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RESUMEN.

El uso de células sométicas (fibroblastos) provenientes de piel, constituye un
precedente sumamente importante para la obtencién de cultivos celulares con fines
reproductivos, de conservacion y preservacion de material genético proveniente de
especies amenazadas, extintas o en peligro de extincion, especimenes cuyo
potencial genético es superior al resto de la poblacién promedio a la que pertenecen,
apoyados de tecnologias de reproduccién animal asistida como el la transferencia
nuclear de células somaticas (TNCS). En el presente trabajo se utilizaron tres
métodos de deriva celular (enzimético (E), mecénico (M) y mecanico-enziméatico o
mixto (M-E) para obtener fibroblastos de piel de bovinos adultos post mortem (tipo
criollo) y vivos para produccién de carne hembras y machos (razas Angus, Simbrah,
Simmental y Tuli), y de bovino joven para produccion de leche (Holstein). Como
variables medibles se consider6 el crecimiento y numero de células obtenidas en
cada uno de los pasajes celulares, siendo el método E superior (p=0.05) para los
cultivos primarios de deriva celular. Este método mostré un nimero de células en
crecimiento (+ 50%) para el primer pasaje, reduciéndose hacia el segundo pasaje
(x 15%) y siendo aun menor en el Ultimo pasaje celular. El tiempo estimado de
crecimiento en dias de las colonias celulares fue en promedio de 10+3.1 (M-E),
11+3.5 (E), 124£3.7 (M). Se demostré la eficiencia de los métodos empleados para
obtener células de piel de oreja de bovinos productivos y llevarlas a los pasajes
celulares necesarios para su uso como carioplastos en la transferencia nuclear de
células somaticas interespecie (TNCSI). También se demostr6 la capacidad de
crecimiento postcongelaciéon de estas células, lo cual garantiza su almacenamiento
en bancos de germoplasma. Respecto a la TNCSI, se utilizaron ovocitos de ovino
doméstico como citoplastos receptores de los carioplastos de bovino hembra adulta
raza Simbrah de la UANL. El maximo desarrollo alcanzado por los embriones clones
de bovino Simbrah asi reconstruidos, fue la etapa de mérula (16 células) con una
tasa de eficiencia del 46%. Se seleccion6 la hembra raza Simbrah porque fue el
ejemplar de la que se obtuvieron las cuentas celulares mas altas (x10%), en
comparaciéon con las razas Tuli, Simmental, Angus y Holstein, respectivamente, y
porque fue campeona mundial en el 2020. Con lo cual se demostré la utilidad de
esas células para la TNCSI. Estos resultados dan un importante precedente para
llevar a cabo la TNCS utilizando el método manual (Handmade cloning o HMC),
resta continuar evaluando otras fuentes de ovocitos como receptores de nucleo.



SUMMARY.

The use of somatic cells (fibroblasts) from the skin constitutes an extremely
important precedent for obtaining cell cultures for the purposes of reproduction,
conservation and demonstrated genetic material of threatened, extinct or
endangered species, specimens whose genetic potential is superior. To the rest of
the average population. To which they belong, supported by assisted animal
reproduction technologies such as somatic cell nuclear transfer (SCNT). In the
present work, three methods of cell drift (enzymatic (E), mechanical (M) and
mechanical-enzymatic or mixed (ME)) were used to obtain live postmortem adult
bovine skin fibroblasts (Creole type) for production. Of meat Females and males
(Angus, Simbrah, Simmental and Tuli breeds), and young cattle for milk production
(Holstein). As measurable variables, the growth and number of cells obtained in each
of the cell passages were observed, the E method being higher (p=0.05) for the
primary cultures of cell drift. This method shows a growing number of cells (£50%)
for the first passage, decreasing towards the second passage (x15%) and being
even lower in the last passage. cell passage. The estimated growth time in days of
the cell colonies was on average 10+3.1 (ME), 11£3.5 (E), 12+£3.7 (M). The efficiency
of the methods used to obtain cells was demonstrated, of ear skin from productive
bovines and extract the p-cell handles required for use as caryoplasts in interspecies
somatic cell nuclear transfer (ISCNT). The post-freezing growth capacity of these
cells was also increased, which guarantees their storage in germplasm banks.
Regarding the ISCNT, oocytes from domestic sheep were used as receptor
cytoplasts for the caryoplasts of adult female Simbrah bovines from the UANL. The
maximum development reached by the cloned Simbrah bovine embryos thus
reconstructed was the morula stage (16 cells) with an efficiency of 46%. The female
Simbrah breed was selected for being the specimen from which the highest cell
counts (x10%) will be acquired, compared to the Tuli, Simmental, Angus and
Holstein breeds, respectively, and for being world champion in 2020. With which the
utility of these cells will be exploited for ISCNT. These results set an important
precedent for performing the SCNT by the manual method (Handmade cloning or
HMC), it remains to continue evaluating other sources of oocytes such as nucleus
recipients.
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1. INTRODUCCION.

Ante la posibilidad de pérdidas de los recursos zoogenéticos (fauna utilizada para
obtener un beneficio alimentario, econémico o cultural) debido a epidemias,
conflictos bélicos, cambio climatico, resistencia a patdégenos, cruzamientos
indiscriminados, escaso control de la endogamia; por mencionar algunos de los
factores de erosion genética, surge la necesidad de disponer de material genético
“ex situ” e “in vitro”, conservado en bancos de germoplasma y cuya finalidad es la
coleccion de material genético (espermatozoides, ovocitos, embriones, células
somaticas), para evitar que se afecten los sistemas de produccién pecuaria y se
reduzcan las poblaciones silvestres (Castro, 2007; FAO, 2010; Sponenberg, 2012;
Zavala, 2021).

En el @mbito de la producciéon ganadera, la conservacion de material genético
perteneciente a razas puras y/o autdctonas, puede resultar en futuras soluciones de
investigacion biolégica siendo un ejemplo de esto la resistencia frente a parasitos
que presentan determinadas razas de bovinos, teniendo en cuenta que la pureza
racial sirve para asegurar un nivel de uniformidad genética de la poblacion. Ello
prevé un comportamiento productivo mas eficiente y homogéneo. A esto se le ha
denominado conservacion de los recursos zoogenéticos (considerando en ello a la
fauna utilizada para obtener un beneficio alimentario, economico y cultural),
priorizando el uso sustentable de los mismos (lllmensee, 2002; Lin et al., 2009;
Sponenberg, 2012; AMBI, 2017; Zavala, 2021).

Desde el punto de vista productivo, diversas naciones actualmente trabajan en la
conservacion de razas puras y/o autéctonas de animales productivos y domeésticos,
con la finalidad de conservar sus recursos zoogenéticos, priorizando el uso
sustentable. Tal es el caso de Espafa, que cuenta con bancos de germoplasma
promovidos por las asociaciones de criadores de razas puras autoctonas locales, al
igual que EE.UU y México por mencionar algunas naciones (FAO, 2010;
Sponenberg, 2012; AMBI, 2017; Zavala, 2021).



Con este concepto de utilizacion y maximo aprovechamiento de los recursos al
alcance de la investigacion y, con la finalidad de obtener resultados benéficos para
la conservacion y preservacion de las especies, se han desarrollado biotecnologias
de la reproduccion animal asistida, como la Transferencia Nuclear de Células
Somaticas (TNCS). En ella, una célula somatica es transferida en un ovocito
enucleado y fusionada con él mediante impulsos eléctricos, el embridn resultante
sera una réplica genética de la especie que se desea reproducir. Esto es hoy una
opcion real y con fines de conservacion aplicables (Jiang et al., 2011; Seaby et al.,
2013; Saini et al., 2018; Galli et al., 2021).

La TNCS engloba una serie de variantes cuyo propdésito es mejorar la eficiencia de
la técnica original. De ahi surge la clonacién manual (Handmade cloning o HMC, en
inglés), variante que, en términos de mejora, es mas simple al evitar el uso de
micromanipuladores, volviéndola mas redituable y eficiente (Vajta 2007; Verma et
al., 2015; Saini et al., 2018; Galli et al., 2021).

Ante la necesidad de rescatar genéticamente algunas poblaciones animales, en
1999 Dominko y col, realizaron un procedimiento de transferencia nuclear de células
somaticas interespecie (TNCSI), en el que tomaron células somaticas de mono,
borrego, cerdo, conejo y rata, para fusionarlas con ovocitos enucleados de vaca.
Esta es una potencial herramienta para el rescate de especies tanto domésticas
como silvestres en peligro de extincion. En esencia, consiste en tomar una célula
somatica de la especie que se desea clonar, introduciéndola en un ovocito
enucleado de una especie de diferente orden e, incluso, taxén (Loi et al., 2011,
Lagutina et al., 2013; Yelisetti et al., 2015; Mrowiec et al., 2021).

Sin embargo, se conoce que el desarrollo de los embriones clonados por TNCSI
MAas exitoso, sera aquel entre especies estrechamente relacionadas. Con este
proceso se busca que, una vez activados, los embriones reconstruidos puedan
desarrollarse in vitro hasta la etapa de blastocisto (etapa final del desarrollo previo
a la implantacion), demostrando asi la capacidad que tiene el ovocito enucleado de

reprogramar el nucleo de la célula somatica con el que es fusionado. Es decir que,
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el ovocito cuenta con la informacion que hace posible desdiferenciar a una célula
somatica y reprogramarla para producir un embrion (Jiang et al., 2011; Seaby et al.,
2013; Saini et al., 2018; Galli et al., 2021).

El utilizar las biotecnologias reproductivas como herramienta de expansion de
poblaciones animales pequefias, es de especial importancia cuando se tiene un
namero critico y reducido de individuos pertenecientes a estas poblaciones y/o para
conservar individuos cuyas caracteristicas rebasan la media de sus congéneres
(Lagutina et al., 2013; Galli et al., 2021; Mrowiec et al., 2021).

2. ANTECEDENTES.

La preservacion de ejemplares con genética superior, poblaciones en riesgo
reproductivo o pequefias poblaciones, mediante la aplicaciéon de la TNCS, ha
demostrado ser una técnica sobresaliente en la obtencion de copias genéticas, a
pesar de los bajos rendimientos que presenta en relacién con otras Técnicas de
Reproduccién Asistida (TRA) (Roa, 2006; Malpotra, et al., 2022; Malin et al., 2022).

En bovinos, la TNCS se reporté por primera vez por Wells et al. (1998), con la
finalidad de conservar al Unico ejemplar bovino, una hembra (cuya raza no es
mencionada) endémica de la Isla de Enderby en Ecuador, acostumbrada a
condiciones subantarticas. A partir de células de la granulosa se generaron cultivos
celulares y tras fusionarlas con ovocitos enucleados mediante impulsos eléctricos,
lograron obtener una primera generacion de blastocistos calidad embrionaria 1 a 3.
Resultado de la transferencia de 22 embriones clones, lograron el nacimiento de
dos terneras vivas, de las que sobrevivio solo una. La similitud genética entre las

terneras recién nacidas se confirmé mediante un analisis de ADN.

Meses mas tarde (1999), el mismo grupo de investigadores se propuso generar
nuevamente cultivos de células totipotenciales a partir de células de la granulosa,
pero ahora a partir de una hembra Holstein Friesian cuyas caracteristicas genéticas
eran elegibles para su preservacion. Lograron obtener una primera generacion de

morulas para posteriormente transferir los blastocistos, resultando el nacimiento y



sobrevivencia de 10 terneras. Estas nacieron bajo procedimiento quirdrgico debido

al elevado peso que registraron, llegando a ser superior a los 40 Kg en promedio.

Mediante un analisis de microsatélites de ADN realizado en 16 locus se confirmo la
similitud genética de la donadora de células de la granulosa, al tiempo que se
descart6 que existiera alguna relacion genética con la donadora de ovocitos.

Lanza et al. (2000), reportaron por primera vez la clonacion por transferencia nuclear
de células somaticas interespecie (TNCSI), de una especie en peligro de extincion,
el Gaur (Bos gaurus), el bisonte indio. Obtuvieron células somaticas post mortem a
partir de biopsias de piel de Gaur, las cuales fusionaron con ovocitos de vacas
domésticas obteniendo 18% de fetos. Luego de 202 dias de gestacion, se presento
un aborto tardio en el ultimo feto que no presentaba anomalias morfolégicas
externas y se comprobd su parentesco genético mediante un andlisis del cariotipo
de células de Gaur. Un par de aflos mas tarde, Srirattana et al. (2012) lograron el
nacimiento de una cria de esta especie, aunque desafortunadamente moriria dias

después.

