LA CLQNACI(‘) DELS ANIMALS DOMESTICS:
EVOLUCIO RECENT I APLICACIONS POTENCIALS

La transferencia de nuclis de cel-lu-
les d’'un organisme en el citoplasma
d’ovuls receptors sense nucli permet la
produccié d’animals que tenen el ma-
teix genoma i constitueixen un clon.
Des de fa una desena d’anys, les cél-lu-
les d’embrions joves, els nuclis de les
quals sén encara totipotencials, han es-
tat afegits amb exit als bovins, els ovins,
les cabres, els conills i els porcs. Més re-
centment, després de l'anunci l'any
1997 del naixement de l'ovella Dolly,
sortida d'un nucli de cellules d’'un ani-
mal adult, les recerques es duen a ter-
me de manera activa sobre la clonaci6 a
partir de cel'lules diferenciades o soma-
tiques. L'interes de la clonaci6 recau en
el fet de poder disposar de cellules
provinents d'un animal amb caracteris-
tiques conegudes.

Aquest article fa referéncia a I'estat
actual de la clonacié somatica, en que,
globalment, els rendiments, en el cas de
la vaca i’'ovella, son encara molt baixos.
El percentatge de nuclis trasplantats que
arriben fins al naixement d’'un animal
jove s’estima entre el 0,3 % i el 2 %, se-
gons els equips i el tipus de teécnica
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cel-lular utilitzades. A més a més, l'efi-
ciéncia de la clonacié somatica és encara
limitada, a conseqiencia d’'una mortali-
tat fetal i perinatal relativament impor-
tant. Malgrat aixd, nombroses aplica-
cions son possibles en seleccid: per
avaluar millor el valor genetic dels re-
productors (bovins lleters) i per difon-
dre els gens interessants, i també en el
sector biomedic que associa la clonacio
amb la transgenesi per tal de fer produir
proteines humanes als animals.

INTRODUCCIO

Un clon pot ser definit com el con-
junt de dos o més individus amb una
base genetica identica derivada d'una re-
producci6 asexual a partir d’'un sol pare.
El terme clon s’ha utilitzat per designar
animals que s’han obtingut amb la técni-
ca del trasplantament de nuclis. En aquest
procés, el nucli d'una cel'lula donant
(carioplast) es transfereix a una cel-lula
receptora (citoplast) de la qual s’ha ex-
tret el seu material genétic.

S’han obtingut de manera satisfacto-
ria mamifers clonats mitjancant la trans-
feréncia de nuclis originaris d’embrions
en un estadi inicial de desenvolupament
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a ovocits madurs sense nucli. El primer
animal de granja clonat va ser l'ovella,
seguida del vaqui, el porc, el conill i la
cabra. Des de fa una década, la clonaci6
d’embrions ha estat desenvolupada per
diferents grups d’investigadors, especial-
ment en les especies bovines.

Malgrat aixd, amb la clonaci6é d’em-
brions, el nombre de potencials descen-
dents esta limitat pel nombre limitat de
nuclis donants disponibles en una fase
inicial de I'embri6 pare. Un sistema per
augmentar el nombre de blastocists dis-
ponibles a partir de 'embrid pare és re-
ciclar la primera generacid de la trans-
ferencia d’embrions i utilitzar-la com a
donants de la segona i la tercera genera-
ci6 de transferéncia nuclear (reclona-
ci6), perd sembla que la técnica esta li-
mitada solament a la tercera generacio.
Algunes recerques recents sobre 17s
dels cultius de cellules d’embrions i,
després, de cel'lules diferenciades com
a possible font de nuclis per a la clona-
ci6 ha reactivat 'impacte de la clonacio.
El treball sobre ovelles en relacié amb el
naixement de tres descendents viables a
partir de nuclis de cel-lules epitelials de-
rivades en embrions ha generat noves
expectatives en la clonacio, a les quals
va seguir, un any després, 'anunci del
naixement de 'ovella Dolly. Va ser real-
ment el naixement d'una nova era en la
clonaci6 somatica dels animals domes-
tics 1, en especial, del bestiar vaqui.

