gotas se cubrieron con aceite mineral y en esta caja se
prepararon los citoplastos.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion en deme-
colcina, los ovocitos se transfirieron a la gota de T2 de
la caja de preparacion de citoplastos. A continuacion, se
pasaron grupos de entre 20 a 30 ovocitos a la gota de pro-
nasa por 3 minutos o hasta que la zona pelucida se disgre-
gara por completo. Inmediatamente después, los ovocitos
libres de zona peltcida se colocaron en la gota de T20
para inactivar la accion de la pronasa. Este procedimiento
se repitio con todos los ovocitos disponibles.

Los ovocitos libres de zona pelucida se distribuyeron

en grupos de seis en cada una de las gotas de T10 y se
prosiguid con su enucleacion manual con ayuda de una
micronavaja (Bioniche) y bajo un microscopio estereos-
copico (Olympus®, SZ61). Para ello, con la micronavaja
se cortd la porcion del citoplasma del ovocito cercana a la
membrana, que contenia el material genético (placa me-
tafasica y primer cuerpo polar). Los ovocitos enucleados
(citoplastos) se colectaron en las gotas de T20 para que
recuperaran su forma esférica y se determinaran como
viables.
Formacion y fusion de los tripletes citoplasto-cario-
plasto-citoplasto. Sobre la tapa de una caja Petri de 33
mm se colocaron gotas de 15 pL de T20, fitohemaglu-
tinina (5 mg/mL en TCM-199 con Hepes), T2 y medio
de fusion (0.3 M de D-Manitol y 1 mg/ mL de Polivinil
Alcohol). Las gotas se cubrieron con aceite mineral.
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Los citoplastos se tomaron uno por uno y se fueron
sumergiendo en la gota de fitohemaglutinina por 3 a 4
segundos, después se transfirieron a la gota de T2 que
contenia una baja densidad de carioplastos (fibroblastos
de hembra O. c. mexicana) y a continuacién se formaron
los tripletes citoplasto-carioplasto-citoplasto. Para ello, se
unid un carioplasto con dos citoplastos colocando al pri-
mero entre los dos ultimos.

Los tripletes formados se equilibraron en la gota de
medio de fusion y se transfirieron a una camara de fusion
(BTX microslide, 0.5 mm de apertura, modelo 450). Se
dejoé pasar una corriente de 4 V de corriente alterna (en
inglés AC) para alinear los tripletes al electrodo positivo,
después se increment6 la AC a 9 V y se aplicd un solod
pulso de 100 V/mm de corriente directa (DC) por 9 useg.
Los tripletes se colocaron en las gotas de T20 y el proce-
dimiento se repitié con los demas tripletes. Una vez que
los tripletes formaron una sola célula, se incubaron 3 ho-
ras para la reprogramacion nuclear en medio de desarrollo
embrionario para cada tratamiento evaluado.

Activacién. Los embriones reconstruidos (tripletes fusio-
nados) se activaron por incubacion en T2 que contenia
8 uM de Tonoforo de Ca?" (A23187) durante 5 minutos.
Posteriormente se lavaron tres veces en T20 y se colo-
caron de manera individual en gotas de 2 pL de medio
de desarrollo embrionario suplementados con 2 mM de
6-dimetilaminopurina (6-DMAP). Las gotas de medios se
cubrieron con aceite mineral y se dejaron incubar por 4
horas a las mismas condiciones, al finalizar el tiempo de
incubacion en 6-DMAP, los embriones clones de hembra
O. c. mexicana se lavaron tres veces en su correspondien-
te medio de desarrollo embrionario por espacio de 3 mi-
nutos en cada lavado.

Cultivo in vitro de embriones. Como se ha explicado, se
utilizaron dos grupos de embriones reconstruidos de hem-
bra Ovis canadensis mexicana para evaluar su desarrollo
in vitro. El primero con 197 embriones cultivados 7 dias
en medio simple SOF (In Vitro, S.A. de C.V.) suplemen-
tado con 5% de SFB, como grupo control (Vajta et al.,
2003). Un segundo grupo de 60 embriones reconstruidos
fueron cultivados en medio secuencial humano Cleava-
ge-Blastocyst (Sydney IVF Cleavage Medium G20720
— Sydney IVF Blastocyst Medium G20722, Cook Medi-
cal) como grupo experimental.