El uso de fibroblastos para la TNCS se reporta por Cibelli et al. (1998). Obtuvieron
fibroblastos de un feto macho de bovino de 55 dias de edad, produciendo 276
embriones clones con 33 blastocistos (12%) después de 7 dias de cultivo. De éstos,
28 fueron transferidos, 6 de 11 hembras quedaron gestantes (55%), 4 parieron
terneros vivos y solo un abortado al dia 249 de gestacion, resultado de hipertension

pulmonar.

La generacion satisfactoria de embriones por TNCSI esta expuesta a factores
intrinsecos y extrinsecos, estos resultados son en su mayoria esfuerzos para la
recuperacion de la vida silvestre, dejando asi una posible solucién a la problemética
gue conlleva la obtencién de ovocitos especie-especificos, en especies cuyo
manejo reproductivo es dificil o las muestras puedan ser escasas. Es asi como

pueden obtenerse embriones viables y transferibles provenientes de células de



especies silvestres, con ovocitos obtenidos de especies domésticas (Stroud et al.,
2013; Gonzalez-Grajales et al., 2016; Yu et al., 2016; Saini et al., 2018; Aiman et
al., 2023). El antecedente de la generacion de embriones por TNCSI, en México se
reportd por Navarro-Maldonado, et al., 2016, al obtener y criopreservar embriones
clon de Borrego cimarrén (Ovis canadensis) — ovino domeéstico (Ovis aries), siendo
al momento el Unico trabajo reportado, sin embargo al momento no se han tenido

registros de crias vivas nacidas a partir de la TNCS.



3. MARCO TEORICO.

3. 1. BIOTECNOLOGIAS REPRODUCTIVAS.

Las Técnicas de Reproduccion asistida (TRA), incluyen un conjunto de herramientas
gue aumentan la eficiencia reproductiva en las especies animales, sobre todo en
especies domésticas. Ello permite el mejoramiento genético, la facil propagacion de
genes deseables, la conservacion, transporte y almacenamiento de los recursos
genéticos, dando una solucién inmediata y eficiente para la produccion animal. En
México, desde hace casi cinco décadas, las TRA que han tenido mayor impacto en
la productividad son: la inseminacion artificial (IA), la posterior mejora con el semen
sexado y el andlisis espermatico asistido por computadora, la superovulacion de
hembras, la obtencion de ovocitos por via transvaginal (OPU), la produccion de
embriones in vitro (PIV), y la transferencia de embriones (MOET, por sus siglas en
inglés), finalmente la transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) o
clonacion. (Romo, 1993; Castro, 2007; Lin et al., 2009; Ramoén, 2014).

La finalidad de utilizar las TRA, es su aplicacion en poblaciones animales reducidas,
debido al numero critico de individuos pertenecientes a la élite en riesgo latente de
desaparecer. Ademas de conservar individuos cuyas caracteristicas rebasan la
media de sus congéneres. (FAO, 2010; Lagutina et al., 2013; Galli et al., 2021;
Mrowiec et al., 2021).

La lista de estas biotecnologias es extensa, dando paso a las demas generaciones
después de haber sido provista de mejoras, iniciando desde las técnicas para la
manipulacion de la cépula, hasta la manipulacion del material genético (Figura 1).
La clonacion tiene su importancia no solo desde el aspecto de conservacion de
material genético de individuos especiales y/o seleccionados sino que posee un
gran potencial para el campo de la biologia de células madre y la terapéutica.
Estudios recientes indica la posibilidad de que los blastocistos generados por TNCS
se puedan usar para la deriva de células madre pluripotentes, similar a la deriva de
células madres de origen embrionario o ESC de transferencia nuclear (ESCtn),

readicando su importancia en que al ser celulas isogénicas para los pacientes
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donantes, podrian usarse en el trasplante de células y el modelado de
enfermedades, Matoba et al., 2018.

Primera 1908
Evitar infecciones durante copula Inseminacion artificial
L Test de progenie
Segunda 1970
Z |Control hormonal Transferencia de embriones
O de la ovulacion congelacion, division
~ 714 356 embriones / afio
@) R '
< Tercera 1980
o Sexado de embriones v Produccion in vitro de
aspermatozoides embriones
W (1983) (1987)
Cuarta ’
L) Clonacion con células somaticas 1990
(D (1997)
Quinta 2000

Transgénesis, Gene Farming

Figura 1. Tomada de Thibier (1990), muestra las generacionales de las TRA.

3. 2. LA TNCS COMO BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA.

La TNCS o “clonacion” deriva de la raiz griega kAwv “retofio”, indica una serie de
procesos cuya finalidad es producir copias genéticamente idénticas de un ente
bioldgico, esencialmente es insertar el nacleo de una célula somética donadora
(carioplasto) en un ovocito enucleado que funge como receptor (citoplasto). A fines
de la década pasada la técnica tenia como objetivo aprovechar los avances en
genética molecular y andlisis del genoma que pudieran implementarse en los
sistemas de crianza animal, por lo que es una tecnologia de gran interés mundial
en la actualidad, aunque los indices de eficiencia siguen siendo moderados
comparados con otras TRA (Niemann et al., 2012; Vajta 2018; Galli et al., 2021).

Mediante el uso de un micromanipulador, es posible la enucleacion de ovocitos y la
transferencia en ellos del nacleo y/o el total de la célula somatica, para luego,

mediante impulsos eléctricos, acoplar estas células, para asi lograr el desarrollo
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embrionario. A esto se le llama “clonacion tradicional’, que ha permitido el
nacimiento de distintas especies domésticas y silvestres (Rojas et al., 2004; Nagai
et al., 2007; Verma et al., 2015; Saini et al., 2018).

Lu, et al. (2005), Roa (2006) y Liu et al. (2011), sefialan que mediante la TNCS
diversos grupos de investigacion han logrado el nacimiento de 23 especies de
mamiferos: oveja (Wilmut et al., 1997), raton (Wakayama et al., 1998), bovinos Kato
et al., 1998), cerdo (Polejaeva et al., 2000), conejo (Chesne, et al., 2002) equino
(Galli et al., 2003), gato (Shin et al., 2002), rata (Zhou et al., 2003), perro (Lee et al.,
2005), y anfibios (Tecirlioglu et al., 2006). Paralelo a este proceso, diversos
investigadores desarrollaron la TNCS para la producciéon de embriones, partiendo
de diferentes tipos de células, entre ellas, los fibroblastos (Keefer et al., 2001) y las

células de la granulosa (Wells et al., 1999; Cortez et al., 2017).

Debido a la dificultad que representa el uso de micromanipuladores para la
enucleacion del citoplasto en la clonacion tradicional, es que se crea una variante
conocida como “clonacion libre de zona pellcida (ZP) o clonacion manual (HMC,
por sus siglas en inglés Handmade Cloning)”. Esta técnica provee de ovocitos libres
de ZP enucleados mediante diseccibn manual con una micro-navaja de metal.
Tatham et al. (1995), plantean el primer enfoque conocido de transferencia nuclear
con ovocitos libres de ZP, sin lograr el nacimiento de terneros. Vajta et al. (2001)
perfeccionaron la técnica, utilizando hojas metalicas afiladas para la biseccién de
ovocitos libres de ZP bajo un microscopio estereoscopico (Verma et al., 2015; Galli
et al., 2021).

La HMC es un proceso simplificado en el que el uso de instrumentos especializados
se ve reducido a equipos mas faciles de utilizar, desarrollada por (Vajta et al., 2001).
La descendencia de animales clonados por HMC se logré por primera vez en
bovinos (Tecirlioglu et al., 2006; Vajta et al., 2003), porcinos (Du et al., 2005),
equinos (Lagutina et al., 2007) y bufalos (Selokar et al., 2011).

La TNCS tiene como principal atribucion la reprogramacion de una célula somatica

a una célula pluripotente, la cual es capaz de proliferar y auto renovarse
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indefinidamente bajo ciertas condiciones del microambiente celular y tisular. Estas
células pueden diferenciarse a otros tipos celulares especializados morfolégica y
funcionalmente (Arévalo, 2007; Cerdn et al., 2016; Dominguez et al., 2020).
Mientras se mantengan en un estado de indiferenciacion artificial, se podran
comprender los mecanismos de conduccién hacia la reprogramacion durante el
desarrollo, caracteristica que las vuelve un tipo celular ideal para aplicaciones
terapéuticas y reproductivas (Mogollon et al., 2014; Vieira et al., 2015; Gouveia et
al., 2020; Galli et al., 2021).

3. 3. LA TNCSI COMO ALTERNARTIVA DE PRODUCCION DE EMBRIONES.

Originalmente, la TNCS se llevdé a cabo en anfibios para luego extrapolarla a
mamiferos, logrando asi que Wilmut et al. (1997), obtuvieran el nacimiento de la
oveja “Dolly”. Con esto se demostré que el genoma de una célula somatica adulta
mantiene la totalidad de su informacion genética a pesar de ser un tipo celular
especializado, es decir que, a pesar de las restricciones en el genoma durante el
desarrollo y los cambios durante la diferenciacion celular, éstos son reversibles, ya
que se deben a modificaciones epigenéticas y no a cambios permanentes en el
genoma (Chaparro et al., 2009; Mogollén et al., 2014; Verma et al., 2015; Gouveia
et al., 2020; Galli et al., 2021).

La TNCS posee un gran potencial desde el punto de vista de la conservacion de
especies animales en peligro de extincion, exoticas o incluso especies extintas,
siempre y cuando se cuente con células somaticas de dichas especies. Ante la
reducida o nula disponibilidad de ovocitos de animales silvestres, se evalué la fusién
del citoplasto del receptor con el carioplasto del donante, obtenidos de diferentes
especies. A esto se le llama transferencia nuclear de células somaticas interespecie
(TNCSI). En mamiferos, esta técnica presenta una mayor eficiencia cuando las
células del donante y el citoplasto receptor se originan de especies relacionadas en
su fisiologia reproductiva, duracion de la gestacion y tipo de placentacion (Melo et
al., 2022). Por su parte, Lagutina et al. (2013), observaron que las especiesanimales
gue se hibridan naturalmente tienen mas probabilidades de funcionar en la TNCSI
(Mrowiec et al., 2021).
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Esta variante, consiste en la transferencia de un nudcleo celular de una especie en
un citoplasto (ovocito enucleado) de otra especie. Al fusionarlas y cultivarlas in vitro,
se desarrollard un embrién clon en la etapa de blastocisto (Beyhan, et al., (2007);
Tecirlioglu et al., 2006).

Rojas et al. (2005), mencionan algunas especies que han sido clonadas mediante
TNCSI: el Gaur (Bos gaurus) (Lanza et al., 2000), el Banteng (Bos javanicus) y la
Bucardo (Capra pirenaica pirenaica). En estos casos, el citoplasma del ovocito
utilizado para formar el embrion derivé de especies domésticas comunes como Bos

taurus (vaca) y Capra hircus (cabra).

Miyamoto (2019) y Melo et al. (2022), mencionan que la TNCSI fue utilizada en la
obtencién de embriones de pez esturion y dieron a conocer que este proceso esta
guiado por factores maternos ovocitarios, los cuales podrian estar presentes en la

reprogramacion celular de diferentes especies animales, incluidos los mamiferos.

El desarrollo de embriones clones tanto intraespecies como interespecies, presenta
tasas moderadas de éxito (Gomendio et al., 2006; Lin et al., 2009; Ramén, 2014;
Miyamoto, 2019; Melo et al.,, 2022). Melo et al. (2022), proponen conocer a
profundidad los productos biotecnolégicos, los factores moleculares y epigenéticos
que afectan la eficiencia en la TNCS, centrandose en la fuente de energia nuclear

de las células donantes.

3. 4. ASPECTOS CLAVE DE LA TNCS.

La TNCS involucra pasos clave, de los cuales dependera su eficiencia. Estos
incluyen: A) La eliminacion del material genético de un ovocito en Metafase Il (MIl)
(enucleacidén) por aspiracion o diseccion, para asi obtener el citoplasto receptor de
nacleo; B) La obtencion de la célula somatica donante del nucleo (carioplasto),
previamente tratado para su reprogramacion Efectuando de 5 a 9 pasajes celulares,
o reduciendo el aporte proteico en el cultivo (es decir de suero fetal o de albumina

sérica)para gue su ciclo celular se sincronice en la fase Go; C) La transferencia del
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carioplasto en el citoplasto y su fusion, para lo cual ambas células se colocan en

15



estrecho contacto y mediante un impulso eléctrico se fusionan para dar paso a la
formacion del nuevo embrion, y . D) La activacion del embrion asi formado y su
cultivo para el desarrollo in vitro (Nagai et al., 2007; Mogollén et al., 2014; Galli et
al., 2021; Polejaeva, 2021).

