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|. Introduccidén

Durante la ultima década, la investigacion y aplicacion de
nuevas tecnologias relacionadas con la reproduccié n animal ha
evolucionado de manera acelerada con el desarrollo de técnicas
que incrementan la capacidad reproductiva y permiten el
mejoramiento genético. Las técnicas de manipulacion del
proceso reproductivo que mayor atencion han recibido son la
superovulacion, transferencia embrionaria, congelacion de
embriones, cultivo in vitro de embriones, particién y clonacion
de embriones, asi como el sexado de embriones y de fetos. La
combinacion de ellas y su utilizacion en el ambito comercial,
forman parte de un sistema para la produccion y
comercializacion de mejores animales productores de leche,
carney lana, entre otros campos (1).

La clonacion representa una de las tecnologias de gran
interés mundial en la actualidad, debido a su aplicabilidad tanto
en los animales de importancia econémica como en los seres
humanos. A pesar de que actualmente es de baja eficiencia,
muestra que constituye una alternativa en la solucion de los
problemas reproductivos. En la medida en que se tenga mayor
comprension de sus deficiencias, en un futuro muy cercano
permitiré
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seleccionar y reproducir animales de interés econémico vy
ecolégico a gran escala. Actualmente se requieren grandes
cantidades de material biolégico de alta calidad para obtener
resultados positivos 10 que incrementa el costo de la técnica (2).

El presente trabajo contiene una seleccion de la informacion
concerniente alas diferentes técnicas desarrolladas durante los
ultimos afos para obtener animales genéticamente idénticos entre
si, dando prioridad a su aplicacion en animales domésticos y de
laboratorio, sus aplicaciones comerciales y potencial uso
ecologico. Se discuten algunas consideraciones éticas que deben
tomarse en cuenta para establecer un limite a los alcances de este
tipo de técnicas, entre los cuales esta su aplicacion en embriones
humanos.

La clonacion puede verse en un sentido vertical, en donde los
individuos clonados por transferencia de nudcleos serén
semejantes al individuo del que se obtenga la célula donadora de
éste, también puede enfocarse en forma horizontal, en la que 10s
individuos clonados por técnicas diferentes ala transferencia de
nucleos seran similares entre S.. En el primer caso se requiere de
la combinacién de dos células manipuladas: de una de ellas se
tomara solamente el nicleo que seraintroducido en el citoplasma
de otra (3). En el sentido horizontal, la manipulacién se realiza
en las edades tempranas del embridén para producir gemelos
idénticos. En este caso, no se requiere de una manipulacion tan
elaborada como en la transferencia nuclear.

Para algunos autores, la clonacion esta limitada
exclusivamente al conjunto de técnicas que permiten la
manipulacion de una célula somatica para transferir
posteriormente su nucleo a un citoplasma adecuado e iniciar el
desarrollo de un nuevo animal como un duplicado genético exacto
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al de la célula origina de la cual se extrajo el nucleo (3). En
consecuencia los clones representan un grupo de organismos
vivos que comparten el mismo complemento de genes nucleares
(4). lgualmente puede interpretarse como la reproduccién
asexual que da lugar ala formacion de individuos genéticamente
similares. En ella, la célula inicial obtiene su informacién
genética del nucleo de una célula somética de un solo donador,
en este contexto, el individuo clonado es casi idéntico a este
altimo con variaciones menores debidas a la presencia de
informacién genética contenida en las mitocondrias (5, 6).

Para otros autores, la clonacion no esta limitada a la
transferencia de ndcleos sino que consideran que los gemelos
monocigoticos, formados por la separacion de las células que
produce el huevo fertilizado después de varias divisiones, dado
gue se originan de un mismo genoma, esencialmente contienen
la misma informacion genética, por lo que puede considerarseles
como clones (2). Este enfoque abre el campo para incluir a la
clonacién como la forma natural de reproduccion de algunas
especies animales como el armadillo (Dasypus novemcinctus) y
su primo argentino, la mulita. El armadillo produce cuadruples
monocigaticos (7) y la mulita produce nacimientos de individuos
idénticos por una segregacion de blastobmeros poco antes de la
implantacion (8).

I1. Técnicas de clonacion de embriones

Con base en los conceptos de la clonacion descritos
anteriormente, se observa que existen tres técnicas que han sido
utilizadas en animales de granja o de laboratorio para producir
embriones genéticamente idénticos. Dos de ellas cabrian en el
concepto de la clonacion en un sentido horizontal: la particion o
division de embriones por microcirugia, y la separacion y cultivo
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de blastbmeros aislados por métodos enziméaticos o mecanicos
(9, 10). La tercera entra en el concepto de la clonacién en un
sentido vertical: la transferencia nuclear a partir de células
somaticas de adulto o embrionarias (3) o de blastébmeros de
embriones (11, 12, 13) entre otras células (Cuadro 1).

CUADRO1

PRINCIPALESTIPOS CELULARES UTILIZADOSEN
LASTECNICAS DE CLONACION

Metodologia Tipos Celulares
A) Particion de embriones - Morulas o blastocistos tempranosotardios
(15,38).
B) Separaciony cultivo - Blastdmeros de embriones en diferentes
de blastémeros aislados etapasdelasegmentacion, desde 2 células

hasta mérulas, cultivandose in vitrodentro o
fuerade su zonapelGcida (65, 66, 67).
- Partenogenotes (ovocitos activados
quimicamente paradividirse) parareagregar
blastémeros ( 52, 68).
C) Transferencianuclear

- Como carioplastos (células - Blastémeros obtenidos de embriones en
donadoras de niicleos) diferentes etapas de la segmentacion (desde 2
células hasta blastocistos) (52, 69).
- Células sométicas de embriones

(trofoectodermo y masa celular internao
MCI, fibroblastos fetales, células derifion,
piel, musculo, glandulamamariay células
cumulo o espermatogonias de animales
adultos) (3, 4, 15, 19, 39, 44, 54, 70, 71, 72).

- Como citoplastos (células - Ovocitos enucleados
receptoras de nuicleos) - Cigotos
- Embriones de 2 bastémeros (19, 54, 71)

1. Particion o division de embriones

En la década de los 70 se pensaba que los embriones en fases
tempranas de la segmentacién no sobrevivirian después de una
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microcirugia. Fue en los afios ochenta cuando se demostro que las
moérulas y blastocistos de |os animales domésticos eran capaces de
desarrollarse después de una particion y producir nacimientos
viables (14). Actualmente la particion de embriones permite |la
produccién de gemelos idénticos al dividir el embrién original por
métodos microquirargicos. Las evidencias experimentales indican
gue existe una relacion inversa entre el nimero de secciones que
se le hagan a embrion y el porcentaje de éxito. Las tasas de
producciéon de gemelos monocigoticos van desde poco mas de
30% en bovinos y ovinos (4, 15, 16) siendo hasta casi 70% en
bovinos, con porcentajes de gestacion superiores a 60% (14) e
incluso, en algunos casos, equivalentes a 100% (17).