El desarrollo in vitro de los embriones clones de hem-
bra Ovis canadensis mexicana en medio secuencial huma-
no consistié en cultivar los embriones durante 3 dias en
medio Cleavage, para favorecer la segmentacion hasta la
etapa de morula compacta. Posteriormente los embriones

clonados continuaron su desarrollo en medio Blastocyst
hasta su desarrollo a la etapa de blastocisto. Para ello, al
4° dia de cultivo se transfirieron los embriones a un nuevo
pozo con medio Blastocyst para un lavado y posterior-
mente se transfirieron al micropozo (WOW).

Los embriones clones de hembra Ovis canadensis
mexicana de ambos grupos (simple y secuencial), se cul-
tivaron en el sistema WOW, que consistiéo en hacer mi-
cropozos en cada celda de una caja de cuatro pozos de
acuerdo al nimero de embriones clonados (Vajta et al.,
2000). A cada celda se le agregaron 200 pL del medio de
desarrollo embrionario correspondiente (simple o secuen-
cial) y se cubrieron con aceite mineral; se dejo equilibrar
el medio por 4 horas y después se transfirieron cuidadosa-
mente los embriones clonados a cada uno de los micropo-
70s, se dejaron en incubacion por 7 dias.

Evaluacion del desarrollo embrionario in vitro. A los 7
dias de cultivo se evalu¢ el desarrollo embrionario in vitro
de los dos grupos (control y experimental) bajo el micros-
copio estereoscopico a aumento de 20X. Se considero la
etapa de desarrollo en que se encontraban los embriones
clones de hembra O. c. mexicana (desarrollados in vitro
en medio simple y en medio secuencial). Se determind
el porcentaje de desarrollo in vitro para cada una de las
etapas de la segmentacion evaluadas (2 a 8 blastomeros,
morula, moérula compacta y blastocisto).

Evaluacion de la calidad de los embriones clonados. La
calidad embrionaria se determin6 con base en la etapa de
desarrollo esperada a los 7 dias de cultivo (blastocisto).
Posteriormente, los embriones se fijaron con paraformal-
dehido al 4% durante 1 hora, se lavaron en 1 mL de DPBS
(In Vitro, S.A. de C.V.) y se incubaron con Hoechst (5
mg/mL de Hoechst, disuelto en DPBS con 1 g/L de poli-
vinil alcohol) durante 5 minutos. Finalizado este tiempo
se realizd un lavado en DPBS y posteriormente se mon-
taron los embriones sobre un portaobjetos con medio de
montaje (1:1 v/v, glicerol-DPBS) y se cubrieron con un
cubreobjetos cuyas orillas se sellaron con esmalte de ufias
(Rodriguez-Suastegui, 2012). Los embriones montados
se observaron bajo el microscopio de epifluorescencia
(Nikon®, eclipse E600) para evaluar el nimero de blasto-
meros y nucleos presentes.

Analisis Estadistico. Los datos obtenidos de las diferen-
tes etapas de desarrollo de los embriones clonados de cada
tratamiento se expresaron como numero total, desviacion
estandar y porcentaje. Estos datos se analizaron con una
prueba de Chi-cuadrada con el paquete estadistico SPSS
version 24.0. Las diferencias estadisticas fueron conside-
radas significativas bajo una P < 0.05.
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RESULTADOS

En el cuadro 1 y la figura 1 se muestran los resultados
del desarrollo de embriones clones de hembra Ovis cana-
densis mexicana cultivados en medio simple SOF como
grupo control y en medio secuencial humano Cleavage-
Blastocyst como grupo experimental, a las 168 horas (7
dias) de cultivo in vitro.

Se observa que en el medio simple se obtuvo una ma-
yor tasa de division embrionaria comparado con el medio
secuencial humano (95.4% vs 93.3%, P< 0.05).