3.4.1. CULTIVOS CELULARES.

Fue en los afios 30 cuando se derivaron por primera vez células somaéticas
(mesenquimales o fibroblastos) procedentes de fragmentos de tejidos, adheridas al
fondo de cajas de Petri. Una década después, se amplié la aplicacion de la técnica
a fragmentos de tejidos enzimaticamente disociados. Con ello pudieron aislarse y
cultivarse células individuales, probando el acondicionamiento del medio,
experimentando en tubos capilares inicialmente y, posteriormente, en una serie de
cultivos y la disgregacion mediante el empleo de enzimas como la tripsina
(tripsinizacion) repetidos (pasajes celulares), dando asi comienzo a la auténtica era
del cultivo celular (Saverio 2000; Miguel y Herrero, 2003; Freshney, 2010; Beltran
et al., 2016).

El cultivo de fibroblastos para la TNCS es ideal debido a que, en condiciones
fisiologicas, son las células mas abundantes en el tejido conectivo de la piel y son
responsables de la produccion y depésito de los componentes de la matriz
extracelular, tales como: colageno, fibronectina, laminina, y proteoglicanos (Arévalo
et al., 2007; Tavira et al., 2009; et al., 2016; Echeverry 2019; Aydogdu et al., 2021).

3.4. 2. FIBROBLASTOS COMO CELULAS DONANTES DE NUCLEO.

Inicialmente, las investigaciones para la generacién de un individuo a partir de
células somaéticas tuvieron limitaciones biologicas, tal como menciona Cortez et al.,
(2021): “las células somaticas son completamente diferenciadas, con patrones de
expresion génica que se correlacionan con la funcion del tejido del cual se
originaron, de ahi que surge la necesidad de encontrar una célula “ideal” que pueda
ser reprogramada de forma eficiente en el citoplasto receptor y aumentar la

eficiencia de la clonacién somatica”.
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Los fibroblastos, al ser el tipo celular mas abundante del tejido conectivo, pueden
aislarse a partir de tejidos corporales; del tejido conectivo su obtencion se logré a
partir de sangre proveniente del cordon umbilical en neonatos, ademéas se han
aislado de la pulpa dental y del ligamento periodontal, su aislamiento se ha logrado
también a partir de 6rganos como: higado, pancreas, musculo y de tejido epitelial:

piel especificamente de la dermis) (Tschumperlin, 2013; Sriram et al., 2015).

Los fibroblastos dérmicos presentan un tamafio menor en relacidbn con los
fibroblastos de otro origen, tienen una capacidad de respuesta a estimulos
externos y un ciclo celular lento; estas caracteristicas los hacen similares a las
células madre. Presentan diferencias morfolégicas (célula fusiforme o estrellada,
es decir, con prolongaciones citoplasmaticas cortas y anchas, o largas delgadas y
ramificadas), cuya forma es eliptica y contorneada. La cromatina es escasa y esta
finamente granulada (tincion Hematoxilina-Eosina), y el reticulo endoplasmico (liso
y rugoso) esta bien desarrollado (Roa, 2006; Garcia, 2007; Fonseca et al., 2010;
Tschumperlin, 2013; Sriram et al., 2015; Lynch y Watt, 2018).

Con los fibroblastos se han generado exitosamente embriones y nuevos individuos
mediante la TNCS (Mucci et al., 2011; Lagutina et al., 2013; Saini et al., 2018;
Cortez et al., 2021).

Los fibroblastos de origen dérmico tienen la capacidad de diferenciarse hasta en
18 linajes mesenquimales y neuroectodérmicos; entre ellos: neuronas, células de
la glia, musculo liso y adipocitos, conjuntandose con el desarrollo ontogénico de
Células Madre Mesenquimales (CMM), células no especializadas que presentan
una forma fibroblastoide. Este, en ambas lineas celulares es paralelo y coordinado,
de ahi que los fibroblastos presenten una caracteristica denominada “plasticidad
fenotipica”, la cual se describe como la capacidad de una célula (genotipo), para
diferenciarse hacia tejidos de distintas capas embrionarias, como el ectodermo y
el endodermo, en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Esto permitira

clasificarlas en células totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales,
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oligopotenciales y unipotenciales (Jong et al., 2002; Arévalo et al., 2007; et al.,
2016; Echeverry 2019).

Al adquirir la condicion pluripotencial, estas células presentan cambios a nivel
molecular y funcional, determinantes a la hora de modificar su “destino celular”. Es
decir que sera un proceso en el que una célula diferenciada sera llevada a un estado
de pluripotencialidad (definida como la capacidad de una célula para dar origen a
todas las células del embrién y en su etapa adulta). En la naturaleza, encontramos
que este proceso esta presente durante el desarrollo normal de los mamiferos en
los blastdbmeros de embriones en etapas tempranas previo a la implantacion. Esta
capacidad se mantiene momentaneamente en células de la masa celular interna
(MCI) del blastocisto y en el epiblasto del embrion y la pérdida de la
pluripotencialidad provoca la diferenciacion en determinados linajes mediante el
silenciamiento de genes que codifican para factores de transcripcion claves para

mantener la pluripotencia (Chaparro et al., 2009; Matoba et al., 2018).

Para ser consideradas como CMM, las células deben cumplir con los siguientes
criterios: 1) Adherencia cuando son sometidas a cultivo. 2) Expresion de los
antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como
CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagos vy linfocitos B. 3) Plasticidad
fenotipica hacia diversos linajes celulares in vitro (Arévalo et al., 2007; Socarras et
al., 2013).

La reprogramacioén celular consiste en la alteracion de un perfil genético expresado
en un determinado tipo celular, dando paso a que genes no expresados tengan la
oportunidad de expresarse, y modificar asi la morfologia, funcién y biologia de esta
“célula reprogramada”, adquiriendo asi un nuevo potencial de diferenciacion vy
duplicacién, eventualmente podra diferenciarse en cualquiera de los tipos celulares
que componen el organismo. “Se puede borrar la memoria epigenética de una
célula, con lo que una vez devuelta a su estado embrionario, la célula puede
diferenciarse a un tipo celular totalmente diferente”, a parir de este descubrimiento

se sabe que es posible no recurrir a células madre de origen embrionario, porque
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es posible crearlas a partir de una célula adulta (Chaparro et al., 2009; Mostajo y
Ferreira, 2012; Cruz, 2013).

Durante la reprogramacion, el nucleo celular sufre cambios en su conformacion,
tales como: aumento de tamafo, descondensacion de la cromatina, modificacion de
la expresion genética y de la metilacion del ADN (este proceso constituye un
marcador epigenético que identifica la cadena molde durante la replicacién del ADN
y el origen parental de regiones improntadas, regula los transposones, la impronta
gendmica y la expresion génica), aunado a los aumentos de la polimerasa Il y la
histona B4. Esto evidencia que las células maduras diferenciadas, conservan toda
la informacion genética codificada en las moléculas de ADN, el genoma y que esta
diferenciacion se asocia a cambios reversibles de la expresion genética (cambios
epigenéticos) (Rodriguez et al., 2004; Mostajo et al., 2012; Cruz, 2013).

No se conoce totalmente la influencia de los ovocitos de una especie para
reprogramar los carioplastos de otra especie, aunque se sabe que la activacion de
genes puede ser inducida, incluso en la reprogramacion interespecie, debido a que
se comparten factores y mecanismos de reprogramacién comunes entre las
diferentes especies. El desarrollo de embriones clones interespecie, no ha sido muy
exitoso, debido al desconocimiento de las causas que provocan fallas en el
desarrollo (Tamada y Kikyo , 2004; Miyamoto, 2019).

La investigacion para reprogramar células somaticas (conferir pluripotencialiad a las
células) ha llevado a diversificar los métodos de investigacion, incluyendo la TNCS,
la exposicion de células sométicas a extractos de células embrionarias, la fusion
celular, recientemente, la utilizacion de factores de transcripcién especificos,
metilacion del ADN, impronta genética, modificaciones de histonas y la regulacién
de la longitud de los telémeros (Tamada et al., 2004; Chaparro et al., 2009; Matoba
et al., 2018; Miyamoto, 2019). La reprogramacion depende de las modificaciones en
las histonas y otros componentes estables de los cromosomas, siendo totalmente

independiente del ARN presente en el nlcleo trasplantado, pero con dependencia
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de sus proteinas. La remocion de las proteinas nucleares borra la memoria del
origen de la célula diferenciada, aumentando la transcripcion de genes involucrados
en la reprogramacion, como los factores de transcripcion Oct3/Oct4. La proteina
MacroH2A, perteneciente a la cromatina, ayuda a explicar la resistencia a la
reprogramacion, dado que su eliminacion favorece la transcripcion de factores
reprogramadores, mientras que WAVE-1 se requiere para la reprogramacion. La
histona (H1) de las células somaticas es reemplazada por la histona (B4) del ovocito,
requerida para la activacion de genes. La polimerizacion de la actina nuclear mejora
la transcripcién y su participacion, junto con la polimerasa ll, es necesaria para la
activacion del gen del factor de trascripcion Oct3/4. Este mismo proceso se puede
observar durante la fertilizacién, donde los ovocitos presentan una serie de factores
maternos necesarios para reprogramar el nucleo de los espermatozoides (Chaparro
et al., 2009; Matoba et al., 2018; Miyamoto, 2019; Galliet al., 2021).

3. 4. 3. EL OVOCITO COMO RECEPTOR DE NUCLEOS DURANTE LA TNCSI.

Gurdon y Wilmuit, (2011), sefialan que a partir de células que provienen de una linea
germinal (femenina), la cual es la formadora de 6vulos (hembras), presentanuna
caracteristica reproductiva peculiar la cual es el dar paso a “todas las células del
cuerpo, incluidas las células germinales tanto de machos como de hembras, esta
caracteristica confiere totipotencialidad, a los 6vulos para que pueden desarrollarse
con normalidad aun en presencia de un nucleo proveniente de una célula somatica,
sustituyendo asi la informacion genética dada por los propios cromosomas del 6vulo

y los provenientes del nucleo del espermatozoide.

Durante la enucleacion del ovocito que sera utilizado como citoplasto o receptor de
nacleos en la TNCS, la pérdida de su citoplasma puede ser trascendental en el
desarrollo de los embriones clones. En bovinos, se ha observado que la extraccion
citoplasmatica del 50% de los ovocitos enucleados, produce una baja tasa de
blastocistos. Esto se explica por el reducido contenido mitocondrial que queda

remanente en los citoplastos, el cual, a través de la linea germinal materna,
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transmite el ADNmt necesario para la produccion de energia y el metabolismo
celular. Esto puede ser fundamental en la obtencion de un mayor niumero de
blastocistos y en la calidad de éstos, para lo cual se han generado técnicas de
suplementaciéon para revertir estos posibles dafios a los embriones (Keefe et al.,
2015; Srirattana et al., 2022).

Para la TNCS es imprescindible la enucleacién del ovocito para la eliminacion del
huso acromatico. Inicialmente, en los protocolos para la enucleacion se debia
identificar los husos acromaticos mediante la tincion con fluorocromos de los
cromosomas y, posteriormente, ser expuestos a luz ultravioleta (UV). Gouveia et al.
(2020) y Cervera et al. (2012), determinaron que la exposicion de los ovocitos a la
luz ultravioleta podria ser perjudicial en el sentido de que se comprometia el
desarrollo de los embriones clones. Esta deteccion del huso acromético en especies
productivas como bovinos, bufalos y porcinos, se vuelve apenas visible debido al
alto contenido de lipidos en el citoplasma de los ovocitos en MIl, para lo cual se
identifican mediante el uso de se tincion de fluorescencia (Hoechst 33342) y se
visualizan bajo luz ultravioleta caso contrario sucede en ratas y ratones, en que es
visible en el microscopio de contraste de fases (Kyogoku et al., 2018; Srirattana et
al., 2022).

El proceso de transferir un nacleo ajeno al de la célula receptora, implica una serie
de eventos a desarrollarse en la nueva célula que se esta formando. La TNCSI
demostré que, en cuestiones de biologia reproductiva, los modelos animales nos
brindan la posibilidad de estudiar y conocer los efectos que pueda tener el citoplasto
sobre el desarrollo de los embriones clones, y su interaccion con las estructuras del

nucleo insertado (Gonzalez-Grajales et al., 2016).