SITUACIO ACTUAL DE LA CLONACIO
SOMATICA EN EL VAQUI
Durant els darrers dos anys, molts la-

boratoris d’arreu del moén, especialment
a America de Nord, al Japo, a Australia o
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a Europa, han desenvolupat la teécnica
de la transferéncia de nuclis, a fi assolir
la clonacié somatica en el vaqui. Des del
primer cas, de dues vedelles nascudes
d’una transferéncia de nuclis provinents
de fibroblasts fetals el 1988, se n’han ob-
tingut diferents tipus de c¢l-lules proce-
dents de teixits postnatals, com ara pell,
muscul, ovari i, fins i tot, sang. A causa
del feble nombre de descendents vius
obtinguts fins ara, la relacio entre I'éxit o
el fracas i l'origen de les cel'lules do-
nants no pot ser establert encara. Els re-
sultats suggereixen que, en la major part
dels teixits, com a minim algunes cel-lu-
les poden multiplicar-se i7 vitroi poden
ser reprogramades totalment després de
la clonacié. Des del moment en qué en la
major part dels teixits, fins i tot en la sang,
hi ha cel'lules que sén capaces de divi-
dir-se en un cultiu i que no estan en un
estat de diferenciacio, no és possible cer-
tificar que els descendents viables obtin-
guts després d’'una transferéncia nuclear
hagin derivat de cel'lules diferenciades,
de cel'lules mare o de cellules parcial-
ment diferenciades.

In vitro, el nivell de desenvolupa-
ment dels embrions reconstituits en
blastocists varien del 5 % al 50 % d’a-
cord amb les linies de cel-lules i del pro-
tocol utilitzat. En la clonacidé somatica,
la possible influéncia de I'edat de I'ani-
mal donant sobre l'eficiencia és encara
objecte de debat. La compilaci6 de la in-
formacioé recent no posa de manifest
cap incidencia de I'edat en el potencial
de desenvolupament in vitro. Si consi-
derem el cas de fibroblasts originaris de
biopsies de pell com una font de cel-lu-
les, la proporcidé d’embrions transferits
desenvolupats en blastocists in vitro és
del mateix nivell tant si es tracta de
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cel'lules fetals com d’animals adults. Re-
sultats positius de clonacié s’han obtin-
gut a partir de cel-lules somatiques dun
toro de la raca Brahman de vint-i-un
anys i d'un toro de raca negra japonesa.

Després de la transferencia dels em-
brions derivats de cel'lules somatiques
cloniques en IGter dels animals recep-
tors, només el 10 % dels blastocists tras-
plantats en les vaques acaben el desenvo-
lupament. Aquest baix nivell de gestaci6
és degut a un baix nivell de mortalitat em-
brionaria i fetal en diferents estadis de la
gestacid. S’ha constatat un elevat nivell
d’avortaments. Aquestes aportacions tar-
danes estan frequentment relacionades
amb la hidroalantosi o a un anormal de-
senvolupament de la placenta. L'origen
d'un elevat nivell d’avortaments i la fre-
quent mortalitat perinatal en els clons
somadtics no s’ha establert clarament,
pero les observacions suggereixen que
efectes epigenetics poden afectar la cor-
recta reprogramacié de lactivitat dels
gens en la transferéncia nuclear d’em-
brions.

L’eficiencia total de la clonaci6 de
cel-lules somatiques adultes és encara
baixa; la mitjana dels descendents que
poden esperar-se de la transferéncia de
cent cel-lules somatiques en ovocits re-
ceptors es troba entre el 0,3 % iel 5% en
les especies bovines, i varia segons el ti-
pus de cellula i la tecnologia emprada.
El nombre total de vedells nascuts a par-
tir de cel-lules somatiques fins avui és
encara limitat: pot ser estimat en uns
dos-cents animals, la major part a Ame-
rica del Nord, al Japd, a Australia i a
Nova Zelanda. Aquests animals han
nascut a partir del 1998, i els més vells
no son encara adults; per aixo no hi ha
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encara gaire informaci6 sobre la viabili-
tat a llarg termini dels vedells produits
mitjancant la transferéncia nuclear d’em-
brions. En el cas del vaqui un nombre
limitat de toros clonics han arribat a la
pubertat i estan comencant a produir se-
men. Malgrat aixo, algunes patologies
poden afectar part de les vaques cloni-
ques després del naixement. La sindro-
me de l'elevat nombre de descendents
(LOS), que esdevé després de la trans-
feréncia d’embrions de cultiu en ovelles
i vaques, també passa després de la clo-
nacié somatica. Les patologies poden
afectar només una funcié de l'organis-
me, com ara les funcions de respiracié o
el sistema circulatori, o fins i tot el siste-
ma immunologic, com és el cas de la hi-
poplasia del tim. Per tant, els efectes a
llarg termini son dificils d’estudiar en el
cas de les especies que, com el vaqui,
tenen un llarg interval generacional.