El ndmero de células que tenga el embridén no solo limita €l
namero de segmentos en que pueda dividirse, sino que también
tiene incidencia sobre otros aspectos. Tipicamente se utilizan
embriones en etapa de moérula o blastocisto (18, 19). Esta
estrategia permite utilizar una de las secciones para otros fines
experimentales como la determinacion del sexo del embrion,
mientras que el resto se cultiva o congela para después transferirse
a hembras receptoras previamente sincronizadas para mantener la
gestacion (20, 21, 22).

Los embriones en etapa de blastocisto son seccionados de
manera que se dividan en dos partes iguales tanto la masa celular
interna (MCI como el trofoectodermo. Es recomendable emplear
soluciones que deshidraten ligeramente al embrién (por ejemplo,
sacarosa 200 mM), con lo que se reduce el dafio al trofoectodermo
durante su particion. Una vez cortadas, las moérulas compactas y
los blastocistos no necesariamente deben ser introducidos a zonas
pelUcidas, teniendo una sobrevivencia aceptable al ser transferidas
en hembras receptoras; aunque existen informes que indican tasas
de supervivencia de 15% en medios embriones
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(0 demi-embriones) sin zona pellcida y de 35% cuando se
transfieren con zona pelucida. En este ultimo caso las tasas de
gestacion van de 55% a 65% en bovinos (18). Willadsen y
Godke (23) obtuvieron tasas de gestacion de 80% en bisecciones
de embriones de ovino indistintamente si tenian zona pelucida o
no. En el Cuadro 2 se muestran algunos de los factores

principales que afectan las tasas de éxito con esta técnica.

CUADRO 2

FACTORES QUE AFECTAN LAS TASAS DE GESTACION EN LA

PARTICION DE EMBRIONES

Factores

Consideraciones

Calidad morfoldgica

Fase de segmentacion de
los embriones

NUmero de secciones en las
que se divide a embrién

Presencia de zona pelGcida

Sistema de cultivo de los
embriones partidos

NUmero de demi-embriones
transferidos a hembras
receptoras

Preservacion

Sexo

Mejoreslosde grados 1 a2 (14)

Mejores resultados (30) y con mayor tasade
gestacion (16) en blastocistos que con mérulas

L os medios embriones (demi-embriones)
sobreviven mejor en € (tero que los cuartos
embriones (14). Los cuartos embriones carecen
de MCI funcional, viabilidad reducida (30).

Resultados controversiales, necesaria en algunos
casos (66) o con escasa diferencia (16)

Mejor en oviductos ligados que in vitro.

Relacidn directa entre €l nimero de demi-
embriones transferidosy latasade
gestacion.

Menor probabilidad de supervivencia de
demi-embriones congelados (14, 23).

Afectado por la manipulacion y € cultivo de los
embriones, mayor pérdida de embriones
femeninos (20).
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2. Separacion y cultivo de blastomeros aislados

En algunas especies, como los equinos, se ha utilizado la
separacion de blastbmeros de embriones previos a su
implantacion para efectuar estudios de diagnéstico de
enfermedades genéticas. En ellos se ha determinado la viabilidad
de los embriones analizados después de su transferencia en
hembras receptoras, encontrandose tasas de gestacion de 21%
(249).

En humanos la separacion y cultivo de blastomeros aislados
también han sido utilizados en estudios de biopsias de embriones
en diferentes etapas de segmentacién con la finalidad de dar
alternativas a los estudios de diagnéstico prenatal, evaluando a su
vez el desarrollo embrionario in vitro con el propésito de que se
seleccionen los mejores embriones capaces de desarrollarse en
blastocistos y congelarlos mientras se evallan sus blastébmeros
aislados (25, 26, 27).

La técnica de separacion de los blastbmeros implica la
remocion de la zona pellcida, ya sea por métodos quimicos,
mecanicos o enzimaticos, para posteriormente obtener los
blastémeros mediante aspiracion, extrusion o disminucién de sus
interacciones en soluciones libres de Ca2+ y Mg2+ (12, 28,
29,30). Los blastbmeros de rata aislados en la etapa de dos
células, son capaces de formar embriones completos (31). En el
ratbn se han obtenido gemelos idénticos removiendo la zona
pelicida de embriones de dos células y cultivandolos
separadamente previo a su transferencia (16). En otras especies,
el éxito del experimento se ha determinado como dependiente de
diversos factores. Asi, por gjemplo, en porcinos y ovinos la baja
eficiencia en la obtencién de fetos se debe a |a baja sobrevivencia
invivo
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de embriones libres de zona pellacida en fases previas a la
compactacion (16). Esta tasa de nacimientos puede aumentarse
si se utilizan embriones encapsulados en gel de agarosa
(15,32). De manera que algunas estrategias para suplir a la
zona peltcida son el empleo de capsulas artificiales de agarosa
(33) o de alginato de sodio (34, 35), o matrices extracelulares
como la fibronectinay laminina (28, 36).

El numero de células que forman al embrion separado
constituye otro factor importante en la probabilidad de éxito.
Willadsen (37) demostré que la tasa de gestacion en ovinos y
bovinos se reducia conforme se hacian grupos de células de
nameros menores. La mayor tasa de gestacion que obtuvo este
autor fue del 66% al utilizar embriones de dos células o dos
grupos de células provenientes de embriones de hasta ocho
células. Cuando utiliz6 embriones de cuatro células o pares de
células de embriones de ocho células, la tasa de gestacion se
redujo a 50%. Cuando se utilizaron los blastomeros
individuales provenientes de embriones de ocho células, la tasa
de gestacion fue de solo 5%. En todos los casos en los que se
separaron las células embrionarias, el numero de células
formando el blastocisto se reducia linealmente con el niamero
de "divisiones" a la que era sometido el embrién. Un dato
importante de este estudio es que cuando se utilizaron las
células individuales de los embriones de ocho células, el
desarrollo de la MCI se veia fuertemente comprometido al
extremo de formarse sbélo vesiculas sin la presencia de este
grupo de células. Aparentemente, en los blastomeros aislados
se promueve mas facilmente la apoptosis y se afecta
preferentemente alas células de la MCI. Este proceso
contribuye a la incidencia de abortos
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debido a que la poca cantidad de células de la MCI reduce la
viabilidad fetal (38).