Por otro lado, en el medio simple hubo embriones en
las etapas de 2 a 4 blastomeros (4.8% vs 0.0%, P<0.05),
y un mayor porcentaje de embriones de 8 blastomeros a
moérula, comparado con el medio secuencial (95.2% vs
75%, P<0.05). Sin embargo, fue solo en el medio secuen-
cial humano en el que se obtuvieron embriones clones de
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hembra O. c¢. mexicana en estadios de morula compacta
(8.9% vs 0.0%, P< 0.05) y blastocisto (16.1% vs 0.0%,
P<0.05).

Posterior a la tinciéon con Hoechst de los embriones
clones de hembra Ovis canadensis mexicana obtenidos en
cada tratamiento y tomando como base el nimero de ni-
cleos presentes en cada blastdmero, se determind la tasa
de fragmentacion embrionaria, ya que ¢sta comiinmente
se presenta en la produccion in vitro de embriones. Se
consideré como embrion fragmentado aquel que presen-
tara blastomeros sin nucleo.

En el cuadro 2 se muestra que, el uso de medio se-
cuencial humano permite un mayor porcentaje de embrio-
nes clones de hembra O. c¢. mexicana no fragmentados,
en comparacion con el medio simple (32.1% vs. 5.9%,
P<0.05).

La figura 2 muestra fotografias en panel de embriones

Cuadro 1. Desarrollo in vitro de embriones clones de hembra Ovis canadensis mexicana en medio simple y en medio secuencial humano a las
168 horas (7 dias) de cultivo.

Medio No. de embriones Embriones 2-4 blastomeros 8 blastomeros a ~ Morula compacta  Blastocisto n+DE
divididos n+DE n+DE morula n+DE n+DE (%)
(%) (%) (%) (o)
Simple 197 188 +3.8 (95.4) 9+0.9 (4.8 179 +3.9 (95.2)" 0.0 +£0.0 (0)* 0.0 +0.0 (0)*
Secuencial 60 56+3.7(93.3)" 0.0 0.0 (0)° 42 £4.4 (75" 5+0.5(8.9)" 9+ 1.7 (16.1)°

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas, bajo el nivel de significancia de P<0.05 para la prueba de X2
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Figura 1. Desarrollo in vitro de embriones clones de hembra Ovis canadensis mexicana en medio simple y en medio secuencial humano a las
168 horas (7 dias) de cultivo.
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Cuadro 2. Efecto del medio simple y medio secuencial humano
sobre la tasa de fragmentacion de embriones clones de hembra Ovis
canadensis mexicana.

Medio No. de embriones No fragmentados
ntD.E.
(%)
Simple 188 11+1.1(5.9"
Secuencial 56 18+ 1.3(32.1)°

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas, bajo el nivel de significancia de P<0.05 para la prueba de X?

Figura 2. Embriones clones de hembra O. ¢. mexicana cultivados en
medio simple SOF, antes y después de su tincion con Hoechst. A-A”)
12 blastomeros. B-B”) 9 blastomeros y C-C”) 17 blastomeros. Filtro
de excitacion de UV 350 nm. Aumento 40X.

de 9 a 17 blastomeros clones de hembra O. c¢. mexicana,
desarrollados en SOF antes y después de la tincién con
Hoechst.

En la figura 3 se muestran fotografias en panel antes
y después de la tincion con Hoechst, donde se observan
embriones no fragmentados (2 morulas y 1 blastocisto)
clones de hembra O. c. mexicana, desarrollados en medio
secuencial humano Cleavage-Blastocyst.

La figura 4 presenta dos embriones clones de hem-
bra O. c¢. mexicana. La imagen A-A’ muestra un embrion
fragmentado donde solo un blastdémero presenta ntcleo,
mientras que la imagen B-B’ corresponde a un embrion
donde todos sus blastomeros presentan nucleos.