Para que la TNCSI sea exitosa, es necesario que los carioplastos donadores y el
citoplasto receptor provengan de especies relacionadas estrechamente, que
compartan su fisiologia reproductiva (periodo de gestacion y tipo de placenta) y que
puedan hibridar naturalmente. Cuando donantes y receptores presentan una

relacion taxondémica distante (interclase, interorden, interfamilia e intergénero), la
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técnica solo logra el desarrollo temprano de los embriones clones (Lagutina et al.,
2013; Mrowiec et al., 2021).

Schultz (1993), sefiala que los embriones producidos por TNCSI, tendran un
desarrollo independiente al nucleo del donante pero dependiente del ovocito
receptor, desarrollandose hasta la etapa en que ocurra la transicibon materno-
embrionaria (MET) especifica de la especie. Esto es que, dependiendo de la especie
animal que se trate, el desarrollo embrionario se detendra en diferentes etapas de
la segmentacion, por ejemplo: en raton, se detendran en la etapa de dos células; en
porcino, en la etapa de 4 a 8 células; en ovino y bovino, en la etapa de 8 a 16 células.

Concluyendo que el desarrollo embrionario esta bajo control materno.

3. 5. CRIOCONSERVACION DE CELULAS SOMATICAS.

La crioconservacion de células en la actualidad es de importancia debido a que,
existe la tendencia a generar bancos de recursos genéticos (bancos de
germoplasma), como medida de conservacion de células y gametos de importancia
genética. Asi se contara con la infraestructura adecuada para identificar y adquirir
germoplasma de las principales razas de ganado. Estos programas se llevan a cabo
en diversos paises, aunque presentan ciertas limitantes, debido a la falta de
asociaciones de razas, escazas bases de datos que incluyan datos genotipicos y
fenotipicos, ademas de que requieren de protocolos 6ptimos para la recoleccién de
muestras en campo para los diversos tipos de germoplasma (Pereira y Marques,
2008; Gomez et al., 2014; Purdy et al., 2016).

Resulta crucial el mantenimiento y conservacion de las células como recursos
zoogenéticos. Todas las células tienden a sufrir dafios morfoldgicos y funcionales
durante su procesamiento y crioconservacion. Pereira y Marques, (2008) sefala que
la extension del dafio, asi como las diferencias en las tasas de supervivencia y
desarrollo, pueden variar segun la especie, la etapa de desarrollo y el origen de la
muestra. Asi mismo, se busca utilizar técnicas de crioconservacion adecuadas al

tipo celular que se pretende preservar, ademas de la continua busqueda de agentes
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que, adicionados a los medios de preservacion o medios de cultivo, disminuyan los

efectos adversos del proceso.

De acuerdo con Ramos (2014), La crioconservacion “es el uso de bajas
temperaturas para preservar células vivas estructuralmente intactas. Las células
gue sobreviven al viaje termodinamico desde la incubadora a 37 °C hasta el tanque
de almacenamiento de nitrdgeno liquido a -196 °C, estan libres de la influencia del
tiempo. Por lo tanto, la crioconservacién es un componente critico de los protocolos

de cultivo y fabricacion de células”.

La crioconservacion esta basada en la correcta y adecuada aplicacion de protocolos
de congelacién del material biolégico, con la finalidad de asegurar la viabilidad y
funcionalidad celular a bajas temperaturas. Este proceso debe procurar inducir un
menor numero de variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas y
eléctricas que pudieran alterar las membranas celulares, los organelos y la
interaccion célula-célula inherente en las células y tejidos a crioconservar (Avila-
Portillo et al., 2006; Aydogdu et al., 2021).

Los métodos de crioconservacion dependen de la velocidad de congelamiento y
descongelamiento, es decir que, dependiendo el tipo de células, se utilizaran
protocolos de congelacion lenta-descongelacién lenta y de congelacién lenta-
descongelacién rapida, en los cuales la adicién del crioprotector suele hacerse por
pasos y el descenso de la temperatura se realiza lentamente (Naaldijk et al., 2016;
Aydogdu et al., 2021).
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4. JUSTIFICACION.

Dado que los ovinos pertenecen a la misma familia Bovidae y que, al igual que los
bovinos son rumiantes, en este trabajo se evaluara la utilizacién de los ovocitos de
ovino domeéstico como citoplastos receptores de carioplastos procedentes de
bovino durante la fusion, asi como la eventual produccion y desarrollo in vitro de
embriones clones por TNCSI, como una alternativa de reproduccion vy

conservacion de ejemplares de relevancia en la produccion animal.

24



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Qué efecto tendra el uso de citoplastos de ovino en la fusion con carioplastos
bovinos sobre la produccion y desarrollo in vitro de embriones por TNCSI?
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6. HIPOTESIS.

Dado que el ovocito contiene toda la informacién necesaria para la produccion de
un embrion, el uso de citoplastos de ovino permitira la fusién, activacioén y desarrollo

in vitro de embriones clonados por TNCSI, a partir de carioplastos de bovino adulto.
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7. OBJETIVO GENERAL.

Generar embriones clones de bovino mediante la TNCSI, a partir de citoplastos de

ovino y carioplastos de bovino.

7.1. OBJETIVO(S) ESPECIFICO(S).

1.

2.

Comparar diferentes métodos para deriva de fibroblastos de piel de bovino.

Formar un banco de fibroblastos criopreservados de piel de bovinos de alta

calidad genética como fuente de carioplastos.

Evaluar la capacidad de crecimiento de fibroblastos de piel de bovino post

congelacion.

Evaluar la utilidad de los citoplastos de ovino como receptores de
carioplastos provenientes de bovinos en la TNCSI en la formacién y

desarrollo de embriones in vitro.
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8. MATERIALES Y METODOS.

A menos que se sefiale lo contrario, para la colecta de tejidos la solucién de
transporte y el medio de cultivo celular consisti6 en DMEM suplementado (88%
DMEM, 10% SFB, 2% Antifun-Antibac, pH 7). La solucion de lavado consistié en
DPBS (solucién salina amortiguada por fosfatos de Dulbecco, sin calcio ni magnesio
(In Vitro, S. A.), suplementado con 2% de antibiotico y antimicético 100X (10,000
Ul/mL de Penicilina G Sédica, 10,000 ug/mL de Sulfato de Estreptomicina y 25
Mg/mL de Anfotericina B solubilizada, In Vitro, S. A.) a diferentes concentraciones.
Para el transporte de los ovarios se utilizd solucion salina fisiolégica (SSF) al 0.9%
adicionada con antibiético (Antibac-Antifun con 10,000 unidades de Penicilina, 10
mg de Sulfato de Estreptomicina y 25 ug de Anfotericina B por mL) a una
concentracion de 1% (Vazquez-Avendafio, et al., 2017).

Las condiciones de incubacion fueron las siguientes: temperatura de 38.5°C, mezcla
gaseosa de 5% de COzen 95% de aire y humedad a saturacion, las cuales fueron
empleadas en todos los procedimientos que se llevaron a cabo, tanto para el cultivo
de células, como para los embriones generados por TNCSI (Vazquez-Avendafio, et
al., 2017).

8. 1. BIOPSIAS DE TEJIDO AURICULAR DE BOVINO.

Las muestras de piel de oreja de bovinos (Bos taurus y Bos indicus), provinieron de
tres instancias distintas: un grupo de muestras se obtuvieron de animales
destinados al consumo (post mortem) provenientes de un rastro local, otro grupo de
muestras provenientes de ejemplares vivos pertenecientes a la FES Cuautitlan de
la UNAM (razas Angus de 5 afnos y Holstein del afio, ambas hembras) y finalmente
ejemplares pertenecientes al Centro de Investigaciéon en Produccién Animal (CIPA)
de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (razas Simbrah de 5 afos y Tuli de 1

afio, hembras, ademas de un ejemplar macho de raza Simmental de 6 afos).
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8.1.1. OBTENCION DE LA MUESTRA.

De cada ejemplar se rasuré un area de 1 cm? de la parte posterior de la oreja, en la
zona distal, posteriormente se lavdé con una solucion de clorhexidina al 2% vy
desinfectd con alcohol al 70% por 3 minutos. Mediante un “punch” (dispositivo para
la obtencién de biopsias), se efectué una muesca y la biopsia de 0.3 cm? se colocd
en un tubo Falcon de 15 mL con solucion de transporte para su conservacion, se
guardo en un termo con geles refrigerantes hasta su traslado al laboratorio, de cada
ejemplar se obtuvieron 4 muestras con las caracteristicas descritas (Figura 2) (Tovar
et al., 2008; Jena et al., 2012; Navarro-Maldonado et al., 2015).

Figura 2. 1. Dispositivo “punch” para toma de biopsias de piel. 2. Area (1 cm?) posterior de la oreja, ya rasurada
donde se colectaron las biopsias de piel. 3. Biopsia de piel colectada de 0.3 cm?. 4

Las biopsias fueron llevadas al laboratorio de Reproduccion Animal Asistida (W-
210) de la UAM-I, a temperatura de 4°C. Una vez ahi las biopsias se lavaron cuatro
veces (Figura 3) (Jena et al., 2012; Navarro-Maldonado et al., 2015).
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Figura 3. Materiales utilizados para el procesamiento de las biopsias de piel, se observan materiales de
diseccion, en la gradilla se observan tubos con solucién de lavado.

8. 1. 2. DERIVA DE FIBROBLASTOS DE PIEL EN CULTIVOS PRIMARIOS.

Se evaluaron 3 tratamientos para la deriva celular: 1. Por disgregacion mecanica, 2.
Por disgregacion enzimatica y 3. Por combinacién de ambas (mecanica- enzimatica
M-E).

Para la disgregacion mecanica, la biopsia se fragmenté utilizando un bisturi (hoja
no. 22) hasta obtener fragmentos menores a 1 mm? de didmetro (explantes),
sembrados de esta forma para su adherencia a la caja de Petri en medio de cultivo
para la deriva celular.

Para la disgregacion enzimatica, el tejido se fragmentdé de la misma forma ya
descrita y posteriormente se colocd en un tubo Falcén con Colagenasas tipo |
(17100-017, Gibco) y tipo 11 (17101-015, Gibco) a una concentracion de 0.02% y se
incubdé 2 a 3 horas a 38.5 °C en oscilaciéon constate (Navarro-Maldonado et al.,
2015).

La disgregacion M-E, consisti6 en tomar el sobrenadante resultante de la
disgregacién enzimatica y someterlo al procedimiento descrito para la disgregacion
mecanica.

En los 3 métodos de deriva celular, a las cajas de Petri de 35mm se les agregaron
3 mL de medio de cultivo adicionado con 1ng/mL de EGF (Epidermal Growth Factor,
por sus siglas en inglés) (Navarro-Maldonado et al., 2015).
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Las muestras se incubaron en las condiciones antes descritas y fueron
monitoreadas a las 24 y 48 h después de su siembra, posterior a esto se evaluaron
cada 72 h con la finalidad de verificar que no se contaminaran, y determinar el
estado de adherencia y crecimiento de las colonias celulares, ademas de la
reposicion o cambio de medio de cultivo. Se mantuvieron en las condiciones
sefaladas hasta alcanzar la confluencia (poblacion con mas del 90% de células
adheridas a la base de la caja de cultivo) proceso ocurrido a partir del dia 7 y hasta
el dia 20 después de su siembra.

Una vez confluentes, las células fueron despegadas de su matriz extracelular y de
la base de la caja de Petri utilizando 1mL de Tripsina-Verseno (0.05%/0.05%) por
8-10 minutos, en condiciones de incubacién. Transcurrido este tiempo, bajo el
microscopio se verific6 que las células se hubieran despegado de la matriz
extracelular en su totalidad (Figura 4) y se detuvo la accidon de las enzimas
adicionando 1mL de DPBS con 10% de SFB. Posteriormente fueron observadas al
microscopio y se colocaron en criotubos para ser centrifugadas a 150 G (1800 rpm).
El sobrenadante se retird y el paquete celular fue resuspendido en 1 mL de DMEM
suplementado, se homogeniz6 para ser resembrado en una caja de Petri,
adicionando 2 mL de medio suplementado. Los pasajes celulares se efectuaron
cada 7 -10 d, para lo cual se despegaron las células y se resembraron segun los
métodos ya descritos. La poblacion celular se dividié en dos, una fue resembrada
para continuar con el proceso de cultivo celular de cada pasaje, de forma continua
durante 3 pasajes, algunas muestras fueron crioconservadas al segundo pasaje y

el resto fue sometido a este procedimiento a partir del 4° pasaje.

8. 1. 3. CRIOCONSERVACION.