En monos esta misma técnica ha sido aplicada a partir de
embriones de ocho células, en la que se separan los
blastomeros mientras son mantenidos en medio libre de
Ca237 Mngy luego se reagrupan por pares que se
introducen en zonas pelucidas para que puedan desarrollarse
hasta la fase de compactacion y asi transferirlos a hembras
receptoras. El 8% de los embriones tratados brindaron crias
vivas (38).

3. Transferencia nuclear

Una técnica que incrementa el potencial de desarrollo de
los blastomeros aislados de embriones de ocho células o de
etapas mas tardias de la segmentacion es la transferencia
nuclear (37). Esta técnica permite la produccion de
individuos genéticamente idénticos originados a partir de un
solo donador de nucleos (1). Implica la insercion por
métodos quimicos, fisicos, bioldégicos o mecanicos del nacleo
de una célula donadora que puede ser tomada de varios
tejidos a la cual se le llama carioplasto, con un ovocito
activado y carente de nucleo, o con un huevo fertilizado al
que se le hayan extraido los pronucleos (4, 37, 39, 43).
Contrariamente a lo que pudiera pensarse, el desarrollo de
esta metodologia es mas bien antiguo, si bien hasta hace poco
ha acaparado el interés no sélo de la comunidad cientifica,
sino del publico en general. En el Cuadro 3 se muestra una
cronologia de los eventos mas importantes en la obtencion de
organismos clonados por transferencia nuclear.
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CUADRO 3

CRONOLOGIA DE LA CLONACION MEDIANTE TRANSFERENCIA

NUCLEAR Y SEPARACION DE BLASTOMEROS

Afo

Evento

1938

1952

1967

Hans Spemann divide un cigoto de salamandra con un cabello; mantiene
a ndcleo en una de sus mitades que continda su segmentacion. Al retirar la
barrera, uno de los nuevos nucleos llega al interior de la mitad que carecia
de 4 y se segmenta hasta convertirse en otro embrién (6).
Robert Briggs y Thomas King demuestran que los nlcleos de
blastocistos de rana (Rana pipiens) son capaces de desarrollar renacuajos a
ser transferidos a ovocitos enucleados (6, 48).

DiBernardino observa que los niicleos aislados de embriones de rana en
etapa de géstrula, desarrollan renacugjos anormales (6).

Década Se efecttian algunos experimentos parcialmente exitosos de clonacion con
de los nucleos de células intestinales de sapos. Estos clones se desarrollan hasta

70
1981

1984

1987

1992

1993

1996

1997

1997

2000

alcanzar el estado de renacugjos, sin llegar a adultos (5).

Primer reporte del nacimiento de ratones provenientes de la transferencia de
nucleos de células sométicas en ovocitos enucleados, a intentar repetir estos
experimentos otros investigadores no pudieron lograrlo (53).

Clonacion de ovinos utilizando nucleos de blastomeros de embriones por
fusion con virus Sendai 0 campo eléctrico con ovocitos enucleados. Ovejas
atérmino de su desarrollo (23).

Nacimiento de dos terneros a partir de cigotos reconstituidos con nicleos de
blastdbmeros de embriones electrofusionados con ovocitos enucleados.
Cultivo in vivo en oviductos de oveja hasta blastocisto y transferenciaa una
vaca receptor a hasta que Ilegaron a término de su desarrollo (11).

Uso del color ante Hoechst para monitorear €l proceso de enucleacion de
ovocitos de bovino. Nacimiento de 32 terneros (54).

Electrofusion de nucleos de ratén a partir de blastomeros de embriones en
estado de 2, 4y 8 células con ovocitos, con nacimiento de crias vivas (29).
Nacimiento de ovejas vivas partiendo de ovocitos enucleados por
transferencia nlcleos de células epiteliales de embriones de 9 dias de
gestacion mantenidas en etapa Go (3).

Nacimiento de "Dolly" utilizando el nicleo de células derivadas de glandula
mamaria de oveja adulta arrestada en la fase G por reduccion de suero en el
medio. Los nucleos fueron electrofusionados a ovocitos enucleados. La tasa
de éxito esinferior a 1% (5).

Nacimiento de "Neti" y "Ditto", dos monos Rhesus obtenidos por
electrofusion de nudcleos derivados de fertilizacion in vitro y ovocitos
madurados in vitro, enucleados y activados con cicloheximida. Tasa de
éxito de 3.77% (39).

Obtencion de cerdos clonados mediante electrofusion y microinyeccion de
nucleos. Tasas de éxito inferiores al8% (61,65).
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Es importante destacar que tanto el citoplasma que recibira
al nudcleo transferido como el propio nucleo deben tener
caracteristicas fisioldgicas especificas para que se realice con
éxito tanto la transferencia nuclear como el desarrollo posterior
de la célula reconstituida y, eventualmente, el desarrollo del
nuevo organismo. La célula que contiene al ndcleo que sera
transferido (carioplasto) debe tener caracteristicas particulares
que permitan cierto porcentaje de éxito antes de ser colocado en
el espacio perivitelino adyacente a la membrana del ovocito
(citoplasto) y se fusione. Experimentalmente el uso de
citocalacina B para bloquear la polimerizacion de
microfilamentos, y de colchicina para la de los microtibulos,
permiten controlar los movimientos del citoesqueleto en el
carioplasto, provocar una elasticidad de la membrana
plasmética y favorecer asi la enucleacion mediante el uso de
micropipetas, sin romper la membrana plasmética (4,
11,29,40,41,42).

Si se utiliza un embrién en segmentacién como carioplasto,
también requerirda de la micromanipulacion para obtener sus
blastomeros. Uno de estos ultimos se transfiere dentro del
ovocito en metafase |l desprovisto previamente de su ndcleo, y
se fusiona con él. Mediante este proceso, el ovocito se activa 'y
da inicio a su desarrollo como un nuevo embrién. En algunas
especies la sola transferencia del carioplasto inicia la activacion
del ovocito (4, 41, 43, 44).

La primera etapa de esta metodologia es la obtencion del
citoplasma adecuado para que sirva de aceptor del ndcleo. A los
ovocitos en metafase Il se les retira el nicleo o, en el caso de
huevos fertilizados, se les extraen los prondcleos en
microscopia de contraste de fases. Para confirmar que el
material cromosdémico haya sido totalmente extraido, se aplican
tinciones de ADN en el citoplasma del ovocito. El colorante
maés utilizado
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para esta etapa es el Hoechst 33258 para visualizar la ausencia
de contenido nuclear en los ovocitos enucleados, bajo luz
ultravioleta durante periodos de menos de diez segundos, sin
efectos negativos en el desarrollo de los embriones
reconstituidos (42, 45,46).

