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Resumen

La principal sefial en el reconocimiento materno de la gestacién en
rumiantes es el interferén tau (IFNT). En el presente trabajo se obtuvieron
blastocistos de borregos domésticos (Ovis aries) y de borregos hibridos de
Cimarrén (Ovis canadensis mexicana) tanto in vivo como in vitro, y la
expresion del gen de IFNT se determind por RT-PCR semicuantitativo y
cuantitativo. La FIV de borregos hibridos de Cimarrén, produjo un menor
numero de blastocistos que los que se obtuvieron con borregos
domésticos. Los blastocistos de borregos hibridos de Cimarrén
producidos in vivo e in vitro mostraron una expresion menor de IFNT
comparada con la de los blastocistos de borregos domésticos.
Adicionalmente, se clondé y secuencid el gen de IFNT de borrego
Cimarrén, borrego Pelibuey e hibrido de Cimarréon-Pelibuey, aislado de
DNA genomico. Dos secuencias nuevas de IFNT de borrego Cimarrén,
dos de Pelibuey y una de hibrido fueron descubiertas y reportadas al
GenBank. La secuencia obtenida del borrego hibrido de Cimarrén mostro
100% de identidad con una de las secuencias de Cimarrdn reportadas en
este trabajo, por lo que se deduce que éste es el alelo que dicho animal
hered6 del borrego Cimarrén. Las secuencias de Pelibuey y Cimarron
muostraron alta identidad entre si, 98% y 95% respectivamente, fue
incluso mayor que con el resto de las secuencias del género Ovis
reportadas anteriormente. Esta alta identidad entre secuencias puede ser
una posible explicacion del éxito del reconocimiento materno de la
gestacion en la hibridacion de dichas especies. Este estudio reporta por
primera vez diferencias en la expresidon de IFNT en blastocistos de
borregos hibridos en comparacion con blastocistos de borregos
domeésticos y la identificacion de alelos del gen de IFNT en Cimarron,
Pelibuey e hibridos de ambos, y muestra que el modelo de hibridos
ovinos, puede representar una herramienta valiosa para el estudio de los
mecanismos del reconocimiento materno de la gestacion en rumiantes.
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Abstract

The major signal for maternal recognition of pregnancy in the ruminant
species is interferon tau (IFNT). In the present study, in vivo and in vitro
domestic and hybrid blastocysts were obtained, and IFNT expression was
measured by semi quantitative RT-PCR and quantitative RT-PCR method.
Hybrid IVF produced less blastocyst than domestic sheep IVF. In vivo and
in vitro hybrid embryos showed lower expression of IFNT when compared
with domestic blastocyst controls. Additionally, IFNT genes isolated from
genomic DNA obtained from both, parental species and from a hybrid
sheep were cloned and sequenced. Two novel sequences of IFNT of
Bighorn sheep, two sequences of Pelibuey sheep and one sequence of a
hybrid were obtained. The hybrid sequence showed a 100% of identity with
one of Bighorn sheep reported in this study, concluding that, this sequence
is the allele inherits from the Bighorn sheep. The sequences of Bighorn
sheep and Pelibuey sheep showed high identity, 98% and 95%
respectively, highest than the sequences in Ovis group reported
previously. This high identity could explain the maternal recognition of
pregnancy success in hybrization between these species. This study
reports, for the first time, differences in IFNT expression in hybrid
blastocysts and novel alleles of the IFNT gene in Bighorn sheep, Pelibuey
sheep and hybrid, and demonstrates that hybrid sheep model may be a
valuable tool for the study of mechanisms in maternal recognition of
pregnancy in wild and domestic ungulates.
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Introduccion

Aspectos de conservacion de especies en peligro de
extincion

La diversidad biologica es la clave para conservar la vida como la
conocemos, el crecimiento de las poblaciones humanas ejerce una
presion extraordinaria sobre los ecosistemas, lo que produce su
destruccion a gran escala (Wildt et al. 1997).

En las regiones megadiversas (donde hay abundancia genética, de
especies y ecosistemas) como nuestro pais, dominan los patrones
globales de extincion (Pimm et al. 1995). Asi, en México se extinguieron
en el siglo pasado 42 especies de vertebrados segun la Unién
Internacional para la Conservacion (IUCN por sus siglas en inglés, IUCN
2003), lo que coloca a nuestro pais entre uno de los 4 paises con mas
especies en amenaza de extincion (IUCN 2007). Por tanto, ante la
acelerada disminucion de la biodiversidad global, cada pais debera
conservar las especies que lo habitan.

Los bidlogos conservacionistas sostienen que la preservacion (proteccion
estricta) es la mejor forma de conservar la biodiversidad, ya que al
mantener grandes extensiones de tierra libres de la intervenciéon humana
se podrian proteger muchas especies, desafortunadamente esto no ocurre
en el presente y tampoco ocurrira en el futuro (Soulé et al. 1991). Muchas

batallas para preservar diversos habitats se han perdido. Fue imposible



frenar la destruccion de las selvas en las que habitaban 8 diferentes
subespecies de tigre (Panthera tigris), que se reconocieron como en
peligro por la IUCN en 1969; tres de ellas se encuentran ahora extintas
(P. t. vigata, P. t. sondaicay P. t. balica), y una mas esta catalogada como
en peligro critico (P.t. altaica) pues existen menos de 80 individuos en
vida libre (Jackson 1993). Con habitats cada vez mas pequefos y
alterados, las especies que viven en ellos son mas vulnerables a la
depresion endogamica, a epizootias, a desastres naturales, e incluso a
cambios sociales y politicos. Para ayudar a conservar la biodiversidad se
ha propuesto comenzar por proteger a los ecosistemas completos, con
sus poblaciones animales y comunidades vegetales (conservacion in situ),
pero también a las especies en situacion especial (programas de
conservacion ex situ en zoologicos y otras instituciones) y, eventualmente
fomentar la reproduccion asistida y criopreservacion de material genético

por medio de bancos de germoplasma (Soulé et al. 1991).

Aspectos biologicos del borrego Cimarron

El borrego Cimarrén (Ovis canadensis) pertenece al orden Artyodactila, a
la familia Bovidae y a la subfamilia Caprinae, sin duda es un digno
exponente de la “megafauna carismatica” de nuestro pais, ademas se
encuentra dentro de las 14 especies de fauna, consideradas en México
como prioritarias, por el Programa de Conservacion de la Vida Silvestre y
Diversificacion Productiva en el Sector Rural de la Secretaria del Medio

Ambiente y Recursos Naturales, bajo el status de proteccion especial
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(Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Flora y Fauna Silvestres, CITES Il).

Existen alrededor de 6 mil ejemplares de tres subespecies, clasificadas
por la Uniéon Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
como: O. c. Mexicana “vulnerable”, O. c. Cremnobates “en peligro de
extincion” y O. c. Weemsi “criticamente en peligro”; su area de distribucion
actual corresponde a menos del 30 % de la histéricamente conocida. En el
norte de México el borrego Cimarron existia en las regiones mas
desérticas, desde Baja California a Coahuila, pero actualmente se localiza
principalmente en la Peninsula de Baja California y en la extremidad

occidental del estado de Sonora (Leopold 1990; SEMARNAP 1997).

Efecto de la reproduccion asistida en el manejo de poblaciones ex
situ

Para realizar reproduccion asistida en una poblacion en cautiverio es
necesario conocer aspectos de utilidad para el manejo de una poblacién,
ademas de la biologia de la especie (Lacy 1997).

Algunos de los conceptos mas relevantes para el manejo de poblaciones
son:

El Tamafio Minimo Viable que se define como el numero de individuos
necesario, de cualquier especie y en cualquier habitat, para tener un 99%
de probabilidad de sobrevivir por 1000 afios (Primack 1993). A pesar de
contar con una poblacién de alrededor de 6000 ejemplares de borrego

Cimarrdn, los habitats de éstos han sido fragmentados, lo que provoca
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una subdivisién de las poblaciones, que podria poner en peligro a largo
plazo la supervivencia de la especie, ya que estas poblaciones pierden su
variabilidad intrasubpoblacional (Lacy 1997; Mills y Smouse 1994). Uno de
los ejemplos mejor documentados de determinacion del Tamafo Minimo
Poblacional fue el realizado con 120 borregos Cimarrén en el desierto del
suroeste de Estados Unidos. En este estudio se siguio la dinamica de una
parte de esta poblacion sin manejo alguno y se observdé que las
poblaciones de 50 animales o menos son incapaces de sobrevivir por mas
de 50 anos (Berger 1990).

Uno de los principales problemas a los que se enfrentan las poblaciones
pequenas es un rapido decremento en numero de individuos, lo que
conduce a la extincion local debido a la pérdida de la variabilidad genética,
la consanguinidad y la deriva génica (fuerza evolutiva que actua junto con
la seleccidén natural cambiando las caracteristicas de las especies en el
tiempo (Kaeuffer et al. 2007).

Esto puede ser provocado por fluctuaciones demograficas debido al
cambio en los indices de natalidad y mortalidad, cambios medio
ambientales, resultado de variaciones en la predacién, competencia e
incidencia de enfermedades y catastrofes naturales (Primack 1993; Lacy
1987).

Los “cuellos de botella” genéticos ocurren cuando una poblacién se reduce
en tamano, de forma tal que los animales que sobreviven no poseen una
serie de alelos que les permiten reproducirse y sobrevivir. Un caso bien

documentado es el de los leones del crater del Ngorongoro, en donde una
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poblacién que ya presentaba pocos alelos, pierde la heterocigosis (Parker
1992). En estos casos, cuando unos pocos individuos pertenecientes a
una poblacién grande forman una nueva poblacién, esta poblacion esta
destinada a desaparecer debido a que posee una variabilidad genética
mucho menor (Ryman y Laike 1991). Algo similar sucede en cautiverio,
ejemplos clasicos de poblaciones con “cuellos de botella” son los cheetas,
los leones asiaticos, los hurones de patas negras y los pandas gigantes. El
efecto de “cuello de botella” seguido por consanguinidad, desencadena
una serie de consecuencias bien conocidas como son, un alto porcentaje
de anormalidades espermaticas y una alta incidencia de mortalidad de las
crias, debido a una depresion endogamica que es dificil de observar en
poblaciones silvestres (Ryman y Laike 1991). Otra consecuencia
importante son fallas en la respuesta inmune, esto es debido a que al
perderse variabilidad genética los animales pierden los loci que juegan un
papel importante en la defensa contra enfermedades, ya que al parecer la
variacion genética acumulada de los loci de la interaccidn virus-huésped,
es un fendbmeno adaptativo de las poblaciones.

Por medio de estudios de moleculares se ha observado que los borregos
Cimarrén poseen una diversidad genética limitada, esto les ha afectado de
manera que presentan una respuesta inmune nula contra Pasteurella. Al
parecer la cepa que provoca la mayor mortalidad es la Pasteurella
haemolytica Biotipo A2 (Silflow et al. 1994). Por otro lado, la presencia del

virus sincitial respiratorio en borregos Cimarrén, que ha resultado ser



endémico de estas poblaciones, los hace aun mas vulnerables a las
neumonias por Pasteurella spp (O Brian y Evermann 1988).

A partir de otros estudios orientados a encontrar relaciones filogenéticas
entre los borregos Cimarrén y los borregos domésticos, también se ha
encontrado que la variabilidad genética de los Cimarron es mucho mas
reducida que la de los borregos domésticos (Forbes et al. 1995). Las
recomendaciones que se han emitido para evitar el riesgo de contagio de
Pasteurella y otras enfermedades a partir del ganado doméstico al
Cimarrén, estan relacionadas con evitar a toda costa la exposicion de los
ejemplares silvestres con otros ungulados, en especial con los borregos
domésticos (Foreyt 1989).

Aunado a lo antes descrito, se mencionan como causas que ponen en
peligro de extincion al borrego Cimarron en México la caceria furtiva, la
destruccion y fragmentacion de su habitat (SEMARNAT 2000) y el
desplazamiento por especies domésticas (Onderska y Wishart 1982;
1984). Asimismo, otros aspectos mas sutiles como la variacion
demografica lo pueden llevar a la extincién, por ejemplo como las hembras
de borrego Cimarrén se caracterizan por ser monotocas, la baja tasa
reproductiva que esto conlleva hace sensible a la poblacion al efecto de la
competencia con animales domésticos, que le aventajan en tasa
reproductiva y adaptabilidad a las actividades humanas, a los cambios
medio ambientales, principalmente a la disponibilidad de alimento y en

menor escala a la depredacion (SEMARNAT 2000).



Reproduccidn asistida en especies amenazadas

La utilidad de las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) el contexto de
especies en peligro de extincion esta en facilitar el manejo genético de
poblaciones naturales y de programas de cria en cautividad. Las especies
amenazadas constituyen con frecuencia poblaciones pequefas y aisladas,
en las que falta flujo génico. Por otra parte, los programas de cria en
cautividad de especies en peligro de extincion cuentan, en general, con
pocos individuos fundadores.

En ambas situaciones son mas frecuentes los cruces entre individuos
emparentados, fendbmeno que se conoce como consanguinidad. Los
animales consanguineos son mas vulnerables frente a parasitos vy
enfermedades, y ademas sufren problemas reproductivos.

Para evitar la consanguinidad, es necesario conseguir el intercambio de
material genético entre poblaciones que se encuentran aisladas, asi como
maximizar los apareamientos entre individuos poco relacionados.

Las TRA, por su parte, permiten el intercambio de gametos entre
poblaciones, incluso en aquellas que geograficamente estan muy
separadas.

Ventajas y desventajas en el uso de técnicas de reproduccion
asistida en especies amenazadas.

Las TRA son aquellas encaminadas a obtener un mayor numero de crias
de animales valiosos o a lograr descendencia de animales infértiles o

subfértiles. Algunas de estas técnicas estan ampliamente difundidas en la



ganaderia y la medicina como la inseminacion artificial y el congelamiento

de semen, la transferencia de embriones y la fertilizacién in vitro (FIV).

Otras como la inyeccidn intracitoplasmica de espermatozoides (ICSl) y la

transferencia nuclear se han vuelto cada vez mas frecuentes (Betteridge

2006).

Algunos investigadores consideran que la aplicacion de las TRA en fauna

silvestre representan una opcion viable a corto y mediano plazo, para la

conservacion de especies en peligro de extincion (Wildt et al. 1992; Lasley

et al. 1994), estas técnicas presentan las siguientes ventajas:

a)

b)

Disminuyen los costos facilitando la movilizacion de material
genético y mitigando el efecto de presiones por seleccion artificial.
Extienden el intervalo generacional. La diversidad genética sdlo se
pierde cuando los animales no pueden reproducirse, al
criopreservar germoplasma los genes no mueren, y puede utilizarse
en el futuro. Ademas, a partir del material genético pueden hacerse
estudios que proporcionen informacién para la conservacion de la
especie (Leibo 1994; Ryder et al. 2000).

Incrementan la eficiencia reproductiva en cautiverio, ya que en
programas reproductivos de cooperacion entre zooldgicos es
posible maximizar la diversidad genética cuando se manejan de
forma cuidadosa las poblaciones de especies raras (Hutchins 1991;

Miller 2004).



d) Resuelven problemas de espacio en los zooldgicos y evitan que

mas animales sean extraidos de vida libre para sustentar la

diversidad genética de las poblaciones en cautiverio (Ballou 1992).

Sin embargo, tanto la conservacién ex situ como algunas de las TRA

desarrolladas tienen también desventajas, por ejemplo:

a)

b)

d)

Los animales mantenidos en cautiverio se adaptan a él, y pueden
sufrir cambios en las piezas dentarias o en algunas enzimas
digestivas debido a la dieta en los zooldgicos, lo que dificulta
regresarlos a vida libre (Crossley 2001; Montoya et al. 2006).

Los individuos pierden las habilidades necesarias para la
supervivencia, que debian ser aprendidas de sus padres, los mas
comunmente afectados son los mamiferos sociales y las aves

(Kleiman et al. 1989; Chivers et al. 1991).

A diferencia de las poblaciones ex situ, las poblaciones in situ sélo
poseen una parte de los genes totales de la especie, lo que los
pone en desventaja al tratar de adaptarse de nuevo a su habitat
natural (Ballou et al. 1984).

Al intervenir favoreciendo la reproduccion de animales que de forma
natural posiblemente no lograrian hacerlo, los descendientes
pueden no ser los animales mejor adaptados a su medio, lo que
interfiere en la seleccidn natural de la especie (Primack 1993).

Para que una poblacién ex situ se mantenga por si misma, necesita

tener un numero minimo de animales. Usando algunos marcadores



moleculares pueden elegirse los animales mas prometedores para
fundar una nueva poblacion ex situ. La mayoria de las poblaciones
ex situ ya son altamente consanguineas, sin embargo esto también
puede ser revertido utilizando técnicas de biologia molecular (Saura
et al. 2008).

f) Los esfuerzos de conservacién ex situ requieren seguimiento,

fondos y apoyo gubernamental, lo que no siempre ocurre.

Avances en tecnologias de reproduccion asistida en
especies amenazadas

En los ultimos afos ha existido un primordial interés para preservar
especies amenazadas y en peligro de extincidon por lo que se ha recurrido
a utilizar TRA especialmente como herramienta para la conservacion de
gametos masculinos, femeninos que sean susceptibles de ser utilizados
en el futuro para la produccion de embriones de calidad para ser
transferidos a receptoras ya sea de la misma especie u otra
filogenéticamente relacionada que finalmente produzcan crias viables. A
continuacion se mencionan algunas de las técnicas empleadas en la
reproduccién asistida.

Bancos de germoplasma

Se refiere a la coleccion, procesamiento, transporte y almacenamiento asi
como al uso de gametos, embriones y tejidos en la conservacion in situ y
ex situ (Holt 1999). Con un banco de germoplasma (BG) usado de manera
correcta, se puede desacelerar la pérdida de variabilidad genética de una
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poblacion en cautiverio por medio de la introduccion de nuevo material

genético, sin necesidad de extraer mas individuos de vida libre.

Para su formacion debe contarse con suficiente informacion sobre la
historia natural y reproductiva de las especies, asi como la distribucién
geografica y el origen de los individuos, ademas de tener dominio sobre
las TRA a utilizarse. Es importante la accesibilidad a los donadores y por
supuesto, llevar un estricto registro de los materiales almacenados.
También es fundamental que se tomen medidas de seguridad para
proteger el BG, como dividir las muestras y conservarlas en lugares
diferentes, previniendo la total destruccién del mismo. Algunos ejemplos
de BG son el Frozen Zoo™ del Zoolégico de San Diego (Conservation and
Research for Endangered Species, CRES Project 2007), el que existe en
el Wild Breeding Resource Center en Africa (Holt 1999), y el Animal Gene

Storage Resource Center en Australia (AGSRA 2007).

Obtencidén de semen, criopreservacion e inseminacion artificial.

La coleccién de semen puede realizarse por medio de una vagina artificial,
por electroeyaculaciéon, o mediante el lavado de la cola del epididimo
(postmortem). Otra opcidn es recuperar el semen después del coito, como
en marmosetas y rinocerontes (Morrel et al. 1998; O Brien y Roth 2000).
La criopreservacion de semen se ha llevado a cabo en diferentes especies
usando diferentes diluyentes comerciales dependiendo de la especie y
éstos varian en las concentraciones de los crioprotectores como el

glicerol. Por ejemplo, en bovinos se usa un 5%, en cérvidos no mas de un
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4%, en cerdos un 3%, en ratones 1.8%, en la chinchilla 6% y en
marsupiales se usan concentraciones mayores. Sin embargo, en
rinocerontes blancos se ha observado que el glicerol no es adecuado (Holt
2000).

La inseminacién artificial (IA) es el método mas empleado entre las TRA.
Se ha usado en muchas especies silvestres, por ejemplo en bovinos,
cérvidos y carnivoros (Holt et al. 1996; Jalkanen y Lindeberg 1998;
Montfort et al. 1993; Pope 2000). Cuando no es posible atravesar el cérvix
con un catéter para depositar el semen, se utiliza la inseminacion
intrauterina por laparoscopia. Esta técnica se ha empleado en borregos
salvajes, cérvidos y felinos, sin embargo no es posible utilizarla en
animales de gran tamafio. Al depositar el semen directamente en el utero
se aumentan las posibilidades de fertilizacion, especialmente cuando se
realiza con semen congelado, esto se ha demostrado en felinos (Swanson
et al. 1995). En E.U.A se ha establecido con éxito un programa de IA en
hurones de patas negras (Mustela nigripes) que ha permitido la
propagacién y reproduccion de esta especie en peligro (Wildt et al. 1997).