El proceso de crioconservacion de las células consisti6 en almacenarlas en
criotubos sumergidos en Nitrogeno liquido a -196°C, para su uso posterior. Para
ello, las células se despegaron de su matriz extracelular y de la base de la caja, y
se evaluaron como ya fue descrito. Se colocaron en criotubos de 1.5 mL

conteniendo medio de congelacién a base de dimetilsulféxido (DMSO 7%, SFB 15%
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en Medio Minimo Esencial o DMEM, In Vitro, S.A.), el volumen celular se determind
al tomar muestras y hacer los conteos en la cAmara de Neubauer con 10 pl de esta
suspensioén . Los criotubos fueron sometidos a congelacion de la siguiente forma:
enfriados a 4 °C durante 1 hora, posteriormente a -80°C por 54 dias y después a -
196°C por un periodo de 30-90 dias hasta su uso (Navarro-Maldonado et al., 2016).
Al llegar a dicho momento, los criotubos fueron descongelados en bafio Maria a
38°C por 3 minutos, depositando el contenido en tubos de fondo coénico y
centrifugandolos a 150 G (1800 rpm) por 5 minutos para retirar el medio de
congelacion. Se adicioné 1 mL de medio de cultivo para resuspender el paquete
celular que luego se vacio6 en una caja de Petri con 2mL de medio de cultivo celular,
para completar 3 mL. Finalmente se incubaron en las condiciones descritas. En cada
pasaje se determind la concentracion celular utilizando la camara de Neubauer
(Figura 4).

Figura 4. 1. Células en suspension después de la acciéon de la Tripsina/Verseno, las células comienzan a
despegarse de la matriz extracelular y de la base de la caja de Petri, quedando suspendidas en el medio. 2.
Vista de la camara de Neubauer en microscopio invertido (Aumento a 4X). Se tom6 una muestra de 10 pL de
las células para el conteo.

8. 2. OBTENCION DE CITOPLASTOS.

Los ovocitos se obtuvieron a partir de ovarios de ovejas domésticas adultas (Ovis
aries) colectados de un rastro ubicado en el Estado de México. Se transportaron al
laboratorio W-210 de la UAM- | en SSF a una temperatura entre 30° y 35°C, en un
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lapso de 1 a 2 horas. A su llegada al laboratorio se les realizaron 3 lavados con SSF

isotérmica (Figura 5).

8. 2. 1. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS.

De acuerdo con Martinez et al. (2019), la colecta de los complejos cumulos ovocitos
(COC) se efectud mediante la puncién/aspiracion de foliculos ovaricos (de 2 a5 mm
de diametro) utilizando una aguja hipodérmica (calibre 18). Los COC fueron
aspirados (con jeringas de 10 mL con 0.5 a 1 mL de medio de colecta) en TCM-199
(In Vitro, S.A.) con HEPES (4-(2-hidroxietil) -1-4cido piperazinetanosulfénico) y 100
Ul/mL de heparina a 30°C (Figuras 5 y 6). Se evaluaron y seleccionaron para la MIV
los COC tipo | y Il. Fueron seleccionaron ovocitos cuya capas de células del cumulus
fueran mayor de 4 capas, con un ooplasma obscuro, finamente granulado y
homogéneo (Figura 6). Yadav, et al, 1997; Bo & Mapletoft 2013.
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Figura 5. 1. Procedimiento de lavado de ovarios. 2. Colecta de COC. En todo momento se conserva la
temperatura para evitar dafios en los ovocitos.

Figura 6. Complejos cumulo ovocitos (COC) obtenidos después de la puncién de los foliculos ovéricos, paso
previo a la seleccién, con flechas se muestran los COC, con abundante células del cimulus. Microscopio
estereoscépico a aumento 10X.

El procedimiento de maduracién in vitro (MIV) se llevo a cabo utilizando TCM - 199
adicionado con 10% de SFB (Microlab), 1% de EGF, 5 yg/mL de hormona foliculo
estimulante (Folltropin-V, Bioniche), gonadotropina coridnica equina (eCG) 5 Ul/mL
(Loeffler) y antibioticos al 0.6%. Posteriormente, se cultivaron grupos de 30 COC en

una caja de cuatro pozos con 500 pyL de medio de MIV cubiertos con 200 yL de
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aceite mineral, durante 20 horas en las condiciones de incubacion previamente

descritas (Vazquez-Avendafio, et al., 2017).

8. 3. TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS

INTERESPECIE (TNCSI).

8. 3. 1. PREPARACION DE LOS CARIOPLASTOS.

Para la TNCSI se siguio la metodologia descrita por Navarro-Maldonado et al.
(2016). Siete dias previos a la TNCSI, los fibroblastos derivados de piel de oreja de
bovino del cuarto pasaje fueron descongelados y resembrados después de su
crioconservacion. Para ello, el criotubo con los fibroblastos (preservado a -196°C)
se descongeld en bafio Maria a 38°C durante 3 minutos, el contenido del tubo fue
colocado en un tubo conico y centrifugado a 1800 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se retird y el paquete celular fue resuspendido en 1 mL de DMEM
suplementado, se homogenizé para ser resembrado en una caja de Petri de 35 mm
con 2 mL de medio suplementado y se llevo a condiciones de incubacion, hasta

alcanzar la confluencia. De este modo, alcanzaron el quinto pasaje.

El dia de la TNCSI se evalud la confluencia celular, las células del quinto pasaje se
despegaron de la matriz extracelular y del fondo de la caja de Petri adicionandoles
Tripsina-Verseno (0.05%/0.05%) por 8-10 minutos, en condiciones de incubacion.
Una vez despegadas las células e inactivadas las enzimas, se reservo una muestra
de 50 pL y el restante fue resembrado en una caja de cultivo nueva. De este modo
se obtuvieron los fibroblastos que habrian de utilizarse como carioplastos para ser

fusionados con los ovocitos enucleados (citoplastos).

8. 3. 2. PREPARACION DE LOS CITOPLASTOS.

Completada la MIV, los COC fueron denudados. Para ello se colocaron en un tubo
conico con 500 pL de hialuronidasa a 0.5 mg/mL (Sigma-Aldrich) en medio TCM-

199 y se pipetearon vigorosamente hasta eliminar la mayor cantidad de células del
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cumulo. Ya denudados, los ovocitos se pasaron a una caja de Petri de 35 mm para
hacer dos lavados en T2 (TCM-199 suplementado con SFB al 2%), e inactivar la
accion enzimatica y retirar las células de la granulosa. Se seleccionaron los ovocitos
que presentaron extrusion del primer cuerpo polar (ler CP), es decir, aquellos que
se arrestaron en la fase meidtica MIl. Se prepar6 pronasa (2 mg/mL en TCM-199
con 10% de SFB) para la digestion de la zona pelacida (ZP). Los ovocitos en Ml se
colocaron en medio MIV con demecolcina (0.5 ug/mL) y se incubaron durante 1
hora, para la protrusion del citoplasma que contenia al 1er CP y la placa metafasica.
Mientras tanto, en una caja de Petri de 55 mm se colocaron microgotas de 30 uL de
T2, T10 (TCM-199 suplementado con 10% de SFB), T20 (TCM-199 suplementado
con 20% SFB) y pronasa (2 mg/mL en T10). Las microgotas se cubrieron con aceite
mineral. Después de la exposicion a demecolcina, los ovocitos se transfirieron a la
microgota de T2 para prepararlos como citoplastos, es decir, para ser enucleados.
Se colocaron en grupos de 20 a 30 ovocitos y asi se fueron pasando a la gota de
Pronasa por 3 minutos o hasta que la ZP se disgregara por completo.
Inmediatamente después, los ovocitos libres de ZP se colocaron en la gota de T20

para inactivar la accion de la Pronasa

Figura 7. Disposicion de las gotas de los diferentes medios para la preparacion de los citoplastos. Tomado de
Vazquez- Avendafio et al., 2016.
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8. 4. ENUCLEACION DE OVOCITOS.

Los ovaocitos libres de ZP se distribuyeron en grupos de 20 en las microgotas de T10
y se prosiguio a su enucleacién manual utilizando la técnica descrita por Vajta, et
al., (2001). Brevemente, se enuclearon con una micronavaja (Bioniche) bajo el
microscopio estereoscopico (Olympus SzZ61). Se elimind la protuberancia del
citoplasma que contenia el material genético del ovocito (ler CP y placa
metafasica). Los citoplastos se recuperaron y se colocaron en gotas de T20 hasta

gue se reconstituyeron (es decir, que volvieron a tomar su forma esférica).
8. 5. UNION DE CITOPLASTOS DE OVINO Y CARIOPLASTOS DE BOVINO.

Sobre la tapa de una caja de Petri de 35 mm, se colocaron microgotas de 15 pL dela
siguiente manera: Dos lineas horizontales de T20, Fitohemaglutinina (5 mg/mL en
TCM-199 con Hepes, Sigma-Aldrich), T2 y medio de Fusion (0.3 M de D-Manitoly 1
mg/ mL de Polivinil Alcohol, Sigma-Aldrich).

Los citoplastos fueron colocados en las microgotas de T20, posteriormente se
tomaron uno por uno y se fueron sumergiendo en la microgota de Fitohemaglutinina
por 3 a 4 segundos, para luego ser transferidos a la microgota de T2 (previamente
se depositaron algunos carioplastos en esta microgota). A continuacion, se
formaron los tripletes (es decir que se unié un carioplasto con dos citoplastos,
colocando al primero entre los dos ultimos). Se equilibraron en la microgota de
medio de Fusion para su posterior transferencia a la camara de fusion (BTX

microslide, 0.5 mm de apertura, modelo 450).
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Fitohemaglutinina

T2

Medio de fusion

Figura 8. Disposicion de las gotas de los diferentes medios para la fusién de carioplastos- citoplastos. Tomado
de Vazquez- Avendafio, et al., 2016.

8.5. 1. FUSION DE TRIPLETES MEDIANTE PULSOS ELECTRICOS.

Se sometio a los tripletes a un paso de 4 V de corriente alterna (CA) utilizando un
electrofusionador (Cell Fusioner Instrument BSL, CF-150) con la finalidad de alinear
las células al electrodo positivo, posteriormente la CA se aument6 a 9 V mientras se
aplicaba un solo pulso de 100 V/mm de corriente directa (CD) por 9 useg. Ya
fusionados, los tripletes se colocaron de nueva cuenta en microgotas de T20 en una
platina térmica atemperada (Figura 9). Una vez que los tripletes formaron una sola
célula, se incubaron 3 horas en medio Cleavage (Cook Medical) para la

reprogramacion nuclear de los embriones clones reconstruidos de bovino.

Figura 9. A). Triplete citoplasto-carioplasto-citoplasto entre los electrodos de la camara de fusion B) Tripletes

fusionados mediante pulsos eléctricos. Se observan diferentes estados desde los que estan en proceso de
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fusion hasta los que ya estan completamente fusionados formando una sola célula embrionaria clon. Vistos en

microscopio estereoscépico a un aumento de 10 X.

8. 6. DESARROLLO IN VITRO DE EMBRIONES CLONES DE BOVINO POR
TNCSI.

Los embriones clones reconstruidos de bovino se indujeron a activacion quimica en
T2 con 8 uM de loné6foro de Ca?* A23187 (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos, en las
condiciones de incubacion descritas. Posteriormente, se lavaron tres veces en T20
y se colocaron individualmente en microgotas de 2 uL de medio Cleavage cubiertas
bajo aceite mineral, donde se incubaron durante 4 h. Transcurrido este tiempo, los

embriones se lavaron tres veces en medio Cleavage.

Para su cultivo se utilizé el sistema celda sobre celda (en inglés Well of Well), que
consistié en hacer micropozos en una de las celdas de una caja de cuatro celdas,
de acuerdo con el ndmero de clones formados por electrofusiéon (Navarro-
Maldonado et al., 2016). A cada celda se le agregaron 100 pL de medio Cleavage
cubiertas con aceite mineral y se equilibraron durante 4 horas. Los embriones clones
de bovino se transfirieron de manera individual a cada uno de los micropozos,

incubando en las condiciones ya descritas, durante 7 dias (Figura 10).
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Figura 10. Sistema WOW, visto bajo microscopio estereoscopico a un aumento de 10 X. Se observa la
disposicién de los micropozos (24 WOW), en cuyo interior se depositaron los embriones clones de bovino
obtenidos por TNCSI.

8. 7. DESARROLLO EMBRIONARIO.