Respecto alas caracteristicas del carioplasto, entre mas
diferenciada esté la célula somatica, menor serd la probabilidad
de éxito en la transferencia nuclear. Para que una célula sea
totipotencial requiere que su nicleo sea capaz de desarrollarse
en un nuevo embrién (47). Para ello los genes que dan lugar al
desarrollo de un organismo completo deben estar presentes ain
cuando no todos sean expresados (48). Algunos de los genes que
deben expresar las células totipotentes son el gen Tnap, los
factores de transcripcion, los genes Oct 3/4, el proto-oncogen c-
kit, y la ADN metiltransferasa o Mt (49).

La experiencia con mdltiples tipos celulares tanto
embrionarios como de tejidos diferenciados ha demostrado que
el uso de nucleos de blastomeros obtenidos de embriones de dos
células es mas eficiente que los de ocho células; asimismo, los
nucleos de blastomeros o de las células de la MCI son mas
eficientes que los de las células de la granulosa, por ende, las
células embrionarias son mas efectivas que las células de
individuos adultos (4). A su vez, los nacleos de las células de la
MCI son més efectivos que los de las células del trofoectodermo
(44). Cheong et al (29) encontraron que al utilizar ndcleos de
blastomeros de embriones de dos, cuatro y ocho células que se
hallaran en la fase temprana del ciclo celular (fase G 1 de la
segunda divisién), como donadores de nucleos para ser
transferidos, los de dos células daban 78% de blastocistos vy
29% de ratones nacidos vivos a partir de los embriones
reconstituidos, mientras que los de cuatro células daban 71% de
blastocistos y
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22% de ratones nacidos vivos, y los de ocho células daban 46% y
17% respectivamente. En resumen, los nucleos obtenidos de
embriones en las fases tempranas de la segmentacion tienen la
ventaja sobre los provenientes de células diferenciadas en que los
primeros revierten con facilidad los cambios que sufren previo a
su diferenciacion; mientras que los ultimos deben revertir los
cambios que ya han sufrido durante mas de 30 ciclos de
divisiones celulares.

Es por ello que una transferencia nuclear eficiente, con un
desarrollo a término del huevo manipulado, dependerd de la
reprogramaciéon  adecuada  del ndcleo  donador. Las
macromoléculas del tipo del ARN mensajero y las proteinas
almacenadas en el ovocito solo soportan el desarrollo
embrionario durante un tiempo relativamente corto. Entre mas
corto sea este periodo, se requerirdA menor tiempo para la
reprogramacion. Conforme el embrion sufre cambios mayores y
crece, sus células requerirdn mayor tiempo y sera probable que
esta reprogramacion no se lleve a cabo adecuadamente. En
algunas especies, la activacion de la transcripcion del genoma
reintroducido ocurre hasta el estado previo al blastocisto, por 10
gue depende de la transcripcion del ARN materno. En embriones
productos de una fertilizacion normal, este proceso se lleva a
cabo a diferentes tiempos en diferentes especies. a partir del
estado de dos células en ratones y caprinos; de cuatro células en
porcinos; y en el paso de ocho a dieciséis células en embriones de
ovinos y bovinos (11). En la transferencia nuclear, la
compatibilidad entre el citoplasma recipiente y el nucleo donador,
es poco entendida aun y toma parte en la reprogramacion del
nucleo donado (47).

Dentro de los cambios que deben revertir los nucleos de las
células de adulto durante la transferencia nuclear estala
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metilacion del ADN que es esencial para el desarrollo
embrionario. EI genoma del ovocito esta poco metilado,
mientras que en el embrién comienza a incrementarse esta
metilacion. Esto ultimo afecta la expresion de los genes, la
inactivacion del cromosoma X, la diferenciacién celular, y el
imprinting (50). Otros cambios asociados son la activacion de
las histonas y modificaciones en otras proteinas nucleares. Si
estos cambios no se revierten, durante el crecimiento
ocurririan modificaciones genéticas de los nucleos adultos,
tales como la mutagénesis somatica, |os errores mitéticos, las
deleciones y trisomias (4).

Con el propésito de revertir los cambios en las células
diferenciadas y asi incrementar |las tasas de éxito en lafusién y
en el desarrollo de embriones reconstituidos por medio de la
transferencia nuclear, es importante la sincronizacién de los.
ciclos celulares de las células donadoras de nucleos y de los
ovocitos receptores (39, 47, 51). Merchant (6) le [lama a este
proceso sincronizacion nucleocitoplasmica.

Como es ampliamente conocido, durante la vida fetal vy
hasta la pubertad, el ovocito de los mamiferos se encuentra
detenido en la etapa de diploteno de la profase de la meiosis |
y Sus cromosomas se condensan poco antes de que ocurra la
ovulacién por accion de las gonadotropinas. Este estimulo
promueve que el ovocito reasuma su programa de division
formandose el ovocito secundario con su primer cuerpo polar,
eliminando asi la mitad de su material genético. En los
mamiferos adultos, el crecimiento del ovocito es continuo y
termina en la ovulacion, cuando es depositado en el oviducto
en donde madura e inicia su segunda divisiobn meiotica
(meiosis 1), en la cual se vuelve a detener, solo que esta vez 10
hace en la metafase 11. El ovocito arrestado en metafase ||
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continuara su division Unicamente si es activado por el
espermatozoide durante la fertilizacién, en cuyo caso culminara
su segunda divisién meiética y formaré el segundo cuerpo polar

(6, 52, 53).

Durante la maduracién y la activacion, el citoplasma del
ovocito modifica sus propiedades en la medida en que la célula
es liberada del arresto en la metafase Il y es activada con la
fertilizacion mediante una serie de descargas de calcio que
promueven la reaccion cortical. Una vez ocurrida la fertilizacion,
la transcripcion del ARN materno comienza a controlar el
desarrollo en las primeras divisiones mit6ticas hasta la activacién
del genoma embrionario. Cuando se efectla una transferencia
nuclear, la transcripcion del genoma materno del ovocito dirige
al nacleo donado mientras que éste es capaz de asumir el control
de las fases embrionarias tempranas por si mismo (4).

Al igual que en las células que se dividen, el ciclo celular del
ovocito se encuentra controlado mediante dos factores
proteinicos: el factor promotor de la mitosis o de la maduracion
(MPF) formado por una ciclina y la cinasa dependiente de
ciclina, y el factor citostatico (CSF) que es esencialmente el
mismo MPF pero asociado a una proteina que inhibe la accién de
la cinasa. Cuando la proteina inhibidora de la ciclina se degrada,
la célula es capaz de sintetizar ADN, si el inhibidor no se
degrada, la célula primeramente es incapaz de entrar ala fase S
del ciclo y, en consecuencia, puede condensar de manera
prematura su material genético. Cuando las concentraciones del
MPF se elevan, se inducen algunas alteraciones, tales como la
desintegracién o rompimiento de la envoltura nuclear (DEN), la
condensacion prematura de los cromosomas (CPC) y la
reorganizacion del citoesqueleto (3, 39).
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Para que los eventos ocurran apropiadamente después de la
transferencia nuclear, los niveles de MPF deben descender o
ser bajos. De otro modo la incidencia de dafio cromosémico y
aneuploidias puede ser alta (39, 42). Si la transferencia nuclear
se hace cuando el ovocito tiene bajos niveles de MPF (siete a
diez horas después de su activacion), no solo se presentaran
menos problemas de aneuploidias, sino que ademéas se
mantendra intacta la envoltura nuclear y los cromosomas no se
condensaran prematuramente, por |0 que continuaran su ciclo
de replicacion-condensacion de manera normal, favoreciendo
la sincronizacion nucleocitoplasmica y con ello el desarrollo
del cigoto asi reconstituido (6).