Transferencia de embriones.

La transferencia de embriones (TE) se basa en la recoleccion de los
embriones de una hembra “donadora” y su transplante a las hembras
‘receptoras” que se sincronizan, para establecer y desarrollar la gestacion.
Ya que es necesario que la donadora produzca una mayor cantidad de
embriones que en condiciones naturales, su superovulacion es

indispensable, para lo que se utilizan la gonadotropina coriénica equina
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(eCG) y la hormona foliculo estimulante (FSH) (Swanson et al. 1995). La
respuesta de cada hembra a estas hormonas es muy variable (Schiewe et
al. 1991). La mayoria de los tratamientos practicos para sincronizar el celo
en rumiantes, se basan en la administracion de progesterona o
progestagenos solos o0 en combinacién con prostaglandina F2 alfa. Con la
aplicacion de estas hormonas la presentacion de los estros ocurre en la
mayoria de las donadoras y de las receptoras casi al mismo tiempo
(Scudamore et al. 1991). Esta técnica se ha probado en algunos antilopes
africanos como el antilope sable (Hippotragus niger), en jirafas, asi como
en diferentes especies de venados, bodvidos silvestres y camélidos.
Ademas, en felinos se ha podido inducir la ovulacion en cualquier
momento del ciclo estral usando gonadotropina coriénica humana (hCG) o
eCG (Gordon 1977; Loskutoff et al. 1995). Una forma de monitorear la
respuesta y las dosis utilizadas, es la medicion de esteroides en las heces
fecales, fundamental en fauna silvestre (Othen et al. 1999; Ashworth et al.
1992; Thompson y Montfort 1999). El uso de la TE en especies
amenazadas, requiere contar con receptoras que no estén en peligro de
extincion, que en general, pertenecen a una especie 0 subespecie
filogenéticamente cercana, para lograr la gestacién interespecie.
Gestacion interespecie.

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta la aplicacion de
TRA en especies amenazadas es la falta de hembras receptoras capaces

de gestar con éxito un embrion de la especie de interés.
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La gestacion interespecie (Gl) ocurre cuando existe un producto hibrido en
desarrollo o cuando se transfiere un embribn a una hembra que no
pertenece a la misma especie, a diferencia de la gestacién intraespecifica
en la que la madre y la cria pertenecen a la misma especie (Thompson y

Montfort 1999).

Los factores que influyen en el éxito o fracaso de una Gl son poco
conocidos. Es mas complejo aun el estudio de estos factores en fauna
silvestre y existen pocos estudios sobre el tema, debido al reducido
numero de animales disponibles para la investigacion, a los riesgos que
involucra el manejo de estas especies y a la reticencia de algunas
instituciones a la implementacién de TRA.

Aun asi, algunos investigadores han propuesto la hibridacidn como un
método de estudio de la cercania genética entre individuos de diferentes
miembros de una misma familia, como es el caso de los camélidos, en los
que se han producido hibridos entre las diferentes especies de camélidos
americanos (alpacas, llamas, vicufias y guanacos), entre los camélidos del
viejo mundo (dromedarios y camellos bactrianos) y también entre los del
nuevo y viejo mundo (llama x dromedario), probando de este modo que
tienen un ancestro comun (Skidmore et al. 1999) El estudio de la Gl puede
conducir a desarrollar una herramienta valiosa en biotecnologia y también
en la conservacion de especies en peligro de extincion (Betteridge 2006;
Wildt et al. 1992). Se ha propuesto el uso de hembras hibridas como

receptoras de embriones de especies amenazadas a partir del fracaso de
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transferir embriones de cabra pirenaica y de borrego Cimarrén a
receptoras de especies domésticas (Thompson y Montfort 1999;
Fernandez-Arias et al. 1999).

La Gl es un evento que se ha llevado a cabo durante afios en animales
domésticos por intervencion humana (Mejia et al. 2001). Algunos autores
sostienen que la hibridacion en la naturaleza ha formado nuevas especies
excepto en mamiferos (Bernischke y Rider 1985), mientras que otros
afirman que no es un mecanismo de formacion de las mismas (Zeh y Zeh
2000). A continuacion se describen casos de Gl en diferentes grupos de

mamiferos:

z

Equidos

Tal vez los hibridos mas conocidos son las mulas, que derivan de la cruza
de una yegua con un burro y la cruza reciproca llamada burdégano
(caballo x burra). La literatura habla de la imposibilidad de las mulas para
tener crias, lo que ha influido en la creencia general, que sefiala a los
hibridos producidos entre diferentes especies como animales estériles. En
el caso de las mulas, la diferencia en su niumero cromosémico caballo
2n=64, burro 2n=62), provoca crias aneuploides (Storer et al. 1975) con
fallas en la meiosis, lo que causa infertilidad. Las mulas macho son
estériles, los cortes histoldgicos de sus testiculos y estudios morfolégicos
del semen lo demuestran. En las mulas hembra adultas los ovarios son
fibrosos debido a la ausencia parcial o total de células germinales y sélo

ocasionalmente presentan cuerpos luteos. Por lo tanto, es poco probable
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que una mula ovule normalmente. Sin embargo, en algunos casos las
mulas han sido utilizadas como receptoras de embriones de caballo o de
burro, dando como resultado el nacimiento de algunas crias de ambas

especies (Storer et al. 1975).

Existen otros hibridos equinos, por ejemplo hibridos de caballo x cebra de
Grevy o de Grant, que presentan fallas en la espermatogénesis similares a
las de las mulas. En cambio, los hibridos entre caballo de Przewalskii y
caballo doméstico son fértiles, asi como los hibridos entre burros silvestres
y domésticos (Davies et al. 1985). Se han transferido con éxito embriones
de caballo a burra y viceversa (Davies et al. 1985), asi como embriones de
cebra a yeguas y a burras, originando el nacimiento de un potro en el caso
de la yegua receptora y, en la pérdida de la gestacion en el dia 292, en el
caso de la burra receptora, aunque en este ultimo hubo pérdida de la
gestacion (Allen et al. 1985). También se han transferido embriones de E.
przewalskii a caballos Ponis con el nacimiento de cuatro potros, en donde
el 78 % de los embriones transferidos produjeron una gestacion,
sefalandose al método de transferencia no quirurgico como el de mejores

resultados (Bennet y Foster 1985; Kidd et al. 1985).

Bovidos

En los bovidos, existen una serie de hibridaciones interespecie. Una
caracteristica distintiva de las hembras hibridas bovinas es que tienen
fertilidad normal y que los machos son, en algunos casos, infértiles (Pope

et al. 1988, Rosnina et al. 2002).
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Los numeros diploides del bufalo de pantano y del bufalo de rio son de 48
y 50 respectivamente, el hibrido tiene un cariotipo intermedio 2n=49, con
uno de los cromosomas fusionados, provocando diferentes anomalias a lo
largo del desarrollo. Sin embargo, en estos hibridos tanto la hembra como

el macho son fértiles (Rosnina et al. 2002).

Otro ejemplo de transferencias interespecie es el de embriones de Gaur
(Bos gaurus) a vacas domésticas, obteniendo el establecimiento de la

gestacion de tres de los nueve embriones transferidos (Pope et al. 1988).

También en la transferencia de embriones se ha realizado en antilopes
orix cimitarra (Orix dammah), con el objetivo de implementar la técnica
para luego utilizar este conocimiento en las especies y subespecies de
orix que estan en inminente peligro como por ejemplo el orix arabe (Orix

leucorix) que actualmente esta extinto en vida libre (Pope et al. 1991).

Ovinos y Caprinos

Entre algunas especies del género Ovis, se han logrado hibridaciones y Gl
exitosas. En la mayoria de las especies del género Ovis el numero
cromosomico es el mismo, 54 cromosomas (2n=54), este es el caso de los
borregos domésticos (Ovis aries), los borregos Muflon (Ovis gmelini
musimon), el borrego Rojo Armenio (Ovis orientalis), el borrego Dall (Ovis
dalli) y el borrego Cimarrén (Ovis canadensis) (Pope et al. 1991).

Entre especies de ovinos cuya duracion de la gestacion es similar, por
ejemplo, entre muflones y borregas domésticas, con gestaciones de 153

dias y 149 dias respectivamente, se han realizado hibridaciones por monta
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dirigida o IA y se han obtenido crias viables mediante la TE de Muflén a
domésticas (Rosnina et al. 2002; Hoffman y Woolf 1973). De la misma
manera, se han obtenido hibridos entre Muflén y borregos Argali (Ovis
argali) (Hooffman y Woolf 1973). También se ha logrado la produccion de
crias de borrego rojo armenio (Ovis orientalis), mediante la FIV y la TE a
ovejas domésticas (Bunch y Cox 1980).

En otro trabajo se trataron de hibridar berberiscos (Amotragus lervia) con
ovejas domésticas y con cabras, no se obtuvo ninguna gestacién con
ovejas y nacieron crias hibridas con cabras, o que demuestra que aun
siendo un género intermedio entre Ovis y Capra, existe una cercania
filogenética mayor con Capra que con Ovis (Fernandez-Arias et al. 1996).
En cambio, en especies con gestaciones de diferente duracion como
serian los borregos Dall (Ovis dalli), cuya gestacién dura en promedio 175
dias, la transferencia de sus embriones a ovejas domésticas tuvo
diagndsticos negativos de gestacién en un primer ensayo, mientras que un
trabajo posterior la TE a las mismas ovejas receptoras termind con
muertes embrionarias tempranas y con pérdidas fetales durante diferentes
etapas de la gestacion (Coonrod et al. 1994).

En E.U.A. y Canada, que comparten con México el habitat del borrego
Cimarrén, se tiene el reporte de la existencia de alrededor de cuarenta
hibridos con borregas domésticas, resultado de un cruzamiento accidental
y de una hibridacion experimental de la que se obtuvieron crias hembras.
Estas hembras recibieron posteriormente monta con Cimarron y también

produjeron crias (Buckrell et al. 1990). Se sabe de la hibridacion de

18



borregos Argali-Muflon con borregos Cimarréon (Buckrell et al. 1990) y de
la hibridacion de un macho Dall con hembra Cimarrén, cuya cria hembra
recibié monta de Cimarrén y parié una cria viable (Young y Manville 1960).
En el Centro Ecolégico de Sonora hay crias hibridas de la primera
generacion filial (F1) entre borrego Cimarrén y ovejas domésticas de raza
Pelibuey (Ovis canadensis x Ovis aries) estas ovejas fueran elegidas para
hibridarse con el borrego Cimarrén debido a que esta raza mexicana que
tiene su origen en Africa presenta caracteristicas muy deseables como
alta fertilidad y prolificidad (Gonzéalez et al 1987). Ademas de que tienen
un anestro muy corto y poco profundo, por otro lado al ser borregos de
pelo era probable que al cruzarse con el borrego Cimarrén las crias
heredaran esta caracteristica comun, esto es deseable ya que al cruzarse
con borregos domésticos de lana los animales resultantes presentan una
combinacion de ambos tipos de capa lo que les confiere un aspecto
desagradable. La fertilidad de los hibridos de borrego Cimarrén con
Pelibuey ha sido demostrada al tener crias, tras recibir monta de otros
hibridos o a través de la inseminacién artificial con borrego Cimarrén.
Datos preliminares obtenidos en estas borregas hibridas, muestran su
capacidad para mantener una gestacion mas larga, ya que al ser
inseminadas con Cimarron y gestar crias hibridas 3/4 Cimarron (F2), la
prefiez se mantuvo en una hembra 161 dias y en otra 162 dias (Skidmore
et al. 1999).

El uso de hembras hibridas como receptoras de embriones se probd con

buenos resultados en un proyecto realizado en Espafia para el rescate de
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la cabra montés o ibice espafiol (Capra pyrenaica hispanica), en el cual se
logré el nacimiento de tres crias al transferir 2 embriones a cada receptora
hibrida (Capra pyrenaica hispanica x Capra hircus), las receptoras eran
una F1 y dos F2. Se obtuvieron un 100% de gestaciones y 50% de crias
viables (Hoefs y Nowlan 1997). En contraste, en un ensayo previo, en el
que unicamente habian nacido dos crias de cabra montés después de la
transferencia de cincuenta y tres embriones (38% de receptoras
diagnosticadas gestantes, 3.8% de crias viables) a cabras domésticas
(Capra hircus) se atribuy6 la pérdida de las gestaciones a incompatibilidad
placentaria, a rechazo inmunoldgico, o a la diferencia de alrededor de 10
dias en la duracién de la gestacion entre ambas especies del género
Capra (Fernandez-Arias et al. 2001).

Finalmente en el 2000 la ultima Ibex espanola murid, muestras de
fibroblastos de tejido cutdaneo fueron criopreservadas y en el 2009,
después de muchos intentos, naci®6 una hembra producto de la
transferencia de nucleos obtenidos de Ilas muestras tomadas de este
ultimo ejemplar de la especie. Desafortunadamente el clon vividé 7 minutos,
su muerte se debid a complicaciones pulmonares atribuibles a la
clonacion, evento muy comun en los neonatos producto de esta técnica.
Cabe sefnalar que la hembra receptora era una hibrida (Capra pyrenaica
hispanica x Capra hircus), resulta interesante que el unico animal que ha
sido clonado de una especie extinta haya nacido de esta forma y nos hace
pensar no solo sobre la utilidad de estos animales como receptoras de

embriones, sino en la linea de tiempo que describe a esta especie para
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reflexionar si la clonacion es una herramienta viable para la conservacion
o no, el ibice espafiol se extinguié en el 2000, su resurreccién fue en el
2009 y se extinguié nuevamente 7 minutos después (Folch et al. 2009).

Mas recientemente se realizd un experimento en el cual por medio de
fertilizacion in vitro se obtuvieron embriones hibridos de Tahr arabe con
cabras domeésticas, esta es una especie que esta clasificada como en
inminente peligro de extincion y es objeto de un programa de
recuperacion. Los embriones fueron transferidos a 4 cabras domésticas de
las cuales se detectaron gestantes a 3 de ellas, el objetivo de este
experimento fue obtener receptoras hibridas para recibir embriones de

Tahr (Idris et al. 2010).

Carnivoros

Embriones de vison europeo (Mustela lutreola) se han transferido con
éxito a recipientes hibridos de esta especie con hurones salvajes
europeos (Mustela putorius) (Amstislavsky et al. 2004). Es importante
indicar que se hicieron cruzas reciprocas, siendo fértiles todos los
animales resultantes de estas cruzas. Este reporte es el unico que existe
sobre receptoras hibridas de transferencia de embriones interespecie en
carnivoros. Hay que senalar que existe un parentesco cercano entre las
dos especies hibridadas.

El desarrollo de la transferencia de embriones interespecie en otros
animales silvestres también se ve limitado por la dificultad de contar con

receptoras compatibles, o por la imposibilidad de obtener embriones u
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ovocitos sin comprometer la integridad de las hembras como es el caso de
los canidos. La compleja estructura del oviducto no permite que éste sea
lavado para obtener los embriones para transferir y la unica forma de
obtenerlos es mediante la diseccién de la estructura, lo que es inviable en
canidos silvestres, como es el caso del lobo mexicano (Farstad 2000).
Produccion de embriones in vitro

Es el método mas eficiente en la propagacién de pequefias poblaciones
pero sin duda el mas costoso. Las técnicas de maduracion y fertilizacion in
vitro (MIV) y (FIV) que se realizan en laboratorios de todo el mundo
presentan considerables ventajas practicas, ya que partir de ovocitos
obtenidos de animales sacrificados se pueden producir un numero
considerable de embriones. La MIV y FIV proveen las bases para
implementar otras técnicas como la clonacion por transferencia nuclear y
la manipulacion del genoma (Bavister et al. 1992). Sin embargo, los
investigadores se han encontrado con algunos obstaculos como tasas de
fertilidad bajas, fallas en la implantacién, aumento en la duracion de la
gestacion, sindrome de neonatos gigantes y hepatomegalia, que se han
atribuido al uso de sueros con los que se suplementan los medios de
cultivo, aunque no se sabe exactamente qué componentes causan estas
alteraciones (Bavister et al. 1992; Jacobsen et al. 2000). Otro de los retos
a superar en la FIV en fauna silvestre es el desconocimiento de la
embriologia de muchas especies. Esta técnica se ha intentado en algunas
especies silvestres como son: la Ballena Jorobada (Balaenoptera

acutorostrata) (Fukui et al. 1997), el Elefante africano (Loxodonta africana)
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(Kidson et al. 1995), el Gorila (Gorilla gorilla) (Pope 1997), y Cebras
(Equus burchelli y Equus zebra) (Meintjes et al. 1997). La FIV se hace de
forma mas rutinaria en Ciervo Rojo debido a su valor comercial y semi-

domesticacion (Berg et al. 2004).

Otras técnicas y sus aplicaciones futuras.

Inyeccidn intracitoplasmica de espermatozoides (ICSl)

Esta técnica consiste en inyectar un espermatozoide en el citoplasma de
un ovocito maduro. En el humano ha cobrado importancia en pacientes
con espermatozoides que presentan baja o nula movilidad haciendo
posible la fertilizacion. Aunque ya se han tenido avances en algunas
especies salvajes, como en el Macaco cola de ledn (Cranfield et al. 2000),
el Gorila (Lanzendorf et al. 1992) y el Jaguarundi (Pope 2000), esta
técnica depende del cultivo in vitro de embriones, de la transferencia y

disponibilidad de receptoras adecuadas para ellos.

Uso de espermatogonias

Los animales en cautiverio mueren por multiples razones. La muerte de
neonatos y animales prepuberes es especialmente grave, ya que no
tuvieron la oportunidad de contribuir con su informacién genética a la
siguiente generacion. En el caso de los machos que no comenzaron la
espermatogenesis o no pudieron terminarla, la criopreservacion de semen
no es posible (Larson y Gram 1976). El transplante de espermatogonias

podria ser una opcidn en estos casos, se trata de depositar las
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espermatogonias en los tubos seminiferos del receptor, por medio de
inyeccion en los tubos eferentes en roedores, o en la rete testis en
especies mayores, usando ultrasonografia (Brinster y Zimmermann 1994).
En la actualidad existen reportes en cerdo y cabra (Honaramooz et al.
2002, Honaramooz et al. 2003), toro (lzadyar et al. 2003), monos del
género Cynomolgus (Schilatt et al. 2002). Esto se ha hecho de forma
heteréloga (cuando el donador y el receptor no son de la misma especie)
en rata (Clouthier et al. 1996), perro y conejo (Dobrinski et al. 1999), y
papiones (Oehninger 2005), usando por lo general ratones como
receptores. En especies emparentadas se ha obtenido produccion de
espermatozoides (Park 2003). En especies no muy cercanas, las
espermatogonias han colonizado los tubos seminiferos pero no se
producen espermatozoides (Comizzoli et al. 2000). Por lo tanto, la
limitante mas obvia es la disponibilidad de receptores emparentados y

compatibles.

Criopreservacion de tejido testicular

Esta técnica ha recibido atencion ya que en pacientes con azoospermia
obstructiva (donde se producen espermatozoides, pero debido a un dano
fisico en el testiculo no estan presentes en el eyaculado) es una
alternativa que se esta explorando. Usando espermatozoides aislados de
tejido testicular criopreservado se han obtenido algunos nacimientos en

seres humanos (Park et al. 2003), en rata y ratén (Shinohara et al. 2002).
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La criopreservacion de tejido testicular podria optimizar la obtencién de
muestras en especies silvestres y aumentar la cantidad de descendientes
de algunos individuos en particular. Cuando un animal muere o0 es
castrado, sus testiculos usualmente se desechan, pero si se toma en
cuenta que a partir de éstos es posible obtener tejido, este procedimiento
podria ser usado como una técnica de campo, al congelar tejidos de

animales abatidos en caceria.

Clonacién por Transferencia Nuclear.

