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Avaliacao da taxa de clivagem de embrides clones bovinos produzidos pela
técnica Handmade Cloning (HMC) empregando fibroblastos como carioplastos

A clonagem € uma biotécnica reprodutiva que apresenta diversas aplicacfes. No
cenario da reproducdo animal, ela € um importante método de replicagdo de animais
com caracteristicas genética e/ou fenotipicamente desejaveis. Para realizacdo da
clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) a técnica mais
utilizada é a convencional, utilizando micromanipuladores para enucleacdo dos
odcitos (citoplastos) e transferéncia das células doadoras de nucleo (carioplastos).
Apesar disso, existe uma técnica alternativa, o Handmade Cloning (HMC) em que
todos os processos sdo realizados manualmente. O objetivo do experimento foi
avaliar a taxa de clivagem na producdo de embrides clones bovinos pela técnica
HMC, utilizando fibroblastos criopreservados como carioplastos. Para producdo dos
clones foi proposto o seguinte protocolo: a) descongelamento de palhetas contendo
fibroblastos e sua transferéncia para um poco de placa Nunc, mantendo-os em meio
DMEM a 37°C; b) aspiracao folicular de complexos cumulus-odcito (CCOs) de
ovarios de vacas de abatedouro; b) maturacao in vitro dos CCOs por um periodo de
17 h; c¢) desnudamento e avaliacdo da maturacdo nuclear dos od0citos, pela
observacdo do corpusculo polar; d) producdo dos citoplastos (enucleacdo) pela
biparticdo oocitaria; e) tripsinizacao dos fibroblastos; f) montagem do embrido clone,
justapondo dois hemiodcitos sem material genético e um fibroblasto; g) eletrofuséo
das estruturas; h) ativacdo dos embrides clones e de odcitos (partenotos) com e sem
zona pelucida (ZP), utilizados como grupos controle para ativacdo; i) cultivo in vitro
(CIV) das estruturas; j) avaliacdo da taxa de clivagem no Dia 2 do CIV. A taxa de
fusdo observada foi 55,5%, e a taxa de clivagem foi 19%, inferior (p<0,05) a
observada nos partenotos com ZP (58%) e sem ZP (43%). Concluiu-se que a taxa
de clivagem dos embrides clones, empregando-se fibroblastos congelados como
carioplastos pela técnica HMC foi reduzida, necessitando-se realizar outras
replicaces para obtencédo de dados mais conclusivos.