La evaluacion del desarrollo embrionario se llevé a cabo el dia 5 de cultivo (Figura
11), para lo cual se considero la etapa de segmentacion en que se encontraban los
embriones, mediante el niumero de blastbmeros observados bajo el microscopio

invertido (Navarro-Maldonado et al., 2016).

Una vez transcurridos 5 dias de DIV, se tomaron los embriones y se lavaron en 100
uL de medio Cleavage durante 2 minutos. Después se fijaron en 400 uL de
paraformaldehido al 4% por 24 horas a 4°C. Para el montaje y tincién de cada
embridn, se utilizé una gota sobre un portaobjetos, retirando el exceso de fijador y
se adicionaron 2.5 pL de dimidino-2-fenilindol (DAPI) en DPBS, y se cubri6 con el

cubreobjetos.
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Para su observacion se utilizd un microscopio de epifluorescencia con filtro UV de
405 nm (excitacién) y de 330-380 nm de emision, de los cuales se tomaron

fotografias. Ya obtenidas las imagenes se analizaron los nucleos tefiidos con DAPI.

Figura 11. Sistema WOW a aumento de 20 X. En el interior del pozo se observan células embrionarias en el dia
5 de su desarrollo post-electrofusién y activacion, que corresponden a un embrién clon de bovino Simbrah
hembra adulta. Se observan blastomeros simétricos.

8. 8. EMBRIONES PARTENOGENETICOS.

Para tener control en el desarrollo de los embriones generados por TNCSI, se puso
a la par un grupo de embriones generados partenogenéticamente, los cuales se
indujeron a partir de ovocitos en MIl con activacion quimica en T2 con 8 uM de
lonéforo de Ca?* A23187 (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos, en las condiciones de
incubacion descritas. Posteriormente, se lavaron tres veces en T20 y se colocaron
individualmente en microgotas de 2 yL de medio Cleavage, 2 mM de 6- DMAP,
cubiertas bajo aceite mineral, donde se incubaron durante 4 h. Transcurrido este
tiempo, los embriones se lavaron tres veces en medio Cleavage para que ahi

transcurriera su DIV durante 5 d.
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9. ANALSIS ESTADISTICO

Para la deriva celular, el andlisis estadistico fue un comparativo entre los cultivos y
pasajes de fibroblastos obtenidos en las biopsias de origen post mortem e in vivo.
Esto se hizo utilizando la prueba de ANOVA con un nivel de confianza de <0.05. En
tanto que para las cuentas de fibroblastos se utilizé la prueba t-Student para datos

pareados.

En cuanto al andlisis empleado para el desarrollo de embriones clones producidos
mediante la TNCSI, se utilizé una prueba de ANOVA.
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10. RESULTADOS.

10. 1. DERIVA CELULAR (CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS A PARTIR
DE MUESTRAS DE PIEL DE OREJA DE BOVINOS).

Se colectaron biopsias de piel del pabellébn auricular de 2 bovinos post mortem
procedentes de un rastro local), y 5 bovinos in vivo (2 ejemplares pertenecientes a
la FES-Cuautitlan, UNAM y 3 ejemplares propiedad del CIPA de la UANL. En el caso
de animales post mortem, las muestras se transportaron al laboratorio en 2 h,
mientras que para los animales in vivo el tiempo de transporte fue de 8 a 13 h. De
todas las muestras fue posible obtener células de piel en cultivos primarios, durante
tres pasajes continuos, a partir del cuarto y quinto pasaje, se crioconservaron a -
196°C la mitad de la poblacién celular, mientras que la otra mitad sirvié para lograr
el pasaje siguiente. Se seleccionaron para la TNCSI las células de quinto pasaje,
obtenidas por el método enzimatico, de una hembra adulta Simbrah, debido a que
presentd los mejores resultados, aunado a que en 2020 fue campeona mundial de

conformacion de la raza Simbrah.
10. 2. METODOS PARA LA DERIVA CELULAR.

Se utilizaron tres métodos para la deriva celular: mecanico (Figura 13), enziméatico

y mixto.

Figura 13. Fragmentos de piel de oreja que se utilizaron para deriva celular por el método
mecanico.

Con el método enzimatico se obtuvo mas del doble de fibroblastos que con los otros
dos métodos (mecanico y mixto) durante el primer pasaje, aunque sin diferencias
significativas entre grupos (Tabla 1). Para el segundo pasaje, el método con mayor

namero de fibroblastos volvio a ser el enziméatico, seguido del mixto y finalmente el
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mecanico, sin haber diferencias significativas entre métodos. Para el tercer pasaje
el enzimatico volvio a ser el método con mayor numero de fibroblastos, sin haber
diferencias significativas. En suma, el método enzimatico tuvo la tendencia durante
los tres pasajes de ser el que permite obtener el mayor niumero de fibroblastos, pero
dado que no se alcanzaron diferencias significativas a través de la prueba de
ANOVA (p>0.05) los tres métodos pueden ser considerados por igual. Importante
es también hacer la observacion que la dispersion de datos (error estandar), por
método es amplia, lo que ratifica que los distintos tratamientos de deriva de
fibroblastos pueden ser considerados. Esto Ultimo se aprecia mas claramente
cuando obtenemos el valor promedio (+ EE) de los primeros tres pasajes, pero,
como se ha mencionado, al no alcanzar diferencias significativas, los tres métodos
deben ser considerados por igual (Figura 14).

Tabla1l. Numero de fibroblastos (promediot EE) y pasajes celulares continuos, segtn
los métodos utilizados para la deriva de fibroblastos (n=7).

Método empleado
Pasaje Mefén’ic.o %
Mecanico Enzimatico Enzimatico
(Mixto)
812,625 + 2,160,400 + 924,000 +
1° 83,478 543,479 386,917
1,424,500 £ 2,927,320 + 2,400,200 +
2° 479,199 1,010,312 299,137
. 2,275,107 2,647,125 2,266,000 +
3 859, 909 1,000, 519 856, 447
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Figura 14. Concentracion total de fibroblastos, obtenida al finalizar los pasajes continuos,

(promedio + EE) segtin los métodos empleados en la deriva celular (n=7)
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Una variable de interés metodoldgicas asi como funcional de la calidad del cultivo
de fibroblastos, es el tiempo que tardan en establecer la mayor poblacién en el fondo
de la caja Petri (confluencia), recordando que en este tipo celular, el crecimiento es
en monocapa y cesa cuando tiene cercano contacto entre cada uno de los
fibroblastos. Asi, para alcanzar la confluencia, en el primer pasaje, el método mixto
fue el que tuvo el menor tiempo (13.5 dias, p>0.05), seguido del enzimético y el
mecanico (Tabla 2). En el segundo y tercer pasajes, los tiempos fueron similares
entre métodos (p>0.05). Al igual que en la variable anterior, las dispersiones del
tiempo para confluencia entre cultivos fueron amplios y en ningin caso se
alcanzaron diferencias significativas con prueba de ANOVA, lo que indica que los

tres métodos deben de ser considerados por igual.
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Tabla 2. (Promedio * DE) de dias que tomo el crecimiento de las colonias de
fibroblastos desde la siembra hasta la confluencia registrados en cada pasaje

celular.
Método empleado
Pasaje - -
Mecanico Enzimatico | Mecanico —Enzimatico
1° 21+7.5 18.616.3 13.5+8.6
2° 9.3+2.5 8.8+3.2 9.2+2.8
3° 6.8+0.2 7.2+2.1 7.5+3.1

La edad de los animales muestreados no mostro ser un factor determinante para el
cultivo celular ni para que éstos lograran la confluencia celular, pues tanto los
bovinos jovenes (Tuli y Holstein de 1 afio) como los adultos (Angus, Simbrah, de 5
afios y Simmental de 6 afios) hubo desarrollo y crecimiento celular (fibroblastos) la
variacion de los cultivos radico en los conteos de fibroblastos donde se obtuvieron
cuentas bajas como: 487,666 (ler pasaje), 509,666 (2do pasaje), 595,874 (3er
pasaje) para el ejemplar Angus y la mas alta de 3,255,000 (1er pasaje), 3,119,200
(2do pasaje) para el ejemplar Holstein y 2,887,500 del 3er pasaje para el ejemplar

Tuli, sin diferencias significativas por pruebas pareadas con t-Student (p>0.05).

En relacion al crecimiento de fibroblastos por pasaje, se observan diversos
comportamientos (Figura 15), por ejemplo, la raza Angus tuvo valores inferiores en
relacion al numero de fibroblastos durante los tres pasajes iniciales con respecto a
las demas razas, sin embargo luego de la criopreservacion mostré los mayores
aumentos. Por su parte el Simmental y la Tuli tuvieron disminuciones poblacionales
de fibroblastos importantes luego de la criopreservacion, Por su parte la Simbrah
mostré un comportamiento homogéneo en cuanto al nimero de fibroblastos antes
y después de la criopreservacion. Es importante sefialar que debido al tiempo y
muestras disponibles para el presente trabajo de tesis, no fue posible aumentar el
namero de repeticiones para corroborar los comportamientos de crecimiento de

fibroblastos referidos y para poder hacer analisis estadisticos robustos.
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Figura 15. Crecimiento de los cultivos de fibroblastos obtenidos por cada una de las razas muestreadas, por

pasaje celular del 1° al 5° pasaje celular antes y después de la congelacion.
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* Se hizo el seguimiento de solo 4 de las 7 biopsias debido a que no hubo respuesta positiva después de la crioconservacion
en 3 de ellas.

10. 3. MORFOLOGIA CELULAR.

La morfologia observada en los fibroblastos fue variable, dependiente del grado
de confluencia. Asi fue posible observar células fusiformes o estrelladas, con
prolongaciones citoplasméticas cortas y anchas (menor confluencia), o largas,
delgadas y ramificadas en confluencia de méas del 80% (Figura 16), siendo un

proceso similar en todos los cultivos celulares.
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Figura 16. Fibroblastos obtenidos a partir de piel de oreja de bovino. A. cultivo de fibroblastos de hembra joven
raza Tuli in vivo pertenecientes al 3° pasaje, su morfologia es alargada (fusiformes) con extensiones del
citoplasma (lamelipodios), confluencia cercana al 100%, (Aumento a 10X). B. Fibroblastos de bovino post
mortem, con morfologia engrosada, presentando las caracteristicas de un fibroblasto, ambos cultivos se
observan bajo el microscopio invertido (Aumento a 20X). A" Fibroblastos de piel de bovino adulto macho raza
Simmental del 2° pasaje celular, 90% de confluencia (Microscopio invertido, aumento a 40X). B”. Fibroblastos
de piel de bovino adulto post mortem (Microscopio invertido, aumento a 40X).

10. 4. CRIOCONSERVACION.

Las células se congelaron en nitrégeno liquido a -196°C por 48 dias (Figura 18). Se
obtuvieron 18 viales con fibroblastos de piel de oreja de bovino del cuarto pasaje,

15 viales del tercer pasaje y 14 viales del segundo pasaje.

Con respecto a la sobreviviencia de fibroblastos durante el cultivo, se tomé en
cuenta laraza y la relacion con el nimero de viales descongelados, de manera que

la raza Simbrah y Simmental tuvieron 100% de sobreviviencia (Figura 17) aun y
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cuando el conteo celular (Figura 15) se haya conservado o disminuido ligeramente.
Por otro lado la raza Tuli, tuvo una sobreviviencia del 75% (Figura 17), sin embargo
con una caida importante de sus poblaciones de fibroblastos en cultivo, puesto que
en tercer pasaje tenian cerca de 3 millones y en pasajes 4 y 5 (postcriopreservacion)
alcanz6 solo poblaciones de un poco mas de 1 millon, en suma, mostr6 una
importante afectacion de sus poblaciones de fibroblastos (Figura 15) y finalmente la
raza Angus fue la que mostré6 menor sobreviviencia ( 1 tubo de 8 que se
descongelaron, 12.5%, Figura 17), sin embargo fue la raza que mostré el mejor
crecimiento de fibroblastos postdescongelacion, pasando de 500 mil en tercer
pasaje a 1 millén en el cuarto (postdescongelacion) y de ahi a 1.5 millones en el

quinto pasaje (Figura 15).

Figura 17. Relacion de viales descongelados y aquellos cuyas células sobrevivieron a la descongelacion, por raza.
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10. 5. TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS

INTERESPECIE(TCNSI).

10. 5. 1. MIV

Se hicieron tres repeticiones, utilizando un total de 254 ovarios provenientes de
borregas adultas sacrificadas en un rastro local, de los cuales se obtuvieron 355

ovocitos (1.4 ovocitos/ovario), de los que 273 (77%) eran de calidades | y Il
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(ASEBIR, 2015). De éstos, 135 ovocitos mostraron extrusion del primer cuerpo
polar, dando una tasa de MIV del 50%. Los ovocitos madurados fueron tratados

para obtener citoplastos y con ellos fue posible formar 60 tripletes.

