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CLONACION DE VACAS ADULTAS POR TRANSFERENCIA NUCLEAR CON
CELULAS DE LA GRANULOSA MURAL OVARICA

Cloning of adult cows by nuclear transfer of ovarian mural granulosa cells
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2VIVANCO INTERNATIONAL The objective was cloning three adult cows using their ovarian mural granulosa cells
SAC, Lima, Perd collected by transvaginal ovum pick up (OPU). One group (T1) of granulosa cells were
3 LABORATORIO SEMBRYO, matured together with their oocytes as part of the COC (Cumulus Oocyte Complex), a
LACTEA SA, Truijillo, Perd second group (T2) were cultured for 3 days independently of their oocytes and a third (T3)
group was collected from the cells that are shed during the filtration of the OPU aspirations.
The oocytes were denuded and then enucleated after previous treatment with pronase to
* Corresponding author digest the zona pellucida. The reconstructs were subjected to electro fusion before the
Daniel Ponce chemical activation with ionomycin. A total of 324 embryo reconstructs were obtained; 158

E-mail: daniepos83@hotmail.com  from T1, 45 from T2 and 121 from T3. The overall response to activation of the embryo
reconstructs was 91.35% and there were no statistical differences (P>0.05) between
treatments. There were however significant differences (p<0.01) in the cleavage percent
and in the percent of transferable embryos obtained with the different types of granulosa
cells; the cleavage rate was 70 %, 61.7 % y 41.7 % for T2, T1 and T3 respectively and
the rate of transferable embryo production was 30 %, 13.5 % and 0.86 %, for T2, T1
and T3, respectively. Two clone calves were obtained, one from T2 and one from T3. The
calf from T2 is normal and healthy, the calf from T3 showed a congenital defect (cardiac
teratology) and died 3 days after birth. Our results confirm previous work that show that
ovarian mural granulosa cells obtained from adult live cows can be reprogrammed
successfully after being transferred by the nuclear transfer procedure to matured
enucleated oocytes and produce live normal cloned calves; also shows that there is no
difference in the activation efficiency between the different groups of granulosa cells used.
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RESUMEN

El objetivo fue la clonacién de tres vacas adultas utilizando sus células de la granulosa
mural ovdrica colectadas por aspiracién folicular transvaginal. Un grupo de células de la
granulosa (T1) se maduraron junto con sus respectivos ovocitos del COC (Complejo cumulo
ovocito), otro grupo (T2) estuvo en cultivo celular por tres dias independientemente del
ovocito y un tercer grupo (T3) fue obtenido de la filtracién de las colectas de aspiracién
folicular. Los ovocitos fueron denudados y luego enucleados previa digestiéon de la zona
pelicida con pronasa. Los reconstructos fueron sometidos a fusién eléctrica antes de la
activacién quimica con ionomicina. Se obtuvieron 324 embriones reconstruidos; 158 para
el grupo T1, 45 para el grupo T2 y 121 para el grupo T3. Los reconstructos mostraron una
alta respuesta a la activacion (91.35%) sin diferencia significativa (P>0.05) a la prueba
de homogeneidad de Chi cuadrado entre los grupos; hubieron sin embargo diferencias
altamente significativas (p<0.01) entre tratamientos para la tasa de clivage y la tasa de
embriones transferibles, siendo 70 %, 61.7 % y 41.7 % de clivaje para T2, T1 y T3,
respectivamente. La tasa de produccion de embriones fue de 30 %, 13.5 % y 0.86 %,
para T2, T1 y T3, respectivamente. Se lograron 2 clones nacidos, uno de T2 y otro de T3.
La ternera clonada de T2 es normal y saludable, la ternera de T3 mostré un defecto
congénito (teratologia cardiaca) y murié a los 3 dias de nacida. Los resultados confirman
trabajos anteriores que demuestran que las células de la granulosa mural ovérica
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obtenidas de vacas adultas vivas pueden ser reprogramadas exitosamente luego de ser
transferidas por el proceso de trasferencia nuclear a ovocitos maduros enucleados y
producir terneras vivas y normales; también se demuestra que no hay diferencia en la
eficiencia de activacién de los reconstructos cualesquiera que haya sido el tratamiento de

las células de granulosa.

Palabras clave: Transferencia nuclear, clonacién, células de granulosa, vacas.

INTRODUCCION

En mamiferos, la clonacién se realiza ya sea a nivel
embrionario o una vez que el individuo esté desarrollado. Las
técnicas usadas a nivel embrionario son la biparticiéon de
embriones en que cada mitad embrionaria resultante de la
biparticiéon desarrolla un embrién con el subsecuente nacimiento
de crias gemelas idénticas (Vivanco et al., 1991; Vivanco y
Greaney, 1992) o por transferencia nuclear de blastémeros
(células embrionarias 2n) generando varios embriones a partir
de un embrién, resultando al transferirlos en dos o mas
individuos genéticamente idénticos (Vivanco et al.,, 2000). La
clonacién de individuos (desde el estadio fetal en adelante) se
hace mediante el proceso de transferencia nuclear similar al
vtilizado con blastémeros pero usando células somdticas
reprogramadas. El procedimiento de transferencia nuclear
consiste en reemplazar el nicleo de un ovocito (que tiene carga
cromosémica “n”, o sea la mitad del nimero de cromosomas de
la especie) por una célula con carga cromosémica completa
“2n” que puede ser un blastémero embrionario o una célula
somadtica obtenida del individuo a ser clonado (Campbell et
al., 1996; Wilmut et al. 1997; Wells et al., 1997, 1998, 1999,
1999a).

