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RESUMEN

La clonacién somdtica es una poderosa herramienta para la producciéon de animales con un
genotipo especifico, ya sea para fines productivos a través de la multiplicacion de ejemplares de
alto valor genético, la creacién de animales transgénicos o para la conservacion de especies en
peligro de extincion. En la dltima década esta tecnologia se ha ido perfeccionando y hoy en dia
se ha logrado la obtencién de clones en dieciséis especies de mamiferos. La aplicacién de la
transferencia nuclear es limitada debido a la ineficiencia del proceso en término de animales
nacidos y al desconocimiento de la expresion génica que gobierna el proceso de clonacién, por lo
que es sujeto de estudio a nivel mundial.

En este trabajo se emple6 una metodologia novedosa de transferencia nuclear somatica, conocida
como Hand Made Cloning (HMC) para generar embriones bovinos clonados, usando dos lineas
celulares distintas como donantes de nicleo, una de fibroblastos de piel de un animal adulto y la
otra de un feto. Se evalu6 el potencial de desarrollo de los embriones generados con ambas
lineas, en términos de desarrollo in vitro hasta blastocistos, asi como morfologia y calidad. Se
demostré que con la linea celular adulta es posible generar con mayor eficiencia y calidad
embriones clonados en bovinos.

Para caracterizar la expresion génica en blastocistos (etapa peri-implantatoria) generados a partir
de ambas lineas se emple6 PCR tiempo final y real y se compard ésta con los patrones de
expresion de embriones producidos mediante fecundacion in vitro (FIV). Se estudiaron los
patrones de expresion de genes cruciales para el desarrollo embrionario, concluyendo que los
mismos son diferentes entre las lineas celulares y entre éstas y los embriones de FIV. Los
patrones de expresion génica de os embriones producidos con la linea celular adulta fueron mas
parecidos a los de los controles, por ello y por el mayor potencial de desarrollo hasta blastocistos
de calidad, se selecciond esta linea para la produccion de embriones elongados (dia 17) y de
clones a términos.

Se transfirieron a hembras receptoras embriones clonados producidos a partir de la linea celular
adulta, asi como controles producidos por FIV y se recolectaron al dia 17. A partir de estos
embriones, se estudiaron los patrones de expresion génica por técnicas de PCR tanto a tiempo
real como final de los embriones elongados (etapa peri-implantatoria) clonados y de FIV, siendo

diferencial la expresion entre ambos y ésta a su vez diferente con respecto a los blastocistos de



dia 7, tanto para FIV como para los clones. Estos hallazgos, asi como la cuantificaciéon de los
niveles de expresion de algunos genes cruciales para el desarrollo embrionario temprano,
constituyen los primeros reportes de su tipo en la literatura del tema.

Adicionalmente se estudi6 a nivel global, la expresion génica en embriones clonados a partir de
células adultas y producidos por FIV, mediante microarreglos, se encontraron mas de mil genes
expresados en ambos grupos y de éstos alrededor del 4% se encontré diferencialmente expresado
(hiper o hipo expresion) en los embriones clonados. Los datos del microarreglo fueron validados
por PCR cuantitativo (PCR tiempo real), lo cual a su vez ofrecié resultados novedosos en el
tema, al reportarse por primera vez los niveles de expresion de ciertos genes en embriones
bovinos elongados.

Como elemento final, se transfirieron embriones clonados a hembras receptoras, lograndose
gestacion en la mitad de las hembras transferidas, lo que redund6 en el nacimiento de dos
terneras clonadas. La eficiencia del proceso fue similar a la descrita para la técnica de HMC y
para la especie bovina. A pesar de las pérdidas gestacionales observadas, que también coinciden
con lo reportado para la especie, se logré por primera vez en Chile el nacimiento de terneros

clonados viables.
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