Consiste en introducir el material genético de la célula a clonar en un
ovocito previamente enucleado sin su propio material genético. Se
considera que el ovocito tiene la capacidad de reprogramar el programa
de expresion génica celular, reiniciandolo de alguna manera, de forma que
la célula nueva resultante sera capaz de dar lugar a cualquier otro tipo
celular. Se han clonado algunos animales silvestres como el Gaur y el
Banteng (Bibos banteng), dos bovinos silvestres cuyos clones fueron
transferidos a receptoras domésticas (Bos taurus). En el caso del Gaur, la
cria nacida vivido un par de dias y murié6 de una infeccion neumonica
severa, que no fue atribuible al proceso de clonaciéon mismo (Lanza et al.
2000). También se ha intentado la clonacién del Bongo de montafa, por
medio de la transferencia de nucleos de células somaticas a ovocitos
enucleados de vaca, culminando el experimento con el desarrollo de
blastocistos, que desafortunadamente no fueron viables (Lee et al. 2004).

En un primer estudio, por medio de transferencia de nucleos de células
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somaticas de gatos salvajes africanos a ovocitos enucleados de gata
doméstica se logré el desarrollo de embriones hasta la etapa de
blastocisto, pero no se detectaron gestaciones en las receptoras
domésticas. Posteriormente una gata doméstica parié 3 hembras clonadas

de gato salvaje africano (Gémez et al. 2003).

La clonacién de borregos Argali (Ovis ammon) y Muflon ha despertado un
mayor interés por la gestacion interespecie, ya que embriones clonados
han sido transferidos a borregas domésticas: en el caso de los Argali, con
el establecimiento de una gestacion (White et al. 1999) y en el caso del

Muflon, con el nacimiento de una cria saludable (Loi et al. 2001).

También se ha intentado la produccion de embriones por transferencia
nuclear interespecifica. Por ejemplo, se han producido embriones
clonados de osos Panda utilizando ovocitos enucleados de coneja y se
lograron algunas gestaciones utilizando conejas como receptoras. Sin
embargo, las gestaciones fueron interrumpidas, concluyéndose que se
necesitan mas estudios sobre el efecto de las mitocondrias de coneja
sobre el metabolismo celular del oso Panda, lo que ademas plantea

diversas consideraciones bioéticas (Chen et al. 2002)

La aplicacion de TRA como herramientas para la conservacion se ve
limitada por muchos factores. Deben considerarse numerosos aspectos
bioéticos y el éxito depende en gran medida de la generacién de
conocimiento mas detallado de la fisiologia reproductiva de los animales,

particularmente de los silvestres, conocimiento que en muchos casos aun
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no existe. Las condiciones de cautiverio y la poca accesibilidad del
material biolégico que ademas se encuentra en lugares dispares,
incrementa la dificultad de los procesos. Ademas, el que los animales
silvestres sean mas susceptibles al estrés, requiere el desarrollo de mas y
mejores técnicas no invasivas. Otra limitante es la dificultad de conformar
grupos multidisciplinarios y la poca disponibilidad de recursos para la
investigacion. Ninguna de estas técnicas, por mas exitosa que resultase,
puede sustituir la necesidad de contar con programas mas eficaces de
educacién ambiental y de conservacion de los habitat, especialmente en
paises como el nuestro. Si esto no es tomado como una verdadera
prioridad, no tendra ningun sentido la aplicacién de ninguna técnica, ya

que seria una solucion muy pobre a un problema muy complejo.
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Antecedentes

La utilizacion de TRA en fauna silvestre como una herramienta en la
conservacion ha sido ampliamente discutida por diferentes autores (Wildt
et al. 1992). Sin embargo poco se ha avanzado en este tema en materia
de gestacién interespecie, sobre todo en las similitudes y diferencias
fisioloégicas y endocrinolégicas que se puedan presentar entre
gestaciones inter e intraespecie y con ello orientar el uso de estas
practicas. Una importante limitante en este tipo de estudios es la dificultad
para realizar muestreos sin comprometer la integridad del producto y/o de
la madre por lo que la aplicacién de TRA podria ayudar a superar dicha
limitacion. Ademas, la busqueda de receptoras para transferir embriones
de una especie en peligro, a una que no se encuentre amenazada,
enfrenta importantes vacios en el conocimiento sobre temas como la
importancia de la cercania filogenética entre donadora y receptora, las
diferencias en la duracién de la gestacion, diferencias en la placentacion y
el rechazo inmunoldgico de la receptora al embrion transferido. Algunos
investigadores (Fernandez-Arias et al. 2001; Mejia et al. 2001) han
producido hembras hibridas dentro de los géneros Capra y Ovis
respectivamente, para ser usadas como receptoras de embriones, ya que
existe una considerable diferencia en la duracion de la gestacion.

La gestacion de una oveja doméstica es de 5 meses, mientras que la de
una oveja Cimarron es de 6 meses (Turner y Hansen 1980), por lo que

una hembra doméstica seria incapaz de completar el desarrollo de un feto
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de Cimarrén por si misma (gestacién interespecie), mientras que una
hibrida de ambas especies posiblemente si lo seria. Algunos trabajos
indican que efectivamente estas hibridas tienen la capacidad para ser
mejores receptoras. Sin embargo, poco se sabe sobre los eventos
biolégicos que sustentan las gestaciones de embriones hibridos, por lo
que resulta importante desarrollar proyectos que permitan comprender
mejor los procesos de interaccién madre-embrién o feto y todo aquello que
sea capaz de interferir con esta comunicacion (Fernandez-Arias et al.
2001, Mejia et al. 2001).

El reconocimiento materno de la gestacion y la implantacién es un periodo
critico a superar por el embrion hibrido (Bernirschke y Ryder 1985). El
Interferdn tau (IFNT) es sin duda el producto trofoblastico mas importante,
ya que es la sefal responsable, por parte del embrion del reconocimiento
materno de la gestacion en rumiantes (Parent et al. 2003). Se sabe que la
expresion del gen IFNT se ve afectada por algunas condiciones a las que
son sometidos los embriones y se ha planteado el modelo de embriones
producidos in vitro a partir de hibridos entre animales domésticos y
silvestres como una alternativa para obtener informacién cuando no es
posible obtener embriones ni in vivo ni in vitro de una especie amenazada
(Rasmussen et al. 2005). En los embriones hibridos no se conoce si

existen alguna alteraciones en la expresion del gen IFNT.
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Interferon tau

Una variedad de moléculas han sido reconocidas como importantes o
esenciales en los procesos reproductivos, entre ellas los interferones
representan una clase importante de citocinas. Los interferones fueron
descritos primero por su habilidad para responder o prevenir una infeccién
viral en diferentes tipos celulares, y ahora estan claros los tipo | (a,3,0,T,w)
y tipo Il (y) que existen en los genomas de los vertebrados y que funcionan
en una variedad de procesos no inmunes (Lefevre et al. 1993). En algunas
especies los interferones sn producido por el embrién en elongacion o la
placenta, jugando un papel facilitador durante la gestacion por medio de la
regulacion de genes de expresion uterina (Fowler et al. 1980). En los
anos 80 se describieron mecanismos importantes en la gestacion
relacionados con la produccion de interferones que se expresan en el
ratdbn y en la placenta humana, asi como en el endometrio. Otro ejemplo
de mecanismos importantes mediados por interferones en la gestacion es
la produccidén de INFG por parte de las células NK uterinas que esta
implicada en controlar la desidualizacién y promover la formacion de la
arteria espiral en la placenta humana (Leonard 2006). En porcinos, el
IFNG y IFND se producen en copiosas cantidades por el trofoectodermoo
durante el periodo de la unién al utero, la funcidén de estos interferones no
es clara (Roberts et al.1999).

En los ultimos 25 afios se le ha puesto singular atencion a un nuevo IFN

producido por el trofoectodermoo en los embriones de los rumiantes
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alrededor del periodo de implantacién. Primero se le llamé Trofoblastina
pero luego su nombre cambio a IFNT. Lo que mas distingue al IFNT es la
especificidad con la que se expresa en el trofoblasto y que no tiene
respuesta a la infeccion viral (Ealy et al. 2009).

El IFNT tiene efectos luteotropicos implicados en el reconocimiento
materno de la gestaciéon (RMG), término usado para describir la forma en
la cual la madre responde fisiolégicamente a la presencia de un producto
en su tracto reproductivo (Demmers et al. 2001).

Los rumiantes poseen ovulacion espontanea y utilizan los sistemas
uterinos para controlar la vida del cuerpo luteo (CL) y el subsecuente
retorno a estro. En vacas no gestantes, la prostagladina F2 alfa (PGF2a)
es liberada por el endometrio y viajan a los ovarios debido a un
mecanismo local y causan la regresién del CL. La fuente lutea de
oxitocina provee una retroalimentacion negativa durante la lutedlisis donde
la oxitocina es liberada en respuesta a la estimulacién de PGF2a y causa
liberacion pulsatil de PGF2a. El epitelio glandular es una fuente primaria
de PGF2a en la lutedlisis, y la oxitocina actua en estos tejidos blanco por
unién a un receptor de membrana plasmatica que es expresado tarde en
el diestro coincidente al inicio de la lutedlisis (Ealy et al 2009).

Durante la gestacion temprana en todos los rumiantes, el IFNT actua en el
utero al interrumpir la via de lutedlisis antes descrita para que el CL siga
siendo funcional. El receptor de IFNT es el mismo que se ha descrito para
los IFN tipo | o receptor alfa (IFNAR) que se encuentra en el borde apical

del epitelio luminal y glandular del utero en la gestacion temprana. Una de
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las vias primarias que agonistas del IFNT para que continue la funcion del
CL es previniendo la liberacion de PGF2a. El IFNT controla la expresion
del receptor de estrogenos (Spencer et al. 1995).

El IFNT promueve la funcién Iutea por medio de la regulacién del
metabolismo uterino de varias prostaglandinas. En sistemas de cultivo de
células endometriales de los ovinos, donde se proveen dosis bajas de
IFNT (<1 microgramo/ml) se inhiben la produccion de PGF2a y de PGE2,
mientras que dosis altas de IFNT (>1 microgramo/ml) incrementan la
produccion de PGE2 sin impactar los niveles de PGF2a (Pratt et al. 1977).
La PGEZ2 es una luteotropina y un luteoprotector y su produccién por parte
del endometrio y el embridbn en elongacion probablemente sirve como
mecanismo secundario que mantiene sostiene la funcién del CL. Evidencia
de que el INFT controla la produccion de prostaglandina se ha observado
en el utero (Pratt et al. 1979).

En experimentos en vacas ciclando en los dias 14 al 16 post- estro se
incrementan la produccion del mRNA de ciclooxigenasa2 (COX2) y los
niveles de proteina comparados con los de protaglandina H2 sintetasa,
esto limita el proceso enzimatico que controla la sintesis de PGE2 y
PGF2a y convierte el acido araquidonico en PGH2 (Arosh et al. 2004). La
aplicacion de IFNT no altera la expresion del mensajero ni los niveles de
proteina de la enzima responsable de convertr PGH2 a PGE2
(prostaglandina E sintetasa) pero hace que disminuya Ila expresion
endometrial del mensajero de la proteina que convierte PGH2 en PGF2a

(prostaglandin F sintetasa) (Arosh et al. 2004).
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La mayor parte de los estudios in vitro e in utero en rumiantes soportan la
teoria de que el metabolismo basal de prostaglandina es modificado por
IFNT a favor de mantener el CL funcional (Ealy et al. 2009).

En ovinos, el RMG ocurre alrededor de los dias 12 al 14 de la gestacién
(Senger et al. 2005). En ovejas no gestantes, alrededor de los dias 12 al
15 del ciclo estral, ocurre la destruccion del CL (Stewart et al. 1989) por la
liberacion pulsatil de PGF2a (Flint et al. 1986, Putney et al. 1988). En
ovejas gestantes hay una secrecion basal toénica de esta hormona, a
diferencia de la vaca y la cabra en las que deja de producirse por
completo, por lo que en la oveja es suficiente para mantener el CL con un
cambio en el patron de secrecion de esta prostaglandina de pulsatil a
tonico (Zarco et al. 1988).

Los embriones ovinos, entre los dias 10 al 21 de la gestacién producen
IFNT. El IFNT mantiene la liberacién de PGF2a en un promedio no mayor
de 1.3 pulsaciones/ hora entre los dias 14 y 15 de la gestacion, ya que
suprime el desarrollo de mecanismos luteoliticos del epitelio del
endometrio, como son la inhibicion de la expresion del receptor de
estrogenos (ERa) de forma directa, y de forma indirecta al inhibir el
receptor de oxitocina (OTR), cuando esto ocurre se bloquea también a la
enzima ciclooxigenasa (COX2) que evita la presencia de acido
araquidonico, principal sustrato de la PGF2a. Con todo esto favorece el
mantenimiento de la gestacion (Kim et al. 2003). Un segundo mecanismo
en el reconocimiento de la gestacion, que coincide con el incremento en la

produccion del IFNT, es la transformacién morfolégica del embridn, que
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pasa de tener una forma esférica y un diametro de alrededor de 140 ym, a
una forma tubular y posteriormente filamentosa, que llega a medir entre
140 y 190 mm en el dia 15 de la gestacion (Roberts et al. 1992).

Este IFNT actua de forma paracrina, ya que es producido por las células
del epitelio del trofoblasto y su receptores se encuentran en el endometrio,
por lo que es absorbido por el epitelio del lumen uterino y de las glandulas
uterinas (Thatcher et al. 1986, Bazer et al. 1994).

Se ha visto que el IFNT se expresa in vitro y su produccion por el embrion
puede ser afectada por el ambiente de cultivo, ya que se incrementa con
la presencia de células endometriales y otros factores como el sexo del
embridn, el genotipo paterno o la manipulacion de los mismos puede
afectar también la secrecién de IFNT (Kubisch et al. 2001; Rizos et al.
2004).

La pérdida temprana de las gestaciones en los rumiantes ocurre por una
sub-6ptima produccion de IFNT o la falla del sistema materno en
reconocer y responder a la sefial de IFNT. La mayoria de las gestaciones
que fallan ocurren en la primeras seis semanas de la gestacion y se
estima que entre el 10 y el 40% de ellas se pierden alrededor del
reconocimiento materno de la gestacion en rumiantes (Ealy et al. 2009).
De manera muy reciente se han estudiado los papeles de P4 e IFNT
desde una nueva perspectiva, especialmente en el efecto de la expresion
de genes en el endometrio uterino por proteinas secretorias y por
transportar y liberar nutrientes en el lumen uterino para asegurar el

desarrollo del embrién en elongacion y el éxito de la gestacion (Bazer et
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al. 2012). Una serie de nutrientes selectos como por ejemplo son argininas
y SPP1 (fosféproteina 1) activan las vias metabdlicas mTOR y la adhesion
focal del embrién al utero necesaria para el crecimiento y el desarrollo asi
como la diferenciacion del trofoectodermo durante el periodo critico de
implantacion en la gestacion. La P4 exdgena acelera el desarrollo del
embridn, incrementa la abundancia de nutrientes selectos, induce la
regulacion a la baja de PGR en el epitelio uterino y aumenta la secrecion
de IFNT y progestamedinas para regular la funcién del epitelio uterino.
Este efecto temprano de P4 en el histotrofo aumenta el desarrollo del
embrion y el éxito de la gestacion tanto en animales como en humanos.
Adicionalmente, IFNT altera los las vias metabdlicas de modelos murinos
actuando en contra de la obesidad y la diabetes y resultados no
publicados proveen una base para la futura investigacion de los
mecanismos que podrian usarse para prevenir y tratar enfermedades
inflamatorias (Bazer et al. 2012). EI mecanismo de accion de IFNT se

describe en la figura A.
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Figura A. Mecanismo de accién de IFNT. EL IFNT suprime el desarrollo de
mecanismos luteoliticos del epitelio del endometrio, como son la inhibicién de la
expresion del receptor de estrégenos (ERa) de forma directa, y de forma indirecta al
inhibir el receptor de oxitocina (OTR), cuando esto ocurre se bloquea también a la enzima
ciclooxigenasa (COX2) que evita la presencia de acido araquidonico, principal sustrato de
la PGF2a. Con todo esto favorece el mantenimiento de la gestacion (Adaptado de
Spencer et al. 1996).
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Estructura de Interferén tau (IFNT)

Recientemente se han descrito 21 variantes polimoérficas de IFNT ovino,
12 de bovino y 16 de caprino que se transcriben en los embriones durante
la gestacion temprana (GenBank 2012). Sin embargo en el ovino, se sabe
que diferentes isoformas de ovIFNT poseen diferentes actividades
biolégicas, incluyendo la habilidad de prevenir la destruccion del cuerpo
luteo (Winkelman et al. 1999). Estas variantes polimorficas de IFNT ovino
han mostrado diferencias en su nivel de expresion asi como en su
actividad bioldgica. Estas variantes estan agrupadas en tres distintos tipos
A, B, C que se forman en los arboles filogenéticos. Las variantes de los
tipos A y B son las que presentan actividad biologica, las variantes tipo C
son pseudogenes o poseen poca actividad biologica (Ealy et al. 2001).

La determinacion de las secuencias del gen de IFNT en mas especies de
ungulados puede facilitar un mayor entendimiento de cémo el IFNT
evoluciond6 como una sefal crucial durante la gestacion temprana
(Rasmussen et al. 2005).

La estructura del IFNT esta intimamente ligada a la de otro interferones
tipo 1 como el interferon alfa, beta y omega, de este ultimo evoluciono
justo cuando los rumiantes divergieron del resto de los mamiferos. La
proteina completa de IFNT tiene 172 amino acidos, posee un péptido
sefal el cual como en otras proteinas es una secuencia corta e hidrofébica

de amino acidos que hace que la proteina sea transportada y secretada.
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La proteina madura de IFNT posee 161 amino acidos (Demmers et al.
2001, Roberts et al. 2003).

La estructura del IFNT como la de otros interferones tipo 1 consiste en 5
alfa hélices designadas como hélices A (residuos consenso 4-21), B (51-
67), C(79-93), D(115-134), E(138-158). A las regiones que interconectan
las hélices conocidas como asas se les denomina con el nombre de las
hélices que interconectan, por lo que existen en estas moléculas las asas
AB, BC, CD, DE. Cada hélice y asa pose una region N Terminal, una
region media y una regiéon C terminal. La proteina tiene cisteinas en las
posiciones 1, 29, 99 y 139 éstas se unen entre si de la siguiente manera la
Cys1 con Cys99 y la Cys29 con la Cys139. Se sabe que el segundo
puente disulfuro entre Cys29 y Cys139 puede ser importante en la
proximidad de los giros AB y DE, vy también es importante en las
actividades biolégicas y de union a receptor (Jarpe et al. 1994). En las
secuencias de IFNT se observa una regidén altamente conservada en el
asa hidrofilica AB (residuos 24-48) y en una region mas hidrofobica entre
los residuos 120 al 144, que se observa en todos los mamiferos, asi como
en el IFNT de los rumiantes (Rajaravindra et al. 2008).

Las proteinas que carezcan de alguna de esas cisteinas pueden tener su
actividad antiviral, afinidad de membrana y actividad antiproliferativa
disminuida o completamente abolida (Li y Roberts 1994). Esto indica que
estas actividades no estan directamente relacionadas con la actividad
antiluteolitica en la proteina de IFNT (Winkelman et al. 1999; Rajaravindra

et al. 2008).
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Estos residuos altamente conservados del asa AB, la hélice D y el asa DE
se han predicho como sitios de union a los IFNR2 (receptor 2 de los IFN).
La hélice A asi como la hélice C se proponen como un sitio de
interaccién con IFNR1. Sin embargo, las muchas diferencias estructurales
entre IFNT y los IFN Alfa en la hélice B y el asa BC sugieren que la region
envuelta en es la funcién unica de hormona antiluteolitica de IFNT ovino
(Radhakrishnan et al. 1999).

La informacién sobre la actividad biolégica de diferentes variantes IFNT es
muy limitada. Se ha reportado que la variante p3 del IFNT ovino es mas
potente que otras clases de IFNT ovino como la p8 (Ealy et al. 1998).

Las variantes p3 y p8 tienen solo tres sustituciones de aminoacidos en la
posicion 101 (Asp por Gly), 107 (Lys por Glu) y 128 (Hys por Tyr). Ya que
se encuentran préximas a la presunta regidn de union al receptor un
cambio de Tyr por Hys en la posicion 128 le confiere al IFNT la capacidad
de detener la luteolisis (Winkelman et al. 1999).

Se sabe que el IFNT existe en forma glicosilada y no glicosilada. Asi como
existen dos formas con masa molecular de 20 y 22 kDa, las dos formas
previenen la luteolisis (Bazer et al. 1994). En los bovinos las variantes
contienen un sitio potencial de glicosilacion en la Asn78.