Entre los varios factores que determinan la tasa de éxito en la
clonacién de individuos por trasferencia nuclear, la fuente de
células somdticas usadas como nicleo para reemplazar el
nicleo del ovocito enucleado es de mucha importancia ya que
parece estar relacionado con su habilidad para
reprogramarse y adquirir totipotencia completa (Stice et al.,
1996; Cibelli et al., 1998).

La primera clonacién exitosa (con nacimiento de ternera viable)
en vacunos se efectué en AgResearch, Nueva Zelanda ( Wells
et al; 1998) usando como fuente de célula somdtica las células
de granulosa ovdrica mural de la vaca a clonar ; los embriones
se construyeron usando ovocitos en metafase Il enucleados y
células de la granulosa mural ovérica en quiescencia ; en ese
estudio ademds de demostrar la viabilidad de las células de
granulosa ovdrica como nicleo para el proceso de
transferencia nuclear, se determiné que hay un mejoramiento
en la tasa de desarrollo de los embriones reconstruidos si se
prolonga el tiempo de exposicion de la célula somdtica
quiescente usada como nicleo al citoplasma del ovocito antes
de hacer la activacion artificial posiblemente facilitando la
reprogramaciéon nuclear. El grupo de AgResearch, hizo
subsecuentes clonaciones exitosas (Wells et al.,, 1998, 1999)
usando células de la granulosa mural ovérica estableciéndose
por lo tanto las células de granulosa como una fuente confiable
para transferencia nuclear.

El uso de células de la granulosa mural ovdrica como nicleo en
el proceso de clonacién por transferencia nuclear tiene la
ventaja de la facilidad de su obtencién (simplemente por
aspiracién folicular). El presente estudio tuvo como obijetivo
determinar si las células de la granulosa mural ovérica podrian
ser usadas como niucleo para la reconstrucciéon de embriones

por transferencia nuclear ya sea que se les someta a cultivo
para generar una linea celular primaria o sean maduradas
conjuntamente con el ovocito como parte del COC (complejo
ovocito-cimulo), o simplemente sean cosechadas directamente
de los filtros de lavaje de COC luego de la aspiracién folicular
sin haber pasado por cultivo o maduracién in vitro.

El estudio también tuvo como objetivo comparar dos
alternativas de activacién de los reconstructos y demostrar la
aplicabilidad de la clonacién para preservar y difundir la
genética de vacas de alto nivel productivo.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de las vacas donantes:

Como donantes de las células de granulosa ovdrica se
seleccionaron 3 vacas adultas (vaca N°7441; vaca N° 6561 y
vaca N° 2043) de alta produccién de la raza Holstein Friesian
del establo lechero de la compaiiia LACTEA SA en la localidad
de Virg, Trujillo, Perd; las 3 vacas estuvieron en lactacién al
momento de obtener las muestras.

Los ovocitos utilizados para el proceso de transferencia nuclear
fueron seleccionados para cada ronda de clonacién del pool
de COC colectados de vacas adultas Holstein Friesian del
establo lechero de la compaiia LACTEA SA que estaban siendo
sometidas a coleccién rutinaria de ovocitos para la produccién
de embriones in vitro.

Obtencién de las células de granulosa:

Las células de granulosa ovdrica mural se obtuvieron de los
complejos ovocito-cimulo (COC) colectados por aspiracién
folicular por el método transvaginal con ayuda
ecosonogrdfica, de las 3 vacas donantes seleccionadas
previamente; se aspiraron foliculos de 3 a 10 mm de didmetro
de los ovarios de las vacas donantes. Los COC fueron
sometidos a tres diversos tratamientos antes de colectar las
células de la granulosa:

a) Maduracién in vitro (Tratamiento 1): Los COC obtenidos de
las vacas 7441 y 2043 fueron sometidos a maduracion in vitro
por 18 a 24 horas en medio de cultivo TCM 199 suplementado
con 10% FCS (suero fetal bovino), FSH y estrégeno e incubados
a 38.5°C y 5% CO2. Luego de la maduracién los COC fueron
denudados mecdnicamente recolectdndose las células de la
granulosa para ser usadas en la transferencia nuclear.

b) Cultivo celular (Tratamiento 2): Inmediatamente después de
la aspiracién folicular los COC de las vacas 7441 y 6561
fueron sometidos a denudacién mecdnica obteniéndose las
células de granulosa las cuales fueron sembradas en platos de
cultivo y cultivadas por tres dias para establecer una linea
primaria de células; la aspiracién de los ovocitos y el filtrado
se hizo en medio TCM 199 HEPES (H-199) conteniendo 50
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ug/ml de heparina y 0.4% v/v de BSA. Luego los ovocitos
fueron enjuagados en medio H-199 + 10% FCS y sometidos a
denudacién, las células de granulosa obtenidas de la
denudacién se enjuagaron en H-199 + 10% FCS vy luego
fueron sembradas en un plato de cuatro hoyos (NUCLON,
Roskilde, Holanda) conteniendo medio DMEM/F12 (SIGMA
D6421) suplementado con 10% (v/v) de FCS y piruvato de