Si se fusionan células en G con célulasen G, eI material
genético de estas ultimas sufre una condensacmn
prematura como si estuviera lista a iniciar los movimientos
clasicos de la division celular (mitosis). Si la fusién es entre
célulasen etapa Sy G, la sintesis del material genético se
completay el contenido de cromosomas en el producto es
Aberrante, pues no s6lo hay mas sino que incluso las células
hijas sufren la falta de uno o varios de ellos, mientras que la
otra presenta mas de un par de copias de un cromosoma
(trisomias) (51). Los nucleos donadores que se encuentren en
lafase del ciclo G o G resultan en un mejor desarrollo
gue los que estan en fases S 0G,vya Jdue es més sencillo
reprogramar un genoma que esta abierto para sufrir una
replicacion, ademas de que los factores citoplasmicos tienen
mayor acceso al genoma cuando las células donadoras estan en
dichas fases (54). Los nucleos se inducen a entrar en un estado
de quiescencia (G) cultivando las células donadoras
en medios con cantidades reducidas de suero. De esta
manera se coordinan los ciclos celulares del carioplasto y
citoplasto.



52 TECNICAS DE CLONACION DE EMBRIONES

Ahora bien, para la fusion de carioplastos y citoplastos se
han utilizado estimulos eléctricos, virales y quimicos. La
fusion eléctrica y la fusién viral se han utilizado en roedores,
leporidos y ovinos. La fusion eléctrica se ha usado ademas en
bovinos y en monos rhesus (39, 41). La fusién inducida por el
virus Sendai tiene el inconveniente de que los nulcleos
transferidos no sobreviven o los embriones reconstituidos no
logran segmentarse. Las tasas de éxito en la fusion por virus
son de 30% en ovinos, siendo de tan solo 8% en bovinos (41,
43), por 10 que este tipo de estimulo ya no se utiliza. Una vez
efectuada la fusion, los factores presentes en el citoplasma del
ovocito enucleado y activado serédn los que reprogramen al
nucleo, confiriéndole la habilidad para regular el desarroll o
embrionario hasta que llegue a término (4, 44). Este desarrollo
embrionario puede llevarse a cabo in vitro, o in vivo en
oviductos de ovino (37, 41).

Todavia existe gran variabilidad de resultados con estas
técnicas, con tasas de éxito en la electrofusion de blastomeros
obtenidos a partir de embriones de ocho células del 90% en
ovinos, 74% en bovinos, 84% en lepéridos y 87% en porcinos
(41), y tasas de gestacion de 0% a 54% (1) o hasta de 78% en
bovinos. En esta Ultima especie, las tasas de segmentacion de
los embriones reconstituidos varian segin el sexo de los
mismos: 73% para embriones hembras, 63% para embriones
machos (46).

Existe un informe interesante en bovinos que describe la
transferencia nuclear utilizando ovocitos de vacas Holstein
(Bos taurus) con nuacleos de células aisladas de embriones
Brangus (5/8 Angus, Bos taurus y 3/8 Brahman, Bos indicus).
En otra etapa del estudio, utilizaron blastbmeros de embriones
de ocho a dieciséis células de ovino que se
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fusionaron con ovocitos enucleados de caprino, desarrollandose
hasta el estado de ocho células al ser cultivados in vivo en
oviducto de ovino. Lo anterior demuestra que es factible obtener
un clon a partir de dos células provenientes de diferentes especies
animales y cultivarlo in vivo en el aparato reproductor de una
especie no homologa (37).

[11. Ventajasy desventajas de las técnicas de
clonacion

La clonacion a partir de células de animales adultos tiene algunas
ventajas y desventgjas dependiendo de la técnica que se trate
(Cuadros 4 y 5), aunque en general todas tendrian la ventaja de
gue al conocerse las caracteristicas del donador permitirian
seleccionar a los individuos con alto valor biolégico 0 productivo
si las caracteristicas seleccionadas dependen solo de factores
genéticos, lo que no es tan probable por el efecto de las
condiciones ambientales, de manera que se desconoce hasta qué
grado es un clon realmente idéntico a su donador (5).

CUADRO 4 ) )
PRINCIPALES DESVENTAJAS DE LA PARTICION 0 DIVISION DE
EMBRIONES

Solo se obtienen de uno a cuatro embriones monocigéticos, y solo la mitad de ellos
llegan a término en su desarrallo (21, 73).

« Los demi-embriones obtenidos con esta técnica no resisten |a criopreservacion.

Reduccion de las tasas de gestacion posteriores ala transferencia en hembras
receptoras (21).

Dificultad de separar con exactitud dos mitades que sean exactamente iguales entre si
por 0 gue los individuos monocigéticos no son 100% idénticos (30).
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CUADRO 5
COMPARACION ENTRE LA CLONACION POR SEPARACION DE
BLASTOMEROSY LA TRANSFERENCIA NUCLEAR

Separacion de blastomeros

Transferencia nuclear

Ventajas

- Obtencion de individuos 100%
idénticos genéticamente entre si.

- Facilidad de obtencion de
blastémeros aislados

- Obtencion de copias gendmicas de
individuos superiores

- No requiere métodos especializados

para obtener los
citoplastos o lafusion entre ellos .

- Enlaseparacion y reagregacion de

blastémeros | os blastocistos

carioplastos,

obtenidos de quintuples y séptuples

pueden utilizarse para establecer
células totiponteciales.

Desventajas

- Necesita determinarse € medio
Optimo para €l desarrollo
embrionario in vitropara cada
especie utilizada.

- Puede requerir de la utilizacion de
zonas pel Ucidas o de sustitutos de
elas.

- Bgjastasas de éxito en crias
nacidas que se reducen al utilizar
embriones en fases avanzadas de
|a segmentacion.

- Tasas de aborto elevadas después de

transferir embriones clonados en
hembras receptoras

- Los clones no son 100% idénticos
genéticamente debido a la participacion
del ADN mitocondrial

- Los clones muestran diversos grados de
alteracion.