APLICACIONS DE LA CLONACIO
SOMATICA EN EL VAQUI

Creacio de nous models per a la
recerca sobre biologia del
desenvolupament

La generacié de descendents gene-
ticament ideéntics a partir d'un mateix
pare pot ser una eina valuosa per a la
recerca agronomica. Per exemple, en el
vaqui, grups de vedelles cloniques po-
den ser utilitzades com a models ani-
mals per a experiencies sobre estudis
de patologia, comportament nutricional
o avaluaci6é reproductiva. A Franga, a
I'INRA hem desenvolupat aquest siste-
ma per minimitzar el nombre d’animals
necessaris per a un experiment.
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A més amés, el treball recent relatiu a
la transferéncia interespecifica que uti-
litza ovocits de vaqui com a receptors de
nuclis d’altres especies obre una via per
entendre millor les especificitats de cada
especie en el desenvolupament precoc.
La transferéncia de nuclis entre espe-
cies pot tenir un potencial clinic per a
la medicina humana, ja que permetria la
generaci6 de linies mares d’embrions hu-
mans procedents de cel-lules somatiques
d’'un pacient. L’Gs d’ovdcits bovins pot
sobrepassar algunes consideracions éti-
ques associades amb la utilitzacié d’em-
brions humans amb la finalitat de produir
linies de cel-lules per terapies humanes.

Aplicacions potencials als programes
de millora

En el vacum, la major part de la mi-
llora genética s’obté mitjancant la inse-
minacio artificial amb toros seleccionats.
Malgrat aixo, la difusié del potencial
genétic d'un reproductor d’alt valor es
pot perdre per la mort accidental del
progenitor. La clonacié somatica permet
superar aquest risc generant una ge-
nocopia del toro si es comprova que és
d’elevada qualitat. Un treball recent a
Italia ha posat de manifest que és possi-
ble obtenir descendents d’'un toro vell
mitjancant inseminaci6 artificial utilit-
zant limfocits com a font de nuclis.

Una difusié més bona de les millors
femelles pot obtenir-se també mitjan-
cant la clonacié somatica de vaques d’al-
ta qualitat. Un bon exemple d’aquesta
aplicacio és un cas recent a Nova Ze-
landa, en el qual, a partir d'una linia de
cel-lules primaries procedents de cel-lu-
les granuloses obtingudes per l'aspira-
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ci6 dels fol'licles d’'una vaca frisona d’alt
nivell genetic utilitzant una sonda vagi-
nal dirigida per ultrasons, s’han generat,
com a minim, deu vaques cloniques ge-
néticament idéntiques a la vaca donant
adulta.

La clonaci6 somatica de femelles
pot ser també molt Gtil per millorar el
progrés geneétic en els programes con-
vencionals de millora en els quals s'uti-
litza un sistema regular de transferéncia
embrionaria. Alguns calculs posen de
manifest que la utilitzacié de la clona-
ci6 somatica de vaques d’alta qualitat
pot fer augmentar d’'un 20 % el progrés
genetic anual quan es poden obtenir de
tres a cinc vedelles cloniques de cada
vaca donant.

En les races de vacum de carn, la
clonaci6 pot ser aplicada a la multiplica-
ci6 de genotips molt valuosos. Aquest
és el cas de races del Japd, on hi ha un
petit nombre d’animals amb un nivell
molt alt de greix infiltrat en el muscul.
Ates que la qualitat de la carn és un pa-
rametre molt variable, la clonacié dels
millors animals adults pot permetre I'es-
tandarditzacio de la qualitat d’alt nivell.
Hi ha diferents grups d’investigadors
que estan desenvolupant la transferen-
cia de nuclis amb aquest objectiu.

Clonacidé somatica per a la millora de
leficiéncia de la transgeénesi

En el cas d’animals grans, com el va-
cum, s’ha arribat a la modificacié geneti-
ca a través de la injecci6 de gens interes-
sants en el pronucli d'un zigot. Aquesta
técnica té moltes limitacions: el DNA pot
ser afegit, perd no eliminat ni modificat;
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amés a més, la inserci6 a l'atzar pot pro-
duir una transgeénesi amb una expressio
erratica i els animals poden esdevenir de
tipus mosaic. L’eficiencia total de la in-
jeccid pronuclear amb l'objectiu de pro-
duir descendents és molt baixa. La trans-
feréncia nuclear de cel-lules somatiques
eliminara aquest problema.