Se han secuenciado 9 variantes del IFNT en el bufalo (Bubalus bubalis)
pero solo se han observado 4 variantes con el sitio potencial de
glicosilacion en Asn78 Como los bovinos, el IFNT de Bos frontalis contiene
este sito Asn78, por el contrario en los caprinos se encuentran formas

glicosiladas y no glicosiladas en las que esta presente Asp78 en vez de
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Asn78 (Rajaravindra et al. 2008).

En ovinos, algunas variantes poseen Asn78 pero ninguna de ellas se ha
encontrado glicosilada (Winkelman et al. 1999). De las 21 variantes de
IFNT ovino solo 8 variantes que pertenecen a los tipos B y C tienen el
Asn78 conservado. El sitio potencial de glicosilacion Asn78 esta ausente
en las de tipo A. La glicosilacién es importante en las modificaciones post
-transcripcionales en las células eucariontes lo que influye en la estructura
y la funcién biolégica de las proteinas incluyendo su estabilidad, secrecion,

interaccidn con receptor y su subsecuente actividad bioldgica.

Figura 1. Estructura de Interferon-tau. En amarillo se observa la hélice A,
en rojo la hélice B, en azul la hélice C, en verde oscuro la hélice D, en
verde claro la hélice E.
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Regulacion de la expresion de IFNT

La razén por la cual IFNT durante la evolucién se convirtié en factor del
reconocimiento materno de la gestaciéon en rumiantes, permanece como
mera especulacion. Pero la evidencia apunta a que los rumiantes
convirtieron este sistema facilitador de algun otro muy antiguo a partir de
componentes esenciales de este. El patrén unico de expresion de IFNT es
regulado por una region del promotor/ “enhancer” que es distinta de otros
tipos de interferones |I. Basado en el analisis filogenético el IFNT este
evolucion6é del IFNW hace 36 millones de afos, poco después de la
evolucion del suborden Ruminantia de otros artiodactilos. El IFNT se ha
identificado por ejemplo por medio de Southern blot en especies dentro las
familias Bovidae, Cervidae, Giraffidae y otras (Roberts et al 2003) por lo
que se sabe hasta hoy es el mecanismo universal de RMG en mamiferos.
Al dia de hoy el IFNT presenta alrededor de 80% de identidad en las
secuencias de nucleotidos con las respectivas regiones codificantes del
gen de IFNW, pero las similitudes cesan alrededor del nucleotido 130 rio
arriba del inicio de la transcripcion y alrededor del nucle6tido 120 rio abajo
del coddn de paro. Probablemente ocurrieron una serie de inserciones en
el IFNW ancestral e hicieron que el IFNT perdiera su capacidad de actuar
contra virus, pero el IFNT gand la habilidad de expresarse en el
trofoectodermo (Roberts et al. 2003).

El gen IFNT comienza a expresarse en la etapa de blastocisto y la

proteina es detectable en el medio a partir de la eclosién (Dia 6-8)
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(Demmers et al. 2001). La expresion del IFNT por célula se incrementa
marcadamente en el blastocisto en crecimiento y cuando comienza la
elongacién a partir del dia 8. Esta asociacion se ha observado durante el
crecimiento de los embriones elongados in vivo sobre la produccion de
IFNT y en los niveles de p4 en suero en la madre (Roberts et al. 1992).
Ademas en los embriones producidos in vitro se incrementa
marcadamente la produccion de IFNT si se afade al medio de cultivo
fluido uterino de ovejas que estén en la fase secretoria del ciclo estral.
Finalmente la ausencia de secreciones glandulares uterinas en ovejas
resulta en la falla de la elongacion del embrion y una marcada reduccién
de la produccién de IFNT. Estos datos sugieren la presencia de factores
en las secreciones uterinas que pueden ser capaces de regular la
expresion del gen de IFNT de manera coordinada con el crecimiento y el
estado hormonal de la madre. De forma razonable se infiere que estos
factores se unen a la superficie del trofoblasto a receptores y que activan
la via de transduccion de sefales que regulan la activacion constante de
IFNT (Ezashi et al. 2004). Con esta informacion y con el conocimiento de
que el IFNT posee una estructura similar a los otros interferones tipo 1
funcionales, incluyendo el motivo de unién a receptor, se descubridé que la
regulacion de la expresion del gen de IFNT ademas obedece a los
factores reguladores externos comunes a los demas interferones tipo 1.

En la actualidad se sabe que un componente clave en la expresién de

IFNT es el factor de transcripcién Ets 2, un factor muy ubicuo que regula la
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expresion de otros factores placentarios de varias especies, incluyendo el
lactégeno Il en el ratdon y hCG beta en humanos (Ezashi et al. 2001).

La expresion de IFNT esta regulada primariamente por el complejo de
secuencias regulatorias donde esta contenido el sitio de unién a Ets 2 que
se localiza en 79-70 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion
(Ezashi et al. 1998, 2001). Los promotores Ets 2 no son caracteristicos de
IFNT, sino que se encuentran en muchos genes incluyendo el activador
del plasminégeno de tipo urokinasa (uPA) que se expresa en el
trofoectodermo, este sistema juega un papel central en la degradacion de
la matriz extracelular, la migracion celular y en el potencial de invasividad
celular (Stacey et al. 1995).

La proteina Mx es una de las moléculas que ejerce regulacion positiva en
la expresion del gen de IFNT, es secretada en el lumen epitelial, el epitelio
glandular, el estroma y el miometrio, y es un componente importante en la
respuesta de los interferones |. La presencia de esta proteina se asocia al
aumento en la produccién de este interferén y de progesterona, por lo que
también interviene en la comunicacién de la madre y el embrién (Ott et al.
1998). Asi mismo por lo menos otros dos factores estan envueltos en la
regulacion de la expresion de IFNT. El Cdx2 es un conocido factor de
transcripcion requerido por el trofoectodermo para su desarrollo. Este
factor esta localizado en el trofoectodermo durante el desarrollo de
embrion ovino y se sobre-expresa en células de cultivo de lineas celulares
cuando se adiciona IFNT en presencia de Ets 2 y proteina activadora 1

(AP-1). Un segundo factor DIx3 es un cofactor del dominio de homeobox
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que se requiere en la placenta en desarrollo del ratdon. Este se expresa en
varios mamiferos, incluidas las lineas celulares del trofoectodermo de
bovinos y actua en cooperacion con Ets2 para optimizar la transcripcién de
IFNT (Ezashi et al. 2008).

Por otro lado un factor materno que pudiera regular negativamente la
expresion del gen de IFNT es la produccion tardia de progesterona
después de la ovulacién o una baja produccion durante la fase lutea, que
disminuye la capacidad del embridén para producir IFNT y ademas provoca
un pobre desarrollo del embrién (Mann et al. 1999).

Es claro que Ets2 es el componente central en el circuito transcripcional
de IFNT en el trofoectodermo, sin embargo el control temporal de
expresion de IFNT esta dado por otros factores. La expresidon del gen esta
restringida al trofoectodermo lo que probablemente ocurre en gran medida
por la actividad regulatoria de Cdx2, DIx3 y potencialmente de otros
factores de regulacion trofoectodermo- especificos (Ealy et al 2009). La
expresion de IFNT es dificil de cuantificar pero algunas ideas han tomado
fuerza, como que al menos dos mecanismos estan envueltos en limitar la
expresion temprana de IFNT en el embrién en desarrollo. La ausencia de
Cdx2 y DIx3 durante los estadios iniciales compromete la habilidad del
embrion de producir IFNT (Leaman et al. 1994). Asi como el bloqueo
funcional de Ets2 existe durante los estadios iniciales, el Oct4 (factor 4 de
transcripcion de unién a octameros) interrumpe la actividad del promotor
de IFNT inducida por Ets2. Oct4 es muy conocido como marcador de pluri-

potencialidad en las células embrionarias mas tempranas, células
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germinales embrionarias, y células madre embrionarias y adultas (Ralston
et al. 2008). Oct4 inhibe la expresién de otros factores durante la
gestacion temprana. Por ejemplo, Oct4 inhibe a Cdx2 en embriones de
ratén y células madre embrionarias. La expresién de Oct4 esta restringida
a la masa celular interna después de la formacion del blastocisto en el
ratdbn. Sin embargo, se ha detectado Oct4 en el trofoectodermo de
blastocistos en bovinos y cerdos, y Oct4 que tiene reaccion inmune puede
ser detectada en el trofoectodermo en los dias 10 de gestacion o
aproximadamente 3 dias después de la formacién del blastocisto, pero
algunos dias antes del incremento masivo del mensajero de IFNT (Ralston
et al. 2008).

Para resumir la falta de expresion de IFNT después de la formacién del
blastocisto, puede ser causada por la combinacion de la represion del gen
de Oct4 y por la actividad de Ets2 y la falta de actividad de Cdx2 y DIx3.
Asi como el lento incremento en el mensaje de IFNT entre los dias 7 y 14
de la gestacion puede ser causado por la reduccion y la eventual pérdida
de Oct4 en el trofoectodermo (Ealy et al. 2009).

Permanece poco claro como la pérdida de la represion de Oct 4 es el
mecanismo unico involucrado en generar el surgimiento de la transcripcion
alrededor de los dias 12-13 de la gestacion de la oveja. Como ya se
menciond, la expresion de Oct 4 cesa unos dias antes del pico de
expresion de IFNT. Esto sugiere que existe un control adicional para
mediar el surgimiento de la expresion de IFNT. Se ha mencionado a FGF2

un factor de crecimiento que se produce en el epitelio luminal endometrial
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que ocurre en los dias 12-13 después del estro en ovejas y que juega un
importante en maximizar la transcripcion durante la gestacion temprana.
La importancia de este evento en el desarrollo del embridon no ha sido bien
examinada (Michael et al. 2006).

Un concepto alternativo es que el epiblasto juega un papel muy importante
en la regulacién de la expresion de IFNT. Los embriones producidos in
vitro usualmente muestran niveles de supervivencia menores que sus
contrapartes in vivo después de la transferencia. Algunos embriones in
vitro tienen un epiblasto detectable al dia 14 de la gestacion y este
epiblasto es de menor tamaino que el de los embriones in vivo. Pocas
gestaciones prosperan como resultado de transferir embriones que no
tienen epiblasto detectable. Sin embargo, en rumiantes todavia no se
encuentra una relacién clara entre el trofoblasto y la formacion del
epiblasto, en embriones en los que no se forma esta estructura la
placentacion no ocurre (Dorniak et al. 2012).

En realidad, poco se ha hecho para determinar por que deja de producirse
IFNT cuando el embrién se une al utero. No es sorprendente que los
genes placentarios se expresen cuando esto ocurre,, una serie de factores
de union celular estan involucrados con la placentacion y un nuevo linaje
de células de la placenta emergen del trofoectodermo en este momento en
la gestacién. Cada uno de estos procesos ocurren durante el tiempo en
que se desarrolla la placenta y parecen ser los responsables de la rapida

terminacion de la transcripcion del IFNT (Spencer et al. 2004).
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Fertilizacion in vitro

Durante muchos afos se ha trabajado buscando reproducir artificialmente
los eventos de la maduracion de ovocitos, la fertilizacion in vitro y el
desarrollo embrionario temprano. Asi, lo que en principio sélo tenia fines
de investigacion, en los ultimos anos se ha comenzado a utilizar con

propdésitos comerciales (Bavister et al. 1992).

Los resultados de produccién in vitro de embriones en distintas especies
fueron mejorando significativamente a medida que avanzaron los
conocimientos acerca de sus requerimientos. Para ello, fue necesario
transformar los medios de cultivo primitivos, muy complejos vy
suplementados frecuentemente con suero, en medios mas definidos
(donde se conocen todos los componentes), en los cuales cada uno de
sus componentes pudiera ser estudiado en funcion del efecto que genera
sobre el desarrollo embrionario, su sobrevida post-criopreservacion, la

tasa de gestacion y el porcentaje de crias viables.

Estas técnicas se realizan en laboratorios de todo el mundo, pues
presentan considerables ventajas practicas ya que un numero
considerable de embriones pueden ser producidos a partir de ovocitos
obtenidos de los ovarios de animales sacrificados con horas de
anticipacién cuando éstos son conservados de manera adecuada y la
técnica esta montada con eficiencia. Ademas, la MIV y FIV proveen las

bases para implementar otras técnicas como la clonacion por transferencia
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nuclear y la manipulacién del genoma (Bavister et al. 1992). Estas
ventajas se han aprovechado al utilizarse en especies silvestres como es
el caso de los Muflones europeos (Berlingher et al. 2005), el Ciervo Rojo

(Locatelli et al. 2005) y Gato Indio del Desierto (Pope 2000), entre otros.

El proceso de produccion in vitro de embriones puede dividirse en tres
pasos fundamentales, en orden cronolégico son: maduracion de ovocitos,
fecundacion de ovocitos maduros, cultivo de embriones. Estos tres pasos
comprenden una compleja serie de procesos fisioldgicos, muchos de los
cuales son aun desconocidos, condicionando cada uno el éxito o el
fracaso del siguiente. Luego de la MIV, aproximadamente el 90% de los
ovocitos inmaduros puestos a cultivar alcanzan la metafase Il y expulsan
el primer cuerpo polar entre las 16 y 24 horas de comenzada la
maduracion. De estos, aproximadamente el 80% es fecundado y
comienzan a dividirse, al menos, hasta el estadio de 2 a 4 células. Sin
embargo, sélo un 25-40% alcanza el estadio de blastocisto o blastocisto
expandido luego del cultivo durante 6-7 dias. Esto indica que el cultivo
embrionario, correspondiente al paso mas prolongado dentro del proceso
de produccion in vitro, es el periodo en el que se establece el mayor
porcentaje de pérdida del sistema. A su vez, durante esta etapa, se define
en gran medida la calidad de los embriones obtenidos (Enrigh et al. 2000;

Lonergan et al. 2003).
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Hipotesis

La adecuada expresion del gen de IFNT es determinante en el
reconocimiento de la gestacion en rumiantes. La expresidén del gen de
IFNT se afecta de forma negativa cuando existe en el embrion un genotipo
paterno distante al de la madre, por lo que al utilizar hibridos para producir
blastocistos la expresién sera menor en estos que en domésticos. Este
fendbmeno se observara en blastocistos hibridos producidos tanto in vivo
como in vitro, validando el modelo in vitro para el estudio de la gestacion

interespecie en la etapa preimplantacional.
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Objetivo general

Determinar la expresion del gen de IFNT en blastocistos de ovino

domeéstico e hibridos de Cimarrén producidos tanto in vivo como in vitro.

Objetivos particulares

e Obtener in vitro e in vitro blastocistos de ovinos domésticos e
hibridos de domeéstico x 1/4 Cimarron, mediante FIV.

e Producir in vivo blastocistos de ovinos domésticos e hibridos de
doméstico x 1/2 Cimarron.

e Cuantificar la expresion del gen de IFNT en los blastocistos
obtenidos in vitro e in vivo mediante las técnicas de RT- PCR y Q-
PCR.

e Determinar las secuencias de las variantes de los genes de IFNT de
borregos Cimarron, domésticos e hibridos y compararlas con las de

otras especies emparentadas
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Justificacion

La utilizacion de TRA en especies en peligro se enfrenta entre otros retos
a la utilizacion de receptoras de especies no amenazadas, pero poco se
sabe de las razones por las cuales no hay éxito, en especial de lo que
ocurre con el reconocimiento materno de la gestacion. Ya que el IFNT es
el responsable de este fendmeno en rumiantes, un modelo que permitiria
su estudio es la obtencidon de embriones in vitro de ovinos domésticos y de
hibridos de doméstico x Cimarron para medir la expresion del gen de
IFNT. Por otro lado las variantes del gen de IFNT en borregos Cimarrén,
Pelibuey y de los hibridos entre ambos no se habian descrito antes y

pueden ayudar a comprender el mecanismo de accidén de esta molécula.
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Material y Métodos
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Obtencion de embriones in vitro

A menos que se indique lo contrario, todos los productos quimicos fueron
adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Los COCs y los
embriones se incubaron a 38.5 °C con 5% de CO:2 en aire y humedad a

saturacion.

Preparacién de medios

Un dia antes del experimento de maduracion de ovocitos de ovino
domeéstico, se prepararon 100 Ul de heparina en 3 ml de medio de cultivo
TCM-199 con HEPES (In vitro SA. de CV. México) y 0.1% de alcohol
polivilinilico (PVA), para la coleccion de ovocitos.

Se adiciono factor de crecimiento epitelial (EGF) al medio de maduracion
de ovocitos, este se prepardé en TCM-199 sin HEPES a una concentracion
final de 10 ng/ml, se filtré y se hicieron alicuotas de 100 l.

El medio de cultivo TCM-199 sin HEPES (In vitro SA. de CV. México) se
suplementé con PVA 0.1%, D- glucosa 3.05 mM, piruvato de sodio 0.91
mM, cisteina 0.157 mM vy antibiéticos (penicilina 75 ug/ml, estreptomicina
50 ug/ml). Posteriormente, a cada 10 ml de este medio se le adicionaron
100 pl del EGF antes preparado (concentracién final 10 ng/ml) de acuerdo
con Wang (1998).

Un dia antes del experimento, cajas de cultivo de cuatro celdas se llenaron
con 500 ML de medio TCM-199/celda. Se cubrieron con aceite mineral
(Fisher IL, E.U.A) previamente lavado en solucién salina 0.9% y se

incubaron durante 24 horas a 38 °C y 5% de CO2 en aire humidificado.
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Coleccion de ovarios y maduracion in vitro

Los ovarios se colectaron en el rastro “El Rojo” ubicado en Texcoco,
Estado de México, a partir de ovejas domésticas recién sacrificadas y se
transportaron en un termo al laboratorio en solucién de NaCl al 0.9%, a
una temperatura de 37 °C en un tiempo menor a 2 horas. Una vez en el
laboratorio, se realizaron dos lavados con 100 ml de solucidén salina
fresca. Los foliculos ovaricos con un diametro de 2 a 8 mm se puncionaron
y aspiraron, utilizando una jeringa hipodérmica desechable de 10 ml con
aguja hipodérmica de calibre 21 para la obtencion del liquido folicular que
contenia los complejos ovocitos-células del camulo (COC).

Bajo el microscopio estereoscopico se seleccionaron los COC, eligiéndose
aquellos que presentaban ovocitos con el citoplasma uniforme y rodeados
por al menos dos capas completas de las células del cumulo. Los ovocitos
seleccionados, se colocaron en los celdas que contenian 500 pl de medio
de maduracién (TCM-199 suplementado) cubierto con aceite mineral, y
finalmente se les agregaron 0.5 ug/ml de hormona luteinizante (LH) y 0.5
ug/ml de hormona foliculo estimulante (FSH). Las cajas se incubaron a 38
°C en una atmdsfera de CO:2 al 5% y humedad a saturacion, durante 22 a

24 horas.
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Medio de Fertilizacién (Tris-Buffered-Medium, TBM)

Se prepararon 100 ml de medio TBM, que se utilizé en un tiempo no
mayor a tres semanas, 48 horas antes de la fertilizacion se suplement6
con cafeina 2.5 mM y BSA fraccion V (Libre de acidos grasos) al 0.4%.
Este medio se incubd por 24 horas a 38 °C, con 5% de CO2 %, antes de
preparar una caja de 4 celdas con gotas de 250 ul de medio de
fertilizacion, cubiertas con aceite mineral y se incubd a 38 °C con 5% de

CO2 % y humedad a saturacién por otras 24 horas (Abeydeera et al. 1998

a,b)_

Fertilizacion in vitro

Transcurrido el tiempo de maduracion, los COC se lavaron tres veces en
gotas de medio TBM antes de ser colocados en las cajas de cultivo que se
prepararon con anterioridad y posteriormente se incubaron durante el

tiempo en que se prepararon los espermatozoides.