DISCUSION

En el desarrollo embrionario aqui obtenido se observa
que, a las 168 horas de cultivo in vitro, los embriones se

Figura 3. Embriones clones de hembra O. c. mexicana cultivados en
medio secuencial humano Cleavage-Blastocyst, antes y después de su
tincion con Hoechst. A-A’) Moérula. B-B”) Mérula compacta. C-C”)
Blastocisto. Filtro de excitacion de UV 350 nm. Aumento 40X.

Figura 4. Embriones clones de hembra O. c. mexicana antes y
después de su tincion con Hoechst. A-A’) Embrion fragmentado
(solo un blastomero presenta nicleo). B-B”) Embrion dividido
correctamente (cada blastomero con su respectivo nucleo). Filtro de
excitacion de UV 350 nm. Aumento 40X.

encontraban en diferentes etapas de la division embrio-
naria: 2 a 4 blastomeros (4.8% en SOF), 8 blastomeros
a morula (95.2% en SOF vs. 75% en Cleavage-Blasto-
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cyst), morula compacta (8.9% en Cleavage-Blastocyst) y
blastocisto (16.1% en Cleavage-Blastocyst). Esto apunta
a que en el medio simple ocurri6 una asincronia y retraso
del desarrollo embrionario mas marcado al compararlo
con el medio secuencial humano.

Navarro et al., (2000) y Trejo et al., (2005), obser-
varon una marcada asincronia y retraso del desarrollo in
vivo de embriones en etapas de 2 blastomeros a moérula
en hamster adulta, relacionado a un posible bloqueo del
desarrollo embrionario correspondiente con el transpor-
te del embridn del oviducto al utero y explican que esto
puede deberse a la edad y paridad de la hembra, més que
a factores de autoregulacion del desarrollo y transporte
del embrion. En el caso del presente trabajo, se utilizaron
ovocitos de ovejas domésticas adultas como citoplastos
y fibroblastos de oveja cimarrona también adulta como
carioplastos, lo cual pudo influir en el bloqueo del desa-
rrollo embrionario.

También ha sido reportado que el bloqueo del desa-
rrollo embrionario se debe al Sindrome de Nacimientos
de Crias Grandes o LOS (por sus siglas en inglés Large
Offspring Syndrome), a causa de la manipulacion bioqui-
mica a que son sujetas las células que participan en la
produccion in vitro de embriones de mamiferos (McEvoy
et al., 2001). Los autores senalan que ello influye en la
presencia de pluriploidia (mixoploidias), aberracion cro-
mosdmica que, si bien ocurre en embriones de animales
domésticos morfologicamente normales, es consecuencia
de la produccion de embriones in vitro. Esta condicion de
pluriploidia (mixoploidias o mosaiquismos, triploidias y
tetraploidias) también ha sido reportada en humanos (Pi-
mentel ef al., 1999).

Asimismo, se conoce que los sistemas de cultivo rela-
cionados con la suplementacion de sueros, generan estrés
metabolico que afecta la expresion de genes del desarro-
llo embrionario y da lugar a la apoptosis celular (McEvoy
et al., 2001). Es decir que, los mecanismos epigenéticos
influyen en el control de la expresion de genes asociados
con la pluripotencia del embrion, tales como Oct4, Sox2,
Nanong y Cdx2, asi como en el empaquetamiento de la
cromatina, lo que conlleva a la apoptosis y muerte celular
(Buemo et al., 2016).

Es probable que el medio de cultivo secuencial hu-
mano aqui evaluado, a diferencia del medio simple, re-
duzca el estrés metabolico embrionario por su aporte de
nutrientes necesarios para cubrir las necesidades meta-
bolicas y de energia correspondientes a cada etapa de la
segmentacion embrionaria (Dorado et al., 2006; Sanches
et al., 2013). Ya que de acuerdo con la casa comercial
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Cook Medical, el Sydney IVF Cleavage Medium es bajo
en glucosa y alto en piruvato, para optimizar el desarrollo
embrionario temprano (https://www.cookmedical.com/
products/wh_sicm_webds/). Mientras que el Sydney IVF
Blastocyst Medium es alto en glucosa para maximizar el
metabolismo, la produccion de energia, la blastulacion,
la diferenciacion y expansion del blastocisto. Ademas de
incluir aminoacidos esenciales y no esenciales para el de-
sarrollo del mismo (https://www.cookmedical.com/pro-
ducts/wh_sibm_webds/).