- Requiere de metodologiasy equipos
sofisticados para la obtencién de
carioplastos, citoplastosy su fusién.

- Requiere de una adecuada
sincronizacion nucleocitopldsmica

* Bajas tasas de éxito en crias nacidas
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Una de las consideraciones que deben hacerse cuando se
planea la clonacion por transferencia de nucleos tornados de
células de adultos, es que éstos reflejan la edad bioldgica del
donador. Esto dltimo parece ser trivial, sin embargo tiene
importancia si se analiza lo ocurrido con las regiones terminales
de los cromosomas. En estas regiones se encuentra ADN de
secuencia altamente repetida y en forma general, por tripletes o
tétradas de nuclettidos repetidos, dichas secuencias se conocen
como microsatélites. Experimentalmente se ha determinado que
el namero de repeticiones que debe tener es importante para la
funcion celular. Durante el envejecimiento, cada vez que la
célula se divide el nimero de estas repeticiones se hacen
menores y permiten que se desarrollen enfermedades propias de
la edad adulta aun en organismos "jovenes” (55).

Sin embargo, Lanza et al. (56) observaron que en bovinos
clonados por transferencia nuclear a partir de células somaticas
envejecidas in vitro, ocurria un aumento en la duracion de la
vida replicativa de la célula asi como en la longitud de sus
telomeros. Asimismo, las células somaticas que han estado
expuestas a carcindégenos quimicos y radiaciones durante
periodos prolongados, en este sentido, es posible que hayan
acumulado mutaciones que pueden manifestarse durante la
gestacion, como malformaciones congeénitas o predisposiciones
adiversas enfermedades en |os recién nacidos (5).

Con la clonacion queda todavia un buen ndmero de
problemas a resolver, como son la eficiencia de |la técnica de
transferencia nuclear, que actualmente es muy bajay demasiado
costosa para aplicarla comercialmente de manera rutinaria, ya
gue adn en el estudio mas conocido de esta técnica se obtuvo
una eficiencia de 0.36% (54). Considerando que el patrén de
desarrollo de los cigotos es muy diverso, la adaptacion de las
técnicas a otras
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especies precisa aln de una extensa investigacion para cada una
de ellas (6).

IV Aplicaciones de la clonacién de embriones

En el @mbito cientifico, la clonacion ha abierto un nuevo campo
de experimentacion para abordar problemas fundamentales sobre
los mecanismos que controlan la diferenciacion celular en el
inicio del desarrollo (6). También es (til en los estudios de
fisiologia, embriologia, genéticay crianza animal (15, 16).

Los individuos genéticamente idénticos pueden ser de sumo
valor para |los experimentos controlados en los que se evalten los
efectos ambientales, tales como nutricion, instalaciones y
medicamentos. La transferencia de genomas idénticos en
diferentes tipos de citoplastos permitirian evaluar las
interacciones entre citoplasmay nucleo (17, 41).

Los clones transgénicos y los derivados de células
primordiales pueden ser incluidos en la investigacion de terapias
celulares o genéticas, principalmente si se trabaja con primates
no humanos, ya que esto Ultimo salvaria la distancia existente
entre las especies de roedores comunmente utilizadas en los
laboratorios para desarrollo y prueba de farmacos de uso en
humanos. En enero de 2001, el grupo de Gerald Schatten dio a
conocer el nacimiento de un simio que tiene insertado el gene de
la proteina verde fluorescente (GFP), de tal suerte que sus células
pueden ser utilizadas con relativa facilidad para estudios
encaminados a determinar los efectos nocivos de farmacos que
puedan ser semejantes a los obtenidos en humanos, por 10 que los
estudios de fases terminales pueden ser mas rapidos y con un
modelo mas cercano evolutivamente, en lugar del riesgo que
implica hacer la extrapolacion del
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modelo de roedor o conejo, cominmente usado en la
investigacion farmacol 6gica.

Asimismo, los clones con fechas distintas de nacimiento
(considerando que de un mismo grupo de clones unos sean
transferidos directamente y otros sean congelados para
transferirlos con posterioridad) tienen aplicacion en el andlisis
fenotipico de los individuos clonados antes de que sean
propagados y en la transferencia seriada de células totipotentes
para dirigir la edad celular mas all4 de las expectativas de vida
(44). Ademas, los clones implantados en una misma hembra
subrogada podrian probar los efectos epigenéticos que incluyan
el ambiente materno (38).

1. Clonacion de embriones por generacién multiple

La ultima meta de los proyectos de clonaciéon de embriones es
producir gran numero o un numero ilimitado de individuos
idénticos a partir de un individuo original. Lo anterior ha sido
llevado a cabo a través de la clonacion por generacion multiple
también conocido como reclonacion, que utiliza embriones
clonados por transferencia nuclear como donadores de nucleos
para producir la préxima generacion de embriones idénticos. De
manera que si el primer ciclo de transferencia nuclear produce 10
embriones clonados viables, el siguiente ciclo posiblemente
resultaria en 100 embriones clonados en |a segunda generacion
(2, 45).

A este respecto, desde la década de los 80, se han reportado
resultados exitosos en los procedimientos de reclonacion,
pudiéndose obtener seis generaciones de embriones (37) y
terneros de tercera generacion a partir de embriones en diferentes
estados de segmentacion, obtenidos por transferencia nuclear.
Asimismo,



58 TECNICAS DE CLONACION DE EMBRIONES

la multiplicacion en serie de embriones mediante la clonacion ha
incrementado el numero de progenie producida de un embrion
donador determinado. Mediante ciclos repetidos de transferencia
nuclear, se han obtenido gestaciones de clones de tercera
generacion y se han producido embriones en etapa de blastocisto
de clones de quinta generacion. Los limites de la clonacion en serie
aln no han sido definidos. Las tasa de gestacion de los embriones
en estado de mérula o blastocisto producidos por clonacién en
serie no difieren de las tasas de gestacion de los clones derivados
de embriones frescos (2, 45).

Se ha visto que los blastémeros provenientes de embriones
clonados por transferencia nuclear en etapas mas tempranas de la
segmentacion, tienen mayores probabilidades de fusionarse a los
citoplastos que los provenientes de embriones clonados en etapas
mas tardias de la segmentacion, y que esto va relacionado con el
tamafio del blastbmero que se va a transferir. Las tasas de éxito en
la reclonacion difieren con relacion en el tiempo de cultivo y el
namero generacional del clon; por e emplo, cuatro dias de cultivo
invivo en oviductos de ovino da lugar a tasas de fusion de 68% en
embriones reconstituidos de bovino, respecto del 57% obtenidos
tras cinco dias de cultivo in vivo. Sin embargo, los clones de cinco
dias de cultivo pueden producir 4.5 generaciones de clones,
mientras que los de cuatro dias solo 3.6. La tasa de éxito en la
fusion se reduce de una generacion a otra, ya que de una linea
clonad se han obtenido 11 clones en |la primera generacion, 16 en
la segunda, 20 en la terceray solo 7 clones en la cuarta generacion
(45).