sodio a una concentracién de 1mM vy antibidticos a las
siguientes concentraciones : 10 ul/ml de anfotericina B ,
ppenicilina 1,000 Ul/ ml y estreptomicina 1,000 micro

gramos/ ml. Los platos fueron incubados en incubador de
mezcla de gases a 38.5°C y 5% CO2. A los tres dias de cultivo
y habiéndose obtenido confluencia parcial se hizo la obtencién
de las células de granulosa cultivadas utilizédndose una solucién
enzimdtica TEG conteniendo 025% v/v de TRIPSINA y 0.04%
de EGTA (SIGMA enzymatic solution TEG) exponiendo las
células de la mono capa confluente por 7 minutos a 39°C,
luego se enjuagaron en H-199 quedando listas para su
conservacion. La conservacién de las células de granulosa
luego del cultivo se hizo transfiriéndolas a medio de
congelamiento constituido por DMSO (Di metil sulféxido)
10%, FCS 50% y medio SOFaa de cultivo de embriones
40%. Una vez re- suspendido en el medio de congelamiento
se cargaron las células en frascos de congelamiento
(“cryovials”) y se colocaron dentro de una caja de polietileno
en el congelador a -80° C. Para usarlas en la transferencia
nuclear se descongelaron las células el mismo dia de uso.

¢) Cosechadas directamente de los filtros de lavaje de COC luego
de la aspiracién folicular (Tratamiento 3): la aspiracién de los
ovocitos y el filtrado de la vaca 6561 se hizo en medio TCM
199 HEPES (H-199) conteniendo 50 ug/ml de heparina y 0.4%
v/v de BSA. Luego los ovocitos fueron enjuagados en medio H-
199 + 10% FCS y sometidos a denudacién, las células de
granulosa obtenidas de la denudacién se enjuagaron en H-199
+ 10% FCS y fueron usadas para el proceso de transferencia
nuclear sin ser sometidas a cultivo previo o maduracién in vitro.

Maduracién in vitro y denudacién de los ovocitos:

Los COC para obtencién de los ovocitos fueron colectados por
aspiracién folicular de vacas vivas sometidas a coleccidn
rutinaria en el establo de LACTEA SA. La aspiracién de los COC
y el filtrado se hizo en medio TCM 199 HEPES (H-199)
conteniendo 50 ug/ml de heparina y 0.4% v/v de BSA. Luego
los COC fueron enjuagados dos veces en medio H-199 + 10%
FCS para luego ser sembrados en las placas de maduracién
conteniendo las gotas de medio de maduracién (medio B-199+
10% FCS + FSH+LH+Estradiol+ factores de crecimiento)
previamente equilibradas. Las placas conteniendo los COC en
medio de maduracién fueron incubadas a 38.5°C y 5% CO2
por 20 horas al cabo de las cuales se sacaron las placas del
incubador y los COC se denudaron completamente de las
células de granulosa utilizando un sacudidor VORTEX , para lo
cual se transfieren los COC a un micro vial conteniendo HSOF
con 0.1% v/v de hialuronidasa y se sacudieron por 3 minutos,
luego se transfirieron sélo los ovocitos denudados a placas con
HSOF + 10% FCS lavdndose en este medio por 3 veces
quedando asi listos para ser enucleados.

Enucleacién de los ovocitos:

Los ovocitos maduros fueron enucleados 20 a 22 horas post
inicio de la maduracién, se efectué por aspiraciéon del primer
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cuerpo polar y el plato de la Metafase Il (MIl) con una pequeiia
cantidad de citoplasma circundante usando una pipeta de
aspiracién de 30 um de didmetro externo. Para hacer la
enucleacién los ovocitos fueron previamente sometidos a
digestion de la zona pelicida. Para remover la zona pelicida
los ovocitos en estadio de Metafase Il se pusieron en una gota
de 0.5% de Pronasa hasta que se observe la digestién visible
de la zona pelicida y luego se lavaron los ovocitos en H-SOF
+ 5% FCS, esperando hasta que los ovocitos recuperen su
forma circular para luego pipetearlos suavemente para
remover el cuerpo polar y los remanentes de material de
la zona pelicida, luego fueron tefiidos en un medio compuesto
de HSOF + 10% FCS , 5 ug/ml de tinta HOECHST 33342 y
7.5 ug/ml de Citocalasina B por 20 minutos. La enucleacién se
confirmé por la visualizacién bajo luz ultravioleta de cada
carioplasto cuando estaban todavia dentro de la pipeta
(fotografia 1). Luego de la enucleacién, los citoplastos

resultantes fueron lavados extensivamente en HSOF + 10%
FCS y mantenidos en ese medio hasta la inyeccidn de la célula
donante.

Figura 1. Pipeta de aspiracién succionando el carioplasto de
un ovocito sin zona pelicida y mostrando dentro de la pipeta
5 previos carioplastos ya succionados de otros ovocitos.

La transferencia nuclear con células de la granulosa mural
ovdrica:

Se usaron tres tipos de células de la granulosa (cultivadas por
3 dias, maduradas como parte de los COC y obtenidas
directamente de los filtros de coleccién), en ninguno de los
casos se indujo quiescencia, simplemente se obtuvieron las
células de sus respectivos medios de cultivo o de conservacién.
Inmediatamente antes de ser usadas para la transferencia
nuclear la respectiva suspensién de células de granulosa fue
preparada por tripsinizacién estdndar, centrifugada y
resuspendida en HSOF + 0.5% FCS permaneciendo en este
medio hasta su uso en la fusién.

