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INTRODUCCION

La electrofusién celular es hoy dia la técnica mé4s utilizada para la clonaciéon de embriones (Smith,
1992). Con vistas a su aplicacion en embriones de conejo, actualmente se estdn definiendo los efectos que
distintos factores ejercen sobre la eficacia de la fusién celular, utilizando como modelo embriones de conejo en
estadio de dos células.

En un primer trabajo utilizando dicho modelo (Garcia-Ximenez y col., 1995), se establecio que las
intensidades de campo eléctrico de 3.6 Kv/em o de 3.2 Kv/em eran las mas eficaces (aunque con una cierta
ventaja no significativa del pulso de 3.6 Kv/em) siempre que se aplicaran en pulsos de 20x3 us. En el presente
trabajo, se han intentado perfilar mas las caracteristicas del pulso, comparando las dos intensidades de campo
antes mencionadas, pero aplicadas en forma de un nico pulso de 60 psegundos o bien fraccionando dicho pulso
en tres consecutivos de 20 ps cada uno. Ademas se ha estudiado el efecto que sobre la tasa de fusiéon y de
supervivencia posterior ejerce el hecho de que los embriones a fusionar sean conservados previamente en un

medio tampén fosfato (DPBS) o en un tampén bicarbonato (HAMS'S F10).

MATERIAL Y METODOS

La obtencién y preparacion de los embriones de dos células, las caracteristicas del equipo de
electrofusién y la técnica de electrofusién, asi como el cultivo posterior de los embriones ya se han descrito con
detalle (Garcia-Ximenez y col., 1995). Brevemente, los embriones de dos células se recuperan por perfusién
oviductal con DPBS + 20% de suero homélogo 25 horas post-coito. Seguidamente son catalogados bajo lupa
y lavados dos veces en el medio de conservacién (DPBS o HAM'S F10) hasta ser suspendidos en 0.30 M de
manitol conteniendo 100 pmoles de cloruro célcico y 100 umoles de cloruro magnésico (Collas y Robl, 1991).
Inmediatamente después de aplicados los pulsos (3.6 Kv/cm o 3.2 Kv/cm durante 60 ps o durante 20x3 ups) los
embriones (175) se lavaron en HAM'S F10 y se cultivaron en 7% de CO,en aire y 39°C hasta al menos tres
dias. A diferencia del trabajo anterior, no se utilizé CCB antes ni después del pulso.

Para el andlisis estadistico de los resultados se aplicé el test chi-cuadrado con la correccion de Yates.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de 175 embriones sometidos a electrofusién, tan sélo 2 se lisaron.
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No se detect6 ningtin efecto significativo del medio (DPBS o HAM'S F10) sobre la tasa de fusién. Sin embargo,
la conservacién en DPBS previa al pulso determina un efecto significativamente desfavorable sobre la
supervivencia posterior de los embriones fusionados (DPBS: 78% vs. HAM'S F10: 100%).

En cuanto a la aplicacién de un tnico pulso (60 us) o su fraccionamiento en tres consecutivos (20x3
us), se observa que el pulso no fraccionado determina un efecto negativo altamente significativo sobre la tasa
de fusién (60 ps: 27% vs. 20x3 ps: 43%). Por contra, no se detect6 ningiin efecto sobre la tasa de supervivencia
de los embriones fusionados.

Las dos intensidades de campo eléctrico ensayadas (3.6 y 3.2 Kv/em), no suponen efectos diferenciales
nt para la tasa de fusién ni para la supervivencia posterior.

La supervivencia (hasta moérula al menos) de los embriones no fusionados, no se vi6 afectada

significativamente por ninguno de los factores estudiados (tasa global: 96%).

TABLA: Efectos del medio de conservacién previo a la fusiéon (DPBS vs. HAM'S F10), del tipo de
pulso (20x3 ps vs. 60x1 us) y de la intensidad de campo eléctrico (3.6 vs. 3.2 Kv/cm) sobre la tasa de fusion

(FUS/TOT) y la tasa de fusionados que se desarrollan al menos hasta el estadio de mérula (DES/FUS).

DPBS HAM'S F10
20x3 ps 60x1 ps 20x3 us 60x1 ps
3.6 32 3.6 3.2 3.6 32 3.6 32
Kv/em Kv/em Kv/em Kv/em Kv/em Kv/em Kvfem Kviem
FUS/ % 50 35 21 35 46 41 28 29
TOT I
Ne° 9/18 7/20 4/19 7/23 1124 9/22 7/25 772
DES/ % 89 57 75 86 100 100 100 100
FUs
Ne 8/9 4/7 3/4 6/7 9/9 777 6/6 717
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