10. 5. 2. TNCSI

Los 60 tripletes fueron fusionados y activados para su desarrollo in vitro. Alos 2y 5
dias de cultivo se evaluaron, observandose que mas del 50% segmentaron, ademas

gue hubo también altas tasas de fragmentacion (Tabla 5).

Tabla 5. Tasa de segmentacion de embriones clones de bovino producidos por TNCSl y de
partenogenéticos ovinos (n=60).

Embriones Tasa de segmentacion Tasa de fragmentacion
N n (%) n (%)
TNCSI 60 33 (55%) 27 (45%)
Partenogenéticos 55 36 (65%) 19 (35%)

Como control del sistema de cultivo, se emplearon embriones partenogenéticos de
ovino (n=55) de los cuales hubo desarrollo embrionario en un 65%. En la Tabla 6 se
muestra el desarrollo obtenido con los embriones clones de bovino generados por
TNCSI, en comparacion con los embriones partenogenéticos de ovino. Para los
embriones clones, la etapa maxima lograda del desarrollo embrionario fue de moérula
de més de 16 células (46%), mientras que los partenogenéticos llegaron hasta la
etapa de blastocisto en un 54%.
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En la Figura 18 se observa el sistema de micropozos o WOW, con células
formadoras de embriones de bovino adulto hembra de raza Simbrah en cada
micropozo, en diferentes etapas de la segmentacion.

Tabla 6. Tasa de desarrollo de embriones clones de bovino producidos por TNCSI (n=33) y partenogenéticos de
ovino n=24 (5 dias de cultivo in vitro).

TNCSI 33 5 (15%) 6(18%) | 7(21%) | 15 (46%) 0 (0%)

Partenogenéticos 36 4 (11%) 2 (5%) 5(14%) 6 (16%) 19 (54%)
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Figura 18. Embriones clones de bovino adulto (hembra raza Simbrah) obtenidos por TNCSI en sistema WOW.
1. Desarrollo embrionario a las 2 d de cultivo. 2. A los 4 d de cultivo. 3. A los 5 d de cultivo. (a) Embriones con
blastémeros asimétricos. (b) Embrién fragmentado. (c) Mdérula de 16 células, se observan los blastomeros
simétricos bien definidos desde el inicio hasta el final del cultivo. Vistos bajo microscopio invertido a un aumento
de 20X.

En cuanto a los embriones partenogenéticos, 19 (54%) que llegaron a blastocisto,
5 (26%) fueron tempranos, 4 (21%) tardios, 4 (21%) en eclosion y 6 (32%)
eclosionados, con la cual validé el sistema de cultivo y de DIV.
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Figura 19. Embriones partenogenéticos de oveja al dia 7 de cultivo. Se observan (1) blastocistos tempranos, (2)

tardios, (3) en eclosion y (4) eclosionados. Vistos en microscopio estereoscépico a un aumento de 10X.

Se efectud la tincion DAPI para observar los nucleos de los blastobmeros de los
embriones clones (Tabla 7 y Figura 19). De los 15 embriones clones en estado de
morula 8 (53%) tuvieron 12 blastomeros con nucleo, 3 (20%) tuvieron 14
blastémeros y 4 (27%) 16-18 blastémeros.
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Figura 20. Embriones clones de hembra adulta raza Simbrah con tinciéon de ndcleos con DAPI. Vistos en
microscopio de epifluorescencia con filtro UV-22, longitud de onda 330-380 nm A) Embrién clon en campo claro.
B) aumento a 400X. El nimero de nucleos (1), es acorde al nimero de blastomeros que tienen.

La tincion DAPI sirvid para evidenciar el grado de fragmentacion de embriones
clones, mostrando la presencia de blastomeros anucleados y multinucleares,

(Figura 21), confirmando que de los 27 (45%) embriones fragmentados: 8 (30%)
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tuvieron presencia de blastomeros polinucleares, 15 (55%) estaban con nucleos

picnoticos y 4 (15%) anucleados.

Figura 21. Embriones clones de hembra adulta raza Simbrah fragmentados. Vistos en microscopio de
epifluorescencia con filtro UV-22, longitud de onda 330-380 nm (A, B y C) Embriones en campo claro.

A").Embrién con blastomeros en proceso de picnosis , B") Embrion clon con blastdmeros polinucleares C”)

Embrién clon con blastémeros anucleados, aumento a 400X.
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11. DISCUSION.

La implementacion de técnicas de Biotecnologias de la Reproduccion Animal
Asistida pareciera estar debidamente estandarizada en la literatura especializada
en relaciéon a su reproducibilidad y homogeneidad de resultados, sin embargo,
cuando esto se traslada a un laboratorio, aparecen variables que es necesario
ubicar y controlar. Ademas de que el objetivo central de este trabajo fue obtener
cultivos primarios de fibroblastos bovinos cuya calidad genética puede utilizarse con
fines de clonacion de embriones. Para ello fue necesario generar experiencia desde
la obtencion de muestras y su procesamiento a partir de biopsias de pabellén
auricular, iniciando con animales destinados para abasto cuyas muestras fueron
obtenidas en un rastro local, con la finalidad de conocer cobmo se comportan
muestras de este tipo de especies. Posteriormente se realizaron muestreos con
ganado vivo, en la FES- UNAM, de ahi se obtuvo experiencia con el manejo del
ganado (Angus y Holstein) en cuanto al uso del sacabocados “punch” para toma de
biopsias “in vivo”, asi como su manejo y transporte hasta su procesamiento en el
laboratorio (24-48 horas), con lo cual se puedo obtener cultivos primarios de
fibroblastos de forma eficiente. Establecido y probado este protocolo se procedio
a la toma de biopsias de ejemplares en la UANL, con el correspondiente traslado
(via aérea) desde el CIPA en el municipio de Linares, en Nuevo Ledn hasta el
Laboratorio ubicado en la UAM-I en Ciudad de México (48-96 horas).

La técnica para la obtencion de cultivos primarios de fibroblastos asi como los
sucesivos pasajes fue posible en todo los individuos procesados, independiente de
Su raza, sexo, edad y lugar de procedencia, demostrando la viabilidad de la técnica
empleada, tal como lo mencionan Takashima (1998) y Selokar et al. (2011), quienes
reportaron, para diferentes especies de mamiferos, incluyendo a los bovinos, que la
obtencion de cultivos primarios de fibroblastos a partir de biopsias provenientes de
orejas de individuos adultos es factible y relativamente de facil obtencion. Lo que
pone de manifiesto que es una técnica adecuada con la finalidad de la clonacion de

embriones.
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Con respecto a la concentracion obtenida de fibroblastos, resultd evidente que
existio una gran dispersion de valores (EE), lo que significa la dificultad inicial para
la estandarizacion de esta técnica y pone en relevancia las variables relacionadas
ya mencionadas, diferentes raza, sexo y edad (Tabla 1). Por otro lado es de destacar
que delos métodos empleados el enzimatico fue el que permitié obtener elmayor
namero de fibroblastos durante los primeros tres pasajes celulares evaluadoscon
respecto a los otros dos métodos, el mecanico y el M-E, sin embargo, es importante
sefalar que el método enzimatico fue también el que presento la mayorcantidad de
dispersion (EE), por ejemplo durante el segundo pasaje, este método tuvo 1,010,312
vs 479,199y 299,137 respectivamente, aun con ello y por el tamafiode muestra (n=7)
no fue posible encontrar diferencias significativas.

Durante el tercer pasaje celular, las cantidades promedio de fibroblastos por los tres
métodos fueron relativamente cercanos, lo que indica que independientemente del
método de deriva celular, en dicho pasaje las condiciones de cultivo y el
comportamiento celular van homogenizandose (2, 647,125 vs 2, 275,107 y 2, 266,00
respectivamente).

Al promediar los tres pasajes celulares (Figura 12) resulté notorio que la tendencia
de obtener el mayor nimero de fibroblastos es a través del método enzimatico, sin
embargo, dadas las grandes dispersiones (EE) no fue posible obtener diferencias
significativas (p>0.05). Después del método enzimatico siguid, el M-E y finalmente
el mecanico. Es importante sefialar que lo esperado fisioldgicamente en una
necesidad de auto reparacién del cuerpo (por ejemplo ante una herida) sera la salida
de los fibroblastos a partir de tejido aledafio y/o circundante, lo que significaria la
bondad del método mecanico, ante ello, seria importante evaluar no solo la cantidad
de los fibroblastos obtenidos (como aqui se hizo) sino también algunos otros
aspectos o variables relacionadas a su calidad fisioldgica, pues de ello dependera
el que sean seleccionados para obtener una mejor calidad como carioplastos en la
técnica de clonacion de embriones. Al momento esto no estuvo al alcance de este

trabajo.
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Por otro lado Lin et al. 2009, generaron cultivos primarios de fibroblastos de bovinos
de raza Simmental, a partir de 1 cm? de piel, la cual fragmentaron hasta alcanzar un
tamafio de 2mm? (método mecanico, obteniendo cuentas celulares
correspondientes a 1.5x10% debido a utilizaron un método de micropozos sin definir
el tamafio especifico. En contraste en el presente trabajo se utilizaron cajas Petri de
35mm de didmetro, lo que suponemos son de una superficie mayor y en

correspondencia con el numero de fibroblastos obtenidos.

Por su parte Takashima en 1998, report6 un total de fibroblastos en confluencia de
1.2 x 108 por caja de cultivo de 35 mm, mientras que Seluanov et al, en 2010
reportaron una concentracion de 5 x 10° fibroblastos confluentes en caja cultivo de
10 cm de didmetro. Estos datos son coincidentes con lo encontrado en el presente
trabajo de tesis donde la concentracién mas baja reportada fue de 0.9 x 10° y la mas

alta de 2.9 x 108 utilizando cajas Petri de cultivo de 35 mm de diametro.

Con respecto al tiempo necesario en cada pasaje celular para que los fibroblastos
alcanzaran la confluencia (Tabla 2) es importante observar como durante el primer
pasaje el tiempo es especialmente mayor, en comparacién a los pasajes segundo y
tercero. Es posible que el proceso de adaptacion de los fibroblastos a las
condiciones del cultivo in vitro, asi como al tiempo de traslado y de procesamiento
en el laboratorio influye en este resultado. EI menor tiempo obtenido en el primer
pasaje fue con el método M-E con 13.5 dias en promedio, en tanto que con los otros
dos métodos (enzimético y mecénico), el tiempo fue un poco mas del 50% superior.
A partir del segundo pasaje los tiempos entre métodos son menores a los iniciales
y son homogéneos entre métodos, por ejemplo en el segundo pasaje fueron de 8.8,
9.3 y 9.2 para los métodos mecanico, enzimatico y M-E. Y para el tercer pasaje
fueron de 7.2, 6.8 y 7.5 respectivamente. Por otro lado Takashima en 1998, reportd
gue con el método enzimético hay inicio de crecimiento de fibroblastos a partir del
dia 3 en biopsias de diferentes mamiferos, mientras que Seluanov et al, en 2010,
reportaron crecimiento de fibroblastos (2-5 dias), después de la siembra por el

método mecanico en biopsias de humanos. Sin embargo ambos trabajos
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contrastados no precisan el tiempo a llegar a la confluencia, ni reportaron lo
sucedido en pasajes celulares posteriores.

Con respecto a la morfologia de los fibroblastos, en el presente trabajo, se encontro
que ésta depende de la condicién de confluencia. Si la confluencia es evidente, la
formacion alargada es notoria, sin embargo si la confluencia ain no se ha
establecido, y existen amplios espacio entre fibroblastos, la morfologia es poliédrica
a este respecto hay coincidencia con lo reportado por Takashima en 1998, Seluanov
et al. en 2010, y Bolafios, 2017 todos ellos trabajando con fibroblastos obtenidos de
piel de oreja de bovinos y otros mamiferos, las describieron como células grandes
con nucleo esférico u ovoide, que presentan lamelipodios, (prolongacionesde la
membrana celular producidas por la accion de microfilamentos de actina), conla
caracteristica de crecer en monocapa, adquiriendo un aspecto fusiforme al llegara

la confluencia.

Ademas de ello Takashima (1998) precisé que casi el 90% de los fibroblastos
cultivados, presentaron una morfologia normal, basandonos en el tamafio, simetria,
ausencia de cuerpos picnoéticos y/o vacuolas, siendo estos cultivos de fibroblastos

aptos para su uso como carioplastos en la TNCSI.