La major part de les cel-lules soma-
tiques poden ser cultivades in vitro di-
verses vegades fins a arribar a ser un
descendent viable després de la trans-
feréncia nuclear. S’han produit vedelles
utilitzant fibroblasts cultivats fins a quin-
ze vegades abans de la transferéncia nu-
clear. Aquest periode de cultiu permet la
insercié d'un gen, per transfeccio, en el
nucli d'una cel'lula somatica i seleccio-
nar la linia de ceél-lules modificades. En
el futur, la diana de gens mitjancant la re-
combinaci6 d’homolegs sera possible
en el vaqui. Els primers resultats ja s’han
obtingut en ovelles. La recombinaci6 d’-
homolegs permetra que un gen interes-
sant pugui ser inserit en un lloc concret
d’'un cromosoma del genoma del bovi
amb l'objectiu de facilitar 'expressio, en
la glandula mamaria, per exemple, i pro-
duir proteines nutritives o terapeutiques
directament en la llet. Sera també possi-
ble reemplacar I'albiimina seérica bovina
per la forma humana, a fi d’obtenir una
producci6é rendible d’albumina serica
humana en la llet de vaca. Utilitzar
aquestes linies de cellules somatiques
com a font de nuclis per a la clonaci6
permetra la produccié d’'una primera ge-
neracié de descendents d’identics des-
cendents tots transgenics, sense 'incon-
venient del mosaicisme. A més llarg
termini, la combinacié d’aquesta tecno-
logia amb la informacié del mapatge del
genoma bovi pot permetre la seleccio de
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segments de DNA que codifiquin per a
caracters especifics de produccid, com
ara els de resistéencia genetica a malal-
ties, la qualitat de la carn o el creixement.

Races en perill

Si la clonaci6 somatica s'utilitza de
manera generalitzada, es pot generar un
risc potencial de perdua de la variabilitat
genetica. Aixd podria passar si cents de
copies del mateix animal s’utilitzessin per
a la producci6 animal, la qual cosa encara
no es dona. Oposadament, les cel-lules
somatiques poden ser una eina molt vali-
da per mantenir i desenvolupar races en
perill d’extinci6 (de vaques o daltres
especies). Disposant de semen de dife-
rents toros, un nombre molt limitat de fe-
melles poden ser multiplicades mitjancant
la clonaci6 i després poden ser insemina-
des amb el semen emmagatzemat, a fi de
recrear les diferents families i restablir un
minim de la diversitat genética.

Recentment, a Nova Zelanda, la clo-
naci6 somatica s’ha utilitzat per preser-
var la darrera vaca de la raca vermella
de l'illa d’Enderby, i com a minim qua-
tre filles s’han obtingut d’aquesta Gnica
femella supervivent.

Aquesta aplicacio de la clonaci6 s’ha
de considerar des d’ara. Quan es tracta de
conservar una ra¢a d’animals domestics
en perill, no és possible esperar una deca-
da fins que la tecnologia de la clonaci6 es-
tigui suficientment desenvolupada, amb
la consegtient perdua d’animals. El teixit
meés practic per recollir i emmagatzemar
¢és la pell. Pot obtenir-se facilment o rapi-
dament a partir d'una biopsia de pell, no
invasiva, que té un risc minim per a la sa-
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lut de I'animal donant. Actualment hi ha
una creixent experiencia sobre la col-lec-
ta, el cultiu i el crioconservacio de les cél-
lules. Aquest és el cas de les cel-lules de
fibroblasts que creixen in vitro, proce-
dents de biopsies de pell d'una vaca viva.
Generalment, després d'una desinfeccio,
una biopsia de 5 mm a l'orella és colloca-
da en una soluci6 salina isotdnica a una
temperatura de 4 °C. La mostra és traslla-
dada al laboratori per a la fase de multipli-
caci6. Un cultiu inicial es produeix en els
primers 6-8 dies, a partir del qual es po-
den generar subcultius cada tres dies. Pos-
teriorment, les cél-lules son tractades amb
tripsina i congelades en nitrogen liquid
fins que es pugin utilitzar com a nuclis do-
nants.

Actualment és possible emmagatze-
mar material genetic de races en via de
desaparicio a partir de petites biopsies
de pell d’animals vius, la multiplicacio de
les cel'lules in vitroila congelacié de les
cel-lules en nitrogen liquid per a una uti-
litzacid posterior, quan la transferéncia
nuclear sigui més eficient.