Obtencién de semen ovino

El semen fresco se obtuvo a partir de machos domésticos o hibridos, de
fertilidad probada, mediante una vagina artificial, se evaluaron sus
caracteristicas macroscoépicas (volumen, color, movimiento masal) el
semen se diluyé (1:10/viv) en medio Tris, glucosa y yema de huevo
(Triladyl, Minitube Alemania), se congelé a una concentracion de 100
millones de espermatozoides/ml en pajillas de 0.25 ml en N2 liquido, hasta

su utilizacion. El semen congelado se transporté al laboratorio de Biologia
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Celular de la UAM-Iztapalapa donde se llevé a cabo la FIV. Cuatro pajillas
se descongelaron por inmersion en agua a 37 °C durante 20 seg. El
semen descongelado se diluy6é en 10 ml de una solucién amortiguadora de
fosfatos de Dulbbecco (DPBS) suplementada con BSA fraccion V al 0.1%,
75 pg/ml penicilina G y 50 pg/ml de estreptomicina a un pH de 7.2-7.3. La
suspension se centrifugd a 61 x g durante 5 minutos. El sobrenadante se
diluyé 1:1 con DPBS y se centrifugd a 1900 x g durante 5 minutos. El
sobrenadante fue descartado y el paquete celular se diluyé con 10 ml de
DPBS y se centrifugd dos veces mas en las mismas condiciones.
Finalmente, el paquete celular fue diluido en 100 ul de mTBM.

Después de hacer las diluciones apropiadas en medio de fertilizacion, 250
ul de esta suspension de espermatozoides se agregaron a la celda de
fertilizacion que contenia 250 ul de mTBM con 30 a 40 COC, para obtener
asi la concentracion final de 0.5 x 10° espermatozoides/ml. Los gametos

se coincubaron durante 20 horas (Rizos et al. 2004).

Valoracion de la maduracién meiética y fertilizacién

Transcurrido el tiempo de coincubacion, los COC se lavaron y se les quitd
todo residuo de células del cumulo y espermatozoides en medio TL-Hepes
-PVA modificado. Con una pipeta Pasteur y bajo un microscopio
estereoscopico, se tomaron grupos de 5 a 10 ovocitos y se presionaron
entre un portaobjetos y un cubreobjetos. Posteriormente, cada grupo se
fijd en una solucion de etanol - acido acético (3:1) durante 48 horas.
Transcurrido ese tiempo, los ovocitos se tifieron con una solucion de
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acetorceina al 0.1%. Inmediatamente después, se realizd la observacion
de los pronucleos utilizando un microscopio de contraste de fases a 400
aumentos (Abeydeera et al. 19982).

La determinacién de la maduracion y fertilizacion se evalué de la siguiente
manera:

a.- Inmaduros : Aquellos ovocitos que presenten la Vesicula Germinal.

b.- En vias de maduracién: Ovocitos que presenten cromosomas en
Metafase I.

c.- Madurados: Los ovocitos que presenten un cuerpo polar y/o
cromosomas visibles en Metafase II.

d.- Fertilizados: Los ovocitos que presenten pronucleos y cuerpos polares.

Cultivo de embriones producidos in vitro

Después del tiempo de coincubaciéon los COCs se lavaron tres veces en
gotas 50 yl de medio de desarrollo North Carolina State University 23
(NCSU-23), para retirar los espermatozoides y las células cumulo
residuales; de 30 a 40 ovocito se transfirieron a una caja de 4 celdas que
contenia 500 pyl de medio de desarrollo previamente cubiertas con aceite
mineral y se incubaron en las mismas condiciones antes mencionada
durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo a cada celdas se adicionaron
50 ul de de suero fetal bovino, y se incubaron durante 5 a 6 dias mas para
que los embriones llegaran a la etapa de blastocisto, lo cual debe suceder
alrededor del dia 7 u 8 de cultivo (considerando el dia de la FIV como dia

1). Las incubaciones se efectuaron a 38 °C, 5% COz, en aire humidificado.
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Coleccioén in vivo de embriones

Se utilizaron 32 ovejas adultas de raza Suffolk con edades de 4 a 6 afios
que fueron sincronizadas con esponjas vaginales de 20 mg de FGA
(Chronogest, Intervet) durante 12 dias y superovuladas con 200 mg de
FSH (Folltropin-V, Bioniche) en esquema decreciente (ver esquema)
administrado durante 4 dias, iniciando 2 dias antes del retiro de la esponja
y finalizando 1 dia después. Las hembras recibieron monta natural cada 8
horas mientras permanecieron receptivas.

La recoleccion de embriones se realizd mediante laparotomia medio
ventral el dia 7 posterior al estro, previa dieta por 24 horas y anestesia con
xilazina (0.45 mg/kg/PV) vy ketamina (2.0 mg/kg/PV). Una vez
anestesiadas se rasurd, lavo y desinfectd la regidn abdominal, para
posteriormente realizar una incision de aproximadamente 3 cm de largo y
2 cm anterior a la ubre sobre la linea media para entrar a la cavidad
abdominal. Antes de exteriorizar los cuernos uterinos se evalud la
respuesta a la superovulacion mediante la revision de los ovarios,
contando el numero de los cuerpos luteos y verificando su calidad
(normales o en regresion). Posteriormente se exteriorizo el utero y se lavo
cada cuerno por separado, utilizando una sonda de Foley (calibre 10 Fr)
que se introdujo en la base del cuerno mediante una puncién realizada
con un catéter intravenoso (14G x 57%) para recuperar el medio de lavado
(Vigro Complete Flush Solution. AB Technology, EUA). A través de otro

catéter intravenoso (18G x 1%) insertado en la punta del cuerno uterino,
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se administraron 40 ml del medio que se colectaron en un filtro
concentrador. Concluida la recoleccién de los embriones, el utero se
regresd a la cavidad abdominal y se suturd la incision. Los embriones
fueron conservados en una solucién de mantenimiento (Vigro Holding
Plus. AB Technology, EUA) y evaluados morfolégicamente en un
microscopio estereoscépico, clasificandose de acuerdo a su grado de
desarrollo y calidad en ovocitos, mérulas y blastocistos; excelentes (1),

buenos (2), regulares (3) y no transferibles (4).
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Protocolo de superovulacion para la obtencion de blastocistos

hibridos.

Dia 1

Dia 8

Dia 9

Dia10

Dia 11

Dia 10

Dia 11

Dia 12

Dia 13

Dia 16

Dia 17

Dia 18

Dia 19

COLOCAR ESPONJA (8 AM)
FSH 2.0 ML (8 AM), 1.5 ML (8 PM)
1.5 ML (8 AM), 1.5 ML (8 PM)

1.5 ML (8 AM), 1.0 ML (8 PM)

0.5 ML (8 AM)

RETIRAR ESPONJA (8 AM)

DETECTAR ESTRO Y MONTA (8 AM, ¥ DIA, 8 PM)
DETECTAR ESTRO Y MONTA (8 AM, ¥ DIA, 8 PM)
REPONER ESPONJA (8 AM)

DIETAR (8 PM SIN ALIMENTO)

DIETAR (8 AM SIN ALIMENTO Y SIN AGUA)
RECOLECTAR EMBRIONES (AM/PM) + PGF2a (1.5 ML)

PGF2a 1.0 ML (8 AM)

Extraccion de mRNA

Se utilizdé el estuche comercial lllustra Quick Prep m RNA Micro (LG

Inglaterra), en 3 lotes de 10 blastocistos congelados de borrego doméstico

y 3 lotes de 10 blastocistos de borregos hibridos de Cimarrén. Los

blastocistos obtenidos in vitro e in vivo se lavaron 3 veces en PBS, se

colocaron en grupos de 10 en un tubo Eppendorf en un volumen minimo

de PBS y se sumergieron en N2 liquido para su congelamiento subito
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(snap freezing), para luego ser almacenados a —80 °C. Se siguieron las
instrucciones del fabricante y se cuantifico la cantidad de mRNA obtenido

por medio de espectrofotometria a 260 nm.

Sintesis de cDNA

Se tomaron 10ul del mMRNA obtenido y cuantificado y se pusieron en un
tubo Eppendorf de 0.2 ul, se le afadieron 0.5ul de oligo dt, 0.25 ul de
RNAsin, 1.25ul de H20 grado molecular, se mantuvo a 65° C por 5
minutos, después se afadid 4 ul de solucion amortiguadora 5X, 4yl
dNTPs y 1ul enzima RT (Fermentas). Se colocé en bafio Maria 1 hora a

37 °C y 10 minutos a 70 °C para obtener el cDNA.

PCR punto final

Se usaron cebadores disefiados a partir de una secuencia conocida de
ovinos no. de acceso: DQ149979 para amplificar [IFNT (5
TGCAAGAGAAGGGATACAGCGACT y 3
AAGGTGGTTGATGAAGTGAGGGCT). y cebadores disenados para
tiempo real a partir de una secuencia conocida en ovinos de beta actina
como gen constitutivo (5’ATCCTGCGGCATTCACGAAACT vy 3
ACCGTCTTGGCGTAGAGGTCTTT) no. de acceso: AY996048. Las
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron para fijar las
condiciones ideales de amplificacion. En un volumen total de 25 ul se
anadié 500 ng cDNA, 10X de solucién amortiguadora para PCR, 1TmM

MgCl2, 2.5 mM de dNTP y 0.15 uM de Taqg polimerasa (Fermentas
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Internacional Inc. Boston EUA), 1ul de cebador sentido y 1 pl de cebador
anti-sentido a una concentracion de 20 pmoles (IBT, UNAM, Cuernavaca
México).

Se realizaron gradientes de temperatura utilizando un termociclador de
gradiente con las siguientes temperaturas de alineamiento: 54, 56, 58, 60
por 35 ciclos. Después de ver el resultado del gradiente de temperatura
se escogi6 la temperatura éptima de 56 °C para IFNT y 56 °C para beta
actina. El protocolo de amplificacion se fij6 de la siguiente manera: una
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, el alineamiento se hizo
usando la temperatura que se fijo en el gradiente por 1 minuto y extension
a 72 °C por 1 minuto, asi como un ciclo de extensién final de 72 °C por 10
minutos. El producto de PCR se visualizé en un gel de electroforesis de
agarosa al 2% en solucion amortiguadora TAE al 1X y se tifid con bromuro

de etidio.

PCR Tiempo real

La cuantificacion de la expresion del gen del IFNT se hizo por RT- PCR en
tiempo real, analizando cada muestra y control por duplicado. Los
cebadores y la sonda fueron disefiados en el programa Universal Probe
Library (Roche Applied Science, Mannheim Alemania). Para la
estandarizacion y curvas patrén para cada uno de los cebadores usados,
se usO un termociclador en tiempo real 7900HT (Applied Biosystems,

Foster City California EUA) y el estuche comercial FastStart Tagman
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Probe Master ROX (Roche Applied Science, Mannheim Alemania). La
reaccion de PCR se preparé siguiendo las instrucciones del fabricante, en
que se anadieron 900 nM de cada cebador a la reaccion mas la sonda 67
para IFNT y la sonda 70 en el caso de beta actina y la muestra (cDNA
blastocistos hibrido) o el control (cDNA blastocistos doméstico). El
protocolo de amplificacion consistié en una preincubacion de 50 °C por 2
minutos, la cuantificacion se hizo con un paso inicial de activacion de 95
°C por 10 minutos, 40 ciclos de amplificacion para IFNT de 60 °C y para
beta actina de 60 °C por 1 minuto. Se confirmaron los tamafos de los
productos por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Siempre se hizo un
control negativo omitiendo la adicién de cDNA a los PCR.

El método comparativo CT se usdé para cuantificar los niveles de
expresion. La normalizacion se hizo con el control endégeno beta actina.
El valor de ACT se determind restando de cada muestra el valor de ACT
del gen problema (IFN tau). Para el calculo de AACT se uso6 la muestra
con el valor mas alto de ACT como constante arbitraria de sustraccion de
los otros valores de ACT. Los cambios en la expresién relativa del gen se

determinaron usando la féormula 2-AACT .

Extraccion de DNA

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular de una hembra de
borrego Cimarrén albergada en el Zoolégico de Chapultepec la Cd. de
México, que fue previamente entrenada para obtener muestras sin

anestesia. Una hembra Pelibuey y una hembra hibrida 2 Cimarrén
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también fueron colectadas bajo el mismo procedimiento. Se obtuvieron
células mononucleadas de sangre periférica usando Ficoll-Paque PLUS
(Amersham Bioscience) para separacion por gradiente de densidad.

El DNA gendmico se aisl6 con el estuche comercial Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas Internacional Inc. Boston USA). La calidad e
integridad del DNA gendmico se determind usando un gel de electroforesis

de agarosa (0.7%) y visualizado bajo la luz UV después de tefiirlo con

bromuro de etidio.

Reaccidén en cadena de la polimerasa del IFNT

Las muestras de DNA se amplificaron por PCR con los cebadores
especificos, basados en la secuencia del gen de IFNT AF238612,
reportados por Rizos et al., (2004):

5 GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA y 3 CATCTTAGTCAGCGAGAGTC .
Las amplificaciones se hicieron en 25 ul, siguiendo las recomendaciones
esenciales del proveedor de la enzima usando 100 ng/ul de DNA como
templado 2.5 ul de solucion amortiguadora 10x de PCR, 1 mM MgCl2, 2.5
mM dNTP, 10 pmol de cada cebador y 0.15 ul de Taqg polimerasa
(Fermentas). Los ciclos se corrieron usando una ciclo de desnaturalizacion
por 5 min a 95 °C, entonces se realizaron 30 ciclos: desnaturalizacion a 95
°C por 30 segundos, alineamiento a 58 °C por 30 segundos y un minuto a
72 °C de elongacion; finalmente, un ciclo a 72 °C por 10 minutos. Para

verificar las amplificaciones de PCR, alicuotas de 5 ul de producto de PCR
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se visualizaron un gel de electroforesis de agarosa al 1%, tefiido con

bromuro de etidio.

Clonacién de productos de PCR de Interferén tau

Los productos de PCR de IFNT se clonaron en un vector pTZ57R/T
incluido en el estuche InsTAclone PCR cloning kit (Fermentas) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Clonas positivas recombinantes se
identificaron usando discriminacién por coloracion azul o blanca. Después
la presencia del inserto se confirmd por purificacion de plasmido y
restriccion por endonucleasas EcoRI y Hindlll, se visualiz6 por medio de

electroforesis usando un gel de agarosa al 1%.

Secuenciacion y analisis de la secuencia del gen de IFNT.

Los plasmidos con inserto se purificaron con el estuche Genedet Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas) y se secuenciaron en ambas direcciones, usando
el secuenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Hitachi). Las condiciones del ciclo estandar de la reaccion de
Sanger se hicieron con los cebadores estandar (M13/pUC forward and
reverse) que incluia el estuche de clonacién (InsTAclone PCR cloning Kit,
(Fermentas). Un analisis BLAST (GenBank 2012) de las secuencias
obtenidas se hizo, y las secuencias de aminoacidos de IFNT se dedujeron
de cada secuencia de nucledtidos y se realizé un alineamiento contra las

secuencias de las especies de rumiantes ungulados disponibles en la
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base de datos del banco de genes. Las secuencias se agruparon por
género y en el caso de Bos taurus, dos grupos el 1 y 2 se hicieron
basados en sus similitudes (Tabla 1), usando el método de Clustal en el
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis MEGA v. 4.0 (Tamura
et al. 2007).

Se hizo un arbol filogenético con la sustitucion de nucleétidos y la
correccion de Jukes y Cantor (1969) para analisis multiples, los valores de
identidad se wusaron para determinar el significado evolutivo del

dendograma usando el programa MEGA version 4 (Tamura et al. 2007).

Andlisis Estadistico

El porcentaje de division y blastocistos fue analizado usando la prueba de
chi cuadrada. La expresion del gen de IFNT por RT-PCR semicuantitativo
fue analizada por medio de un Analisis de Varianza (ANOVA) seguido de
una comparaciéon multiple usando el método Student-Newman-Keuls. Las

diferencias mayores de P<0.05 se consideraron significativas.
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Resultados

Desarrollo de blastocistos de borregos hibridos de
Cimarrén

El promedio de recuperacibn de embriones del grupo de ovejas
domésticas cubiertas con el borrego doméstico fue 7.1 embriones por
donadora y 3.4 blastocistos por donadora.. El grupo de ovejas domésticas
cubiertas con el macho 1/2 hibrido de Cimarrén fue de 7.0 embriones por
donadora y de 3.2 blastocistos por donadora, no se observd diferencia
estadistica (P>0.05) entre grupos. Para el analisis de la expresion del gen
del IFNT en tiempo real (Q-PCR) se insemind un grupo de ovejas
domésticas con semen de borrego Cimarrén, el promedio de obtencién de
embriones fue de 5.2 embriones por donadora y 2.1 blastocistos por
donadora. Comparando este grupo con los grupos anteriores existe
diferencia estadistica entre el grupo inseminado con borrego doméstico y
el grupo inseminado con Cimarron (P<0.05) y entre el grupo inseminado
con hibrido 2 Cimarron y el grupo inseminado con Cimarron (P<0.05).

En la produccion de embriones in vitro se colectaron un total de 774 COC.
El porcentaje de maduracion fue de 94 % y el porcentaje de fertilizacion
fue de 76.7 % usando semen de borrego doméstico y 73.5% con semen
de borrego hibrido. No se observaron diferencias estadisticas en este

experimento (P>0.05). En otro experimento el porcentaje de division total
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fue de 74.14 % en embriones domésticos y 71% en embriones de
borregos hibridos de Cimarréon sin presentar diferencia estadistica
(P>0.05). El porcentaje de embriones que llegaron a blastocistos fue de
43.9 % en borregos domésticos y 23.2 % en los cruzamientos con
borregos hibridos, hubo un menor numero de blastocistos hibridos de
borrego Cimarrén que domésticos (P<0.05), cuando se evalu6 el
desarrollo embrionario 192 horas después de comenzado el cultivo (Figura

1R).

Figura 1R. Cigoto de un hibrido de borrego Cimarrén tefiido con
acetorceina donde se muestran los pronucleos femenino y masculino
(flechas negras) 20 horas después de la FIV; B. Mérula hibrida después
de 94 horas de desarrollo; C. Blastocito hibrido 196 horas después de la
FIV.

Analisis del RT- PCR semicuantitativo.

La expresion del IFNT se detecto en el cDNA de blastocistos de tres lotes
(cada uno formado por 10 blastocistos) de cada uno de los siguientes
grupos: borrego doméstico y borrego % hibrido de Cimarrén obtenidos in
vivo; borrego doméstico y borrego %4 hibrido de Cimarrén producidos in

vitro.
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La expresion de IFNT en los blastocistos producidos in vivo fue 2.2 veces
mayor en los de borregos domésticos que en los de hibridos de borrego
Cimarrén. La expresion de los blastocistos producidos in vitro fue 2.7
veces mayor en los de borregos domésticos que en los de borregos
hibridos de Cimarrén (Figura 2R). La expresion del gen de IFNT por RT-
PCR semicuantitativo fue analizada por medio de un ANOVA seguido de
una comparacion multiple usando el método Student-Newman-Keuls. Las

diferencias mayores de P<0.05 se consideraron significativas.
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Figura 2R. Geles representativos de la expresion de IFNT en
blastocitos de hibridos borrego Cimarrén producidos in vitro e in
vivo. A) Expresion de IFNT en blastocitos. B) 1a. Expresion del IFNT en
blastocitos de borrego doméstico producidos in vitro; 2a. Expresion del
IFNT en blastocitos de borrego doméstico producidos in vivo; 3a.
Expresion del IFNT en hibridos blastocitos de borrego Cimarrdn
producidos in vitro; 4a. Expresion del IFNT en hibridos blastocitos de
borrego Cimarrén producidos in vivo; 1-4b. Control endogeno de Beta
actina para cada muestra, respectivamente. C) 1. 50pb DNA ladder, 2. RT
positivo, 3. RT negativo.
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Analisis del RT- PCR cuantitativo.

La expresion del IFNT se detectd en el cDNA de tres lotes de blastocistos
de borrego doméstico y tres lotes de blastocistos de borrego hibrido de
Cimarrén obtenidos in vivo. La expresion de los blastocistos fue 2.8 veces
mayor en los blastocistos de borregos domésticos que en los de hibridos
(Tabla 1; Figura 3R). La expresion del gen de IFNT por RT-PC cuantitativo
fue analizada por medio de una ANOVA seguida de una comparacion
multiple usando el método Student-Newman-Keuls. Las diferencias

mayores de P<0.05 se consideraron significativas.

Tabla1. Resultados de RT-PCR cuantitativo de 3 lotes de 10 blastocistos
de hibridos de borrego Cimarrén (H1, H4, H5) comparados con 3 lotes de
10 blastocistos de borrego doméstico producidos in vivo (D2, D3, D4).