11. 2. CRIOCONSERVACION.

Otro de los objetivos trascendentales del presente trabajo consistio en verificar el
efecto de la criopreservacién de los fibroblastos luego del tercer pasaje celular.
Crioconservarlos un tiempo cort6 y posteriormente descongelarlos para verificar su
crecimiento en los pasajes cuatro y cinco. Cabe mencionar que estos pasajes son
(especialmente el cinco) los mas recomendados para la utilizacion de los
carioplastos en la TNCS. Ademas es importante sefialar que se debe sincronizar
este pasaje celular con respecto a los citoplastos que se usaran como receptores
de estos fibroblastos para la clonacion de embriones, es decir en cada ensayo de
clonacion (fusion) deben existir fibroblastos en el quinto pasaje. Ademas el

criopreservar fibroblastos de pasajes iniciales, provee un banco cuya finalidad es
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contener material genético para en posteriores oportunidades pueda descongelarse
y multiplicarse (Naaldijk et al., 2016).

Con respecto a los resultados aqui obtenidos, en los pasajes de fibroblastos luego
de la crioconservacion (Figura 13), el comportamiento fue diferente dependiendo de
la edad y de las condiciones especificas en cada cultivo. De modo que en tanto que
algunas razas mejoraron el cultivo de fibroblastos luego de la criopreservacion
(Simbrah y Angus), otras fue sensible su disminucién en nimero poblacional de
fibroblastos (Tuliy Simmental). Es importante realizar mas estudios al respecto para
conocer si existe alguna variable de importancia entre las raza de los aqui utilizadas
con la capacidad de desarrollo de los fibroblastos en cultivo postcongelaciéon o si
esto se debe a alguna variable presente en los individuos. Las concentraciones de
fibroblastos en estas razas de bovinos, en los pasajes cuatro y cinco estuvieron

cercanas a 1 - 2 x108, lo cual es adecuado para proveer citoplastos para la TNCS.

Con respecto a medio crioprotectores se encontraron algunas diferencias con otros
autores tal como Chang-Qing et al, 2011, quienes reportaron buenos resultados en
la criopreservacion de fibroblastos de bovino utilizado un medio de congelacion con
10% de DMSO, 50% SFB y 40% de DMEM mientras que en el presente trabajo
usamos 7 % de DMSO y 15% de SFB por ser los mas eficientes en la congelacion
de fibroblastos de ovino, resultando tener una eficiencia similar en la congelacion

de células provenientes de cultivos primarios de bovino.

Con respecto al total de viales congelados y descongelados asi como posterior
desarrollo de los fibroblastos en cultivo, en el caso del Simbrah y Simmental se tuvo
exito en el 100 % de los viales descongelados, en tanto que el del Tuli fue del 75%.
Si sumamos los resultados de estas tres razas en promedio obtendriamos un 90 %
de sobrevivencia, lo que es coincidente con lo reportado por Lin et al, en 2009,
guienes sefalaron un 91% de sobrevivencia en fibroblastos de bovino post
descongelacion utilizando 10% de DMSO, 50% de SFB y 40% de DMEM. En el
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caso de lo sucedido con la raza Angus, con apenas 15.5 % de sobrevivencia, pudo
deberse a algun error metodolégico o alguna variable no considerada. Finalmente
comentar que Almeida et al, 2019, confirmaron que con una tasa de sobrevivencia
en cultivo del 90% de los fibroblastos post descongelacibn se garantiza la
permanencia de aspectos morfologicos vy fisiologicos saludables de fibroblastos

para ser utilizados como carioplastos en la TNCS.

11. 3. TRANSFERENCIA NUCLEAR DE CELULAS SOMATICAS
INTERESPECIE(TNCSI).

En este trabajo y exclusivamente con la finalidad de experimentacién, se aprovecho6
la técnica montada en el laboratorio de MIV de ovocitos de ovino asi como el DIV
de embriones clones ovinos, considerando la limitacion en tiempo derivado de las
adaptaciones y el enfoque que se fue creando durante la realizacion del presente
trabajo, esto debido a que la obtencién de ovocitos bovinos y el desarrollo
metodoldgico en esta especie hubiera llevado mayor tiempo el dominio de la técnica,
por lo que se recurri6 a emplear la variante ala técnica, es decir, la TNCSI con
ovocitos de ovino (citoplastos) y carioplastos de bovino (fibroblastos), que en la

literatura

En relacion a la MIV ésta fue méas bajo que lo obtenido por Vazquez Avendafio et
al., 2016) con 75%, para el empleo de la TNCSI (Ovis candensis-Ovis aries). Esto
obedecid a que siendo el ovino una especie estacional con una época reproductiva
en invierno, pudo haber influido en este aspecto, dado que los muestreos en
estuvieron fuera de época reproductiva. Con respecto al control efectuado con
ovocitos activados (partenogenéticos) se tuvieron tasas de segmentacién similares

a lo obtenido por Vazquez Avendafio et al., 2016 (65-70%).

Como era de esperarse las tasas de embriones clones asi como de

partenogenéticos con fragmentacién fueron elevadas, hasta 45%, lo cual es
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coincidente con lo reportado por Vazquez-Avendafio 2016. Esto es debido a que las
metodologias para la clonacion asi como la de embriones partenogenéticos,
incluyen pasos que forzan el desarrollo embrionario. Mrowiec et al, 2021; Adams et
al, 2022 han sefialado que la fragmentacion es elevada durante la clonacion de
embriones, debido a que esta supone la asincronia en el desarrollo y division tanto
nuclear como citoplasmatico, dando como consecuencia blastomeros anucleados

o polinucleados (Figura 18 y 19).

Como era esperado en el presente trabajo, el DIV de los embriones clones fue
limitado, al respecto Tecirlioglu et al, 2006 y Lagutina et al, 2011, reportaron que, la
maxima etapa de desarrollo alcanzada por embriones clones obtenidos mediante
TNCSI a partir de citoplastos de ovino y carioplastos de bovino, es la moérula de 16

células, tal y como se obtuvo en el presente trabajo.

En relacibn a este detencién del desarrollo embrionario que presentan los
embriones clones (mérula de minimo 16 células) Jiang et al, (2011) y Selokar et al,
(2011), lo explican a través de que el mantenimiento del genoma mitocondrial recae
sobre una de las dos especies patrticipantes en la clonacion, por lo que, la fusién,
activacion y desarrollo de células pertenecientes a dos especies divergentes
genéticamente tiene necesariamente un desarrollo embrionario bajo, debido a la
disminucion en la produccién de ATP, con la inexistencia de la interaccion de las
subunidades codificadas por ADNmt con los polipéptidos codificados en el nacleo

de la cadena de transferencia de electrones.

Pero ademas Ishino et al, (2018), Mrowiec et al, (2021) Adams et al, (2022); Melo
et al, (2022), coincidieron en gue la baja eficiencia de la TNCSI, fue resultado de
una reprogramacion incompleta del ndcleo donante que generé modificaciones
epigenéticas anormales, afectando asi la expresiéon génica de los embriones en
genes claves del desarrollo embrionario temprano tales como: OCT4 (regulador de
la pluripotencialidad), T-FAM (responsable de la estabilidad, mantenimiento y

control transcripcional del ADNmt), BAX (pro-apoptoético), BCL-2 (anti-apoptético) y
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GJA1 (proteina principal de unidon comunicante que se expresa en las células del

cumulo granuloso).

Por otro lado Malin et al, 2022, mencionaron que, cuando entre las células
donadoras de nucleo y los ovocitos receptores en la TNCSI hay una relacion
taxondmica muy distante (entre clase, orden, familia y género de especie), solo se
consiguen desarrollos embrionarios en etapas iniciales y precisan que el paso es
contrario cuando las especies donadoras y receptoras del carioplasto, son de una
cercania taxondmica en la fisiologia reproductiva, tipo de placentacion y tiempos de
gestacion, es decir el desarrollo embrionario esperado sera hasta blastocisto

Por lo anterior la TNCSI, se sigue estudiando ampliamente, puesto que en muchos
de los casos la obtencion de los citoplastos resulta ser mas accesible con una
especie que con la que se obtienen los carioplastos. Un ejemplo es en especies
animales silvestres donde la obtencion de una biopsia de piel para el cultivo primario
de fibroblastos es factible y no asi la obtencién de los ovocitos para recibir los
carioplastos. Sin lugar a dudas se requiere de mas investigacion al respecto, en
cuanto aspectos de reprogramacion nuclear, sobre todo en especies con relaciéon
taxondmica distante, cuya Unica forma de conservacion se encuentra en la
generacion de embriones clones por TNCSI, la reduccion de estos aspectos es
crucial en la posibilidad de generacion de blastocistos viables, transferibles o

preservables.

Finalmente, Hua et al, 2008, reportaron un 42.6% de desarrollo de embriones
obtenidos por TNCSI (carioplasto de bovino citoplasto de ovino), en la etapa de
morula (8 a 16 células), similar a lo obtenido en el presente estudio. También se
sigue estudiando en este campo la posibilidad de utilizar citoplastos de animales de
bioterio (roedores), los cuales podrian obtenerse en gran nimero y de manera
accesible, incluso con maduracién in vivo, para ser receptores de carioplastos de

otra especie, ejemplo Selokar et al, 2011 lograron obtener mérulas de 32 células,
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tras unir carioplastos de rata con citoplastos de bufalo de agua, obteniendo hasta

82% de embriones clones por TNCSI.

Es de relevancia considerar que aunque con la TNCSI no se logren obtener
blastocistos transferibles, esta biotecnologia reproductiva puede ayudar a producir
lineas de células madre embrionarias, las cuales se sabe que pueden a su vez servir
para la reclonacion Mrowiec et al., 2021
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12. CONCLUSIONES.

Los métodos aqui empleados para la obtencion de cultivos primarios de fibroblastos
(mecénico, enzimatico y M-E) de piel fueron eficientes, para tener poblaciones
abundantes de estas células debido a que su obtencién es de relativa facilidad
debido a la abundancia que presentan en la piel de los organismos, la factibilidad
de los métodos de obtencion de muestras, los requerimientos minimos para el
transporte y la relativa facilidad de los cultivos desde la siembra hasta los pasajes
celulares y de la alta sobrevivencia de colonias celulares post descongelacion,
posibilita que su uso como carioplastos para la técnica de TNCS y la posterior
obtencion de embriones clones. Se encontré que la es posible la generacion de
cultivos primarios de fibroblastos de bovino, con minimas variaciones a las técnicas
ya establecidas para otros mamiferos siendo este un hallazgo que podria sentar las
bases para obtener cultivos de otros mamiferos especialmente y cuyas variaciones
serian minimas, ademas se probo6 que el transporte de células es un punto crucial
para un buen cultivo debido a que mientras la piel sea provista de nutrientes las
células no presentaran procesos apoptoticos severos posibilitando el rescate de

células y su adaptacion in vitro.

La crioconservacion resulto efectiva en un porcentaje elevado de las muestras,

aunqgue consideramos que debe ser mejorada en base al requerimiento celular.

La actividad fisiolégica de las células obtenidas “in vitro”, en cuanto a la
caracteristica de totipotencialidad quedo expuesta mediante la TNCSI llevada a
cabo, a pesar de que no son células especie especificas pudimos constatar que su
funcionalidad y posibilidad de empleo en la técnica es viable, comportandose de la
misma manera las células de los rumiantes empleados (bovino y ovino), aunque
para conocer el comportamiento de las células requiere del uso de citoplastos y
carioplastos especie especificos en este caso de bovino para lograr embriones

transferibles y con ello conservar el material genético de ejemplares seleccionados.
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13. PERSPECTIVAS.

Aumentar la experiencia en esta biotecnologia reproductiva con esta especie para
lograr los embriones transferibles y en un corto o mediano plazo lograr gestaciones
y/o el nacimiento de individuos genéticamente iguales, lo cual seria un parteaguas
en el pais logrando asi utilizar y desarrollar esta biotecnologia reproductiva en
beneficio de la ganaderia y la preservacion de material genético de individuos

seleccionados.

El acercamiento y la interaccion con actores interesados en este objetivo, tal es el
caso de la FESC-UNAM, la UANL y ganaderos interesado en la aplicacion de la
TNCS, representa una oportunidad de crecimiento.

La aplicacién de la TNCS (especifica como interespecifica), representa en la
actualidad una posibilidad de mantener material genético de especies silvestres, a
pesar de la limitante de no ser una técnica de diseminacion genética, se presenta

como una posibilidad de preservacion.
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