Yong y Yugiang (42) lograron obtener crias de caprino de la
primera a la sexta generaciones, de las cuales tres pares fueron
gemelos monocigoéticos, tres series fueron de triples
monocigoéticos, dos series de cuadruples monocigoticos, tres
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series de quintuples y una serie de heptaples monocigéticos.

Los abortos y las tasas de gestacion pueden diferir entre
reclines y la primer a generacion de embriones clonados por
transferencia nuclear. Willadsen (37) informa que la segunda o
posteriores generaciones de bovinos y ovinos, tienen tasas de
gestacion mas bajas que la primera generacion de embriones
clonados, y que las tasas de aborto se incrementan a partir de la
segunda generacion.

Con el estudio profundo y el adecuado control de las
deficiencias actuales de la clonacion, en un futuro la clonacién en
serie permitira a su vez, la clonacion de animales transgénicos
gue contengan genes selectos. De ahi se deduce que la clonacion
ofrece una enorme oportunidad para la ganancia genética, el
incremento en la eficiencia de la produccion de alimentos de
origen animal y los programas de investigacion (2).

2. Aspectos comerciales de la clonacion de embriones

Cuando la clonacion se aplica a los embriones de alto valor, la
habilidad para producir varios nacimientos por cada embrion
ofrece suficiente ventaja econémica para recuperar |0s costos
involucrados, sobre todo si se utilizan procedimientos de sexado
de embriones, de manera que los nacimientos de individuos
clonados sean de sexo predeterminado. Esto pondria un limite en
el nimero de embriones de sexo masculino transferidos, lo cual
reduciria el nimero de transferencias requeridas o permitiria
obtener una poblacién de pie de cria efectiva con el mismo
nuamero total de transferencias (57). Sin embargo, la eficiencia
con la que se cuenta actualmente ain no permite una produccién
de embriones en masa a un costo accesible para la produccion de
animales comerciales (2). Es necesario que se
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incrementen significativamente las tasas de éxito para que el
mercado de los embriones clonados pueda hacerse realidad.
Actualmente en el mundo existe un laboratorio que ofrece la
clonacién de embriones por transferencia nuclear, a la cual los
ganaderos pueden enviar sus embriones para recibir clones por
100 ddlares cada uno (1).

Otra limitante es que los pesos de los individuos clonados al
nacimiento son anormales. Estos procedimientos dan lugar a una
mayor incidencia de distocias, aunque posterior al hacimiento las
tasas de crecimiento no se afectan por este procedimiento. No se
conoce explicacion biologica sobre este aspecto (2). Es necesario
incrementar la eficiencia de este procedimiento para eliminar el
problema de gigantismo fetal que se ha encontrado en algunos
becerros producidos por transferencia nuclear (1). En ovinos no
se ha observado alteracion en los pesos al nacimiento de los
individuos clonados, pero si un alargamiento en la duracion de la
gestacion que es influenciado por el genotipo fetal (54).

Es clara la necesidad de investigacion baésica, utilizando
especies de las que se tenga un conocimiento adecuado para los
fines de la investigacion. Este tipo de estrategias, por su
accesibilidad y bajo costo, podrian ser llevadas a cabo en
animales de laboratorio, explorando mas la técnica en los ambitos
celular y molecular, de manera que la solucién a los problemas de
las tasas de gestacion y pesos al nacimiento podria obtenerse de
los experimentos a partir de estas especies (2).

3. Aplicacion de la clonacién en la conservacion de especies
La reciente demostracion de l|la capacidad para clonar

mamiferos adultos, ha propiciado una variedad de nuevas ideas
de investigacion
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para los interesados en las especies en peligro de extincion. La
clonacion tiene el potencial de minimizar la pérdida de recursos
genéticos, al igual que rescatar |a pérdida de material genético; por
lo que permitiria expandir el nimero de taxas incluidos en los
programas de supervivencia de especies, porque haria posible la
criopreservacion de embriones clonados; aunque habria que pensar
con cuidado, en las especies animales que podrian ser utilizadas
como las receptoras de los embriones de especies en peligro de
extincién gque vayan a ser clonados, y considerando: que los tipos
de placentacion son diferentes para cada especie; que la
transferencia embrionaria interespecifica sélo funciona en las
especies en las que es posible crear hibridos; que hay especies
silvestres que no se reproducen en cautiverio, y también que el
comportamiento materno de las hembras receptoras hacia las crias
nacidas a partir de embriones clonados de especies no homdlogas a
ellas, podria afectar la supervivencia de los clones, etcétera (8).

El grupo Lanza et al. (58) efectuaron la primera clonacion de
una especie en peligro de extincion: un gaur asidtico a quien
[lamaron «Noé», obtenido por la transferencia de nucleos
utilizando células de piel (fibroblastos) de gaur macho y ovocito
enucleado de vaca doméstica, y cuyo embridn reconstituido fue
transferido en una vaca doméstica. Actualmente esperan el
nacimiento del gaur clonado y sefialan que estan en planes de ser
clonadas especies tales como el antilope bongo, el tigre de Sumatra
y el panda gigante. Asimismo, se cuenta con células preservadas de
una especie ya extinta, la cabra bucardo de montana, de Esparia, en
la que se esta pensando aplicar la clonacién.

V. Consider aciones éticas de la clonacién

Hasta ahora se ha hablado sobre algunas consideraciones que
deben ser cuidadosamente estudiadas con respecto ala clonacion
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de animales, tanto para el abasto como para la conservacién de
especies en peligro de extincién; queda solamente mencionar
las probables consecuencias que esta técnica tendria si fuera
aplicada a los seres humanos.

En 1984 McLaren (44) consideraba que la transferencia
nuclear podria ser aplicada en los seres humanos; sefialaba que
para las parejas que tuvieran el riesgo de transmitir defectos
genéticos a su progenie, si se recuperaran varios ovocitos de
una mujer, se enuclearan y se les transfiriera un nucleo de la
MCI de alguno de sus propios embriones; unos cuantos podrian
ser congelados mientras que los remanentes genéticamente
idénticos podrian ser evaluados para defectos genéticos por
analisis cromosémico, andlisis de ADN o por métodos
bioquimicos. De esta forma se aseguraria a la pareja que
cualquier embrion transferido al Gtero materno del stock que
fuera congelado, estaria libre de defectos genéticos.