Beta
actina IFNT ACTINA
Muestra Ciclos Ciclos MEDIA TAU MEDIA TAU/ACTINA ACt AACt 2-hact

D2 41.393 43.15
D3 36.67 42.26

D4 46.12 44.07 41.395 43.165 1.04 1.77 0 1
H1 35.94 41.92 39.17 42.42666667 1.08314186 3.256666667 1.486666667 0.35
H4 37.07 41.42
H5 44.5 43.94
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Figura 3R. Expresion del gen de IFNT en blastocistos de borrego

doméstico y de borrego hibrido de Cimarrén.
Amplificacion, clonacion y secuenciacion.

La calidad e integridad del DNA gendmico que se obtuvo de cada muestra
tuvo una concentracién de 700 ng/l y un cociente 260/280 > 1.0 en
promedio. El gel electroforesis de agarosa del amplicon reveld un
fragmento de 564 pb aproximadamente. El tamafo del amplicon se
confirmé por secuenciacion. Del Cimarron se obtuvieron un total de 5
clonas que se secuenciaron y dos de ellas fueron prometedoras. En el
caso del borrego Pelibuey se obtuvieron dos secuencias diferentes de
cinco que fueron analizadas. En el caso del hibrido, se analizaron 10
clonas y todas resultaron idénticas. Finalmente se encontraron cinco
diferentes secuencias, estas no empataron exactamente con ninguna
secuencia de IFNT del banco de genes descritas anteriormente. Como

resultado estas secuencias nuevas se sometieron a la base de datos del
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banco de genes como sigue: borrego Cimarrén: cimlFNT A(FJ666056) y
cimIFNT B(FJ666057); borrego Pelibuey: pellFNT A(FJ666058) y pellFNT

B (FJ666061); borrego hibrido Cimarrén: hiblIFNT (FJ666059).

Comparacion de las secuencias de aminoacidos y analisis
filogenético.

Los valores de identidad de la deduccion de aminoacidos de la proteina
madura de IFNT reportadas en este estudio y las variantes de IFNT de
otras especies de rumiantes previamente reportadas se muestran en la
Tabla 2.

Las secuencias obtenidas cimIFNT A y B tuvieron 98% de identidad entre
ellas. Las secuencias de Cimarron cimlFNT A y B, mostraron 97% y 95%
de identidad con el grupo Ovis respectivamente, y ambas, tuvieron una
menor identidad con el grupo 2 de Bos taurus. La identidad mayor de
cimlFNT A y B, con otras secuencias de ungulados silvestres fue con
Ovibos moschatus (86-88%).

La secuencia de pellFNT A mostré alta identidad con las secuencias
cimlFNT Ay B, 98% y 95% respectivamente. Cuando se comparan con los
ungulados silvestres la mas alta identidad es con Ovibos moschatus
(88%).

La secuencia pellFNT B mostré una identidad baja con el grupo (89%),

cimlFNT Ay B (71%) y pellFNT A (69%) y alta identidad con el grupo Bos
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taurus subgrupo 2 (91%), pellFNT B tuvo 90% de afinidad con la
secuencia del rumiante silvestre Bos frontalis.

La unica secuencia de hibrido (hibIFNT) mostré alta identidad con las
secuencias del género Ovis (97%), y la menor con el subgrupo 2 de Bos
taurus. En la comparacion con los ungulados silvestres, la secuencia mas
cercana fue la de Ovibos moschatus. La secuencia hibIFNT tiene 100 %
de identidad con cimIFNT A.

Tabla 2. Porcentajes de identidad de las secuencias reportadas en este

trabajo contra todas las secuencias de IFNT reportadas hasta el momento
en el Genbank.

Grado de identidad de las secuencias de amino acidos.

Bovine subgroupB

mayor
menor

Bubal us bubalis

mayor
menor

Ungulados Salvajes

Bison bison (AY643747)
Bos Frontalis (AY665674)
Cervus elaphus (AJ000638)
Moschus (DQ139308)
Ovibos (M73244)

Giraffa (GCU55050)

Bos grunniens (AY455289)

76% (XM_001250215)
69% (XM_593584)

82% (AY535404)
71% (EF503726)

78%
76%
74%
71%
88%
76%
80%

76% (XM_001250215)
69% (XM_593584)

82% (AY535404)
71% (EF503726)

78%
76%
74%
1%
88%
76%
80%

75% (XM_001250215)
68% (XM_593584)

80% (AY535404)
70% (EF503726)

75%
76%
73%
7%
86%
74%
78%

Especie
hibIFNT (FJ666059) cimIFNT A (FJ666056) cimIFNT B (FJ666057) pellFNT A (FJ666058)
hibIFNT
cimIFNT A 100%
cimIFNT B 98% 98%
pellFNT A 98% 98% 95%
Ovisaries
mayor 97% (M88770) 97% (M88770) 95% (M88770) 98% (M88770)
menor 88% (AF158817) 74% (M73245) 74% (M73245) 74% (M73245)
Caprahircus
mayor 92% (AY357327) 92% (AY357327) 90% (AY357327) 92% (AY357327)
menor 71% (DQ154135) 71% (DQ15413) 88% (M73243) 71% (DQ154135)
Bovine subgroupA
mayor 80% (XM_871285) 80% (AF238612) 78% (X65539) 81% (BOVTPH1A)
menor 78% (NM_001031765) 78% (AF196325) 75% (NM_001031765) 80% (AF196324)

75 % (XM_001250215)
68% (XM_593584)

829 (AY535404)
71% (EF503726)

79%
75%
2%
71%
88%
76%
81%

El dendograma se hizo con base en un alineamiento de las secuencias

deducidas de aminoacidos del gen IFNT con todas las especies
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disponibles en el banco de genes, éstas muestran tres grupos (Figuras 4R

y 5R).

cimIFNT A
hibIFNT
pellFNT A
cimIFNT B

0. _aries cons
C. hircus cons
Q. _moschatus
B. bisen

B. grunniens cons ....

B. taurus A cons

G. camelopardalis ....

B. bubalis_cons

.D..
C._elaphus .D..
pellFNT B .D.
B. frontalis .D..
B._taurus B cons .D..
M. berezovskii e
Consenso CYLSQRHMLDARENLRLLGRMNRLS PHSCLODRKDFGLPQEMVEGDQLOKDQAT SVLHEMLOQS FNLFHTERSS AAWNTTLLEQLRTGLO
C D E
I I I
100 110 120 130 140 150 160 170
cimIFNT A QROLDHLDTCRGPVMGEKDSELGKMDPIVIVEKYFQGIHDYLQEKGY SDCAWETVRVEMMRALTSSTTLKKG——-———-————
hibIFNT B m e asasasaaaaasesaasssmsmammssssmssaamtasaatsenass e, ————
pelIFNT A B 1 ittt
cimIFNT B P Ce
0. aries_cons .Q....E ..N.
C._hircus_cons ED. e veee....E.
0. moschatus ED....... T
B. bison ED..A.L., ..DM.R.G..L., DV, . K. .E,
B._grunniens cons ...ED..A.L., ..DM.R.G..L.. LWV LKLLE,
B._ taurus A cons ED..A.L. ..DM.R.G..L.. VLKL LE,
G. camelopardalis ...ED..A.L.........DM.R.G..L.. LV LKL LE,
B. bubalis_cons ED..A.L...T.....D..R.G.TL. ..VF.K. .E.
C._elaphus .D..A.L.Q...KE, .D.RR.G.TL. .. V... W B
pelIENT B N..A.L.Q. .E,.A..RTG.TLAL.R VLUK
B. frontalis .D..A.L.Q....E. A, .R.G.TLA. .R V..K..E, . vee.....F8...8.QERLRKMDGDLNSP
B._ taurus B_cons .D..A.L.Q.T, .E .. . RTG.TLA, .| 2V..K..E,......I....I..8.8,,.5.0ERLRMMDGDLNSP
M. berezovskii ED.EA.LA..T..E. .A. .R.G..L.M. KIL....E....V..II...........I5.LERLREMDGDLTSP
Consenso QQLDDLDACLGPVMGEKDSELGRMGPILTVEKYFRGIHVY LQEKE Y SDCAWE [IVRVEMMRALSSSTTLOKRLRKMGGDLNSP

Figura 4R. Alineamiento de amino acidos de la proteina madura de IFNT de borregos
Cimarrén, hibridos, domésticos y otros rumiantes salvajes. Las barras negras indican la

localizacion de

las alfa hélices AB,C,D y E. Los residuos subrayados son los mas

altamente conservados en la secuencia consenso en las 82 secuencias reportadas de
IFNT en el GenBank hasta hoy. Las secuencias consenso de cada especie fueron
deducidas de las secuencias disponibles en el GenBank.
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IO. canadensis A

_| 0. aries x O.canadensis
—0. aries (Pelibuey) A
0. canadensis B

C. hircus cons

0. moschatus

B. bubalis cons

— B. bison

B. grunniens cons

B. taurus 1 cons

G. camelopardalis

C. elaphus

0. aries (Pelibuey) B

{ B. frontalis

B. taurus 2 cons

M. berezovskii

Figura 5R. Arbol filogenético construido con base en las secuencias de
aminoacidos de la proteina madura de IFNT (Alineamiento Figura 4R).
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Discusidén

Los borregos cimarrones y los domésticos se han hibridado en el pasado y
los productos resultantes son fértiles (Bunch y Workman, 1988). A pesar
de que éstas no son especies muy cercanas filogenéticamente, tienen el
mismo numero cromosomico (Delgadillo et al. 2000; Hiendleder et al.
2002). Dentro del género Ovis se han producido, con la participacion del
hombre, numerosos cruzamientos interespecie dando como resultado
crias viables y fértiles en la mayoria de los casos. Hay evidencias que
sostienen que algunas especies y subespecies de borregos salvajes
(conocidos como el grupo de la meseta del Usturt) resultaron de la
hibridacion natural entre poblaciones relacionadas con el O. vignei
nigrimontana (Hiendleder et al. 2002). Sin embargo en algunos casos
existen mecanismos biologicos que limitan la viabilidad de los hibridos, ya
que en los mamiferos la hibridacién no es en general un mecanismo de
especiacion. Se sabe que los hibridos en mamiferos presentan una serie
de incompatibilidades gendmicas, en la formulacion de la “Teoria del
empuje de la viviparidad” se describe la gestacion de hibridos en los
mamiferos como una “arena fisiolégica para un conflicto gendmico
ausente en las especies que ponen huevos”. Este planteamiento explica
como la rapida divergencia en los mamiferos fue dada por la gestacion,
debido a la manipulacion que el genoma fetal ejerce sobre la fisiologia

materna, en los hibridos los conflictos se agudizan en el caso de los genes

77



exclusivos del cromosoma Y, los genes heredados del padre y en los que
existe impronta génica o “imprinting”. Asi mismo los mamiferos usaron
como estrategia evolutiva la rapida diferenciacion de numeros
cromosomicos caracteristicos de cada especie, otro mecanismo que
impide la hibridacién pero que en el caso de algunas especies de borregos
que poseen el mismo numero cromosémico la permite (Zeh y Zeh 2000).
En términos generales es correcto afirmar que la gestacion inter-especie
es menos viable que la gestacion intra-especie (Bernirschke y Ryder 1985;
Skidmore et al. 1999).

La aplicacion de TRA en el manejo de poblaciones de animales en peligro
de extincion requiere la suficiente informacién especie-especifica de la
fisiologia de los gametos y los embriones para una serie de
procedimientos que deben ser completados de manera eficiente y exitosa.
Un modelo que puede ser utilizado como herramienta en la conservacion
ex situ es la fertilizacidon heterdloga (donde el espermatozoide y el ovocito
pertenecen a especies diferentes). Por ejemplo, para evaluar la capacidad
fertilizante de espermatozoides de especies en peligro, o para obtener
embriones hibridos ya que la obtencién de semen es menos invasiva en
términos generales que la de ovocitos y es de vital importancia no
comprometer la integridad de las hembras donadoras de especies
amenazadas (Herrick et al. 2010). Otra técnica que puede ser usada para
producir embriones es la inseminacién artificial y posteriormente estos
embriones se pueden utilizar para estudiar la fisiologia reproductiva de

especies que estan en peligro de extincion.
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Produccién de embriones hibridos de borrego Cimarrén

En este estudio los embriones % de borregos hibridos de Cimarrén
producidos in vitro no mostraron diferencias estadisticas en el porcentaje
de fertilizaciéon y de division embrionaria comparadas con el grupo de
embriones de borregos domésticos. Por lo que es posible pensar en el
caso de los embriones de borregos hibridos 4 Cimarron las diferencias en
la fertilidad de los animales hibridos no estan dadas necesariamente a
nivel de la penetracion del espermatozoide y/o de la fertilizacion. Asi
mismo, no encontramos diferencia en el nuUmero de embriones producidos
in vivo por oveja. Es decir, entre ovejas domésticas cubiertas por el macho
de borrego doméstico y el grupo de las ovejas cubiertas con macho
hibrido de borrego Cimarron. Pero en el grupo de ovejas domésticas
inseminadas con semen congelado de borrego Cimarrén se observa una
clara disminucién tanto en la cantidad de embriones ‘2 Cimarrén
producidos como en el porcentaje de blastocistos. Los decrementos en
cantidad de embriones y blastocistos de borregos hibridos 72 Cimarrén
coinciden con otros reportes en los que se muestra que los porcentajes de
fertilizacion, de division y numero de blastocistos disminuyen al llevarse a
cabo la fertilizacion in vitro heterdloga (Owiny et al. 2009). Esto podria
estar dado en el caso que la especie del ovocito y el espermatozoide no

estan relacionados de forma cercana (Roth et al. 1998; Owiny et al. 2009).
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Sin embargo en otros cruzamientos los resultados son contradictorios, en
un estudio de fertilizacién in vitro heteréloga, donde se usaron ovocitos
bovinos y semen de bisonte, no se observaron diferencias en porcentaje
de fertilizacion, de division y numero de embriones (McHugh y Rutledge,
1998); mientras que en otro trabajo en que se utilizé la misma cruza se
ven claras diferencias en estos parametros (Rasmussen et al. 2005) por lo
que aun no es muy claro aun el papel que juega la distancia filogenética
en estos hallazgos, y si otros factores como intrinsecos a los animales,
como estado nutricional, edad o consanguinidad afectan la produccion de
embriones sin que se hayan determinado. En el presente trabajo se
observd una diferencia estadistica en el numero de blastocistos en
embriones de borregos 4 hibridos de Cimarrén (23%) con respecto a los
blastocistos de borregos domésticos (44%). Ya que la activacion del
genoma es critica en la transicion de morula a blastocisto, si existe una
falta de transicion del genoma materno al genoma embrionario en el
estadio de 8 células (Elder y Dale 2000) esto podria ser responsable del
arresto en el desarrollo en embriones hibridos (Owiny et al. 2009), debido

a una falta de compatibilidad alélica entre especies.

Expresion del gen de IFNT en blastocistos de hibridos de borrego

Cimarron.

El IFNT promueve la funcién Ilutea por medio de la regulacién del
metabolismo uterino de varias prostaglandinas. En sistemas de cultivo de

células endometriales de ovinos, donde se les adicionaron dosis bajas de
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IFNT se inhiben la produccién de PGF2a y de PGE2, mientras que en
dosis altas se incrementa la producciéon de PGE2 sin impactar los niveles
de PGF2a (Pratt et al. 1977). La PGE2 es una luteotropina y un
luteoprotector y su produccién por parte del endometrio y el embriéon en
elongacién probablemente sirve como mecanismo secundario que
mantiene la funcion del CL. En el utero se ha observado evidencia de que
el INFT controla la produccién de prostaglandina (Pratt et al. 1979). Por lo
que una falla en la produccién de IFNT podria desencadenar la
destruccion del CL en la madre, provocando la muerte del embrién hibrido.
La mayor parte de los estudios in vitro e in utero en rumiantes apoyan la
teoria de que el metabolismo basal de prostaglandina es modificado por
IFNT a favor de mantener el CL funcional (Ealy et al. 2009) por lo que los
niveles de IFNT insuficientes tendrian un efecto devastador en la
gestacion de los hibridos.

La expresion de IFNT es dificil de cuantificar pero algunas ideas han
tomado fuerza, como que al menos dos mecanismos estan involucrados
en limitar la expresion temprana de IFNT en el embrién en desarrollo, no
es descabellado pensar que alguno de estos mecanismos sea el que este
afectado en embriones hibridos ya que aunque no exista una
incompatibilidad alélica en el gen de IFNT en hibridos si puede existirla en
otros genes que regulan a IFNT y que no son materia de este estudio, es
claro que son necesarios mas trabajos para determinar la causa del
decremento en la expresion del gen de IFNT en hibridos. Ya que la

ausencia de Cdx2 y DIx3 durante los estadios iniciales compromete la
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habilidad del embrién de producir IFNT (Leaman et al. 1994). Asi como el
bloqueo funcional de Ets2 existe durante los estadios iniciales, el Oct4
detiene la actividad del promotor de IFNT inducida por Ets2. Oct4 es muy
conocido como marcador de pluri-potencialidad en las células
embrionarias mas tempranas, células germinales embrionarias, y células
madre embrionarias y adultas (Ralston et al. 2008). Oct4 inhibe la
expresion de otros factores durante la gestacion temprana. Por ejemplo,
Oct4 inhibe a Cdx2 en embriones de raton y células madre embrionarias.
La expresiéon Oct4 esta restringida a la masa celular interna después de la
formacion del blastocisto en el raton. Sin embargo, Oct4 se ha detectado
en el trofoectodermo de blastocistos en el bovinos y cerdos y la inmuno-
reactiva Oct4 puede ser detectada en el trofoectodermo sobre los dias 10
de gestacion o aproximadamente 3 dias después de la formacién del
blastocisto pero algunos dias antes del incremento masivo del mensajero
de IFNT (Ralston et al. 2008). Una posible explicacion de por que
observamos una expresion menor en IFNT es que la expresion del hibrido
comience de manera tardia. Sin embargo, la expresion de IFNT esta
supeditada a la formacién del blastocisto y regulada por Oct4 por lo que al
comenzar las células embrionarias a diferenciarse en diversos tipos
celulares el IFNT se expresa en mucho mayor medida. Otra explicacion
posible es que los embriones hibridos posean un menor numero de
células por lo que se puede producir una menor cantidad de IFNT

(Kubisch et al. 1998).
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Esto sugiere que existe un control adicional para mediar el surgimiento de
la expresion de IFNT. Se ha mencionado a FGF2 un factor de crecimiento
que se produce en el epitelio luminal endometrial que ocurre en los dias
12-13 después del estro en ovejas y que juega un papel importante en
maximizar la transcripcion durante la gestacién temprana. La importancia
de este evento en el desarrollo del embriéon no ha sido bien examinada
(Michael et al. 2006). En este estudio se produjeron embriones tanto in
vitro como in vivo, observandose en ambos casos el disminucién en la
expresion sin encontrase diferencias estadisticas entre modelos, por lo
que pensamos que en este estadio embrionario no es un factor uterino el
que esta involucrado en las diferencias de expresion de IFNT.

En realidad poco se ha hecho para determinar por que deja de producirse
IFNT cuando el embrién se une al utero. No es sorprendente que los
genes placentarios se expresen cuando inicia la placentacion como por
ejemplo el PAG (glicoproteinas asociadas a la gestacién) este factor se
reporta como el de mayor importancia en la gestacion de los rumiantes
después del IFNT, producido por las células binucleadas y en gestaciones
interespecie se produce en grandes cantidades de manera compensatoria
(Fernandez-Arias et al. 1999), asi mismo una serie de factores de unién
celular estan involucrados con la placentacion y un nuevo linaje de células
de la placenta emergen del trofoectodermo en este momento en la
gestacion. Cada uno de estos procesos ocurren durante el tiempo en que
se desarrolla la placenta y parecen ser los responsables de la rapida

terminacién de la transcripcidon del IFNT (Spencer et al. 2004). Es posible
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que en el caso de los hibridos el periodo critico de aposicion del embridn
al utero se vea afectado, especialmente cuando se han observado
anomalias en la formacion de la placenta en hibridos, pero seran
necesarios mas estudios para poder determinarlo (Brown et al. 2012).