En los comparativos realizados para clonar la vaca LADY en
Nueva Zelanda (Wells et al. 1998) se encontré que hacer la
fusidon antes que la activaciéon (“Fusion Before Activation”,
“FBA”) daba mejores resultados confiriendo totipotencia a
células no quiescentes y siendo que en este estudio no se indujo
la quiescencia en ninguno de los grupos, se decidié por lo tanto
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hacer la fusién antes que la activacién. Para hacer la fusién
antes de la activacién los ovocitos maduros, los citoplastos y los
embriones reconstruidos son mantenidos o manipulados en
medios HSOF y SOF segun corresponda, pero sin calcio desde
después de la maduracién y hasta 30 minutos antes de la
activacién (Wells et al.,1998).

Creacion de los complejos citoplasto-célula donante:

Se aplicé el método libre de zona pelicida (Lagutina et al.,,
2007), utilizando los citoplastos generados en el proceso de
enucleaciéon de ovocitos con zona pelicida digerida y las
células de granulosa de los tres tratamientos.

Para formar los complejos citoplasto-célula donante se
utilizaron placas Petri de 4 hoyos, poniendo en el primer hoyo
el medio de fusién, en el hoyo 2 el medio H-SOF y en el hoyo
3 el medio H-SOF + 10% FCS. En una placa Petri de 35 mm
se colocd una gota de solucidn de lecitina. Todas las placas se
cubrieron con aceite mineral. Las células de granulosa de
donantes se colocaron en el hoyo 2 y los citoplastos en el hoyo
3. Los citoplastos en parejas fueron luego transferidos a la
gota de lecitina lavdndolos suavemente por 3 a 5 segundos
luego de los cuales los citoplastos se transfieren al hoyo 2
soltdndolos sobre la célula de granulosa selecta roddndolo
sobre la misma para que se peguen y que formen el complejo
, luego el complejo se transfirié al hoyo nimero 1 conteniendo
el medio tampén de fusién (solucién conteniendo 0.3 M manitol,
0.5 mM HEPES y 0.05% FAF “fatty acid free” BSA “Bovine
Serum Albumin”) 0.05 mM Ca y 0.1 mM Mg.

Fusién citoplasto con célula donante

Se hizo fusién eléctrica utilizando una cdmara de fusién y un
generador de pulso eléctrico (ZOT2007, LPS Electronics, Italia).
La fusién se hizo a temperatura ambiente en una cdmara con
2 electrodos de aceros inoxidables separados a 500 um y
cubiertos por el medio tampén de fusién.

Los embriones reconstruidos fueron alineados manualmente con
una “mouth pipette” de tal manera que la superficie de
contacto entre el citoplasto y la célula donante sea paralela a
los electrodos.

La fusién celular fue inducida con 2 pulsos DC de 2.25 KV /cm
por 15 Us cada uno. Luego del estimulo eléctrico los embriones
reconstruidos fueron lavados en HSOF + 10% FCS,
inspeccionados para determinar si la fusién habia ocurrido y
mantenidos en HSOF + 10% FCS hasta su activacion.

Activacion

La activacién se hizo después de la fusidn.

Los platos para la activacién fueron preparados 60 minutos
antes de la activacién y fueron equilibrados en un incubador a
38.5°Cy 5% CO2.

La solucién de activacién usada tuvo la siguiente composicion:

® |onomicina (sigma 1-0634) 1 mg en 1330 Ml de etanol
absoluto.

e Medio de cultivo SOF para cultivo in vitro + 1 ul/ml of
cicloheximida 10 pg/Ml en etanol + 1ul/ml de citocalasina
B + 10% FCS
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e O 6DMAP 2 mM en SOF y/o
e O 6 DMAP 1 mM en SOF + 0.5 plI de cicloheximida 10

Mg/Ml etanol
cicloheximida identificdndose como una variacién en la

en (en algunas corridas no se usé

activacion).

Se prepararon platos de activacién con placas de 30 mm no
tratadas para prevenir que se peguen los embriones sin zona
al fondo de la placa haciendo gotas de 2-3 ul de solucién de
activacién cubiertas con aceite (1-2 reconstructos por gota).
Una hora luego de la dltima fusién se prepararon los platos de
30 mm con 2 ml de H-SOF + 10% FCS y placas no tratadas
para cultivo celular para evitar que los reconstructos se peguen
en el fondo).

Se tomé una alicuota de ionomicina del congelador de -80°C
y se centrifugé a 3000 rpm y se preparé un plato no tratado
de 30 mm con 1 ml de H-SOF y se le afadié 5 ul de ionomicina.
Inmediatamente se transfirieron los embriones clonados dentro
del plato con ionomicina por 5-7 minutos, luego se lavaron en
H-SOF + 10% FCS y se incubaron de 3 a 4 horas en un
incubador a 38.5°C, 5% CO2 y 5% de O2; luego se lavaron
los embriones con 2 ml de H-SOF + 10% FCS vy se transfirieron
al medio de cultivo (IVC).

Cultivo de los embriones reconstruidos

Los embriones reconstruidos se cultivaron en medio SOFaa
desde la complecién de la activacién hasta el estadio de
bléstula. Se hizo cambio de medio SOF aa con medio fresco el
dia 4 de cultivo y el dia 6 usdndose las mismas condiciones de
cultivo que para embriones resultantes de IVF.