Respecto a la tasa de division de los embriones clones
de hembra Ovis canadensis mexicana obtenidos en el pre-
sente trabajo (95.4% en medio simple y 93.3% en medio
secuencial humano), estan por encima de lo encontrado
por Priya et al., (2014) quienes obtuvieron 92% de em-
briones divididos, y por Yu et al., (2011) que reportaron
70.14% de embriones divididos. Los autores no describen
el medio de cultivo utilizado.

De la obtencion de morulas compactas en medio se-
cuencial humano, los resultados aqui obtenidos (8.9%)
estan por debajo de lo encontrado por Yu ef al., (2011),
que reportaron 100% de morulas clones de antilope tibe-
tano (Pantholops hodgsonii), sin embargo los autores no
lograron obtener blastocistos.

Referente al porcentaje de blastocistos aqui obtenido
(16.1%), vemos que es menor al 38.7 % obtenido por Pri-
ya et al., (2014) al aplicar la clonacién manual interespe-
cies de bufalo salvaje (Bubalus arnee) a partir de ovocitos
de bufalo doméstico (Bubalus bubalis), utilizando medio
RVCL.

Con respecto a otros ovinos silvestres originados por
clonacion tradicional (TNCS) interespecies en medio sim-
ple SOFm, los resultados obtenidos en el presente trabajo
estan por encima de lo encontrado por Pan et al., (2014)
quienes lograron 88.1% de embriones divididos clones de
borrego argali (Ovis ammon), pero por debajo de ellos en
cuanto a la obtencion de blastocistos, que en dicho trabajo
fue del 21.5%.

Sin embargo, nuestros resultados estan por en-
cima de lo encontrado por Stroud et al., (2013) que
obtuvieron 65% de embriones divididos y 2% de
blastocistos clones de borrego cimarréon del desier-
to de EUA (Ovis canadensis canadensis), utilizando
SOFm.

En el presente estudio, la clonaciéon manual (HMC)
interespecies, mostro ser eficaz en la obtencion de blasto-
cistos de hembra Ovis canadensis mexicana, como suce-
diera para Yu et al.,, (2011) y para Priya et al., (2014), que
aplicaron la clonacion manual interespecies para obtener
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embriones de antilope tibetano y bufalo salvaje, respecti-
vamente.

De los embriones clones de hembra Ovis canadensis
mexicana fragmentados aqui obtenidos, se observo pre-
sencia de blastdmeros sin nucleo presente en algunos em-
briones y en otros, la presencia de mas de un nucleo por
blastomero.

La fragmentacion embrionaria, comun en la clonacion,
se da a dos niveles. Uno es a nivel del ADN, a causa de la
manipulacion ejercida sobre los ovocitos utilizados como
citoplastos y las células somaticas utilizadas como cario-
plastos, e influye en la division embrionaria, ya que un
nimero importante de embriones clonados no alcanza la
etapa de blastocisto en porcentajes que posibiliten la efi-
ciencia en la transferencia embrionaria, el desarrollo fetal
y el nacimiento de crias viables (Buemo et al., 2016).

Otra es la fragmentacion citoplasmatica, que se ha
descrito como la presencia de porciones citoplasmaticas
rodeadas de membrana que carecen de nucleos y se pre-
sentan durante el desarrollo embrionario (Kawahara et
al., 2002; Fujimoto et al., 2011). Esta condicion se pre-
senta después de la activacion del ovocito para iniciar la
segmentacion y acontece especificamente durante la fase
de citocinesis del ciclo celular en los blastdmeros en divi-
sion, en respuesta a una inadecuada sincronizacion entre
los microtiibulos del huso y los microfilamentos cortica-
les (Alikani et al., 2005).