LA SITUACIO EN ALTRES ESPECIES
Ovelles i cabres

Després del naixement de la Dolly,
els petits remugants s’han utilitzat per
desenvolupar clonacions somatiques
conjuntament amb modificacions gene-
tiques, amb la finalitat de produir pro-
ductes farmaceutics. En aquesta situa-
ci6, la major part dels treballs s’han dut a
terme en empreses biomediques. Un
transgen molt important, l'alfa-1-anto-
tripsina, s’ha inserit en fibroblasts fetals
d’ovelles, i la transferéncia nuclear d’a-
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questes cel'lules ha permes la produccio
de xais transgenics. Un primer estudi in-
dica que la recombinacié homologa s’ha
pogut dur a terme en I'ovi, i s’ha demos-
trat que és possible considerar les cel-lu-
les somatiques com a portadores de
gens diana i combinar-les per trans-
feréncia nuclear a fi de generar ovelles
transgeéniques que poden expressar la
proteina humana en la seva llet.

La cabra és utilitzada per una altra
empresa (Genzyme Transgenic Corpo-
ration) per produir femelles que porten
un transgen que codifica per a I'expres-
si6 de l'antitrombina m humana en la
seva glandula mamaria. En aquestes
especies, la transferéncia nuclear de
cellules somatiques és més eficient que
la microinjeccié per generar animals
transgenics, ja que més d'un 5 % dels
embrions obtinguts per transferéncia
nuclear han produit descendents sense
mosaicisme.

Porcs

Moltes de les recerques amb aquests
animals estan dirigides a la clonacio
somatica. L'objectiu és obtenir organs de
porc disponibles per al xenotrasplanta-
ment als humans. Malgrat tot, és absolu-
tament necessari prevenir la sindrome de
reaccio hiperaguda (HAR) en els organs
que s’han de trasplantar mitjancant la
tecnica d’eleccid genica. Aixd implica
la produccié de porcs donants amb el gen
de la o-1,3-galactosiltransferasa (GT).
L’eliminaci6 de lactivitat d’aquest enzim
suprimeix I'expressié de la GT i redueix
molt l'aparici6 de 'HAR. Les cellules
modificades poden ser utilitzades com a
font de nuclis per a la clonacio, a fi de
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generar garrins, els organs dels quals po-
den ser utilitzats per al xenotrasplanta-
ment. Malgrat aixo, hi ha nombroses difi-
cultats que s’han de superar encara. Fins
ara s’han publicat molt pocs estudis,
perd recentment s’ha anunciat que han
nascut garrins provinents de clonacions
somatiques.

Conills

Fins avui no s’han obtingut descen-
dents provinents de clonacions somati-
ques en conills en el nostre o en d’altres
laboratoris. Mentrestant, si que s’han ob-
tingut iz vitro desenvolupaments cel-lu-
lars fins a 'estadi de blastocists, després
de la transferencia nuclear de cel-lules de
camuls adults en ovocits enucleats, perd
els embrions reconstituits no continua-
ren després de la implantaci6. Malgrat
aixo, si esdevé satisfactoria, la clonacio
en conills pot ser un model molt Gtil per
estudiar algunes malalties humanes.

TAuLA L.
rents fonts de cel-lules adultes en el vaqui.

CONCLUSIONS

En les especies domestiques, la
transferéncia nuclear de cel-lules soma-
tiques provinents de fetus o d’animals
adults esta millorant rapidament, i asso-
lira molt rapidament i de manera eco-
nomica algunes de les seves potencials
aplicacions, especialment en la indts-
tria biofarmaceutica. Malgrat aixo, les
aplicacions a gran escala en l'ambit
agricola de la clonaci6 somatica tenen
molts reptes per superar abans d’assolir
un nivell suficientment desenvolupat.

A més de les dificultats biologiques i
tecniques que s’han de resoldre per mi-
llorar Peficiencia del procés, s’hauran de
tenir en consideracio les questions &ti-
ques. En relaci6 amb l'acceptacié d’a-
questes tecniques, la situacid sembla
molt diferent entre paisos. La recerca i
I'aplicacio han de tenir en consideracid
aquest aspecte amb vista a una segure-
tat i un benestar maxims per als animals.

Desenvolupament potencial de la transferencia d’embrions a partir de dife-

Tipus de Nombre Nombre de blastocists Vedelles
cel-lula (teixit) d’embrions nascudes
reconstituits Total (%) Transferits (%)
clmulus (ovari) 47 18 (49) 6 5 (83)
granulosa (ovari) 552 152 (27) 100 10 (10)
epitelial (oviducte) 94 20 (23) 4 3 (75)
%‘rf]';:a()g'é“d“'a 140 25 (18) 4 1(25)
fibroblasts (pell) 840 159 (19) 133 9(6,8)
leucocits 698 124 (18) 50 1(2,0)
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