Transferencia de los embriones generados por clonacién.

Los embriones se cultivaron hasta el estadio de bldastula (dia 7)
y fueron transferidos a vacas receptoras que presentaron celo
el dia en que se efectud la fusién y que mostraron uno o mds
cuerpos luteos funcionales.

Los embriones fueron seleccionados de las placas de cultivo, se
lavaron 5 veces en medio de mantenimiento (Fosfato buffer
salino modificado de Dulbecco con suplementacién de glucosa
y dcido pruvico y antibidticos + 10% FCS) y se cargaron en el
mismo medio de mantenimiento en pajuelas de 0.25¢cc para ser
conducidas al establo y efectuar la transferencia por el método
no quirdrgico intrauterino transcervical.

Prefiez y paricién

Las receptoras fueron supervisadas permanentemente durante
toda la gestacién hasta el nacimineto de las crias, efectuando
observaciones por ultrasonografia para determinar la
normalidad del proceso de gestacién. Se indujo el aborto de
las gestaciones anormales, presentdndose fetos con mayor
desarrollo que lo normal. Los nacimientos fueron programados
mediante induccidén por inyeccién de dexametasona (20 mg)
17 horas antes del parto programado.

Los partos supervisados fueron por via cesdrea, los terneros
nacidos fueron atendidos post parto de acuerdo a la rutina de
atencién de terneros del establo.
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Analisis de los datos
Se registré la informacién de las siguientes variables:

e Numero de embriones reconstruidos (reconstructos)
resultado de enucleacién de ovocito y fusién de célula de
granulosa

e NUmero y porcentaje de reconstructos que degeneraron
después de la fusién (antes de la activacién)

e Numero y porcentaje de reconstructos sometidos a
activacién
e Numero y porcentaje de reconstructos que clivaron

(mostraron divisiones celulares de desarrollo embrionario)
e Numero y porcentaje de embriones logrados en el cultivo
in vitro en los diversos estadios (2 células, 4 células,
mérulas, bléastulas al dia 7, 8 y 9 de cultivo)
e Numero y porcentaje de gestaciones, abortos y nacimientos

Los datos fueron tabulados de acuerdo a:

Vaca donante:
. vaca N° 7441;
e vacaN° 6561y
e  vaca N° 2043)
Tratamiento al que se sometié a las células de la granulosa de
las vacas donantes:
e  maduracién como parte del COC por 24 horas;
(nominadas como “maduradas”)
e  cultivadas como celulas somdticas
(nominadas como “cultivadas”)

por 3 dias;
e  obtenidas directamente de los filtros de coleccién, sin
maduracién ni cultivo (nominadas como “colectadas”)
Presencia o ausencia de cicloheximida en la activacién del
reconstructo:
e Activadas con ionomicina y enjuague en 6 DMAP 2
mM en SOF
e  Activadas con ionomicina y enjuagadas en 6 DMAP
1 mM en SOF + 0.5 I de cicloheximida 10 pg/pl

en etanol

La comparacién de los datos se hizo por Chi Cuadrado prueba
de homogeneidad (Dowdy y Wearden, 1983).

RESULTADOS

Se obtuvieron 324 reconstructos utilizando ovocitos enucleados
que habian sido previamente madurados por 20 horas post
coleccion por OPU y fusidn para transferencia nuclear de
células de la granulosa mural ovdrica de tres vacas donantes;
158 reconstructos se obtuvieron con células de la granulosa
maduradas, 45 con células cultivadas y 121 con células
colectadas.

Los reconstructos mostraron una alta respuesta a la activacién
(91.35%) sin que hubiera diferencias significativas (P>0.05)
entre los diferentes tratamientos a los que se sometieron a las
células de la ganulosa ovdrica (tabla 1).
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Tabla 1: Nomero de reconstructos formados por transferencia
nuclear utilizando ovocitos enucleados y células de la
granulosa mural ovdrica sometidas a diferentes tratamientos y
su porcentaje de activacion.

Activados
(porcentaje sobre
reconstruidos o
fusionados)

Reconstructos

obtenidos por
transferencia
nuclear y fusién

Tratamiento a la
célula de la
granulosa

Maduradas (T1) 158 141 (89.24%) (a)
Cultivadas (T2) 45 40 (88.89%) (a)
Colectadas (T3) 121 115 (95.04%) (a)

(a) no hay diferencias entre tratamientos en a la prueba
de homogeneidad Chi cuadrado en el porcentaje de
reconstructos activados; P>0.05.

Los resultados de la activacién indicarian que siendo que los
reconstructos fueron activados después de la fusién no se
necesitaria que las células de la granulosa estuvieran en
quiescencia (no necesitarian haber sido cultivadas e inducidas
a quiescencia por restricciéon de suero) para obtenerse una
activacién satisfactoria lo que coincidiria con la observacién
de Wells et al.,, 1998; sin embargo, al compararse el clivaje
(tabla 2) entre los tipos de tratamiento a la célula de la
granulosa mural ovdrica se encontraron diferencias altamente
significativas (p<0.01) entre tratamientos, siendo el porcentaje
de clivaje en relacién al nimero de reconstructos activados
mas alto ( 70.0% de clivaje) para los reconstructos hechos con
células de la granulosa ovdrica cultivadas por 3 dias antes de
ser usadas en la transferencia nuclear, seguido por las células
maduradas antes de ser usadas en la transferencia nuclear
(61.7% de clivaje) ; el més bajo clivaje (41.7%) fue
expresado por los reconstructos que se hicieron usando
células de la granulosa ovdrica simplemente colectadas (sin
maduracién ni cultivo) lo que influyé en el porcentaje total de
clivaje que fue de 55.0%.