El medio secuencial humano aqui utilizado (Cleava-
ge-Blastocyst), no solo redujo el bloqueo del desarrollo
embrionario, sino que favorecio considerablemente el de-
sarrollo de embriones viables (no fragmentados), compa-
rativamente con el SOF (32% vs. 6%, respectivamente).
Es necesario evaluar si esto pudo deberse a la eliminacion
de los productos toxicos generados por el propio metabo-
lismo embrionario, gracias al sistema de cultivo secuen-
cial que implica retirar los embriones del medio en que se
encuentran los 3 primeros dias de cultivo, para colocarlos
en un medio nuevo donde continten su desarrollo por 4 o
5 dias més (Findikli et al., 2004).

Findikli et al., (2004) utilizando medios secuenciales
G1.2/G2.2 e ISM1/ISM2, produjeron 23% de blastocis-
tos humanos por ICSI (por sus siglas en inglés Intracito-
plasmic Sperm Injection) en el primer medio secuencial
evaluado. Sin embargo, observaron un mayor namero de
embriones en la etapa de 8 células en el segundo medio
secuencial, explicando que pudiera deberse a un factor
mitotico presente en dicho medio. Esto pudo suceder
también en el caso del presente reporte, en donde obser-
vamos una mayor tasa de embriones de 8 blastdmeros en

el medio simple (SOF) en comparacion con el medio se-
cuencial humano (Cleavage-Blastocyst) (95.2% vs. 75%,
respectivamente).

Otros factores que influyen en el éxito de los cultivos
in vitro es la reduccion de la presencia de especies reac-
tivas de oxigeno (ERO) tales como perdxido de oxigeno
(H,0,), radical hidroxilo y radical perdxido, producto de
la cadena respiratoria mitocondrial del embrion (Rocha-
Frigoni et al., 2016). Ya que la produccion de ERO en los
sistemas de cultivo in vitro de embriones se debe a que
son sometidos a presiones del O, (presente en la incuba-
dora) mayores a las existentes en el tracto reproductor de
la hembra (20% vs. 3-9% O, en el tracto reproductor en
bovinos). Lo anterior reitera que los aspectos epigenéticos
de la interaccion con el medio de cultivo, son de trascen-
dencia, por lo que se requiere estudiarlos en detalle.

Por otro lado, se sabe que la fragmentacion embriona-
ria estd asociada a una baja viabilidad del embrion, que
ocurre en la primera division celular en un 40% de los
embriones producidos in vitro y puede estar ligada a la
presencia de ERO (Halvaei et al., 2016).

En el presente trabajo, los embriones clonados y desa-
rrollados en SOF mostraron fragmentacion citoplasmatica
y algunos blastomeros polinucleares. La fragmentacion
en embriones obtenidos por clonacion se ha relacionado
con los estimulos eléctricos aplicados a los carioplastos
y citoplastos durante la fusion celular y activacion, los
cuales desestabilizan los microfilamentos de actina pro-
moviendo la fragmentacion citoplasmatica (Kawahara et
al., 2002; IM et al., 2005).

Si bien la produccion de blastocistos de hembra Ovis
canadensis mexicana aqui obtenida fue relativamente ba-
ja (16.1%), se demuestra la capacidad del ovocito de ovi-
no doméstico (Ovis aries) para reprogramar fibroblastos
de piel utilizados como carioplastos, de un ovino silvestre
de México.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, el presente es el
primer reporte exitoso de produccion de embriones que
alcanzan la etapa de blastocisto por clonacion manual
interespecies, utilizando fibroblastos de piel de oreja de
borrega silvestre (Ovis canadensis mexicana) como dona-
dores de nucleo, fusionandolos con ovocitos enucleados
de borrega doméstica (Ovis aries).

El interés por implementar biotecnologias reproducti-
vas de vanguardia en especies silvestres, radica en aportar



ActaZoologicaMexicana (NUEVA SERIE)

una alternativa mas en la conservacion de fauna silvestre
endémica de nuestro Pais en algin nivel de riesgo. Sin
embargo, es necesario continuar mejorando los cultivos
in vitro de los embriones clonados para reducir al maximo
los factores que puedan estar influyendo en el fenémeno
de la fragmentacion embrionaria, garantizando asi la via-
bilidad y condicion 6ptima de los embriones.
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