A este respecto existen opiniones tanto en favor como en
contra. Por ejemplo, en 1997 el Consejo Bioético de Estados
Unidos de América (59), sefialé6 la preocupacion existente
acerca del posible dafio fisico provocado por la manipulacién
del ovocito, nacleo y embriones, asi como del dafio psicol6gico
en cuanto al sentido de la individualidad y la autonomia
personal de los individuos clonados. Mencionan la
preocupacion ética sobre la degradacion de la calidad de la
familia y el parentesco en el caso de que los padres quisieran
tener un control excesivo sobre las caracteristicas de sus hijos.

Lisker y Tapia (5) opinan que la clonacion de embriones
humanos tendria utilidad en la investigacion siempre y cuando
los embriones no fueran implantados en el Gtero de mujeres, y
que tuviera lafinalidad de incrementar el conocimiento en
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biologia celular y los mecanismos de expresién genética, ya que no
deben ponerse obstaculos a avance en la investigacion cientifica.
Aunque hacen hincapié en la importancia de discutir y resolver
todos los problemas éticos y legales que plantea la clonacion de
nuestra especie.

A findes de 2000 las autoridades inglesas aceptaron la
aplicacion de la clonacion por transferencia nuclear en humanos,
pero con una temporalidad finita de solo 2 semanas y con una idea
de aplicacion exclusiva para la obtencién de tejidos que puedan ser
utilizados para transplante. Una aternativa en este sentido es la
estrategia definida por los trabajos de Onishi et al. (60), y de
Polgjaeva et al. (61) en los cuales se obtuvieron cerdos clonados
por transferencia nuclear y cuya smilitud en cuanto a tamafio de
organos y capacidades de aspecto inmunoldgico son muy similares
aladelos humanos.

Hottois (62) considera que se le estd dando mayor prioridad alas
reacciones simbodlicas de la clonacién que a andisis de sus
técnicas. Opina que no hay razon para enjuiciar la clonacién, ya que
desde el punto de vista de una pareja con problemas de esterilidad
total, o que hayan perdido a un hijo, o de una pargja en la que
ambos cargan genes letales, la clonaciéon no implicaria la
reproduccion en masa de clones sino de tan solo uno o quizés dos, y
gue €llo no afectaria la autonomia de los clones. Ademés, recuerda
gue la identidad biol6gica entre los clones, y entre elos y su
donador no seria total, ya que existen diferencias ligadas a ADN
mitocondrial (que permanece en los ovocitos receptores) y alas
interacciones entre los genes y e ambiente que genera mutaciones.
De hecho, menciona que los clones son mas diferentes entre si que
los gemelos monocigdticos. Sin embargo, no hay que perder de
vista que en este ultimo aspecto, los genes letales que deberian ser
removidos de la poblacion por efecto de
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la seleccion natural, son reintegrados al juego con lo que
eventualmente pueden obtenerse individuos en cuyos embarazos
se manifiesten nuevamente estos genes |letales.

Por otro lado, Bryan (63) trata de aproximar el que seria €l
sentir de los humanos como individuos clonados con el de los
gemelos monocigoéticos que nacen de manera natural. Explica
que en virtud de que ain cuando estos ultimos son idénticos
genéticamente, siempre hay uno que nace primero que el otro y
gue, por 10 tanto los medios uterino y extrauterino influyen para
producir no solo apariencias sino también personalidades
diferentes en cada uno. En el aspecto psicolégico, sefiala como
ventaja que los gemelos monocigoticos tienen facilidad para
relacionarse y comprenderse mutuamente dada su identidad
biol6gica; pero como desventgjas, que tienen mayores riesgos de
nacer prematuramente o de tener altas tasas de muerte perinatal.

Por ultimo, Edwards y Beard (4) sefialan que la biseccién o
separacion de embriones y la transferencia nuclear actualmente
aplicadas en animales, podrian considerarse para su aplicacion en
humanos en la proxima década.

VI. Conclusiones

Aun cuando son muchas las definiciones que se le dan a la
clonacién, es posible concretar que la clonacién implica la
utilizacion de técnicas que permiten la manipulacién de una
célula para que se desarrollen a partir de ella nuevos individuos
con un duplicado genético de la célula original.

Si bien la clonacion de embriones de mamiferos superiores a
través de sus diversas técnicas tiene un potencial considerable
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en el mejoramiento de la produccion animal y en el rescate de
especies animales en peligro de extincion, es necesario buscar
mayores avances en dichas técnicas para obtener un sistema
eficiente de clonacién de embriones, que reduzca al maximo las
anormalidades cromosOmicas, tales como las aneuploidias o las
anormalidades en los individuos clonados, tales como el
gigantismo fetal, y que se incremente la tasa de éxito en la
obtenciéon de individuos clonados. En la actualidad los
investigadores estan regresando a la investigaciéon basica, para
tratar de superar este obstaculo (64).

Por otra parte, ain cuando la particibn o division de
embriones ya tiene aplicacion comercial en el ganado, la
separacion de blastébmeros y la transferencia nuclear todavia
estdn en etapa de investigacion y perfeccionamiento de las
técnicas. Habria que darle mayor atencion a la separacion de
blastémeros, pues sus ventajas son mayores a las que ofrece la
transferencia nuclear en el sentido de que no requiere
manipulaciones mayores que la separacion y cultivo de
blastbmeros aislados, sin necesidad de sincronizar ciclos
celulares ni de fusionar células con la pérdida de control que
cada una de estas etapas implica A pesar de que las tasas de
exito en el desarrollo a término de los individuos obtenidos de
esta forma es también reducido, hasta ahora no se han descrito
problemas de anormalidades en los individuos al nacimiento.
Debemos dejar claro que esta técnica solo producira individuos
genéticamente similares entre si, acorde a la definicion de
clonacién en el sentido horizontal, mas no con respecto de los
individuos que intervengan para obtener la célula donadora de
genes, como sucede con la transferencia nuclear. Aun asi,
permitiria obtener buen numero de individuos clonados de genes
selectos que, inclusive, podrian ser seleccionados con base en su
Sexo, a un menor riesgo.
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Por ultimo, dados los alcances de |a clonacion, es necesario valorar
su aplicaciébn en embriones humanos teniendo presentes las
consecuencias que podria ocasionar su mal uso. Aun esta en estudio y
requiere ser perfeccionada al méximo para evitar dafar fisica y
psicol 6gicamente a los individuos clonados. Asimismo, la legislacién
arededor de esta metodologia la va haciendo cada vez menos magica
y le esta poniendo limites reales, por 10 que es de esperarse que la
utilizacion que de ella se tenga, sea también adecuada. Dios le ha dado
ala humanidad la capacidad de utilizar a la ciencia para hacer €l bien,
toca ala comunidad cientifica velar porque asi sea.
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