En la tabla 2 también se aprecia el nimero y porcentaje de
reconstructos  activados que resultaron en embriones
transferibles (blastulas) de acuerdo a los tratamientos a los que
se sometieron a las células de la granulosa utilizadas para la
transferencia nuclear.

Tabla 2: Nomero y porcentaje de reconstructos que clivaron y
que desarrollaron como embriones transferibles

Tratamiento a Reconstructos Reconstructos activados
la célula de la activados que que resultaron en
granulosa clivaron blastocistos
Maduradas 87 (61.7%) (b) 19 (13.5%) (b)
Cultivadas 28 (70.0%) (a) 12 (30.0%) (a)
Colectadas 48 (41.7%) (c) 1 (0.86%) (c)

Valores dentro de cada columna con diferente letra en
paréntesis son diferentes (P<0.01) a la prueba de

homogeneidad Chi cuadrado.
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El mayor porcentaje de produccién embrionaria en relacién a
los reconstructos activados fue mostrado por los reconstructos
que utilizaron células de la granulosa cultivadas (30.0%),
seguido por los que utilizaron células de la granulosa
maduradas (13.5%) siendo el mds bajo porcentaje (0.86%) el
obtenido con reconstructos que usaron células de la granulosa
simplemente colectadas  (sin maduracién o cultivo), las
diferencias entre tratamientos fueron altamente
significativas(P<0.01) a la prueba de homogeneidad de Chi
cuadrado.

Los porcentajes de prefiez, abortos y nacimientos de los 32
embriones transferidos a recipientes se muestran en la tabla 3,
donde se puede apreciar que la sobrevivencia hasta el
nacimiento de los embriones producidos fue de 100% del Unico
embrién producido con células de la granulosa simplemente
colectadas (sin maduracién o cultivo), siendo 8.33% para los
embriones producidos con células de la granulosa maduradas
, sin haberse logrado cria nacida alguna para los embriones
producidos usando células de la granulosa maduradas.

Tabla 3: Evolucién de gestaciones de clones bovinos obtenidos mediante transferencia nuclear de células de la granulosa mural

ovdrica.
Tratamiento a la célula Blé&stocistos Gestaciones a 60 Gestaciones perdidas Terneras
de la granulosa transferidas (n) dias a 100 dias nacidas vivas
Maduradas 19 3 (15.79%) 3(100.00%) 0(0.0%)
Cultivadas 12 4 (33.33%) 2(50.00%) 1(8.33%)
Colectadas 1 1 (100.00%) 0 (0.00%) 1(100.00%)

Tabla 4: Eficiencia comparativa a lo largo de todo el proceso de clonacién por transferencia nuclear de acuerdo al tipo de

tratamiento efectuado a las células de la granulosa ovdrica.

Tipo de Células de la Maduradas Colectadas
granulosa Cultivadas
Fusiones N° 158 45 121
Activados N° (%) 141 (89.24) 40 (88.89) 115(95.04)
Clivados dia 2 de cultivo N° (%) 87 (55.06) 28 (62.22) 48 (39.67)
2 células 27 3 10
Desarrollo al dia 4 de cultivo 4 células 13 12 18
Mds de 4 células 23 10 18
Mérulas N° (% sobre activados) 24 (17.02) 6 (15.00) 2(1.73)
Dia 7 12 8
Dia 8 6 4
Blastocistos Dia 9 1 0 1
Total 19 12 1
% sobre activados 13.47 30.00 0.86
Gestaciones N 3 4 !
% sobre transferidos 15.79 33.33 100
Muertes antes de 100 dias 3 2 0
Abortos provocados 0 1 0
Nacimientos 0 1 1

Las tendencias de sobrevivencia embrionaria se mostraron en
el mismo orden desde los 60 dias de gestacion; no se
registraron pérdidas a lo largo de toda la gestacién en el
grupo de embriones generados con células de granulosa
colectadas (sin cultivo o maduracién) , en cambio el 100% de
las gestaciones generadas con embriones construidos con
células de la granulosa maduradas y el 50% de las
gestaciones generadas con embriones construidos con células
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de la granulosa cultivadas se perdieron para el dia 100 de
gestacion. En total el 25% de los embriones obtenidos por
transferencia nuclear estaba vivo y gestdndose a los 60 dias
de gestacion, a los 100 dias se habian perdido el 62.5 de las
gestaciones llegando a nacer sélo el 6.25% de los embriones
reconstruidos transferidos (perdiéndose el 93.75% de las
gestaciones). De las pérdidas de gestacién todas excepto una
fueron abortos naturalmente ocurridos y una fue un aborto
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inducido a los 180 dias de gestacién en el grupo de
gestaciones de embriones generados con células de la
granulosa cultivadas, debido a que el feto presentaba hidro
alantoides. El nacimiento de las terneras fue por ceséreq, la
ternera L12888 clon de la vaca 7441 nacié sin ninguna
anormalidad, tuvo un periodo perinatal absolutamente normal
asi como hubiese expresando un crecimiento normal de
acuerdo a los promedios del establo y gozando de buena
salud; la ternera L12890 clon de la vaca 6561 presenté una
teratologia cardiaca consistente en una apertura de la auricula
derecha y la arteria aorta produciéndose su muerte a tres dias
de nacida.