Los resultados del andlisis semi-cuantitativo de la expresion de
blastocistos in vivo mostraron 2.2 veces mas expresion en blastocistos
domésticos que en blastocistos de borregos 1/4 hibridos de Cimarrén y
para in vitro 2.7 veces mayor (P<0.05) en blastocistos domésticos que en
blastocistos de borregos 1/4 hibridos de Cimarrén. Esto es un dato
relevante ya que a la fecha no se han reportado diferencias en la
expresion del IFNT en hibridos de borrego cimarrén, comparado con
borregos domésticos en las en las mismas condiciones.

Los resultados del anadlisis cuantitativo de la expresion del gen de IFNT
muestran un nivel de expresion 2.8 veces mayor (P<0.05) en blastocistos
de borrego doméstico comparados con blastocistos de borrego hibrido que
fueron producidos in vivo. Estos niveles menores pueden afectar el RMG
como describié Rizos et al. (2004). Es una nocion generalizada que los
niveles de RNAm de este transcripto son mayores en blastocistos de
buena cualidad (Rizos et al. 2003). Kubisch y colaboradores en el 2001,
encontraron que el genotipo paterno afecta la expresion del IFNT en
bovinos domésticos. Aunque no se han descrito diferencias en la
expresion de IFNT en ovinos debido al genotipo paterno antes, es posible
pensar que en el caso de los hibridos de borrego Cimarron es

precisamente el genotipo del padre el causante de que se presente una
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menor expresion del gen de IFNT en blastocistos de borregos hibridos de
Cimarrén y que a su vez este fendmeno sea dafino para el RMG. Los
resultados del presente estudio coinciden con los obtenidos por Kubisch y
otros, sugiriendo que una menor expresion del gen de IFNT en embriones
hibridos puede ser una causa de perdidas tempranas en la gestacion. A
pesar de que la expresion del gen de IFNT se ve afectada en blastocistos
hibridos posiblemente debido al genotipo paterno y de que la fertilidad es
menor en hibridos, no es posible adjudicarle a un solo gen la falta de éxito

en la fertilidad interespecie.

Secuenciacion del gen de IFNT en borrego Cimarréon, Pelibuey vy sus

hibridos

A la fecha, 21 variantes de IFNT ovino se caracterizaron por
secuenciacion de DNA de los blastocistos o de DNA gendémico (Leaman y
Roberts et al. 1992, Winkelman et al. 1999). Estas variantes polimoérficas
de IFNT ovino han mostrado diferencias en su nivel de expresién asi como
en su actividad biolégica. Filogenéticamente estas variantes estan
agrupadas en tres distintos tipos A, B, C. Las variantes de los tipos Ay B
son las que presentan actividad biolégica, las variantes tipo C son
pseudogenes o0 poseen poca actividad biolodgica (Ealy et al. 1998).

A pesar que todas variantes clase C han sido clonadas de DNA gendémico
y no se han detectado en cDNA (Roberts et al. 1992) la variante
SHPO10TP que es predominante en la expresion del IFNT un IFNT de tipo

A se ha encontrado de forma comun en DNA gendmico. A pesar que las
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secuencias obtenidas en este estudio son de DNA gendémico, presentan
alta identidad con las secuencias de tipo A y B que son activas (94.2 a
98.8%).

Las secuencias del gen del IFNT obtenidas en este estudio de borrego
Cimarrén, de borrego Pelibuey y de un hibrido de ambos, mostraron
mayor identidad con el grupo Ovis al que pertenecen. De forma
interesante, se encontré una secuencia nueva pellFNT B, que mostraba
mayor identidad con Bos taurus subgrupo B que con el grupo Ovis.

El alineamiento de las proteinas maduras de Cimarrén, Pelibuey y del
hibrido de ambos con todas las secuencias disponibles en el banco de
genes se muestran en la Figura 4R. El dendograma (Figura 5R) obtenido
de este alineamiento muestra ramificaciones similares a otros estudios
reportados anteriormente (Rajaravindra et al. 2006).

La proteina de IFNT de varias especies estudiadas posee un residuo muy
conservado de Cys en 4 diferentes posiciones (1, 29 ,99 ,139) y un residuo
Ser- Leu- Gly precediendo la posicion -1 Cys. En las secuencias de IFNT
se observa una region altamente conservada en el asa hidrofilica AB
(residuos 24-48) y en una regiéon mas hidrofébica entre los residuos 120 al
144, que se observa en todos los mamiferos asi como en IFNT de los
rumiantes

La secuencias pellFNT B tiene un codén de paro en la posicion 41, dos
codones de paro después (posicion 43) seguido de una metionina, que
podria iniciar una proteina mas corta (Radhakrishnan et al. 1999). Sin

embargo, la proteina de la secuencia pellFNT B carece de toda la region
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de la alfa hélice A vy las cisteinas 1 y 29, necesarias por los puentes
disulfuro, razén por la cual suponemos que no es una proteina funcional.
Por lo que es posible que la secuencia pellFNT B sea un pseudogene
(Ealy et al. 2006).

Los residuos altamente conservados del asa AB, la hélice D y el asa DE
se han predicho como sitios de union a los IFNR2 (receptor 2 de los IFN).
La hélice A asi como la hélice C se proponen como un sitio de interaccion
con IFNR1. Sin embargo, las muchas diferencias estructurales entre IFNT
y los IFN Alfa en la hélice B y el asa BC sugieren que la region envuelta
en es la funcion unica de hormona antiluteolitica de IFNT ovino
(Radhakrishnan et al. 1999).

Ya que las secuencias cimlFNT A y cimIFNT B se obtuvieron del mismo
animal, se supone que éstas corresponden a dos alelos. Las secuencias
de cimIFNT Ay cimIFNT B tienen solo 4 cambios de aminoacidos, uno de
ellos en el giro hidrofilico, entre las hélices A y B, sin embargo, éste
mantiene la carga positiva del residuo (Arg 34 Lys) (Senda et al. 1992).
Se sabe que IFNT existe en forma glicosilada y no-glicosilada. Asi como
existen dos formas con masa molecular de 20 y 22 kDa y ambas formas
son biolégicamente activas (Bazer et al. 1994). En los bovinos las
variantes contienen un sitio potencial de glicosilacion en la Asn78. Se han
secuenciado 9 variantes del IFNT en el bufalo (Bubalus bubalis) pero solo
se han observado 4 variantes con el sitio potencial de glicosilacion en
Asn78. Como los bovinos, el IFNT de Bos frontalis contiene este sito

Asn78, por el contrario en los caprinos se encuentran formas glicosiladas y
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no glicosiladas en las que esta presente Asp78 en vez de Asn78
(Rajaravindra et al. 2008).

En ovinos, algunas variantes poseen Asn78 pero ninguna de ellas se ha
encontrado glicosilada (Winkelman et al. 1999). De las 21 variantes de
IFNT ovino solo 8 variantes que pertenecen a los tipos B y C tienen el
Asn78 conservado. Mientras que el sitio potencial de glicosilacion Asn78
esta ausente en las de tipo A. La secuencia deducida de amino acidos de
hibIFNT, cimIFNT A, cimIFNT B y pellFNT A contiene Asn78, propuesto
como un potencial sitio de glicosilacion, por otro lado, pellFNT B presenta
Asp78 (Anthony et al. 1988; Winkelman et al. 1999; Rajaravindra et al.
2008). La dlicosilacion es importante en las modificaciones por
transcripcionales en las células eucariontes lo que influye en la estructura
y la funcidn bioldgica de las proteinas incluyendo su estabilidad, secrecion,
interaccidn con receptor y su subsecuente actividad bioldgica.

La secuencia de IFNT obtenida del hibrido es 100% igual a cimIFNT A, por
lo que es posible que sea éste sea el alelo heredado del Cimarron.
Resultados similares obtuvieron otros investigadores en embriones
hibridos de ganado bovino y bisonte (Rasmussen et al. 2005).

La secuencia pellFNT A mostr¢ alta identidad con cimIFNT Ay B, (98 and
95% respectivamente), por lo que es una posible explicacion de por qué
es exitoso el reconocimiento materno de la gestacion en estos hibridos.
Las secuencias reportadas en este estudio contienen Cys1 - Cys99 y Cys
29 — Cys139 pares que forman los puentes disulfuro. Se sabe que el

segundo puente disulfuro entre Cys29 y Cys139 puede ser importante en
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la proximidad de los giros AB y DE y también es importante en las
actividades bioldgicas y de unién (Jarpe et al. 1994).

Los reportes sobre la actividad biologica de diferentes variantes IFNT es
muy limitada. Se ha reportado que la variante p3 del IFNT ovino es mas
potente que otras clases de IFNT ovino como la p8 (Ealy et al. 1998).

Las variantes p3 y p8 tiene solo tres sustituciones de aminoacidos en la
posicion 101 (Asp por Gly), 107 (Lys por Glu) y 128 (Hys por Tyr). Ya que
se encuentran proximas a la presunta regiéon de unién al receptor un
cambio de Tyr por Hys en la posicion 128 le confiere la capacidad al IFNT
de detener la luteolisis (Winkelman et al. 1999).

Todas las secuencias excepto pellFNT B tienen 161 amino acidos de la
proteina madura. La delecion de la cisteina en el codon 159 de estos
genes da como resultado cambios en los codones (Gin-Lys), 160 (Glu-
Lys), 161 (Arg-Gly) y 162 (coddén de paro), estos genes contienen Trp en
vez de lle en la posicién 143.

Esto indica que estas actividades no estan directamente relacionadas con
la actividad antiluteolitica en la proteina de IFNT en borrego Cimarrén,
Pelibuey y en el hibrido de ambos. Adicionalmente todas las secuencias
estudiadas presentan Hys128, ésta es probablemente responsable de la
actividad antiluteolitica en la variante p3 de IFNT (Winkelman et al. 1999;
Rajaravindra et al. 2008). El analisis de las secuencias obtenidas en este
estudio del IFNT de borrego Cimarrén, Pelibuey y del hibrido de ambos,

muestra que desde el punto de vista estructural las secuencias podrian ser
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completamente funcionales a excepcion de la secuencia pellFNTB que

pensamos puede ser un pseudogene.

90



Conclusiones

Especificamente el modelo de hibridos de borrego Cimarrén tanto in
vitro como in vivo puede ser usado como herramienta para estudiar
la fisiologia de la gestacién en la etapa preimplantacional, que es
especialmente dificil de estudiar en especies en peligro de extincion
debido a los retos que plantea cualquier manejo invasivo de las
mismas.

Es posible plantear la posibilidad de que la menor cantidad de IFNT
producido por los blastocistos de borregos hibridos de Cimarrén
sea una explicacion de por que la fertilidad es menor en este tipo de
gestaciones interespecie.

La secuencia de IFNT obtenida del hibrido de borrego Cimarrén es
100% igual a cimIFNT A, por lo que es posible que sea el alelo
heredado del Cimarrén.

Las secuencias de borregos Pelibuey y Cimarron muestran una alta
identidad entre si, 98% y 95% respectivamente, que es incluso
mayor que con el resto de las secuencias del genero Ovis
reportadas anteriormente. Esta alta identidad entre secuencias
puede ser una posible explicacion del éxito del reconocimiento

materno de la gestacion en la hibridacion de estas especies.
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Perspectivas

¢ Identificar que alelo de IFNT se expresa en los embriones hibridos.

e Transferir embriones de borrego Cimarrén a receptoras hibridas.
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Palma-Irizarry, M., Damian-Matsumura, P., Betancourt, M., Romo, S., Perales, G., Lagunas-Martinez, A., Madrid-
Marina, M. V., Megjia, O. and Ducolomb, Y. 2012. Identification of novel variants of interferon-tau gene in Bighorn sheep
(Ovis canadensis mexicana), Pelibuey sheep (Ovis aries) and its expression in hybrid blastocysts (Ovis canadensis x Ovis
aries). Can. J. Anim. Sci. 92: xxx—xxx. The major signal for maternal recognition of pregnancy (MRP) in ruminants is
interferon-tau (IFNT). Four novel sequences of the IFNT gene were isolated from genomic DNA obtained from blood
samples of Bighorn, Pelibuey or the hybrid ewes. The deduced amino acid sequence of the hybrid ewe showed 100%
identity with one Bighorn sheep IFNT sequence, suggesting that this sequence was inherited from Bighorn sheep. The high
degree of identity between Pelibuey and Bighorn sheep sequences could be a possible explanation for the successful MRP
in some Bighorn hybrid pregnancies. In vivo and in vitro domestic sheep (Ovis aries) and hybrid sheep (Ovis aries x Ovis
canadensis) blastocysts were obtained, and TFNT expression was measured by semiquantitative RT-PCR. In vivo and
in vitro hybrid blastocysts showed lower expression of IFNT when compared with domestic blastocysts. In conclusion this
study showed that there exists an effect of hybridization on IFNT expression and this can affect the MRP.
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Palma-Irizarry, M., Damian-Matsumura, P., Betancourt, M., Romo, S., Perales, G., Lagunas-Martinez, A., Madrid-
Marina, M. V., Mejia, O. et Ducolomb, Y. 2012. Identification des nouvelles variantes du géne de Pinterféron-tau du Mouflon
& Amérique (Ovis canadensis mexicana), du mouton Pelibuey (Ovis aries) et leur expression dans les blastocystes hybrides (Ovis
canadensis X Ovis aries). Can. J. Anim. Sci. 92: xxx—xxx. Le signal principal pour I'identification maternelle de la grossesse
(MRP) chez les ruminants est 'interféron-tau (IFNT). Quatre nouvelles séquences génomiques de PIFNT ont été isolées de
’ADN génomique obtenue d partir d’¢chantillons de sang de brebis du Mouflon d’Amérique, Pelibuey ou de brebis
hybrides. La séquence d’acides aminés déduite de la brebis hybride était 100% identique a celle de PIFNT du Mouflon
d’Ameérique suggérant que cette séquence ait été héritée du Mouflon d’Amérique. Le haut dégré de similarité des séquences
entre le Pelibucy et le Mouflon d’Amérique pourrait possiblementexpliquer le succés de la MRP lors de certaines grossesses
chez des hybrides du Mouflon d’Amérique. Des blastocystes de brebis domestiques (Ovis aries) et de brebis hybrides (Ovis
aries x Ovis canadensis) ont € obtenus in vivo et in vitro et P'expression de 'IFNT a été mesurée par RT-PCR semi
quantitatif. Les blastocystes des hybrides obtenus in vivo et in vitro ont montré une expression de PIFNT inférieure a celle
des blastocystes des brebis domestiques. En conclusion, cette étude a montré qu’il existe un effet de I'hybridation sur
Iexpression de PIFNT et que cela peut affecter le MRP.
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another species recipient female. However, in wild
animals it is difficult to apply these techniques because
of the lack of knowledge about their physiology and the
inability to obtain oocytes and embryos due to the risks
of managing females in captivity.

Hybrid crosses between domestic and wild animals
are currently used for studies of evolution, phylogenetic
relationships, clinical studies of diseases that affect wild
species (Hoffman and Woolf 1973; Cox 1977; Guigen
et al. 2000) and conservation of endangered species
(Fernandez-Arias et al. 2001). Hybrid females have been
shown to be effective recipients, as in the case of the first
cloning of the extinct Spanish Ibex (Capra pyrenaica
hispanica) (Folch et al. 2009).

The Bighorn sheep (Ovis canadensis mexicana) is one
of the 14 high-priority wild species especially protected
in México with a CITES II status (Snape et al. 2001;
http://www.cites.org/). For this reason, female hybrids
of Bighorn and domestic sheep have been proposed as
embryo recipients. Although the Bighorn hybrids are
viable, their pregnancies are often problematic. As has
been observed, they are subject to a higher level/degree
of embryo reabsorption and lower fertility and prolifi-
city rates than intraspecific pregnancies, which is
perhaps due to the phylogenetic distance between
parental species (Mejia-Villanueva et al. 2008). To
overcome this problem, it is necessary to find a com-
patible domestic breed to produce Bighorn hybrids. The
Pelibuey breed, originally from Africa and quite com-
mon in México, is a hair domestic breed, highly fertile,
prolific, and has short and shallow seasonal anestrous
(Gonzélez et al. 1987). For these reasons, the Pelibuey
might be a good candidate to produce Bighorn sheep
hybrids.

Interferon tau (IFNT) is a major secretory protein
produced in unusually large amounts by the embryonic
trophectoderm during the critical period of maternal
recognition of pregnancy (MRP) in ruminants. IFNT
acts in a paracrine manner on the endometrium to
inhibit development of the endometrial luteolytic me-
chanism required for pulsatile release of prostaglandin
Faapna (PGFa,), thereby ensuring continued produc-
tion of progesterone by the ovarian corpus luteum.
Additionally, TFNT stimulates a number of genes
in a cell-specific manner within the endometrium that
are implicated in uterine receptivity and conceptus
development (Spencer et al. 2008).

IFNT, a novel member of the type 1 IFN family,
shares many characteristics with other interferons,
including their antiviral and antiproliferative proper-
ties. Moreover, it possesses antiluteolytic activity and
trophectoderm-specific expression (Ealy et al. 1998).
The mechanism of expression in IFNT is well docu-
mented in domestic ruminants (Spencer et al. 2008).
IFNT, secreted from the blastocysts, acts as a primary
signal for MRP, but there is no information about its
role in their wild counterparts, and the effect of
hybridism on expression of TFNT is unknown. Since

MRP is a crucial event in hybrid pregnancy success,
the aim of this study is to analyze the IFNT expression
in hybrid blastocysts (Ovis canadensis x Ovis aries)
obtained both in vitro and in vivo, and to compare
the sequences of the IFNT gene, obtained after cloning
and sequencing DNA from Bighorn sheep, domestic
Pelibuey sheep, and the hybrid, to determine their
phylogenetic distance.

MATERIALS AND METHODS

IFNT Cloning and Sequencing

Genomic DNA was isolated from blood samples of
Bighorn, Pelibuey and hybrid (Bighorn x Dorset) ewes
using a Genomic DNA Purification Kit® and subjected
to PCR amplification with specific IFNT primers
(Rizos et al. 2004). The IFNT PCR product was
cloned with the InsTAclone PCR cloning Kit® Plas-
mids according to the manufacturer’s protocols and
the plasmid containing inserts were purified with the
Genelet Plasmid Miniprep Kit® and sequenced. The
three kits and the Pfu polymerase used in the PCR
assay were obtained from Fermentas International
Inc, Boston, MA, and were used according to the
manufacturer’s protocols.

The sequences were obtained using ABI PRISM
automatic sequencer, 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Hitachi) performed at the Molecular Biol-
ogy Laboratory (Division Biology and Health Sciences,
UAM-I). BLAST analysis (www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST) of the resulting sequences were done, and
the amino acid sequences of IFNT were deduced from
each nucleotide sequence and aligned with sequences of
ruminant ungulate species available in the GenBank
database. Sequences were chosen based in their simila-
rities using the Clustal method of Molecular Evolu-
tionary Genetics Analysis MEGA v. 4.0 (Tamura et al.
2007). The evolutionary history was inferred using the
Neighbor-Joining method (Saitou and Nei 1987). The
bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates
is taken to represent the evolutionary history of the
taxa analyzed. Branches corresponding to partitions
reproduced in less than 50% bootstrap replicates are
collapsed. The percentage of replicate trees in which the
associated taxa clustered together in the bootstrap test
(1000 replicates) is shown next to the branches
(Felsenstein 1985). The evolutionary distances were
computed using the Maximum Composite Likelihood
method (Tamura et al. 2004) and are in the units of the
number of base substitutions per site. Codon positions
included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All posi-
tions containing gaps and missing data were eliminated
from the dataset (Complete deletion option). There
were a total of 363 positions in the final dataset.
Phylogenetic analyses were conducted in MEGA4
(Tamura et al. 2007).
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In vitro and In vivo Embryo Production

Oocyte Collection and Maturation

Ovaries were collected from Pelibuey ewes at a local
slaughterhouse and transported to the laboratory in
0.157 M NaCl solution containing 75 pg mL ™' peni-
cillin G potassium salt and 50 pg mL~" streptomycin
sulfate salt, maintained at 25-28°C. To get immature
oocytes, cumulus cells-oocyte-complexes (COC) were
aspirated from 2 to 8 mm ovarian follicles with an
18-gauge needle fixed to a 10-mL disposable syringe.
The follicular fluid was collected in a 50-mL conical tube
containing modified Tyrode solution supplemented with
10 mM sodium lactate, 0.50 mM HEPES and 0.01%
polyvinyl alcohol (TL-HEPES-PVA) at a pH of 7.3 to
74 (Wang and Niwa 1995), and 4 UI heparin/ml
(Inhepar PISA, Mexico).