La tabla 4, muestra el cuadro resumen de eficiencia del
proceso de acuerdo al tipo de tratamiento a que se sometié a
las células de la granulosa ovdrica antes de ser usadas como
fuente de célula somdtica para la transferencia nuclear.

Las tablas 5, 6 y 7 muestran las eficiencias en la clonacién de
acuerdo a la vaca donante de las células de la granulosa
ovdrica, los tratamientos efectuados a las células de la
granulosa y la sustancia empleada para la activacién quimica
de los reconstructos.

Tabla 5: Eficiencia de clonacién de la vaca 7441.

Tratamiento a la célula

de la granulosa Maduradas Cultivadas
(1) (T2)
Numero de 106 23
reconstructos generados
Sustancia usada para 6 DMAP 1 6 DMAP 2
enjuague en la mMenSOF+ mM enSOF
activacion 0.5 Ul de
cicloheximida
10 pPg/Mlen
etanol
Reconstructos activados 89 (80.77%) 20
(% sobre fusionados) (87.00%)
Clivados (% sobre 45 (50.56%) 13
activados) (65.50%)
Blastulas logradas 'y 14 (15.70%) 8
transferidas (% sobre (40.00%)
activados)
Gestaciones (% sobre 3 (21.42%) 4
bléstulas transferidas) (50.00%)
Abortos (%  sobre 3 (100.00%) 3
gestaciones) (75.00%)
Nacimientos (% sobre 0 (0.00%) 1(12.5%)
bléstulas transferidas) Arete N°
12888

Se logré un clon de la vaca 7441 , la ternera N° 12888; la
prueba de ADN se efectud en base a muestra de foliculo piloso
y a suero sanguineo tanto de la vaca como de la ternera; las
muestras fueron colectadas oficialmente por personal de
Laboratorio de Biologia Molecular y Gendémica del INIA
(Instituto  Nacional de Innovacién Agraria) del Perg; los
resultados del andlisis muestran que el ejemplar 7441 presenta
compatibilidad con el perfil genético del ejemplar 12888 en
18 marcadores genéticos analizados (SSR: BM 1824, BM
2113, ETH10, ETH 225, ETH3, INRAO23, SPS115, TGLA122,
TGLA 126, TGLA 227, TGLA 53, BM1258, BM1314, BM1818,
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CSSM66, HAUT27, ILSTS006 Y MM1 2), confirmdndose por lo
tanto que la ternera N° 12888 es clon de la vaca 7441. La
fotografia 2, muestra la vaca 7441 y su clon la ternera 12888
al mes de nacida.

S ;

Figura 2: La vaca 7441 y su clon la ternera 12888 al mes de
nacida, en el establo de LACTEA SA, Virg, Trujillo, Perd.

La ternera 12888 clon de la vaca 7441 fue resultado del
embrién reconstructo generado con células de la granulosa
ovdrica de la vaca 7441 que fueron sometidas a cultivo por
tres dias antes de su uso en la transferencia nuclear y que
fueron activados con ionomicina y enjuague con sélo 6 DMAP
2 mM en SOF sin cicloheximida. Las tasas de fusién, activacién,
produccién embrionaria y gestacién fueron altas y muy
satisfactorias pero el 75% de las gestaciones fueron perdidas
lo que determiné al final una eficiencia de sélo 12.5% de crias
nacidas de embriones transferidos (5% de crias nacidas en
relacién a los reconstructos activados de células de granulosa
cultivadas). Los reconstructos de células de granulosa
maduradas de la vaca 7441 tuvieron baja eficiencia a lo largo
del proceso y no produjeron cria.

La eficiencia de la clonacién de la vaca 6561 se muestra en la
tabla 6, las células de granulosa ovérica de la vaca 6561
fueron sometidas ya sea a cultivo por tres dias o fueron
colectadas del COC (sin maduracién , sin cultivo) y todos los
reconstructos fueron activados con ionomicina y enjuague sélo
con 6 DMAP 2 mM en SOF. El porcentaje de activacién de los
reconstructos originados con células de la granulosa colectadas
fue alto no asi el clivaje ni la tasa de generacién de embriones
(0.9% de bldstulas) pero la sobrevivencia hasta el nacimiento
de la bldstula transferida fue 100% obteniéndose la ternera
12890 clon de la vaca 6561. Esta ternera 12890 mostré un
defecto congénito (teratologia cardiaca) y murié a los 3 dias
de nacida. También se tomaron muestras de la vaca 6561 y su
clon 12890 y se analizaron en el laboratorio del INIA; los
andlisis mostraron que el ejemplar 6561 presenta
compatibilidad con el perfil genético del ejemplar 12890 en
18 marcadores genéticos analizados que fueron los mismos
marcadores ya mencionados en el caso de la vaca 7441. Las
célulos de la granulosa cultivadas de la vaca 6561 no
produjeron gestacién ni cria nacida.
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Tabla 6: Eficiencia de clonacién de la vaca 6561.