Oocytes surrounded by a compact cumulus mass and
uniform cytoplasm were selected and washed three times
in 500-puL drops of protein-free maturation medium
(TCM 199) with Earle’s salts and 26.2 mM sodium
bicarbonate (In Vitro, Mexico), supplemented with
0.1% PVA, 3.05 mM D-glucose, 0.91 mM sodium
pyruvate, 0.57 mM cysteine, 10 ng mL™" epidermal
growth factor, 0.5 pg mL ™" LH and 0.5 pg mL~"' FSH,
previously covered with mineral oil (Fisher Scientific,
USA) (Wang and Niwa 1995). Fifty oocytes were placed
in each well of a four-well dish (Nunc, Denmark)
containing 500 pL of maturation medium previously
covered with mineral oil and incubated at 38.5°C with
5% CO, in air and humidity at saturation for 24 h
(Rizos et al. 2004).

In vitro Fertilization
After TVM, COC were washed three times in 500-pL
drops of modified Tris-buffered medium (mTBM),
supplemented with 0.4% BSA fraction V and 2.5 mM
caffeine. This medium was used for [VF (Abeydeera
et al. 1998). Thirty oocytes were placed in each well of a
four-well dish in 250 pL of mTBM, covered with
mineral oil and incubated for 30 min until insemination.
Semen samples from Dorset and hybrid (Bighorn x
Dorset) rams were obtained using an artificial vagina.
Sperm motility was evaluated: only samples with a
minimum motility of 80% were selected. Five milliliters
of semen were further diluted with the same volume of
Dulbecco’s PBS (DPBS) (Gibco, USA), sullaplemented
with 0.1% BSA fraction V, 75 pg mL~' penicillin
G potassium salt and 50 pg mL ™" streptomycin sulfate
salt at a pH of 7.2. This suspension was centrifuged at
61 x g for S min. The supernatant was diluted 1:1 with
DPBS a second centrifugation at 1900 x g, which
allowed semen to precipitate, as previously reported
(Abeydeera et al. 1998; Ducolomb et al. 2009). Finally,
the pellet was diluted in 100 pL of mTBM, and after
appropriate dilution, 250 pL of sperm suspension were
added to 250 pL of medium containing oocytes to give a
final sperm concentration of 5 x 10° cells mL ™", In each

experiment, half of the oocytes were inseminated with
Dorset or hybrid sperm. Gametes were co-incubated
for 20 h under the above-mentioned conditions (Rizos
et al. 2004).

Embryo Culture

After the co-incubation period, presumptive zygotes
were washed three times in 500 pL. NCSU-23 (North
Carolina  State University) development medium
(Petters and Wells 1993), supplemented with 0.4% fatty
acids-free BSA to remove cumulus cells and sperm by
gentle pipetting. Then, 30-40 presumptive zygotes per
well were transferred to a four-well dish containing 500
pL of medium, previously covered with mineral oil and
incubated at 38.5°C with 5% CO; in air and humidity at
saturation.

Embryo cleavage and blastocyst development were
evaluated under an inverted microscope (Olympus
Optical, Japan), at 72 and 168 h post-fertilization,
respectively. For the IFNT expression study, only
blastocysts with excellent (1) and good (2) morphologi-
cal quality [International Embryo Transfer Society
(IETS) 1998] were considered.

In vivo Embryo Recovery
Two groups of 16 Pelibuey ewes were synchronized with
progestogen-im%regnated intravaginal sponges (FGA:
Chrono-gest 40®; Intervet, the Netherland) during 12 d,
and superovulated with a total dosage of 200 mg of FSH
(Foltropin®, Bioniche Animal Health, ON) in six
applications every 12 h, beginning 2 d before FGA
sponge removal (Mejia et al. 2000). During the respon-
sive behavior, ewes were bred naturally; one group was
mated with Dorset and the other with the hybrid
(Bighorn x Dorset) ram. The ewes were anesthetized
with 0.44 mg kg™ ! xilazine (Sedazine®, Fort Dodge
Animal Health, TA) and 1 mg kg~ ! ketamine (Ketaset®,
Fort Dodge Animal Health, [A; Mejia-Villanueva et al.
2008). Embryo recovery was performed by laparotomy
7 d after the first mating. Blastocysts with quality grades
I and 2 were selected (IETS 1998).

The experimental and surgical procedures were in
compliance with the Policy Statements for Animal Use
in Science of the Canadian Council on Animal Care.

Poly (A-+) RNA Isolation and RT-PCR

A total of 120 quality grades 1 and 2 blastocysts
(IETS 1998) were selected and separated into four
groups: domestic (Pelibuey x Dorset) in vitro, domestic
(Pelibuey x Dorset) in vivo, hybrid (Pelibuey x Bighorn/
Dorset) in vitro and hybrid (Pelibuey x Bighorn/Dorset)
in vivo. Each group containing three pools with 10
blastocysts. Poly (A+) RNA was isolated from each
pool using the Quickprep Micro mRNA Purification
Kit® (GE Healthcare, Amersham, UK) according to the
manufacturer’s protocols and treated with DNase
(DNA-free Kit® Ambion, Austin, TX, USA).

e
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One hundred nanograms of Poly (A+) RNA were
used for the first strand ¢cDNA synthesis using 2.5 U
uL™" of MuLV reverse transcriptase. Poly (A+) RNA
was incubated with 2.5 mM oligo d T,y (Invitrogen) in
DEPC-treated water for 10 min at 70°C. The reaction
was stopped and re-established with 5 x reaction buffer
(250 nM Tris-HCL, pH 8.3, 375 mM KCL. 1.5 mM
MgCl,, and 50 mM DTT), 1U RNase inhibitor, 2.5 mM
of dNTPs in a final volume of 20 uL, and stored at
~20°C for later use.

The PCR amplification was performed in 25 pL
containing: 1 pL ¢cDNA, 2.5? pL of 10 x PCR Buffer
(Invitrogen, Carlsbad, CA), 1 mM MgCl,, 2.5 mM of
dNTPs, 20 pmol of each primer and 0.15 pL of Taq
DNA polymerase (Invitrogen).

The amplification reactions were carried out in an
Eppendorf Master-Cycler Gradient (Eppendorf, Ham-
burg, Germany) for 18, 21, 24, 27, 30 and 35 cycles to
establish the dynamic range. The amplification reaction
reached the exponential phase at 30 cycles. The PCR
primers and conditions are shown in Table 1. A No-RT
control and the negative control using water instead of
¢DNA were included in the experiment. Gels were
stained with ethidium bromide and quantified using
the Quantity One one-dimensional analysis software
(Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA). Optical
densities were normalized to beta actin (ACTB).

Statistical Analysis

The percentage of cleavage and blastocyst stage em-
bryos was analyzed using the chi-square test. The IFNT
expression data assayed by semiquantitative RT-PCR
were analyzed by one-way ANOVA followed by multi-
ple pairwise comparisons using the Student-Newman-
Keuls method. Differences of P <0.05 were considered
to be significant.

RESULTS

Identification of Novel Variants of IFNT

The sizes of the products (564 bp) amplified from
genomic DNA were confirmed by nucleotide sequencing
of the cloned PCR products.

Twenty clones were analyzed: five from Bighorn, five
from Pelibuey and ten from hybrid sheep. Four novel
variants of IFNT were identified (Table 2). Sequences of
these novel variants did not completely match (100%)
any of the previously reported IFNT sequence from
genomic DNA and were submitted in the GenBank

database under the following accession numbers:
Bighorn sheep: cimIFNT A (FJ666056) and cimIFNT
B (FJ666057); Pelibuey sheep: PellFNT A (FJ666058);
hybrid sheep: hibIFNT (FJ666059). Deduced amino
acid sequence alignment of the mature IENT proteins of
Bighorn sheep, Pelibuey and hybrids, along with
sequences of all species available in the GenBank, are
shown in Fig. 1. Dendrograms were constructed on the
basis of these deduced amino acid sequences of TFNT
proteins from all species available in GenBank, and
appeared to cluster in three main groups (Fig. 2).

In vitro and in vivo Embryo Production

In five replicates, 187 oocytes were inseminated with
Dorset semen and 190 with hybrid semen to obtain
blastocysts. The percentage of cleavage stage embryos at
72 h was not statistically different between hybrid (71%)
and domestic (79%) embryos (P >0.05). However, at
168 h of culture a significant difference (P <0.05) was
observed between domestic (44%) and hybrid (23%)
embryos in the percentage of embryos that reached the
blastocyst stage (Fig. 3). The average recovery with
respect to overall embryo yield (7.1 wvs. 7.0) and
blastocyst stage embryo yield (3.4 vs. 3.2) between the
ewes mated with the domestic versus the hybrid rams,
respectively, was not significantly different (P >0.05).

IFNT mRNA Expression

According to the densitometric analysis, the IFNT
mRNA  abundance of in vivo produced domestic
blastocysts was 2.2 times higher (P <0.05) than in
hybrid blastocysts. In vitro produced blastocysts had
[FNT mRNA levels that were 2.7-fold higher (P <0.0)
in domestic blastocysts compared with hybrids. The
IFNT apparent expression levels did not vary signifi-
cantly within the domestic or hybrid blastocyst groups
whether they were produced in vivo or in vitro (Fig. 4).

DISCUSSION
In general, interspecies gestation is less successful than
intraspecies gestation (Bernirschke and Ryder 1985;
Skidmore et al. 1999). For this reason, the aim of this
study was to clarify the importance of MRP in this
phenomenon, which is reported for in vitro derived
hybrid Bighorn sheep embryos for the first time.

The genomic sequences described in the current study
shared a high degree of identity with known functional
IFNT and have all of the previously described IFNT
motifs. These sequences of IFNT gene from Bighorn

Table 1. Primers used for RT-PCR

Gene Primer Sequence 53 Fragment size (bp) Anncaling (°C)

IFNT Forward TGCAAGAGAAGGGATACAGCGACT 82 56
Reverse AAGGTGGTTGATGAAGTGAGGGCT

ACTB Forward ATCCTGCGGCATTCACGAAACT 84 56
Reverse ACCGTCTTGGCGTAGAGGTCTTT
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Table 2. Pair-wise comparisons between the deduced amino acid sequences of the IFNT mature protein in hybrid sheep and other ruminant species”

Ruminant specics

Degree of identity at amino acid sequence level

hibIFNT (FJ666059)

cimIFNT A (FJ666056)

cimIFNT B (FJ666057)

pellFNT A (FJ666058)

hibIFNT

cimIFNT A
c¢cimlFNT B
pellFNT A

Ovis aries
Highest
Least

Capra hircus
Highest
Least

Bovine subgroupA
Highest
Least

Bovine subgroupB
Highest

Least

Bubalus bubalis

Highest
Least

100%
98%
98%

97% (M88770)
88% (AF158817)

92% (AY357327)
71% (DQ154135)

80% (XM_871285)
78% (NM_001031765)

76% (XM_001250215)
69% (XM_593584)

82% (AY535404)
71% (EF503726)

98%
98%

97% (M88770)
74% (M73245)

92% (AY357327)
T1% (DQ15413)

80% (AT238612)
78% (AF196325)

76% (XM_001250215)
69% (XM 593584)

82% (AY535404)
71% (EF503726)

95%

95% (M88770)

74%, (M73245)

90% (AY357327)
88% (M73243)

78% (X65539)
75% (NM_001031765)

75% (XM_001250215)
68% (XM_593584)

80% (AYS535404)
70% (EF503726)

98% (M88770)
74% (M73245)

92% (AY357327)
71% (DQ154135)

81% (BOVTPHIA)
80% (AF196324)

75% (XM_001250215)
68% (XM_593584)

82% (AY535404)

Wild ruminant ungulates

Bison bison (AY643747) 78% 78%
Bos frontalis (AY665674) 76% 76%
Cervus elaphus (AJO00638) 74% 74%
Moschus (DQ139308) 1% 71%
Qvibos (M73244) 88% 88%
Giraffa (GCUS55050) 76% 76%
Bos grunniens (AY455289) 80% 80%

71% (EF503726)

75% 79%
76% 75%
73% 2%
1% %
86% 88%
4% 76%
78% 81%

“Comparison between IFNT reported in this study and IFNT variants from other ruminant species previously banked in the GenBank. The major

identity is underlined.

and Pelibuey sheep and their hybrids show higher
identity with members of the Ovis genus to which they
belong than with other species. The deduced amino acid
sequence of IFNT obtained from the hybrid is 100%
identical to cimIFNT A. Therefore, we propose that
this sequence may be encoded by the allele present in the
hybrid, which was inherited from the Bighorn sheep. A
similar finding was obtained in one study investigating
cattle x bison hybrid embryos (Rasmussen et al. 2005).

The fact that the pellFNT A sequence shows a high
degree of identity with the cimIFNT A and B sequences
(98 and 95%, respectively) is the likely reason for the
successful MRP observed in Bighorn hybrid pregnancies.

In the present study, a genealogical analysis showing
the evolution of IFNT gene in ruminant was performed
and the resulting phylogenetic tree could indirectly show
the ruminant species’ evolution. Using phylogenetic
trees constructed using mtDNA data, Bunch et al.
(2006) reported that O. aries, the species to which
Pelibuey belongs, is in a different clade to that of
Bighorn sheep. In contrast, the phylogenetic analysis of
IFNT showed that Pelibuey is closer to Bighorn sheep
than O. aries. The differences observed in both studies

could result from a different function between mtDNA
and IFNT gene, a different evolution rate, or because
IFNT is subjected to different selection pressures.
Interestingly, in the present work, the sequences of
Bubalus bubalis belong to the Ovis clade, while, in
another study made with microsatellite, the tree topol-
ogy revealed a closer proximity of B. bubalis to the O.
aries (sheep) genome than to other domestic species.
Although water buffaloes share morphological and
biochemical similarities with cattle, the study using the
microsatellite sequences places the bubaline species in an
entirely new phylogenetic position. The results also
suggest that the water buffalo genome shares a common
ancestry with sheep and goats after the divergence of
subfamily Bovinae (Bos taurus) from the family Bovidae
(Mattapallil and Ali 1999). The disparities in IFNT
phylogenetic analyses may be due to an insufficient
numbers of TFNT sequences examined, but, in general,
our results agree with those reported by Rajaravindra
et al. (2006), who analyzed sequence numbers similar to
those in the present study. In other studies, the same
number of samples was employed to perform phyloge-
netic analyses of IFNT (Rajaravindra et al. 2006, 2008)
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Fig. 1. Amino acid alignment of the mature IFNT proteins obtained from hybrid, Bighorn and Pelibuey sheep with sequences of
other domestic and wild ruminant ungulate species available in the GenBank database. Black bars indicate the location of alpha
helices A, B, C, D and E. Residues underlined and bold in the majority sequence are highly conserved in IFNT sequences reported in

the GenBank today.

with similar results. In the present study, the already
known sequences and new sequences described for the
first time were employed for the phylogenetic analysis.
For these reasons, it is possible to find some differences
between our result and those of other reports. In the
case of the disparity observed in the position of B.
bubalis in the group of sheep, Mattapallil and Ali (1999)
found a closer relationship between B. bubalis and O.
aries than between B. bubalis and the cow.

In vitro cleavage rates among hybrid and domestic
groups were similar. Blastocyst production was 44%
when domestic oocytes were matured in vitro, and
fertilized with domestic sheep semen. This result agrees
with that of Cognie et al. (1999), who reported that
when ovulated oocytes were fertilized and cultured
in vitro, the yield of blastocysts was between 60 and

70%, but when using oocytes matured in vitro the
developmental rate decreased by approximately half.
Hybrid blastocyst production was reduced in compar-
ison with domestic blastocysts. This could be explained
by the heterologous fertilization. In some studies, low
rates of fertilization and cleaved oocytes, as well as poor
production of blastocysts, have been observed in hetero-
logous IVF, especially when oocytes and sperm come
from less closely related species (Roth et al. 1998).
However, results are controversial; when heterologous
IVF was carried out using bovine oocytes and bison
semen, no decrease in fertilization, and subsequent
embryo cleavage rates and blastocyst production
(McHugh and Rutledge 1998) were observed. Using
the same species, Rasmussen et al. (2005) observed a
decrease in the parameters mentioned above, even
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Fig. 2. Ruminant IFNT dendrogram. Evolutionary relationship among amino acid sequences of mature IFNT proteins. The values
corresponding (o the percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000
replicates) are shown next to the branches.

Fig. 3. In vitro derived embryos. (A) Hybrid zygote stained with orcein stain showing female and male pronuclei (black arrow) after
20 h of IVF, (B) hybrid morulae developed at 94 h after IVF, (C) hybrid blastocyst at 168 h after IVF, and (D) domestic blastocyst
at 168 h after IVF.



8 CANADIAN JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE

A
8
(=4
2
0
36
(=3
»
1]
[
24 *
[
e
@]
<o) : . :
Domestic Hybrid Domestic Hybrid
in vivo in vitro

3

Fig. 4. Semiquantitative RT-PCR of IFNT in domestic and
hybrid blastocysts. (A) Relative expression levels are arbitrary
absorbance units of ethidium bromide-stained PCR products,
expressed as a ratio of transcript: ACTB. (B) Representative
gel showing IFNT expression in domestic and hybrid blas-
tocysts produced in vivo and in vitro. la. IFNT expression of
in vivo produced domestic blastocysts; 2a. IFNT expression of
in vivo produced hybrid blastocysts; 3a. IFNT expression of in
vitro produced domestic blastocysts; 4a. IFNT expression
of in vitro produced hybrid blastocysts; 1-4b. ACTB endo-
genous controls for each sample. (C) 1. Fifty pb DNA ladder
(Fermentas International Inc, Boston, MA); 2. RT posi-
tive; 3. RT negative (P <0.05 statistical difference between
domestic and hybrid expression).

though in another study, no hybrid embryos developed
beyond the early morula stage when cattle oocytes were
fertilized with African buffalo epidydimal sperm (Owiny
et al. 2009). During early embryo development, genomic
activation is a critical step in the transition from morula
to blastocyst. The lack of transition from the maternal
to the embryonic genome at the 8- to 16-cell stage has
been suggested as an explanation for the developmental
arrest of hybrid embryos (Owiny et al. 2009).
Although the bighorn hybrids are viable, lower
fertility is present (Mejia-Villanueva et al. 2008). This
occurs in another interspecies gestation such as in
camelids and Capra genus (Skidmore et al. 1999;
Ferndndez Arias et al. 2001). It is important to find
molecular markers that can explain this phenomenon.
IFNT is the major signal of MRP, and this event is
determinant in the preimplantation stage in ruminants.
To perform IFNT expression analysis in hybrids and
domestic embryos, blastocysts of the same quality
grades, excellent (1) and good (2), were selected (IETS
1998). To evaluate embryo quality counting, cell number
assays were not performed, since these techniques
involve the use of non-vital dyes, which do not allow
analysis of IFNT expression in the same samples. In

another study, evaluation of the quality grades in
blastocysts of IETS was performed by comparing
IFNT expression between two species (Rizos et al.
2004). Additionally, because of the difficulty of obtain-
ing hybrid blastocysts, it was not possible to have a
larger number of embryos to perform the biochemical
and morphological evaluations.

The results of semi-quantitative RT-PCR showed
higher levels of IFNT mRNA abundance in both
in vivo and in vitro produced domestic blastocysts
compared with the corresponding hybrid blastocysts.
This lower apparent expression of TFNT could affect the
MRP process, as described by Rizos et al. (2003). In
cattle, paternal genotype is a significant determinant of
an embryo’s ability to develop to the blastocyst stage,
and of subsequent IFNT expression (Kubisch et al.
2001), thus supporting the results obtained in the
present study. Nevertheless, the molecular mechanism
is unknown. The difference in expression levels between
domestic and hybrid blastocysts could be due to an
allele incompatibility or/and a failure in the regulation
of gene expression.

In conclusion, this study reports novel findings about
differences in the expression of IFNT between hybrids
and domestic blastocysts in vivo and in vitro and the
identification of novel alleles of the IFNT gene, which
could affect the MRP. Further studies about IFNT
expression during embryo development and its effect on
the uterus in interspecies pregnancy in ruminants are
needed to understand why only a few hybrid pregnancies
are successful.
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