Tratamiento a la

célula de la Colectadas Cultivadas
granulosa (T3) (T2)

Numero de 121 22
reconstructos
generados
Sustancia usada para 6 DMAP 2 6 DMAP 2
enjuague en la mM en SOF mM en SOF
activacion
Reconstructos 109 18 (90.00%)
activados (% sobre (95.00%)

fusionados)
Clivados (%
activados)
Bléstulas logradas y
transferidas (% sobre

sobre 48 (41.74%) 15 (75.00%)

1 (0.9%) 4 (20.00%)

activados)

Gestaciones (% sobre 1 (100.00%) 0 (0.00%)
bléstulas

transferidas)

Abortos (% sobre 0 (0.00%) -
gestaciones)

Nacimientos (% sobre 1 (100.00%) 0 (0.00%)
blastulas Arete N°

transferidas) 12890

La eficiencia de clonacién de la vaca 2043 se muestra en la
tabla 7. Las células de granulosa ovdrica de la vaca 2043
usadas para la reconstruccién embrionaria fueron todas células
maduradas por 20 horas como parte del COC. La activacién
se hizo con ionomicina seguida de enjuague con 6 DMAP 1
mM en SOF + 0.5 [l de cicloheximida 10 pg/ul en etanol. El
porcentaje de activacién y de clivaje fue alto no asi la
generacién de bldstulas y éstas no sobrevivieron después de su
transferencia a receptoras.

Tabla 7: Eficiencia de clonacién de la vaca 2043.

Tratamiento a la célula de la

granulosa Maduradas (T1)

Nomero de reconstructos 52

generados

Sustancia  usada en la 6 DMAP 1 mMen

activacion SOF + 0.5 pl de
cicloheximida 10
Hg/ul en etanol

Reconstructos  activados (% 52 (100.00%)

sobre fusionados)
Clivados (% sobre activados)

42 (80.70%)

Blastulas logradas y 5 (9.60%)
transferidas (% sobre

activados)

Gestaciones (% sobre 0 (0.00%)
bldstulas transferidas)

Abortos (% sobre gestaciones) -
Nacimientos (% sobre blastulas 0 (0.00%)

transferidas)
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DISCUSIONES

Los resultados de nuestro trabajo confirman trabajos anteriores
(Wells et al., 1998, 1998a, 1999) que demuestran que las
células de la granulosa mural ovdrica obtenidas de vacas
adultas vivas pueden ser reprogramadas exitosamente luego
de ser transferidas por el proceso de trasferencia nuclear a
ovocitos maduros enucleados y producir terneras vivas y
normales. El estudio también demuestra que no es necesario
que las células de la granulosa tengan que estar en quiescencia
para poder ser usadas como nucleo en el proceso de clonacién
por transferencia nuclear ya que hemos obtenido una cria
usando células de la granulosa que simplemente fueron
cosechadas de los COC inmediatamente después de la
coleccién asi como de células cultivadas pero que no fueron
deprivadas de suero para inducir quiescencia; Wakayama et
al., 1998 y Schuetz et al.,, 1996 mencionan que hay células
cosechadas del animal que pueden estar naturalmente
arrestadas en quiescencia sin que se les tenga que inducir, lo
que parece explicar las respuestas que hemos tenido en la
generaciéon de embriones y crias con células de granulosa sin
induccidén  artificial de quiescencia. Nuestros resultados
muestran también una falta de diferencia en la eficiencia de
activacién entre los diferentes tipos de células de la granulosa
mural ovdrica usadas en la transferencia nuclear (maduradas,
cultivadas o colectadas) y podria deberse a que se realizé la
fusién antes de la activacién y por lo tanto la célula somatica
tuvo un tiempo relativamente prolongado en contacto con el
citoplasto lo cual tiene un efecto positivo en la reprogramacién
tal como lo demostraron Wells et al. (1998).

En todos los grupos la activacién fue relativamente alta ya sea
que el proceso de activacién se haya inducido seguido de
lavaje sélo con DMAP o con DMAP + cicloheximida lo que
indicaria que se podria prescindir de la cicloheximida.

El clivaje y la produccién de embriones transferibles fue baja
en el grupo de reconstructos generados con células de la
granulosa colectadas (sin maduracién o cultivo), no asi en los
reconstructos generados con células de la granulosa
maduradas o cultivadas que mostraron  porcentajes
relativamente adecuados de clivaje y produccién embrionaria,
en cambio el porcentaje de prefiez y de sobrevivencia hasta
el nacimiento fue alto en el grupo de reconstructos generados
con células de granulosa colectadas (sin maduracién o cultivo)
que en los generados con células de granulosa maduradas o
cultivadas. Hasta ahora, en los trabajos de clonacién se sigue
teniendo porcentajes relativamente elevados de muerte
embrionaria y de pérdida fetal y podrian estar relacionados
con los efectos combinados de deficiencias en la manipulacién
durante la transferencia nuclear o fallas en el proceso de
reprogramacién o del sistema in vitro usado para el cultivo o
las mismas receptoras que gestan los embriones reconstruidos,
es necesaria mds investigacién para identificar las causas y
optimizar los resultados, Miyoshi et al., 2003, indican que
incrementando la uniformidad de los ovocitos receptores y de
las células somdticas en la reconstruccidon de embriones por
transferencia nuclear debe resultar en incrementos de
eficiencia en la clonacién de individuos.
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CONCLUSION

El hecho de que se pueda clonar mediante transferencia
nuclear un embrién o un individuo adulto adn a las eficiencias
actuales es un gran avance en la mejora genética animal con
una aplicabilidad muy extensa.
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